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RESUMEN

FONSECA AGUILAR WENDY FABIOLA. Diagnéstico inmunohistoquimico de
Leucemia Viral Felina en tejidos de gatos con enfermedad linfoproliferativa (bajo la
direccion de MVZ MC Carlos Gerardo Salas Garrido y MVZ EAPV Carlos Cedillo
Pelaez).

Se realiz6 un estudio retrospectivo de 21 casos correspondientes al periodo entre los
anos 2000 al 2005, en tejidos de gatos provenientes de necropsias realizadas en la
FMVZ-UNAM que presentaron enfermedad linfoproliferativa (EL) diagnosticada por
histopatologia, sugerentes a Leucemia Viral Felina (LVFe). Las muestras de tejido
fueron reevaludas mediante la técnica de inmunohistoquimica para la identificacion de
antigenos virales en las células neoplasicas. Del total de casos evaluados, el 71.4%
(15/21 casos) fueron inmunopositivos y 28.6% (6/21casos) inmunonegativos.

El linfoma multicéntrico fue la neoplasia de mayor presentacion con 61% (13/21 casos),
asi como mayor frecuencia de inmunopositividad 77% (10/13 casos), seguida del
linfoma extranodal que correspondid al 19% (4/21 casos) de los cuales 75% (3/4 casos)
fueron inmunopositivos. El linfoma mediastinico y gastrointestinal constituyeron cada
uno el 9.5% (2/21 casos), donde el 50% (1/2) de cada uno fue inmunopositivo. De los
casos evaluados, el 28.5% (6/21 casos) se informaron con invasion a médula 6sea, de
estos el 67% (4/6 casos) fueron inmunopositivos. Los gatos de edad mds afectada tanto
por la enfermedad linfoproliferativa como por LVFe fueron los menores de 3 afios
42.9% (9/21 casos), de los cuales 88.9% (8/9 casos) fueron inmunopositivos.

Se concluye que la inmunohistoquimica es una herramienta ttil para el diagndstico de
LVFe, en gatos con enfermedad neoplésica, proporcionando al clinico y al patélogo un

diagnéstico eficiente.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Leucemia Viral Felina
La leucemia viral felina (LVFe) es una enfermedad infecciosa viral que afecta a felinos
domésticos y silvestres, siendo los animales jovenes los mds frecuentemente afectados.

-7

La LVFe es una enfermedad de distribucién mundial, considerandose una de las causas
mds importantes de mortalidad en gatos. -7

El Virus de la Leucemia Felina (VLFe) puede causar enfermedades proliferativas, asi
como inmunosupresion, esto depende de la respuesta del hospedero y la patogenicidad
del virus. Fue detectado por primera vez por W. Jarret en 1964 en un gato con linfoma.
Desde entonces, este virus se ha identificado en coinfecciones con diversos agentes
infecciosos secundarios, debido a su efecto inmunosupresor en los gatos
susceptibles. Razas puras de gatos como los siameses, se menciona que pueden tener
cierta predileccién.

La forma clinico-patolédgica de la infeccién por el VLFe es muy diferente en cada gato,
mucho depende del estado inmunolégico del animal, edad, patogenicidad del virus y
concentracion del virus. La produccion de anticuerpos estéd relacionada con la edad del
animal, ya que los gatos infectados en edades tempranas, no presentan una adecuada
respuesta inmunoldgica por lo que la posibilidad de desarrollar la enfermedad se
incrementan. *'”

Los efectos del VLFe pueden ser directos causando citotoxicidad o bien indirectos, a
través de moléculas citosupresoras. -

Dentro de las enfermedades proliferativas la leucemia y el linfoma constituyen el 30%
de todos los tumores felinos y el 90% de todas las neoplasias hematopoyéticas en gatos

domésticos, de los cuales 70% son positivos al VLFe. (-10)



1.2 Etiologia

El VLFe es un virus ARN perteneciente a la familia de los retrovirus, subfamilia
oncoviridae genero gammaretrovirus. Es un retrovirus felino exégeno el cual posee tres
subtipos A, B y C. Esta clasificacion estd basada en las diferencias estructurales de un
tipo especifico de glicoproteina de envoltura (gp70). =4

Existen también retrovirus enddgenos que no son patogénicos (RD-114 virus, enFeLV,
MAC-1 virus) y se encuentran de manera normal en los gatos, se transmiten de forma
vertical por células de lineas germinales las cuales pueden poseer ADN proviral
(proviral sin) el cual no produce particulas virales infecciosas y no se replica. La
importancia de estos retrovirus enddgenos radica en el potencial que tienen las
fracciones de ADN proviral de recombinarse con el ADN del Virus de Leucemia
Felina- subtipo A, lo que puede incrementar la patogenicidad del subtipo exdgeno. (-
El VLFe es de forma esférica, en su ndcleo contiene una cadena simple de ARN,
estrechamente ligado a la enzima transcriptasa reversa que le concede la propiedad de
codificar ADN a partir del ARN viral. Posee tres genes principales gag, pol y env, los
cuales tienen funciones reguladoras, controlan la expresién de otros genes y la
replicacion viral. El gen gag (antigeno grupo asociado) estd involucrado en la
produccion de proteinas estructurales internas asociadas con el nicleo (p15¢, p12, p27 y
pl0); el gen pol (polimerasa) interviene en la trascripcidon genética por parte de la
transcriptasa reversa, y el gen env (envoltura) codifica para la proteina de superficie
gp70 y pl5e, asimismo se le relaciona con efectos inmunosupresores, neopldsicos y con
la patogenicidad del virus. (-4

El nicleo esta rodeado por una cédpside hexagonal (nucleocédpside), la cual posee tres

proteinas estructurales internas p27, pl0 y pl5c, cuya funcién es proteger el genoma

del virus durante la replicacién. Estas proteinas se producen dentro de las células



infectadas, aunque también pueden circular libres por plasma y excretarse por lagrima o
saliva; por esta razén la proteina p27 se emplea para el diagndstico de la enfermedad,
mediante la evaluacion de fluidos corporales. 71D a nucleocdpside estd rodeada por
una capa interna esférica (p12) y una envoltura externa la cual presenta la glicoproteina
de superficie gp70, que es considerada como la unidad externa de superficie, misma que
varia seglin el subgrupo en su regulacion de genes, asi como en su capacidad de
interferencia cruzada con la replicacion de homdlogos pero no subgrupos heterélogos
del VLFe vy es responsable de la respuesta inmune que puede proporcionar proteccion
contra la infeccidon. Otra proteina que se encuentra a nivel de envoltura externa es la
pI5SE considerada inmunosupresora por su capacidad de disminuir la funcién de
leucocitos (in vitro). Externamente el VLFe posee protuberancias en forma de espiga
que son continuacién de su envoltura y sitios de unién para las células hospedadoras

(Figura 1). -7
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Figura 1. Esquema del Virus de la Leucemia Felina.



Debido a las diferencias entre subtipos, las células previamente infectadas con un
subtipo de VLFe-A no pueden ser superinfectadas con otro subgrupo A, pero pueden
infectarse con cualquiera de los otros subtipos (B o C). La interaccién entre los subtipos
también determina diferencias en el desarrollo de la enfermedad. =+ %%

Solo el subgrupo A es infecto-contagioso y se puede trasmitir horizontalmente por
secreciones naturales, ha sido aislado en todos los gatos infectados y esta relacionado
con enfermedades linfoproliferativas, los otros dos subgrupos (B y C) son el resultados
de mutaciones y recombinaciones entre VLFe-A y secuencias de ADN proviral de
retrovirus endégenos. De igual forma los subgrupos B y C requieren la presencia del
subgrupo A para su replicacion. El subgrupo B no es patégeno solo, requiere del subtipo
A y estos se aislan de aproximadamente el 50% de los gatos positivos al VLFe. El
subgrupo C, rara vez se aisla (1% de los casos) y puede encontrarse en combinacién con
el subgrupo A, B o con ambos (AB), este subgrupo se relaciona con anemia no
regenerativa resultante de la inhibiciéon del crecimiento y/o diferenciacion de los
primeros progenitores eritrociticos. Las diferencias en el resultado de la infeccién por el
VLFe pueden ser atribuidas a diferencias entre los subtipos. %

La capacidad que presenta el VLFe para formar parte del propio genoma de las células
hospedadoras, es el factor mds importante de prevalencia de la infeccidn, ya que una vez
que el virus ha infectado células hematopoyéticas (durante la divisidn), las células hijas
contendrdn el ADN viral y esto predispone al desarrollo de neoplésia. (1-10)

Las células infectadas por retrovirus pueden expresar un antigeno de membrana celular
asociado a oncovirus felino (AMCOF), que resulta de la recombinacién del gen env del
VLFe con secuencias de retrovirus endégenos, asimismo ha sido aislado de gatos

infectados por el Virus del Sarcoma Felino. Este antigeno ha sido encontrado en la

membrana celular de gatos con linfoma, leucemia miel6gena y fibrosarcoma. AMCOF



es una proteina compuesta por péptidos tnicos de la membrana de la célula neoplésica
infectada, los cuales precipitan con anticuerpos especificos; asimismo es considerado un
antigeno no viral, codificado por las células del gato, los cuales son expresados, cuando
la célula es infectada por el VLFe o al momento en que la célula se transforma en
cancerigena. (1-10)

Los gatos que presentan titulos altos de anticuerpos anti-AMCFO, no desarrollan
enfermedad neopldsica, aunque estén infectados, sin embargo, estos anticuerpos no
protegen contra la enfermedad no neoplésica. (-10)

1.3 Transmision

La transmision del virus puede ser vertical u horizontal. La transmisién horizontal es la
mds comun ya que los gatos virémicos eliminan al virus principalmente por saliva,
aunque también se menciona que existe eliminacién por secreciones respiratorias,
lagrima, leche, orina y semen. Debido al comportamiento social de los gatos el contagio
es mayor durante el apareamiento, por mordidas, acicalamiento y en gatos que
comparten recipientes. El tiempo de contacto necesario para existir infeccion, varia
segiin las condiciones inmunoldgicas de cada animal. ™"

La transmision vertical es menos frecuente, sin embargo, la transmision transplacentaria
y por calostro, estd descrita. Muchas de las hembras infectadas presentan problemas
reproductivos por lo que el aborto y la reabsorcién embrionaria pueden presentarse y de
esta forma disminuir la frecuencia en la transmisién vertical. ™"

La infeccién también puede ser transmitida a través de transfusiones sanguineas, sin
embargo, el virus es muy inestable a temperatura ambiente, por lo que no se consideran
importantes los instrumentos quirdrgicos, jaulas etc., como fuente de infeccion.

En los gatos infectados, el periodo de induccién para el desarrollo de linfoma, leucemia

Lo . 1-10
o enfermedad no neopldsica varia de 3-41 meses. "'



1.4 Patogenia

El VLFe tiene la capacidad de replicarse en diferentes tejidos. Después de la infeccion
inicial y si la respuesta inmune del gato no es la adecuada, el virus inicia su replicacion
en células linfoides, internalizdndose por fusién de membranas o endocitosis, en este
paso el virus pierde su envoltura, posteriormente en el citoplasma deja su cédpside,
quedando el ARN viral libre. La enzima transcriptasa reversa, que se encuentra ligada al
genoma viral, se encarga de sintetizar ADN viral (provirus) a partir del ARN viral; el
provirus se integra al genoma de la célula hospedadora, donde pueden ocurrir diferentes
procesos: 1) la destruccién de la célula infectada por parte del sistema inmune, 2)
infeccién con o sin replicacién viral (latencia), y/o 3) transformacién a célula tumoral.

(1-10,12)

El virus puede replicarse en orofaringe, gldndula salival y posteriormente invadir tejido
linfoide y especialmente médula dsea. (1-10)

El gato expuesto al virus puede desarrollar alguna de las siguientes condiciones:

A) No infectado: debido a una exposicion deficiente y a la susceptibilidad del animal.
B) Persistentemente infectado: si la respuesta inmune es deficiente, el gato desarrolla la
infeccidn con replicacion viral, distribucién sistémica a los diferentes 6rganos linfoides
(timo, bazo, linfonodos y médula sea) y por lo tanto una viremia persistente detectable
serologicamente (ELISA+, IFA+). La susceptibilidad a infecciones secundarias
incrementa. Existe riesgo elevado de mortalidad debido a la inmunosupresion, anemia,
linfoma y otras alteraciones.

C) Infeccion transitoria: desarrolla una infeccién, que puede ser en algiin momento
controlada por el sistema inmune, los gatos infectado llegan a presentar una viremia

transitoria (ELISA+, IFA+) con eliminacién del virus y posteriormente recuperacion,

sin embargo, el gato puede quedar como portador latente.



En los gatos inmunocompetentes la replicacion viral es controlada por una respuesta
inmune efectiva mediada por células y mecanismos humorales para la eliminacién del
virus; en estos gatos se detectan altos niveles de anticuerpos neutralizantes, mismos que
eliminan al virus sin ser virémicos.

D) Infeccion latente: el virus se elimina como parte del proceso de recuperacién durante
9-16 meses. En algunos casos la latencia permanece indefinidamente, por lo que el gato
puede desarrollar enfermedades secundarias, riesgo de contagio a otros gatos,
replicacion activa del virus, transmision viral transplacentaria o por amamantamiento.
(1,4-7)

La infeccion latente puede ser reactivada espontdneamente o durante procesos de
inmunosupresion (estrés, gestacion o tratamientos con glucocorticoides).

Mis de la mitad de los gatos con recuperacidn aparente pueden llegar a desarrollar
infeccion latente en médula dsea. En algunos casos cuando el virus llega a infectar
médula 6sea, los provirus pueden permanecer en las células precursoras
hematopoyéticas, sin ser activos, por lo que pueden haber resultados serolégicos
negativos (ELISA-, IFA-) en gatos con infeccién latente. 17

Los signos clinicos pueden ser muy variados segun el tipo de enfermedad que desarrolle
o bien la complicacién que tenga. Con frecuencia los gatos presentan anorexia,

depresion, cierto grado de anemia y episodios recurrentes de fiebre. (14D

1.5 Tipos de enfermedad

Las enfermedades que se desarrollan en LVFe se clasifican en dos tipos: 1) Enfermedad

no neoplésica y 2) Enfermedad neoplasica. ¢*+'?



1.5.1 Enfermedad no neopldsica: Los gatos pueden desarrollar inmunosupresion,

asociada a una disminucién de la capacidad funcional de las células del sistema inmune
(linfocitos y neutrdfilos), citotoxicidad y estimulacion de la apoptosis de linfocitos por
efecto viral, y de este modo existir complicaciones con diversas infecciones parasitarias,
bacterianas y virales. La atrofia timica secundaria a la infeccion por el VLFe, se
presenta con mayor frecuencia en gatos jovenes (6 meses edad). De igual forma se
puede presentar hipoplasia mielocitica y anemias, debido a efectos citopaticos en células

(14919 También puede haber glomerulonefritis por

precursoras hematopoyéticas.
depdsitos de complejos inmunes, poliartritis progresiva crénica inmunomediada que
puede ser de dos formas: como artritis fibrosa anquilosante y periosteitis en gatos
jovenes y como una sinovitis linfoplasmocitaria con deformidad articular en gatos
adultos, asi como trastornos reproductivos como abortos, infertilidad y reabsorcion
embrionaria en el primer tercio de la gestacion (8- Asimismo se informan enteropatias
caracterizadas por diarrea cronica y pérdida severa de peso, ocasionada por atrofia y
fusion de vellosidades intestinales, debido a la infeccién directa en células de las criptas
del epitelio intestinal. " *'¥

Algunas de las infecciones secundarias mas importantes a las que estidn predispuestos
los gatos con LVFe son infecciones por Hemobartonella sp, Ehrlichia sp, Coronavirus
felino, Virus de la inmunodeficiencia felina, Parvovirus felino, Toxoplasma gondii,
(1,4-8, 14,15)

Aspergilus sp, Candida sp y septicemias bacterianas entre otras.

1.5.2.-Enfermedad neopldsica: Los gatos infectados que desarrollan enfermedades

linfoproliferativas pueden afectar diferentes o6rganos incluyendo médula dsea y

. . . ;- 1,4-10,16-18
ocasionar diversos S1Z2nos clinicos. ( )

En médula 6sea, la infeccién por el VLFe puede ocasionar leucemia, donde las células

L. . .z P 1,9,10,16-18
neopla51cas pueden 0 no estar en circulacién sanguinea. .9, 10, )
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La leucemia se puede clasificar de acuerdo a su curso clinico y al tipo de linea
hematopoyética afectada. >

Acorde al curso clinico se encuentran las leucemias agudas caracterizadas por su
comportamiento bioldgico agresivo y presencia de células blasticas (células inmaduras)
a diferencia de las leucemias cronicas que son menos agresivas y las células que
predominan estdn bien diferenciadas; este tipo de leucemia es raro en gatos y estd poco
relacionada con infecciones por el VLFe, "+ %19

La clasificaciéon de acuerdo a la linea celular de origen comprende a las leucemias
mieloides y linfoides. Con respecto a las mieloides estas pueden ser, leucemias
indiferenciadas agudas, leucemias mielégenas o granulociticas, leucemias eritroides,

leucemias mielomonociticas, leucemias monoliticas y leucemias megacariociticas. (14-

9,16)

Las leucemias de la linea linfoide se reducen a leucemia linfocitica crénica o
linfoblastica aguda. 19

Cerca del 90% de los gatos con leucemia son positivos al VLFe. Los signos clinicos en
el caso de leucemia se limitan a letargia y anorexia, aunque también pueden presentar
fiebre como consecuencia de septicemia (por granulocitopenia), hemorragias (por
trombocitopenia) y diferentes grados de anemia. También pueden llegar a desarrollar
hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, metdstasis y en ocasiones hematopoyesis
extramedular, %19

Los sindromes mielodispldsicos (preleucemia) caracterizados por anormalidades
hematoldgicas como pancitopenias, citopenias relacionadas con una médula ésea normo
o hipercelular con alteraciones funcionales de granulocitos y plaquetas, se presenta con
relativa frecuencia en gatos que desarrollan leucemia mieloide aguda y el 80% de los

. 1,4-9,16
casos son positivos a LVFe. (1.4-9.16)
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El linfoma es la neoplasia que con mayor frecuencia se presenta en gatos,
aproximadamente un tercio de todos los tumores felinos. La edad donde se encuentra el
mayor rango de presentacion de linfoma, es en gatos adultos jévenes de alrededor de 2
afios y en adultos maduros de 6-12 afios, aunque pueden presentarlo también animales
j6venes desde los 6 meses. &0 1719

Aproximadamente 2/3 de los gatos con linfoma no presentan anormalidades
hematolégicas y alrededor del 50% de los gatos con linfoma tienen invasion a médula
bsea, B10.17.18)
La clasificaciéon de los linfomas se basa en su localizacién anatémica y en sus
(10,17,18)

caracteristicas celulares.

Dentro de la clasificacion anatomica de linfoma se encuentran:

a) Linfoma mediastinico: El tumor se encuentra en el mediastino anterior, puede
presentar diferentes dimensiones, aunque frecuentemente son tumores de gran
tamafio. En cavidad toricica se puede encontrar ligera o moderada cantidad de
liquido asociado a compresion linfitica o hemorragias, donde se pueden
encontrar células neoplasicas. Los linfonodos mediastinicos usualmente son
invadidos, los pulmones se comprimen dorsalmente por el tumor y muy rara
vez estdn infiltrados. También puede haber derrame pleural.

b) Linfoma gastrointestinal: Las lesiones en esta region, se aprecian como
tumores nodulares, que pueden tener diferentes tamafios y frecuentemente se
encuentran localizados en intestino delgado (yeyuno e ileon), aunque pueden
encontrarse en cualquier zona del tracto gastrointestinal. La compresion del

intestino por la neoplasia puede provocar estenosis, dilatacién de la seccién



d)

12

proximal y engrosamiento de la pared intestinal con edema transmural.
Usualmente estdn involucrados linfonodos mesentéricos, higado y/o rifiones.
Linfoma multicéntrico: Los linfonodos periféricos son los mds cominmente
afectados, la mayoria de las veces de forma simétrica. Pueden estar
involucrados varios dérganos, entre ellos; higado, rifién, bazo, corazén, tracto
gastrointestinal, hueso, linfonodos profundos y médula 6sea.

Linfoma extranodal: La forma extranodal, solitaria o regional se presenta con
menor frecuencia. Las lesiones se limitan a un solo 6rgano, son lesiones
aisladas de localizacion unica, donde el linfoma renal es la forma mas comun
de linfoma extranodal en gatos.

Linfoma cutdneo: Se presentan en piel y son muy raros en gatos, estin
subdivididos en dos variedades, la epiteliotrépica y no epiteliotrépica. La
primera forma se origina en la piel y no presenta invasion a otros 6rganos. La
variedad no epiteliotropica, puede ser causada por extension de linfoma
multicéntrico, si se presenta de forma aislada se considera una variedad de
linfoma extranodal.

Linfoma en sistema nervioso central: Se puede presentar en cualquier area del
sistema nerviosos central (SNC) o periférico, corresponde al 12% de todos los
linfomas felinos, la edad de presentacion varia de 1 a 4 afios,
aproximadamente 90% de los casos son positivos a LVFe. Puede haber

invasioén por médula espinal a través del espacio epidural.
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La clasificacién histolégica de linfoma con base a las caracteristicas celulares, segin la

Férmula de trabajo del Instituto Nacional de Cancer (NCI-WF) 19 gon:

Grado Distribucién, tamafo y forma nuclear

Bajo Difuso, linfocitico de células pequefias (DLP)
Folicular, predominante de células pequefias hendidas
Folicular, mixto

Intermedio Folicular, predominante células grandes
Difuso, de células pequefias hendidas
Difuso, mixto
Difuso, de células grandes hendidas
Difuso, de células grandes no hendidas

Alto Inmunobldstico
Linfobléstico
Folicular o difuso, de células pequefias no hendidas

La clasificacién de los linfomas segiin la (NCI-WF) y el fenotipo, se correlaciona con el

desarrollo biolégico del tumor, respuesta al tratamiento y el prondstico del animal. '*

17,18)

El clasificacién del linfoma segiin su desarrollo bioldgico es en tres grados, bajo,
intermedio y alto grado, basados en su indice mitdsico, distribucién y caracteristicas
celulares. De este modo el conteo de figuras mitdsicas por campo de 1000X de 0-1
corresponden a bajo grado, de 2-4 grado intermedio y = 5 grado alto (promedio de 10
campos). 1017

El tipo de distribucién puede ser folicular o difuso, las caracteristicas celulares que se
observan son el tamafio nuclear (pequefio o grande) y la forma nuclear (nicleos
hendidos o no hendidos). El tamafio nuclear se determina con la comparacion relativa

del nticleo de la célula linfoide con el didmetro de un eritrocito. Los nidcleos pequefios
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tienen un didmetro relativo a 1-2 eritrocitos y los niicleos grandes su didmetro es igual o
mayor a 2 eritrocitos. (1017

Existen otros términos utilizados para esta clasificacion como es el linfoma
linfoblastico, que refiere un linfoma de células pequefias de alto grado de malignidad,
sus nucleos presentan cromatina densa y nucléolos inaparentes. El término
inmunoblastico se aplica a linfomas difusos de células con nicleos grandes, con
anisocitosis y anisocariosis marcada, un nucléolo central evidente y de alto indice
mitdsico, esta variedad constituye el 37% de todos los linfomas felinos. 16,17

Para la caracterizacion de los fenotipos se realiza inmunohistoquimica o
inmunocitoquimica para detectar antigenos especificos de la superficie citoplasmatica
de los linfocitos. Existe una amplia variedad de anticuerpos para linfocitos T y B,
algunos marcadores para linfocitos B son CD21, CD20 y CD79a, que identifican
linfocitos T estan CD3, CD4 y CD8 entre otros. (.10, 17-19)

La clasificacién clinica de linfoma es por estadio, estd relacionado con el prondstico del

: o e (1,6-10,18
animal y la presentacion clinica. -¢1%®

Estadio Caracteristicas clinicas

I Sélo esta involucrado un linfonodo

I Mais de un linfonodo afectado (craneal o caudal al diafragma)

I Afeccién generalizada de linfonodos

v Estadio III, ademads de estar involucrados otros érganos (higado, bazo)
A" Estadio IV, mas compromiso extranodal o de médula dsea

1.6 Métodos de diagnéstico

1.6.1 Diagndstico de enfermedad linfoproliferativa

Las pruebas de eleccion para el diagnéstico de linfoma son:
A) Citologia por puncién con aguja fina (PAF): se realiza directa a linfonodos

periféricos o bien guiada por ultrasonografia para érganos internos; las caracteristicas
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celulares que se consideran son principalmente cambios morfolégicos nucleares como;
tamafio, forma, membrana nuclear, cromatina, nucléolos y mitosis atipicas. (18,20)

B) Histopatologia: se utilizan tejidos que son obtenidos por biopsias quirdrgicas o bien
por necropsias; los hallazgos microscopicos que se observan en los érganos afectados
son el incremento o infiltracion de linfocitos. En el caso de tejidos linfoides es dificil
identificar de la poblacion normal de células linfoides o de una hiperplasia linfoide, por
lo que las caracteristicas celulares como forma y tamafio nuclear, presencia de mitosis
atipicas, la distribucién de las células (folicular y difusa), asi como la infiltracién de
linfocitos en senos subcapsulares y a través de la cdpsula son consistentes con linfoma.
Se utiliza la NCI-WF para la clasificacion histolégica. ®.10.17)

C) Aspirado o improntas de médula 6sea: estas técnicas se utilizan para la valoracién de

médula 6sea en el caso de leucemias y para su evaluacién en los casos de metdstasis. 7

9,16, 18,20)

Los hallazgos en los aspirados de médula dsea de gatos leucémicos son principalmente
hipercelularidad, (incremento de la poblacién de una o varias lineas celulares) la cual
puede ser en su mayoria células inmaduras, con hipoplasia o aplasia de otras lineas, la
correlaciéon con hemograma es de gran ayuda. El diagndstico de leucemia aguda se da
cuando maés del 30% de las células son blastos. Las leucemias crénicas se caracterizan
por presentar proliferacion de células maduras, ademds de leucocitosis, trombocitosis o
eritrocitosis. %16 1820)

En el sindrome mielodispldsico se aprecia menos del 30% de células blasticas en el
aspirado de médula 6sea, con anormalidades morfolégicas eritrocitarias, disminucién en
el porcentaje de la linea eritrocitica, citopenia afectando mas de una linea de células

hematopoyéticas. %1% 18
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D) Andlisis de liquido cefalorraquideo: es de utilidad para el diagndstico de linfoma de
SNC, los cambios que se observan son pleocitosis marcada y se pueden apreciar células
(7, 10,16, 18,20)

linfoides neoplésicas en el liquido.

1.6.2. Diagnéstico de LVFe

El diagndstico microbiolégico de LVFe se realiza por aislamiento viral.

La deteccién seroldgica se puede hacer con la prueba de inmunoadsorbencia ligada a
enzimas (ELISA) e Inmunoflorescencia indirecta (IFA), o bien en tejido por técnicas
como la inmunohistoquimica (IHQ). Estas pruebas detectan el antigeno viral VLFe
p27. (147.9,11,12,21-26)

A) Aislamiento viral: Se puede realizar para el diagndstico de LVFe, sin embargo, s6lo
dard resultados positivos cuando el virus esté replicindose activamente en médula 6sea,
por lo que se encontrardn particulas virales en sangre, ademds es un método poco
practico, prolongado y de alto costo. (1479 11.22)

B) ELISA: Esta prueba esta diseflada para detectar antigenos virales solubles en
liquidos corporales como saliva, lagrima, suero, plasma o sangre completa. Existe una
amplia variedad de reactivos comerciales, practicos y rapidos. Esta prueba es mads
sensible que la de IFA, por lo que los resultados falsos negativos son raros, un gato
negativo por ELISA es un gato no infectado, recuperado o puede presentar una
infeccidn latente. Los casos positivos se encuentran en gatos virémicos, los falsos
positivos son debido a errores en el laboratorio. (1479, 11 12.21-25)

En el caso de obtener reacciones positivas débiles, el resultado se toma como
sospechoso y se repite la prueba o se realiza IFA. En caso de ser un gato sano (ELISA-)
la prueba se debe confirmar, repitiéndola a las 4-6 semanas o bien realizando IFA.

C) IFA: Se realiza en laboratorios especializados, con la ayuda de microscopios

especiales para tinciones fluorescentes y personal capacitado, esta técnica se realiza en



17

frotis de sangre periférica o de aspirados de médula dsea. Esta prueba detecta antigenos
virales en neutréfilos o plaquetas circulantes infectadas por VLFe, resultados positivos
indican un estado avanzado de la enfermedad, por lo que los falsos positivos son raros,
estos pueden estar relacionados a frotis muy gruesos o fallas técnicas. Los casos
negativos se deben correlacionar con la prueba de ELISA, ya que en casos de
infecciones tempranas, sin replicacion viral son falsos negativos, de igual forma, gatos
con neutropenia o trombocitopenia pueden ser falsos negativos. 46 12129

D) IHQ: La prueba de IHQ para LVFe, detecta antigenos virales en células infectadas,
al igual que la prueba de IFA, estd técnica utiliza anticuerpos especificos para detectar
antigenos sobre cualquier tejido (incluidos en parafina o congelados) o en células
aisladas (inmunocitoquimica). (19:26-:28)

Esta técnica se realiza en laboratorios y requiere personal especializado. Los resultados
positivos y negativos son confiables ya que se utilizan testigos positivos y negativos
durante cada prueba. Los resultados falsos negativos se daran si la infeccion es aislada y
no se encuentra presente en el tejido que se estd utilizando; los resultados falsos
positivos serdn resultado de fallas técnicas que se detectan con los testigos positivos y
negativos utilizados. 1*-23"

E) La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Las pruebas moleculares como PCR,
son técnicas sensibles, las cuales pueden detectar secuencias genéticas del virus en
estados tempranos y tardios de infeccidn, sin embargo, este tipo de técnicas requieren de
laboratorios y personal especializados y son de mayor costo inicial. (12.25-28)

1.7 Tratamiento

1.7.1 Tratamiento para LVFe:

El uso de moduladores inmunolégicos como estimuladores del sistema inmune

(immunoregulin®, immunovet®), virustiticos (AZT®, PMEA®) y antivirales (suramin®,
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zidovudina®), ayudan al gato a controlar la infeccidn, sin eliminarla, se combina con
terapia de sostén y preventiva utilizando antibidticos contra infecciones secundarias y
apoyo nutricional. En el caso de presentar enfermedad neopldsica el gato deberd ser

. . L (14-7,3334
tratado ademds con quimioterapia. '+ 3%

1.7.2 Tratamiento para linfoma y leucemia en gatos: Una vez que el diagndstico

serolégico, citoldgico o histopatolégico se ha realizado, y tomando en cuenta el estado
del animal se considera el protocolo a seguir.

El primer paso a realizar para el tratamiento de linfoma son protocolos combinados con
diversos quimioterapéuticos como ciclofosfamida, vincristina, arabindsido de citosina y
prednisona, que se utilizan para inducir la remisién del tumor. La reseccién quirtrgica
combinada con radiacién o quimioterapia se puede realizar, siempre que la localizacién
anatémica del tumor sea accesible y localizada. (147, 18)

En el caso de linfoma multicéntrico y de SNC, las posibilidades de reseccidon quirdrgica
son limitadas. El tratamiento para leucemia varia segin el tipo de linea celular

proliferante y el estado clinico del animal. "+ '®)

1.8 Pronéstico

El prondstico de gatos que presentan linfoma, estd relacionado con la localizacion
anatémica y el grado de malignidad.

En los casos donde es posible la reseccion quirdrgica completa, el prondstico serd mejor
al aumentar su periodo de vida, sin embargo, en los casos donde los gatos son positivos
a LVFe, el prondstico es malo, pues su indice de supervivencia es pobre, aun cuando la
presencia del virus no esté involucrada con la respuesta al tratamiento para linfoma.

Gatos con linfoma grado I/II negativos a LVFe tiene un periodo de vida prolongado.
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En los casos de linfoma extranodal, cutidneo y gastrointestinal, donde la reseccion
quirtrgica es completa, seguido de tratamiento de quimioterapia el periodo de sobrevida

€s mayor. (147 18)

Los casos con linfoma en estadios III, IV, V tienen un prondstico reservado. (1,67, 18)

La tasa de remision tumoral en felinos con linfoma tratados con diferentes protocolos de
quimioterapia son de aproximadamente 65-75%, el promedio de sobrevida es de 6-9
meses, alrededor del 20% de los gatos viven un afio. El tiempo de sobrevivencia en
gatos sin tratamiento contra linfoma oscila entre 4-8 semanas. De igual forma los gatos
con linfoma y positivos a LVFe tienen un prondstico de sobrevida menor que aquellos
negativos, por esta razon la presencia del VLFe es un factor prondstico negativo en
gatos con linfoma y leucemia. (14-7.18)

Los gatos que son diagnosticados con leucemias agudas tratadas presentan una
sobrevida de 1-7 meses, con menor sobrevida en las leucemias mieloides que las
linfoides. Las leucemias crénicas tratadas suelen ceder a los protocolos
quimioterapéuticos combinados, por lo que su periodo puede ser bueno, con tiempos de
sobrevida mayores a 1 afio. (147, 5, 10,16-18)

Los gatos con leucemia que no son tratados mueren a los pocos dias del diagnéstico. El
indice de mortalidad varfa del 40 al 75%, los signos clinicos que presenten estin en

relacion con el sistema u érganos afectados. (14-7.9. 10 17.18)

1.9 Prevencion

Esta enfermedad se puede prevenir por medio de la vacunacién de gatos sanos y evitar

1,4-7,33-35
el contacto de gatos sanos con enfermos. ( )
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La vacunacién se recomienda dentro de las primeras 8 a 10 semanas de edad,
continudndose con vacunaciones anuales. En gatos infectados la vacunacién no produce
ningtn efecto positivo o negativo sobre el animal. (147, 33:35)

Existen diferentes vacunas: de subunidades de proteinas inactivadas, con subunidades
recombinantes de la proteina gp70 y la mayoria contienen virus completo inactivado,
asimismo, pueden contener anticuerpos antiAMFCO que protegen al gato de desarrollar
enfermedad neoplasica.

Todas las vacunas disponibles, generan menos del 100% de proteccion, por lo que es
necesario disminuir el riesgo de exposicion en el animal para reducir las posibilidades
de infeccién. 47339

Se han desarrollando vacunas recombinantes que contienen ademds citocinas como IL-
12 e IL-18, las cuales favorecen el desarrollo de la repuesta inmune. Las vacunas con
estimuladores inmunes confieren una alta proteccion, pero no han sido usadas
comercialmente. ¥

Los anticuerpos anti gp70 son neutralizantes virales, por lo que titulos altos de

anticuerpo contra gp70 indican que el gato es inmune a la infeccién contra VLFe. 7



2. JUSTIFICACION

Es necesario implementar un método diagndstico antemortem y postmortem, especifico
y certero de LVFe, ya que no todos los felinos con enfermedad linfoproliferativa
necesariamente han sido infectados con el VLFe. Asimismo, es necesario correlacionar
casos diagnosticados como LVFe por histopatologia e IHQ, para corroborar o descartar

la infeccion por el VLFe en casos sospechosos de LVFe.
3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del VLFe en gatos que fueron diagnosticados con enfermedad

linfoproliferativa por histopatologia.
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la presencia del virus de leucemia felina por medio de la prueba de
inmunohistoquimica en gatos con enfermedad linfoproliferativa.

2.- Adecuar y utilizar la técnica de IHQ para establecer el diagnéstico de LVFe en gatos
con enfermedad linfoproliferativa.

3.- Comparar los resultados positivos por IHQ con los diagnosticado por histopatologia
como sugerentes a LVFe.

4.- Comparar los resultados obtenidos por IHQ, con los informados en otros estudios.
5. HIPOTESIS

1.-El ndmero de gatos inmunopositivos a LVFe detectados por IHQ serdn menores a los
diagnosticados como sugerentes por histopatologia.

2.-La frecuencia de casos positivos por IHQ para el VLFe serd mayor en gatos menores
de 2 afios que en adultos mayores de 7 afos.

3.-La frecuencia de casos positivos por IHQ para el VLFe serd mayor en gatos que
presenten linfoma multicéntrico y mediastinico que en gatos que presenten linfoma

gastrointestinal, extranodal, en SNC o cutdneo



6. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo corresponde a un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo,
comparativo y transversal. El estudio se llevé a cabo utilizando tejidos de necropsias de
gatos que se encuentran incluidos en bloques de parafina y pertenecen al acervo del
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

Se seleccionaron 24 casos de los afios 2000-2005, diagnosticados previamente por
histopatologia como sugerentes a la infeccién por el VLFe. Se reevaluaron los casos y
se eligieron aquellos que presentaban lesiones compatibles con enfermedad
linfoproliferativa (EL), dando un total de 21 casos, los cuales fueron utilizados para su
estudio inmunohistoquimico, para detectar antigenos de LVFe, en los tejidos.

De igual forma se determind la frecuencia de linfoma por edades con base a los archivos
de informes de necropsias. Los casos se dividieron en tres grupos; el primero involucré
a gatos menores de 3 afios, el segundo fue conformado por gatos entre 3 y 7 afios, y el

tercer grupo fueron gatos mayores de 7 afios.
6.1 Método de Inmunuhistoquimica

La técnica de THQ®"?? empleada fue la del complejo Avidina Biotina Peroxidasa
(ABC), para la cual se utilizé un anticuerpo primario policlonal de origen caprino anti
FeLV p27"y un anticuerpo secundario biotinilado anti cabra de origen murino’.

A los tejidos de los casos seleccionados se les realizaron cortes de 5 pm de grosor y se
colocaron en portaobjetos previamente tratados con Poly-L-lisina® al 1% diluida en agua

destilada.

a Biodesing Internacional, catdlogo B65221G Industrial Park Road, Saco, Maine 04071 USA
® Biocare Medical, catdlogo MG610G Headquarters, 4040 Pike Lane, Concord CA 94520-1227
“SIGMA-ALDRICH CO. Catdlogo P 8920. St. Luis, MO 14508 USA.



Posteriormente las laminillas se desparafinaron en estufa’ por 2 horas a 60° C, y se
lavaron realizando dos cambios con xilol de 30 minutos cada uno y dos con acetona por
5 minutos cada uno a temperatura ambiente (TA).

Para la rehidratacion de los tejidos las laminillas se sumergieron en alcohol etilico en
concentraciones decrecientes de (100, 96, 80 y 50%), realizando 3 lavados de 3 minutos
cada uno, por cada concentracion utilizada. Finalmente se hicieron 3 lavados de 5
minutos cada uno con agua destilada a TA.

Para inhibir la peroxidasa enddgena de los tejidos, las laminillas se trataron con una
solucién de peréxido de hidrégeno al 30%° con metanol absoluto’ a una relacién 1:5,
realizando 2 cambios de 45 minutos cada una a TA. Posteriormente las laminillas se
lavaron con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH de 7.2, 3 veces durante 5
minutos cada uno a TA.

Para la recuperacion antigénica las laminillas se sumergieron en solucién Dako Target
Retrieval® diluida en solucién TRIS con pH 7.6 en una relacién 1:40 y posteriormente se
sometieron a tratamiento fisico (calor) en horno de microondas convencional marca
Sanyo, modelo No. EMA-108s, a potencia 4 por 5 minutos, inmediatamente se detuvo
la reaccién al sumergir las laminillas en PBS frio. Para el bloqueo de la avidina y
biotina endégena se utilizé la solucién bloqueadora de avidina y biotina" (solucién A y
solucién B), donde se aplicé 50 pl de cada solucién por laminilla y se incubaron en

cédmara himeda por 30 minutos a TA.

d Chicago Surgical and Electrical Co. Catdlogo 200 No. serial 1065 Melrose Park, Ilinois USA.
¢ JT Baker, Catdlogo 218601 Estado de México, México.

" Técnica Quimica, Catdlogo A1760 DF. México.

¢ Dako corporation. Catdlogo. 51699. Carpinteria CA 43013 USA

h Endogenous Avidin/Biotin Kit. Zymed Laboratorios INC. San Francisco, CA 94080 USA.



Para bloquear la unién no especifica del anticuerpo secundario a proteinas tisulares, se
utiliz6 suero de cabra no inmune’, aplicando 50 pl sobre las muestras e incubando por
30 minutos en cimara himeda a TA, posteriormente se decantd la solucién para colocar
el anticuerpo primario.

Se utiliz6 un anticuerpo primario policlonal anti FeL'V a una dilucién de 1/25 de origen
caprino diluido en PBS. Las laminillas se incubaron en cdmara hiimeda por 12 horas a
temperatura de 4° C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada
uno. En seguida se aplicé el anticuerpo secundario biotinilado de origen murino anti-
cabra y se incubd por 1 hora en cdmara himeda a TA. Después se hicieron 3 lavados
con PBS de 5 minutos cada uno. Seguidamente se aplic6 a cada laminilla un conjugado
enzimatico que contiene estreptoavidina y peroxidasa, y se incub6 en cdmara himeda
por 30 minutos a TA. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos
cada uno.

Para identificar la presencia de antigenos, se utilizd como cromégeno AEC
(aminoetilcarbazol) ¥, sustrato buffer y peréxido de hidrégeno al 0.6%, revelando
durante 1 minuto. Inmediatamente después se realizd 1 lavado con agua destilada sobre
cada laminilla para detener la reaccién y se sumergieron las laminillas en agua destilada.
Como contraste se utiliz6 hematoxilina de Meyerl, durante 1 minuto. Finalmente se hizo
el montaje, colocando un cubreobjetos en las muestras de tejido sellado con resina

hidrosoluble™.

'Zymed Laboratorios Inc. Catdlogo 95-6543B San Francisco, CA 94080 USA
JZymed Catdlogo 95-6543B, San Francisco California, CA 94080 USA

k Zymed catdlogo 00-2007 San Francisco California USA Phone (650) 871-4494
lZymed catdlogo 008001 San Francisco California USA Phone (650) 871-4494
mZymed catdlogo 95-6543 San Francisco California USA Phone (650) 871-4494



Durante cada procesamiento de inmunotincién se corrieron testigos positivos y

negativos.

6.1.2 Tejidos utilizados como testigos

a) Testigo positivo: Se utilizaron secciones de tejido hepatico de gato, el cual fue
positivo al VLFe demostrado por la técnica de inmunohistoquimica (Figura 3). El caso
testigo fue donado amablemente por el Dr. Alfonso Lopez Mayagoitia de la University
of Prince Edward Island, Canada.

b) Testigo negativo: Se usaron los testigos positivos de LVFe antes mencionados, a los
cuales se sustituyé el anticuerpo primario por solucién amortiguadora de fosfatos

(PBS). (Figura 5).

6.1.3 Interpretacion de resultados

Para la evaluacién de los casos se utilizO un microscopio Optico”. Los tejidos
considerados como inmunopositivos, presentaron granulos intracitoplasmaticos e

intranucleares de color café rojizo en células linfoides de tejidos linfoproliferados.



RESULTADOS

Los resultados de frecuencias por edades, por ubicacién anatomica de la EL y de ITHQ

se presentan en los cuadros 1,2 y 4.

Resultados histomorfologicos v frecuencias por edades

Con base en los archivos de los informes de necropsias y los hallazgos microscépicos
de los 21 casos seleccionados, se identificaron diferentes localizaciones anatomicas de
la enfermedad linfoproliferativa; los casos que presentaron linfoma multicéntrico fueron
61% (13/21 casos), linfoma extranodal 19% (4/21 casos), linfoma mediastinico 9.5%
(2/21 casos) y linfoma gastrointestinal 9.5% (2/21 casos); aquellos casos que
presentaron lesiones en médula 6sea fueron el 28% (6/21 casos). (Cuadro 2) (Figuras 2
y 3).

Asimismo, se presentan las frecuencias por edades; el primer grupo se formé por gatos
de 0-3 afios, siendo el 42.9% del total de los casos (9/21 casos), el segundo grupo por
gatos de 3-7 afios, correspondientes al 19% (4/21 casos) y el tercer grupo abarcaba
todos los gatos mayores de 7 afios que fueron el 33.4% del total de casos estudiados
(7/21 casos). El 4.7 % de los casos estudiados (1/21 casos) no referia edad del animal
por lo que no se incluyé en ninguno de los grupos. (Cuadro 4).

Resultados inmunohistoquimicos

En la evaluacion de los tejidos procesados por la técnica de IHQ, se encontraron los
siguientes resultados:

De los casos de gatos que presentaban linfoma multicéntrico, 76% fueron
inmunopositivos (10/13 casos) y 23% inmunonegativos (3/13 casos). Con respecto a
linfoma extranodal el 75% fueron inmunopositivos (3/4 casos) y el 25%

inmunonegativo (1/4 casos). Del linfoma mediastinico el 50% inmunopositivo (1/2



casos) y 50% inmunonegativo (1/2 casos). En el linfoma intestinal el 50%
inmunopositivo (1/2 casos) y el 50% inmunonegativo (1/2 casos). De los 6 casos en los
cuales estaba involucrada la médula 6sea, 66% fueron inmunopositivos (4/6 casos) y
28% inmunonegativos (2/6 casos). (Cuadro 3) (Figuras 6-9).

Se analiz6 la frecuencia de casos inmunopositivos por de IHQ por promedio de edades,
los resultados se presentan a continuacion: en el primer grupo 0-3 afios, 88.9% fueron
inmunopositivos (8/9 casos); en el segundo grupo de 3 — 7 afios, el 75% fueron
inmunopositivos (3/4 casos); el tercer grupo, mayores de 7 afios, el 42.2% fueron
inmunopositivos (3/7 casos). El caso fuera de la clasificacioén (sin referencia de edad)

fue inmunopositivo. (Cuadro 4).



DISCUSION

En el estudio retrospectivo de los 21 casos de gatos que presentaron enfermedad
linfoproliferativa, diagnosticada por histopatologia y sugerentes a infeccién por el
VLFe, se encontré que el 71.4% de los casos (15/21 casos) presentaron
inmunopositividad y 28.6% de los casos (6/21 casos) fueron inmunonegativos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, demuestran la eficacia de la prueba
diagnoéstica de IHQ para detectar antigenos virales en muestras de tejido de gatos con
enfermedad linfoproliferativa, proporcionando al clinico y al pat6logo una herramienta
adicional para el diagndstico certero de los gatos infectados.

Aproximadamente el 10% de los gatos sanos que son positivos por ELISA a LVFe no
tienen el virus en sangre, esto puede ser por la existencia de antigenos virales en sangre
periférica, y/o a la falta de replicacién viral en médula 6sea por lo que son IFA

: 1, 4, 6,21-24
negativos, (.46 )

por ello la THQ, es una herramienta util en el diagnéstico de la
enfermedad.

Los casos diagnosticados como positivos por ELISA o IFA sin la presencia de signos
clinicos deberdn ser interpretados con reserva, y se sugiere que la prueba se repita
mensualmente por tres meses consecutivos, para descartar una infeccion transitoria, la
cual mostrard resultados negativos al ultimo mes. En contraste una infeccién persistente
continuard siendo positiva y puede haber manifestacién de signos clinicos. Por otro
lado los casos negativos son un buen predictor de la ausencia de la enfermedad ya que
resultados falsos negativos ocurren muy rara vez. (1462129 1 ag pruebas diagndsticas
seroldgicas presentan una alta sensibilidad y especificidad (>98%), sin embargo, no son

diagnésticas para la enfermedad linfoproliferativa. De igual forma existen gatos que

presentan una infeccion localizada y/o latente, con resultados serolégicos negativos.



Esto se debe a que en estos casos no hay replicacién activa viral, ni antigenos solubles,
por lo que no es posible el diagnéstico de LVFe. (1.4.621-24)

La ventaja que ofrece la prueba de IHQ sobre las pruebas seroldgicas convencionales,
radica en la posibilidad de detectar la presencia de antigenos del VLFe en gatos con
enfermedad neoplasica. Asimismo durante el procedimiento de esta prueba se puede
confirmar una enfermedad neopldsica por preparados histoldgicos o citoldgicos previos.
De igual forma las muestras obtenidas por citologia también pueden ser procesadas por
esta técnica para detectar antigenos virales (inmunocitoquimica). (26-28)

La ventaja de la IHQ y la ELISA sobre IFA, es que no requieren de equipo
especializado por lo que son mds accesibles.

La frecuencia de infecciéon de LVFe diagnosticada por IHQ, en tejidos de gatos con
enfermedad linfoproliferativa, fue del 71.4% (15/21 casos) del total de casos evaluados.
Los porcentajes obtenidos en el presente estudio son mayores a los informados por

(19,27)

Jackson y colaboradores en estudios en los que informan frecuencias de 54 % y

57% respectivamente de casos positivos por inmunohistoquimica (38/70 casos y 40/70
casos).

Aunque la incidencia mundial de la enfermedad ha ido disminuyendo por la vacunacion;
en algunos paises, la prevalencia de la enfermedad de LVFe todavia es relativamente

(35)

alta. En un estudio hecho en México™’ con 500 gatos se encontré que 20.6% fueron

positivos serolégicamente a LVFe (103/500 casos). En otro estudio hecho en la Ciudad

(36)

de México”, en donde se evaluaron 831 gatos, el 30.1% fueron positivos por ELISA a

LVFe (250/831 casos).
La frecuencia de infeccion y la deteccion de antigenos virales en gatos con
enfermedades linfoproliferativa es alta en México en comparacidon con otros paises,

(1926283537 bor 1o que se debe seguir considerando al VLFe un agente importante en el



desarrollo de enfermedades linfoproliferativas y continuar los estudios de la enfermedad
en el pafs.

La frecuencia de presentacién de linfoma multicéntrico fue mayor en comparacién con
las otras 3 presentaciones evaluadas, 61% (13/21 casos), también fue el de mayor
frecuencia de casos inmunopositivos 77% (10/13 casos), junto con el linfoma
extranodal 75% (3/4 casos), sin embargo, también se encontré inmunopositividad en
gatos que presentaron linfoma mediastinico 50% (1/2 caso) y gastrointestinal 50% (1/2
caso). Los resultados obtenidos coinciden con los datos informados por Jakson y

colaboradores en estudios,(lg’m

en los que informan frecuencias mayores de casos de
linfoma multicéntrico, 60% de casos y 68.5% (42/70 y 48/70 casos), y mayores
porcentajes de inmunopositivos en linfoma multicéntrico 64.2% y 65% de los casos
(27/42 y 31/48 casos).

Del total de casos con invasion a médula désea el 83.3% correspondieron a linfoma
multicéntrico (5/6 casos), de los cuales el 60% fueron inmunopositivos (4/6 casos).

Los casos de gatos jovenes O — 3 afios, constituyeron el 42.9% de los casos totales
(9/21 casos) que se consideraron para este estudio, y ademds de ser el grupo
mayormente afectado por enfermedad linfoproliferativa, también cont6 con el
porcentaje mayor de casos inmunopositivos 88.9% (8/9 casos) y con sélo el 11.1% de
casos inmunonegativos (1/9 casos) lo cual coincide con la literatura. (14=6.19.26)

Aunque los resultados de casos positivos por IHQ fueron mayores en comparacién con
otros estudios, ! ?7* la frecuencia de casos inmunopositivos a LVFe por IHQ fue
menor a los diagnosticados como los sugerentes por histopatologia en un 28.5% (6/21
€asos).

Diversos estudios han caracterizado el fenotipo de los linfomas felinos en relacién a su

distribucion anatémica del tumor y edad del animal. En el linfoma alimentario o



gastrointestinal localizado en tejido linfoide asociado a intestino, nddulos linfoides
mesentéricos o cualquier drea del tracto gastrointestinal, las células que generalmente
presentan malignidad son los linfocitos tipo B. Por otro lado el linfoma multicéntrico,
cutdneo epiteliotropico y mediastinico sugieren una transformacion de linfocitos T,
aunque también se informa una alta incidencia de linfomas T-B en tumores
extranodales y multicéntricos. Asimismo en la forma extranodal también se presume
que la mayoria de las veces involucra los linfocitos tipo T, mientras que el linfoma
cutdneo no epiteliotropico se relaciona con proliferacion de linfocitos tipo B. La
frecuencia de linfoma gastrointestinal, cutdneo y extranodal es mayor en gatos adultos
maduros 6-12 afos, mientras las otras dos presentaciones ocurren mas cominmente en
gatos jovenes menores a 2 afios. La presentacion cutdnea y extranodal, se menciona que
tiene poca relacién con el virus. (10 17.19)

La literatura menciona que el VLFe tiene cierta predileccion por linfocitos T, por lo que
la implicacién de este en el desarrollo de linfomas de células T en gatos ha sido
relacionado con la presencia del virus, sin embargo, estudios informan que el VLFe
puede verse implicado en procesos de oncogénesis de linfomas tanto de tipo T, B y
T/B."”

La técnica de IHQ utilizada en el presente estudio fue el Complejo Avidina Biotina
Peroxidasa (ABC), la misma que fue utilizada en otros estudios."?*?® Cabe mencionar
que en los estudios citados se utilizé un anticuerpo monoclonal FelLV gp 70, proteina de
envoltura viral y para el presente estudio se utilizo un anticuerpo policlonal FeLV p27,

proteina de nucleocédpside que es una proteina interna.



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de este estudio se concluye que la prueba de IHQ es una
herramienta efectiva para el diagndstico de LVFe, proporcionando al médico veterinario
un panorama mds completo para establecer un tratamiento integral y un prondstico mas
certero.

Es posible detectar antigenos virales intracitoplasmaticos e intranucleares de LVFe en
células neoplésicas e infectadas, por medio de la prueba de IHQ.

La frecuencia de infeccion de LVFe en gatos con enfermedad linfoproliferativa fue del
75% (15/21 casos) y todas las diferentes formas de linfoma evaluadas presentaron casos
inmunopositivos, concluyéndose que en este estudio, el Virus de la leucemia felina es
un agente importante en el desarrollo de enfermedades linfoproliferativas en gatos y que
puede estar involucrado en cualquiera de las cuatro presentaciones evaluadas. De igual
forma, el VLFe puede afectar tanto gatos jévenes como adultos.

Los gatos con linfoma multicéntrico presentaron mayor ndmero de casos
inmunopositivos, asimismo los gatos menores de 3 afios fueron los mds afectados tanto

por la enfermedad linfoproliferativa como por LVFe.
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Figuras

Figura 2. Seccién histolégica de Linfoma Figura 3. Seccién histoldgica de linfonodo
Hepitico. H&E. Barra = 100um. con linfoma multicéntrico.Barra = 25um.

Figura 4. Testigo positivo: seccion histolégica Figura 5. Testigo negativo.
de linfonodo con linfoma multicéntrico con IHQ (ABC): Barra = 25um
inmunopositividad intracitoplasmética e
intranuclear. IHQ (ABC): Barra = 25um.



Figura 6. Seccion histolégica de linfoma
multicéntrico (linfonodo) inmunonegativo.
THQ (ABC) Barra = 25um.

Figura 8. Seccién histolégica de linfoma
multicéntrico (linfonodo) con imnuno-
positividad intranuclear e intracitoplasmatica.
THQ (ABC) Barra= 25um.

Figura 7.Seccién histolégica de linfoma

mediastinico inmunonegativo. IHQ (ABC)

Barra = 25um.

Figura 9. Seccién histolégica de linfoma
hepético con inmunopositividad intranuclear
e intracitoplasmatica. IHQ (ABC)

Barra =25 um.



CUADROS

Cuadro 1. Caracteristicas de los gatos con enfermedad linfoproliferativa utilizados

4 caso Edad Clasificacién anatomica Invasion a
afios EL MO
1 3 Multicéntrico -
2 11 Extranodal -
3 1.5 Extranodal -
4 3 Multicéntrico -
5 3 Multicéntrico -
6 9 Mediastinico -
7 0.5 Multicéntrico +
8 1.5 Mediastinico -
9 10 Multicéntrico +
10 2 Multicéntrico -
11 3 Gastrointestinal -
12 7 Multicéntrico -
13 7 Multicéntrico +
14 7 Multicéntrico -
15 2 Multicéntrico -
16 12 Multicéntrico +
17 NR Multicéntrico -
18 10 Gastrointestinal -
19 13 Multicéntrico +
20 5 Extranodal +
21 1 Multicéntrico -

EL = Enfermedad linfoproliferativa
MO = Médula 6sea

NR = No referido

+ = Con invasiéon - = Sin invasion



Cuadro 2. Frecuencia de localizacion anatomica de la enfermedad

linfoproliferativa en gatos.

Localizacion 4 % d #casos % casos
anatomica casos o de casos Invasiéon MO Invasion MO
Multicéntrico 13 61% 5 83.3%
Extranodal 4 19% 1 16.7%
Mediastinico 2 9.5% 0 0%
Gastrointestinal 2 9.5% 0 0%
Cutaneo 0 0% 0 0%
SNC 0 0% 0 0%

MO= Médula 6sea




Cuadro 3.- Frecuencia de casos inmunopositivos por localizacion anatémica de EL

en gatos.

L;)r(;:tlcl’)zni(i:ézn # casos % casos # casos % casos

IHQ + IHQ + IHQ - IHQ -

Multicéntrico 10 T7% 23%

Extranodal 3 75% 25%

Mediastinico 1 50% 50%

Gastrointestinal 1 50% 50%

Casos con invasion 4 67% 33%

MO

Cuadro 4.- Frecuencia de casos de gatos con EL por edades y -casos
inmunopositivos por edades.
Edad # casos % casos #casos % casos # casos % casos
afios 7 HQ + HQ + HQ - HQ -
0-3 9 42.9% 8 88.9% 1 11.1%
3-7 4 19% 3 75% 1 25%
>7 7 33.4% 3 42.8% 4 57.2%
NR 1 4.7% 1 100% 0 0%




APENDICE

1.- Formula para la preparacion de PBS

1.1.- PBS 10X

A) Cloruro de SodioP. ... ..ot 40g
B) Cloruro de Potasio®..............cooiiiiiiiii e g
C) Fosfato de Sodio dibasico’............ccovviininiiiiiiiiiiiiieiien, 5.75¢g
D) Fosfato de Potasio dibdsico®...............ccoviiiiiiiiiiiiieeien, g
1.2.- PBS 1X

A) Cloruro de SOdio. ......ouiniii i 8g
B) Cloruro de Potasio..........ooueiiiiiiiiii e 0.2g
C) Fosfato de Sodio dibasiCO..........ooeviiiiiiiiiiiiii e, 1.15¢g
D) Fosfato de Potasio dibasico..........ccvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 0.2g

Se colocan las cantidades exactas de cada uno de los reactivos en un matraz, segin la
concentracion deseada, se agrega 1L de agua destilada, con un agitador magnético y una
bala magnética se mezclan las sustancias. Finalmente se ajusta la soluciéon a un pH de

7.2.

P Merk-México, S.A. Catdlogo 21578 Naucalpan de Judrez, México
4 Merk-México, S.A. Catdlogo 3040 Naucalpan de Juarez, México
" J.T Baker catalogo 3828-01 México, Xalostoc, Edo de México
* J.T Baker catalogo 3828-01 México, Xalostoc, Edo de México



2.- Formula para la preparacion de solucion TRIS

A) Tris hidrocloruro'.............coeiuiiiiiieiieiee e, 6.06 g

B) Tris Base"........cooiniiiii e 1.38 ¢

Se vierten las cantidades exactas de cada uno de los reactivos en un matraz, se agrega
1L de agua destilada, se mezcla (agitador magnético®) y posteriormente se ajusta el pH

a7.2.

tSigma-AldriCh Co. Catdlogo T-6791 St. Louis, MO 63178 USA
4 Sigma-Aldrich Co. Catdlogo T3253-250G St. Louis, MO 63178 USA
¢ Thermolyne Modelo SPA1025B Dubuque, Iowa 52001 USA



3.- Formula para preparar soluciones amortiguadoras para ajuste de pH

A) Hidréxido de sodio 1M

2 g de NaOH + c.b.p. 50 ml de agua destilada

B) Acido clorhidrico 1M

4.13 ml de HCL + c.b.p. 50 ml de agua destilada

Estas soluciones se agregan en pequefias cantidades con pipetas pasteur a las soluciones
que se desean amortiguar, mientras se va midiendo el pH con un potenciémetro, es
recomendable que las soluciones estén continuamente mezclandose, por lo que se
introduce una bala magnética y se colocan en agitadores magnéticos, mientras se

agregan las soluciones amortiguadoras, segtn sea el pH deseado.
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