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Resumen

RIVERA COLIN DIANA. Deteccién de DNA proviral del virus de la leucemia viral
felina por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
en tejidos incluidos en parafina de linfomas felinos. Asesores: Dra. Laura Patricia
Romero Romero y M en MVZ Juan Miguel Pérez Enriquez. Se llevé a cabo un
estudio retrospectivo de los casos diagnosticados como linfomas felinos de
necropsias y biopsias en el departamento de Patologia de la FMVZ en el periodo
de enero 2006 a diciembre 2018, con un total de 77 casos. Por su localizacién
anatdémica, los casos que correspondieron a linfomas alimentarios fueron 40.26 %,
multicéntricos 28.57%, timicos 15.58 %, extranodales 12.99 % y nodales 2.60 %.
En cuanto a la edad de presentacion 24.68 % se present6 en el grupo de gatos
adultos mayores, 23.38 % en joven, 19.48 % en adulto mayor, 16.88 % en adulto
joven, 10.39 % en geriatrico, 3.90 % en cachorro, y 1.30 % de los casos no
referian edad. Se realiz6 PCR en tiempo real para la deteccién del provirus de
leucemia viral felina (LeVF), donde 20.77 % de los casos (16/72) fueron positivos.
En conclusion, los linfomas timicos/mediastinicos y multicéntricos son mas
comunes en gatos jovenes, y se encontré que hay asociacién estadisticamente
significativa con la presencia del provirus de LeVF. Por otro lado, el linfoma
alimentario es el mas comun, afectando principalmente a gatos adultos, pero en

estos casos no se encontré asociacion con el provirus.



Introduccion

El linfoma es la neoplasia mas comunmente diagnosticada en gatos y en otras
especies (Zachary, 2016). Su clasificacion se basa en la revision europeo-
americana (REAL) de neoplasias linfoides, adoptada por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para uso en animales. La cual considera la morfologia
(citologia e histologia), inmunofenotipificacion (citometria de flujo o
inmunohistoquimica), caracteristicas moleculares y comportamiento bioldgico
(agresivo, indolente o respuesta a tratamiento). Utilizando el sistema REAL/OMS,
el linfoma difuso de células B grandes (DLBCL) es uno de los tipos mas comunes
reportado en gatos, su localizacién puede ser mediastinica, en tracto respiratorio
alto, en algin segmento de intestino o multicéntricos (Meuten, 2017).

El tracto gastrointestinal es cominmente el sitio mas afectado en gatos mayores a
10 afios, mientras que los linfomas multicéntricos y mediastinicos se han visto en
gatos jovenes infectados con el virus de leucemia viral felina (LeVF), este es un
retrovirus que ha sido reconocido por mucho tiempo como causa de linfoma en
gatos debido a que incrementa el riesgo de la neoplasia en un 60 %. Antes de
instaurar la vacunacion contra el virus (1985) aproximadamente un 70 % de los
gatos, principalmente animales jovenes, con linfoma eran positivos a LeVF
(Zachary, 2016). En un estudio realizado en Alemania de 1980 a 1995, se
encontro que 59 % de todos los gatos con linfoma o leucemia fueron positivos al
antigeno de LeVF. En contraste, s6lo 21 % de gatos con linfoma y leucemia fueron
positivos a LeVF en un estudio realizado en la misma region de 1996 al 2008. Una

de las principales razones por las que disminuyo la prevalencia de LeVF asociado



con tumores hematopoyéticos, parece ser la disminucién en la incidencia del virus.
Entre 1988 y 1994, la prevalencia de este virus disminuyé un 50 %, y en un
estudio mas reciente que examind la poblacién de gatos del sur de Alemania, se
encontré que soélo el 2 % era positivo para LeVF. La disminucién en las tasas de
infeccidn por este virus se asocia al resultado de una extensa vacunacion y
pruebas diagnésticas de LeVF, ademas de otros métodos de prevencion
asociados al cuidado de los gatos, evitando que estos salgan a las calles donde

pueden contagiarse (Stutzer et al., 2011).
Histologia del sistema linfatico

Los linfocitos se encuentran en la sangre y la linfa, ademas de aislados en el tejido
conectivo y en los epitelios, pero también se encuentran densamente
empaquetados en el tejido conectivo ordinario laxo denominado tejido linfoide,
algunos 6érganos estan compuestos en su mayor parte por tejido linfoide y se
denominan 6érganos linfoides (Geneser and Mikkelsen, 2000).

El tejido linfoide es un tejido conectivo especializado en la hematopoyesis. En
éste, los linfocitos representan la mayor parte de las células. Los 6rganos linfoides
principales, primarios o centrales comprenden meédula 6sea, timo y bolsa cloacal
en aves; en estos 6rganos tiene lugar la maduracién de las células madre
linfocitarias a linfocitos B (meédula 0sea) y linfocitos T (timo) (Geneser and
Mikkelsen, 2000). En estos es donde los linfocitos expresan por primera vez
receptores para el antigeno y consigue la madurez fenotipica y funcional (Abbas et
al., 2015). Los organos linfoides secundarios o periféricos son las partes del

sistema inmunologico donde tienen lugar las reacciones inmunes, siendo estos los



linfonodos, bazo y tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (Geneser and
Mikkelsen, 2000).

El tejido linfoide puede adoptar distintas conformaciones, el tejido linfoide denso
conformado por grandes cantidades de linfocitos; el tejido linfoide laxo se
caracteriza por una concentracion moderada de linfocitos dispersos sin aparente
delimitacion; tejido linfoide nodular donde los linfocitos pequefios forman
agregados redondos a ovales parcialmente circunscritos y densamente
compactos, estos pueden contener un area central palida, llamada centro
germinal. Debido a que la mayoria de las células del centro germinal son linfocitos
mas grandes con mas citoplasma y nudcleos ligeramente tefidos (linfoblastos), esta
region parece palida en contraste con la densa corona, zona cortical o zona
periférica, de células maduras. El tejido linfoide laxo y los nédulos linfoides son
componentes de la mayoria de los 6rganos linfaticos (Bacha and Bacha, 2015).
Linfonodo

Los linfonodos se componen de una corteza y una médula. La corteza consta de
nddulos linfoides rodeados de tejido linfoide laxo. Las extensiones del tejido laxo
en la médula se llaman cordones medulares. En estos se pueden encontrar
linfocitos y otros leucocitos, macréfagos y células plasmaticas. El tejido linfoide
tiene una capsula de tejido conectivo ordinario denso, con un poco de muasculo liso
y fibras elasticas. Partes de la capsula se extienden al centro como trabéculas.
Los vasos linfaticos aferentes penetran en la cdpsula para desembocar en el seno
subcapsular (sinusoide linfatico ubicado debajo de la capsula). Los senos
peritrabeculares unen el seno subcapsular a los senos medulares. Estos ultimos

conducen a vasos linfaticos eferentes en el hilio. Los senos estan recubiertos por



endotelio discontinuo y abarcan una red de procesos citoplasmaticos de células
reticulares (Bacha and Bacha, 2015).

Timo

El timo esta cubierto por una cépsula delgada de tejido conectivo que se proyecta
hacia el interior como septos, dividiendo parcialmente el 6rgano en l6bulos vy
lobulillos. El parénquima de cada lobulillo se arregla en una zona cortical con
linfocitos maduros y densamente compactados; y una zona medular, con menos
linfocitos y mas inmaduros. El timo carece de nédulos linfoides y se sostiene por
un citoreticulo de células epiteliales reticulares estrelladas y s6lo unas pocas fibras
reticulares. Los corpusculos timicos (Hassall) se observan en la zona medular de
cada lobulillo, estos son espirales concéntricos de células reticulo epiteliales con
apetencia tintorial acidofila y planas que pueden hincharse, se queratinizan y
calcifican centralmente. A medida que un animal envejece, gran parte del timo se
atrofia y en su lugar se desarrolla tejido adiposo (Bacha and Bacha, 2015).

Bazo

El bazo tiene una capsula de coldgeno rica en musculo liso y fibras elasticas. En
caballos y vacas dos a tres laminas de mdusculo estdn orientadas
perpendicularmente unas con otras, mientras que, en carnivoros, cerdos, borregos
y cabras, las fibras musculares estan entretejidas. Desde la cdpsula se proyectan
numerosas trabéculas de tejido conectivo denso hacia el interior del bazo. El
parénquima es denominado pulpa del bazo y esta dividido en pulpa blanca y roja.
La pulpa roja tiene gran cantidad de eritrocitos, vasos sanguineos irregulares de
paredes delgadas, sinusoides esplénicos separados por cordones tisulares y

esplénicos. Dispersas en la pulpa roja se observan acumulaciones de linfocitos



dispuestas alrededor de las arterias centrales, formando las vainas linfaticas
periarteriales (PALS) ricas en linfocitos T, que junto con los ndédulos linfoides
comprenden la pulpa blanca con apetencia tintorial baséfila por la alta
concentraciéon de linfocitos maduros, macrofagos y células dendriticas. Se les
llama elipsoides a las vainas de macrofagos pericapilares y son mas abundantes
en la zona marginal. La zona marginal es la region de transicién entre la pulpa roja
y blanca donde las células estdn menos empaquetadas, tiene abundantes
linfocitos B y células dendriticas .(Bacha and Bacha, 2015; Geneser and
Mikkelsen, 2000).

Médula 6sea

La médula 6sea es un tejido conectivo especializado, siendo el principal tejido
hematopoyético de la ultima mitad de la vida fetal y del resto de la vida.
Histol6gicamente se caracteriza por estar dividida en un compartimiento vascular y
compartimiento hematopoyético formando columnas irregulares entre los vasos
sanguineos. En la médula roja, el compartimiento hematopoyético esta ocupado
casi en su totalidad por células hematopoyéticas en escaso tejido conectivo
reticular, denominado estroma de la médula 6sea. En la médula amarilla la grasa
ocupa casi todo el compartimiento hematopoyético, donde sélo se distinguen
algunos megacariocitos. Las células del compartimiento hematopoyético solo
pasan a la sangre cuando han alcanzado cierto grado de diferenciacién (Geneser
and Mikkelsen, 2000). Los eritrocitos, granulocitos, monocitos, células dendriticas,
plaquetas y los linfocitos B, T y NK se originan de una célula troncal
hematopoyética (HSC) comun en la médula ésea pluripotente, que pueden

generar todos los diferentes tipos de células sanguineas maduras, y dan lugar a



dos tipos de células progenitoras pluripotentes; una que genera células linfociticas
y mielociticas, da lugar a linfocitos T, B y células NK; y otra que produce células
mielociticas, eritrocitos y plaquetas, dando lugar a eritrocitos, plaquetas,
granulocitos (neutréfilos, eosinofilos, basofilos) y monocitos. La proliferacién y
maduracidén de las células precursoras en la médula 6sea esta estimulada por

citocinas, llamadas factores estimuladores de colonias (Abbas et al., 2015).
Neoplasias linfoides

El término linfoma abarca un grupo diverso de neoplasias malignas que surgen en
los tejidos linfoides fuera de la médula 6sea (Zachary, 2016). Aunque el término
“‘linfosarcoma” también se ha utilizado en medicina veterinaria y no es incorrecto,
este debe evitarse por razones comparativas (Maxie, 2016) debido a que en
medicina humana de acuerdo con el instituto nacional del cancer del instituto
nacional de salud (NCI-NIH) también ha quedado en desuso tratando de
homogeneizar clasificaciones. Existe una gran variacion en las manifestaciones
clinicas y las caracteristicas citopatolégicas del linfoma, que tienen gran
importancia para predecir el comportamiento clinico. El linfoma puede surgir en
cualquier etapa del desarrollo/maduracion de un linfocito, desde precursores
(linfoblastos B o T) hasta linfocitos maduros B, T y células NK. Para su
clasificacion se usan las caracteristicas macroscopicas, histologicas,
inmunofenotipicas (linfocitos B o T) y caracteristicas clinicas. El patron histologico
puede ser nodular o laxo, el tamafo de célula se determina comparando el nucleo
de los linfocitos neoplasicos con el diametro de las células sanguineas y el grado

se determina contando las mitosis en campo de alto poder (Zachary, 2016).



Existen varios métodos para determinar la proliferacion celular mediante
inmunohistoquimica, se pueden utilizar marcadores como Ki67 o antigeno nuclear
de células en proliferacion (PCNA), los cuales se pueden interpretar con mayor
facilidad a comparacion del conteo de mitosis (Meuten, 2017). Para el tamafio de
las células se clasifican en células grandes aquellas que su ndcleo mide mas, o lo
mismo, que dos eritrocitos, los nucleos de las células intermedias miden 1.5
diametros eritrociticos y los ndcleos de las células pequefias miden de 1-1.25
diametros eritrociticos. La cuenta mitdsica se determina con el nUmero promedio
de figuras mitésicas en 10 campos aleatorios con mayor actividad mitésica usando
el objetivo de alto poder (40x). En donde el indice es bajo si se cuentan de 0-5
mitosis por campo de alto poder, medio si son de 6 a 10 mitosis y alto si son mas
de 10 mitosis (Maxie, 2016).

En gatos el linfoma es una de las neoplasias mas diagnosticadas, la presentacion
mediastinica o multicéntrica es la mas frecuente en gatos jovenes. El tracto
digestivo es el sitio mas afectado en gatos mayores a 10 afios. En estos ultimos
las células neoplésicas son pequefias, las figuras mitésicas son poco frecuentes,
el epiteliotropismo hacia la mucosa y cripta es comun. El diagndstico de este
subtipo de linfoma puede ser dificil (particularmente en biopsias endoscopicas),
porque esta enfermedad a menudo es multifocal o simultdnea con enfermedad
inflamatoria intestinal, ésta es una enteritis linfoplasmocitica diagnosticada
microscépicamente mediante biopsia, cuya causa es desconocida, pero por la
presencia de numerosos linfocitos y células plasmaticas sugieren un problema
inmunoldgico. Los linfocitos neoplasicos son morfologicamente similares a los

inflamatorios y etapas iniciales de linfomas T de células pequefias en mucosa, a



menudo requieren pruebas de diagnostico adicionales como inmunohistoquimica y
clonalidad molecular para confirmar una neoplasia (Zachary, 2016), por ejemplo, la
prueba basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el
reordenamiento del receptor de antigeno (PARR), que determina la clonalidad de
las células (Meuten, 2017).

Los linfomas se clasifican comUnmente por su ubicacion anatémica. Los
principales tipos de linfoma incluyen multicéntrico, timico/mediastinico,
gastrointestinal, cutaneo, extranodal, sistema nervioso central, ocular y 6seo
(Maxie, 2016), autores como Cristo et al y Vail et al, consideran la clasificacion
nodal para aquellos linfomas en los que solo un linfonodo esta afectado.
Clinicamente, el diagnéstico de linfoma esta basado en el agrandamiento de los
linfonodos y otros 6rganos, por ejemplo, hepatoesplenomegalia o engrosamiento
de la pared intestinal en el caso de linfomas alimentarios. Los signos clinicos estan
relacionados con los érganos afectados, pueden ser anorexia, letargia, pérdida de
peso; disnea, tos, sindrome de vena cava craneal con linfoma timico; vomito y
diarrea con linfoma gastrointestinal; noédulos cutaneos y placas con linfoma
cutaneo; y paralisis, convulsiones o paresia con linfomas en sistema nervioso
central (Maxie, 2016).

Las clasificaciones mas utilizadas en medicina veterinaria incluyen la formula de
trabajo del Instituto Nacional de Cancer (NCI-WF) y el Sistema de Kiel, en éstas se
considera indice mitésico, el tamafio y la forma celular (Trigo et al., 2015).

La clasificacion de la OMS en medicina humana proporciona informacion
prondstica mas precisa y orientacion terapéutica porque reconoce los linfomas

como un grupo heterogéneo de enfermedades distintas que no estan relacionadas
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entre si. En medicina veterinaria es de suma importancia que no simplemente se
extrapolen estos datos (Maxie, 2016), debido a que no se ha podido comprobar si
este sistema de clasificacion tiene una utilidad practica, pues muchas veces no se
les da seguimiento a los pacientes 0 no se realizan necropsias para determinar la
recurrencia, metastasis, organos linfoides involucrados, entre otros datos (Meuten,
2017). Sin embargo, Wolfesberger et al, en un estudio retrospectivo que tuvo
como proposito clasificar el subtipo de linfoma de acuerdo con la clasificacion de la
OMS en un grupo de 30 gatos para investigar su potencial prondstico, se identificd
que los gatos con diagnostico de linfoma intestinal de células T tienen mayor
tiempo medio de supervivencia (1.7 afos), que los gatos con linfoma difuso de
células B grandes (4.5 meses) o linfoma periférico de células T (6.1 meses). Se
determind que la clasificacion de la OMS proporciona informacion mas detallada
que la clasificacion de bajo, intermedio y alto grado. A pesar de esto, en la
mayoria de los casos todavia no cambia el tratamiento. Ademas, no se encontrd
correlacion entre la clasificacion basada en el indice mitésico y su prondstico
(Wolfesberger et al., 2017). La clasificacion se basa en el inmunofenotipo de las
células neoplasicas, la arquitectura del tejido neoplasico y la morfologia de las
células que lo componen (Trigo et al., 2015). El inmunofenotipo es una parte
esencial de un diagnéstico preciso de linfomas. En medicina veterinaria, CD3 se
usa para detectar células T y CD79a para células B, aunque, en perros y gatos,
CD20 y Pax-5 se usan frecuentemente en lugar de CD79a, porque este marcador

comunmente causa unién nuclear artificial (Maxie, 2016) (Cuadro 1).



11

Clasificacion REAL/OMS

Neoplasias de células precursoras To B

Linfoma linfoblastico precursor (LBL)

Las neoplasia de linfoblastos que produce leucemia o linfoma, son poco comunes
(Meuten, 2017). Los LBL son linfomas altamente agresivos de células B, T o
raramente de células NK que puede ocurrir en linfonodos, bazo y con mayor
frecuencia el timo. Las células forman infiltrados difusos de células de tamafio
intermedio que se caracterizan por tener nucleo oval con cromatina dispersa y
nucléolos poco evidentes. Tienen alta cuanta mitésica, arriba de 10 mitosis por
campo de alto poder. El inmunofenotipo puede ser complicado porque CD20 y
CD3 pueden ser negativos en células T o B, pero un pequefio grupo sera bi-
fenotipico, expresando CD20 y CD3 (Maxie, 2016). Se desarrolla en linfonodos
periféricos sin involucrar médula 6sea o sangre, o al menos no al inicio, los
linfonodos mas afectados suelen ser el mandibular accesorio, preescapular o
popliteo. Hay numerosas células apoptosicas en cada campo (Meuten, 2017).
Clinicamente los animales con LBL de células T frecuentemente tienen

hipercalcemia, mala condicién corporal y presentan depresion (Maxie, 2016).
Neoplasias de células B maduras (periféricas)

Leucemia linfocitica cronica de células B (B-CLL) y linfoma linfocitico de
células B pequefias (B-SLL)

Se caracterizan por la proliferacion de células linfoides pequefias de aspecto
maduro, y sélo casos raros ocurren como linfomas, mientras que la mayoria ocurre

como leucemias (Maxie, 2016). Las células neoplasicas en B-CLL y B-SLL
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parecen linfocitos maduros con ndcleo pequefio y se identifican como células B
mediante inmunofenotipificacion (Meuten, 2017).

La leucemia linfocitica crénica es una neoplasia que se origina en la médula ésea
gue es caracterizada por una marcada linfocitosis (leucemia) ocasionada por la
circulacion de linfocitos B neoplasicos maduros pequefios. Los animales presentan
pocos 0 ningun signo clinico, normalmente el bazo e higado se encuentran
agrandados por las células neoplasicas, pero los linfonodos pueden ser de tamafio
normal. Los linfonodos en gatos y perros con CLL pueden estar atrofiados o
alargados (Meuten, 2017).

Mientras que el linfoma linfocitico de células B pequefias es una neoplasia de
pequefios linfocitos B maduros que involucra linfonodos, bazo y otros 6rganos
parenquimatosos. Este es un linfoma poco comin en perros y tiene un bajo ritmo
de progresion. Los animales con B-SLL no son leucémicos o las células
neoplasicas que se encuentren en circulacion estan en un nivel muy bajo debido a
que la médula 6sea no esta involucrada o solamente de manera focal. Todos los
organos y linfonodos pueden estar eventualmente involucrados, ya que hay una
progresion lenta y una diseminacion gradual de los elementos neoplésicos. Las
células neoplésicas tienen poco citoplasma, los ndcleos de los linfocitos son
pequefios y cromatina nuclear densa (Meuten, 2017). Las formas nodales de B-
SLL borran la arquitectura de los linfonodos y se localizan en la zona internodular.
La inmunofenatipificacion con CD79a identificara el linaje de células B, pero el
marcado puede ser débil. Las células pueden no marcar con CD20 y tienen baja
actividad de proliferacion por lo que el marcador Ki67 tiende a ser bajo (Maxie,

2016).
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Linfoma difuso de células B grandes (DLBCLS)

Estas son neoplasias agresivas y de rapido crecimiento que representan el linfoma
mas frecuente en la mayoria de los animales domésticos, del cual hay multiples
subtipos. Los tipos centroblastico e inmunoblastico representan simples variantes
morfologicas que comunmente ocurren como poblaciones heterogéneas dentro de
la misma neoplasia, pero distinguir estos subtipos no se ha asociado con
diferencias en el comportamiento clinico o respuesta terapéutica. Por el contrario,
otros subtipos como el linfoma de células B rico en células T (TCRBCL), linfomas
anaplasicos de células grandes o la granulomatosis linfomatoide pueden
representar un desafio diagndstico importante y tener un comportamiento bioldgico
distinto (Maxie, 2016).

DLBCL se puede encontrar en cualquier o6rgano, siendo mas frecuente en
linfonodos. Aunque, puede ocurrir como una neoplasia primaria mediastinica,
géastrica u ocular. La mayoria de los casos surgen en la zona oscura del centro
germinal de los centroblastos, se expande y destruye la arquitectura del linfonodo,
caracterizado por un agrandamiento generalizado. En el bazo se expande dentro
de las areas de la pulpa blanca y comprime la pulpa roja, por lo que se llega a
observar como nodulos que con el tiempo pueden unirse. Histolégicamente, las
células neoplasicas forman grandes laminas que a menudo asemejan a un “cielo
estrellado” como resultado de macréfagos fagocitando células neoplasicas. Las
células neopléasicas son grandes, y la forma de los ndcleos centroblasticos es muy
variable, mientras que los inmunoblastos son grandes y redondeados. Los nlcleos

son eucromaticos con cromatina granular gruesa, nucléolos anfofilicos visibles y
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pueden observarse figuras mitésicas atipicas. Las células marcan facilmente con
CD79a 0 CD20, y el indice mitésico con Ki67 es muy alto (Maxie, 2016).

Los linfomas DLBCL anaplasicos son neoplasias poco comunes que se
caracterizan por células de nucleos grandes con abundante citoplasma. El
TCRBCL es una variante que representa el mas comun de los linfomas nodales en
gatos, estan compuestos de laminas de células T pequefias y reactivas mezcladas
con histiocitos, eosinéfilos y células B grandes que representan menos del 10 %
de la poblacion. Finalmente, la granulomatosis linfoide es un linfoma de poca
frecuencia en perros y raramente en gatos, histolégicamente se caracterizan por
infiltrado mixto de células linfoides compuestas de células T maduras y células B
grandes atipicas con histiocitos. Se observan comunmente como ndédulos
neoplasicos grandes en los pulmones, pero también se pueden encontrar en piel,
rifidn o cualquier otra localizacién (Maxie, 2016).

Linfoma folicular de células B

Es un tumor de linfocitos B que forma nédulos en linfonodos y bazo. Este es uno
de los linfomas nodulares indolentes y debe distinguirse de la hiperplasia nodular.
En linfonodo el linfoma folicular y la hiperplasia linfoide se ve la presencia de
nédulos inconfundibles, ambos pueden tener infiltracién en la grasa perinodal por
linfocitos y &reas donde los nédulos se estan uniendo o estdn separados por
estrechas bandas de tejido conectivo ordinario (Meuten, 2017). Un patron de
nédulos densamente empaquetados en todo el parénquima de un linfonodo es
caracteristico de linfoma folicular. Los nédulos son generalmente grandes de
tamano uniforme. Las vénulas paracorticales se comprimen entre los nédulos y no

se pueden encontrar dentro de ellos. Otra caracteristica importante es la ausencia
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de macréfagos con cuerpos apoptoticos y proporciones uniformes de centrocitos y
centroblastos. Tanto los centrocitos como centroblastos son positivos para CD79a
y CD20, negativos para CD3 y el indice de Ki67 es bajo (Maxie, 2016).

Linfoma de zona marginal (MZL)

El linfoma de zona marginal MZL se origina en los linfonodos o bazo y es el tipo
mas comun en bazo de perros y humanos. Se considera un linfoma de células B
de grado bajo que tiene un curso indolente. Es uno de los linfomas que forman
nddulos discretos y se vuelven laxos sélo en etapas tardias. La histologia es
necesaria para hacer diagnéstico segun la disposicion arquitecténica en un
linfonodo o bazo. MZL tiene un arreglo caracteristico de linfocitos neoplasicos
rodeando centros germinales que se desvanecen resultando en un patrén nodular.
La arquitectura nodular en la corteza de los linfonodos se debe a un centro
germinal central, rico en células B, rodeado por una zona de células del manto
compuesta por aproximadamente 90 % de linfocitos B y 10 % de linfocitos T.
Cuando un linfonodo se estimula antigénicamente, la capa de zona marginal
prolifera y se hace visible, formando un patrén polar en el que la zona marginal es
mas delgada hacia la paracorteza y mas gruesa hacia el seno subcapsular. El polo
mas claro tiene las células en proliferacion (centroblastos). La hiperplasia de la
zona marginal (MZH) es un diferencial importante para MZL, ya que ambos se
originan en la zona marginal de los nédulos linfoides (Meuten, 2017). También se
ha descrito en tejido asociado a mucosas de las vias respiratorias y tracto

intestinal (MALT) (Maxie, 2016).
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Linfoma de células del manto (MCL)

Es un linfoma poco comun e indolente de linfocitos B. Comienza focalmente en la
region de las células del manto en el bazo. No es comun observar células
neoplasicas en sangre o médula dsea en perros. La mayoria de los casos en
perros se encuentran primarios en bazo. En estados avanzados las infiltraciones
se vuelven contiguas y pueden ser difusas, lo que resulta en una separacion y
adelgazamiento de las trabéculas de musculo liso esplénico (Meuten, 2017). La
neoplasia se desarrolla del manguito interno del manto y es dificil diferenciarlo de
la hiperplasia nodular esplénica que consiste en el predominio de las células del
manto. Las mitosis son raras y las células B son positivas con CD79a y CD20
(Maxie, 2016).

Linfoma de Burkitt

El linfoma de Burkitt es un linfoma de células B. La enfermedad esta bien
caracterizada en humanos, pero no en animales. En patologia veterinaria no hay
un acuerdo uniforme para el diagndéstico. En humanos estd asociado con el virus
de Epstein —Barr (EBV), considerandose el primer tumor en humanos asociado a
una infeccion viral. Este fue el primer tumor que se cur6 mediante quimioterapia.
El linfoma de Burkitt utiliza algunas de las descripciones clasicas para caracterizar
linfomas: hojas de células neoplasicas linfoides con alto recuento mitésico y una
apariencia de “cielo estrellado” debido a numerosos macréfagos fagocitando

linfocitos apoptoticos (Meuten, 2017).
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Categoria provisional: Linfoma de células B de alto grado similar al de
Burkitt (BKL)

Esta es una categoria provisional reconocida en animales como un linfoma de
células B de alto grado que se caracteriza por tener numerosos macrofagos con
restos de células tumorales apoptdsicas en su citoplasma, llamados también
‘tingible body macrophages” (Meuten, 2017). A microscopio en campo de bajo
poder se puede observar la apariencia de “cielo estrellado”. Son células
intermedias con nucleo redondo, hay leve anisocariosis y la cuenta mitésica es
alta (Maxie, 2016).

Plasmocitoma extramedular

Plasmocitoma, linfoma plasmoblastico y linfoma linfoplasmocitico LPL son
neoplasias de linfocitos B diferenciados y maduros, y las células neoplésicas se
parecen 0 son células plasméticas. Los plasmocitomas se producen fuera de los
linfonodos. Es muy raro que se genere de los linfonodos o primario de médula
0sea, pues tienen origen en tejidos blandos, mas cominmente en piel de orejas y
dedos, y mucosa colorrectal. La mayoria de los plasmocitomas son benignos,
aquellos que se encuentran en estdbmago 0 recto pueden ser agresivos, causar
vomito y pérdida de peso. Estan compuestos por células plasméticas derivadas de
los linfocitos B. Las caracteristicas histoldgicas y citol6gicas varian desde los bien
diferenciados que son facilmente reconocibles hasta los mal diferenciados. Estas
neoplasias requieren inmunohistoquimica (IHQ) para confirmar el diagndstico. La
mayoria tiene caracteristicas morfologicas de células plasmaticas: células
redondas uniformes, con moderada cantidad de citoplasma basofilico, zona de

Golgi semiclara perinuclear, nucleos excéntricos, simples o binucleados, la
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cromatina forma agregados en el centro del nucleo o a lo largo de la membrana
nuclear y bajo conteo mitdsico. Algunas células tumorales pueden contener
inclusiones intracitoplasmicas que van desde vacuolas semiclaras hasta distintos
glébulos eosinofilicos o paquetes de forma romboidal de inmunoglobulina. Estas
se aprecian mejor en citologia y se conocen como células de Mott (Meuten, 2017).
Raros son los casos que se han reportado en gatos. En general la marcacion de
Ki67 es baja. La confirmacion se puede realizar con inmunohistoquimica con los
marcadores Mum-1, inmunoglobulinas y cadenas ligeras de inmunoglobulinas
(Maxie, 2016).

Mieloma maultiple

El mieloma es una proliferacién de células plasméaticas malignas que se origina en
la médula 6sea y se asocia con gammapatias monoclonales y multiples lesiones
Oseas osteoliticas. El diagndstico se establece mediante la visualizacion de células
tumorales en una citologia por aspiracion o biopsia de médula 6sea. Algunos
factores asociados a un pobre prondstico son: hiperalcemia, leucemia,

hiperazotemia, citopenias y proteinuria (Meuten, 2017).

Neoplasias de células Ty células NK

Neoplasias maduras de células T (periférico)

La clasificacion de este subtipo de neoplasias por su localizacién primaria ha
resultado en la identificacion de linfoma nodal de células T, linfoma extranodal de
células T, enteropatia asociada a linfoma (EATL) y linfomas cutaneos de células T.
El linfoma granular linfocitico de células T grandes se han caracterizado como un

subtipo especifico (Maxie, 2016).
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Linfomas periféricos de células T no especificados (PTCL)

Este se ha reportado en todas las especies, porque es un grupo heterogéneo para
todos los linfomas de células T maduros no especificos. En este se incluyen todos
los linfomas de células T que no cumplen con los criterios de los otros subtipos.
Puede ocurrir en linfonodos, bazo, piel y tejido subcutaneo. PTCL es un linfoma
altamente agresivo que responde pobremente a la quimioterapia. La composicion
celular varia entre cada caso, pueden ser células de tamafio pequefio, intermedio
o grande, siendo este Ultimo el mas comun y algunas neoplasias contienen
componentes inflamatorios (Maxie, 2016).

Linfoma nodal de células T

Esta clasificacion incluye a linfoma de zona T, linfoma anaplasico de células T
grandes, y linfoma angioinmunoblastico de células T y las variantes restantes se
clasifican actualmente como linfomas de células T periféricos no especificados.

El diagnostico de linfomas de zona T (TZL) se basa principalmente en su
arquitectura caracteristica de la proliferacion de células T que provoca reduccion y
desvanecimiento de los centros germinales. El conteo mitdsico es bajo y las
células son positivas a CD3. El linfoma anaplasico de células T grandes (ALTCL)
es raro y de mal prondstico, las células neoplasicas tienen abundante citoplasma,
con nucleos grandes, irregulares y aberrantes por lo que recibe su nombre.
Comunmente son negativas a CD3 por lo que se pueden usar técnicas
moleculares para determinar su clonalidad. El linfoma angioinmunoblastico de
células T es otro linffoma nodular raramente reportado positivo a CD3 vy

entremezclado con células B y eosindfilos (Maxie, 2016).
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Linfoma de células T asociado a enteropatia (EATL)

Estos son tumores intestinales de linfocitos intraepiteliales, que se dividen en
EATL tipo 1, el cual es una neoplasia de células grandes que se asocia con
necrosis y antecedentes inflamatorios, mientras que EATL tipo 2 es una neoplasia
de células pequefias a intermedias. Las células neoplasicas intraepiteliales son
células T positivas para CD3 y negativas para CD20 y CD79a. EATL tipo 1 tiene
mayor positividad para Ki67 que el tipo 2. Independientemente del tipo, los
animales comunmente presentan pérdida de peso, anorexia, vOmito, diarrea,
letargia, polidipsia y poliuria. EATL tipo 1 tiene peor prondstico y responde poco a
la terapia con un tiempo de sobrevida limitado a unas pocas semanas 0 meses.
EATL tipo 1 se ha asociado con infiltracion transmural, tiene mayor incidencia en
yeyuno. EATL tipo 2 se ha reportado principalmente en gatos geriatras y ocurre
con mayor frecuencia como linfoma intestinal en yeyuno. En casos avanzados, los
linfocitos neoplasicos destruyen las vellosidades, los cuales son asociados con
atrofia y fusién de vellosidades (Maxie, 2016).

Linfoma extranodal de células T

Aunque la mayoria de los linfomas de células T extranodales en la mayoria de las
especies animales se clasifican como linfomas de células T periféricos no
especificados, los linfomas hepatoesplénicos de células T rara vez se presentan
en perros y caballos (Maxie, 2016).

Linfoma cutaneo de células T (CTCL)

Es un grupo heterogéneo de linfomas que incluyen linfomas epiteliotrépicos y no
epiteliotropicos. Los epiteliotropicos aparecen como micosis fungoides, reticulosis

pagetoide o sindrome de Sézary. Los no epiteliotropicos aparecen como linfoma
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de células T subcutaneo “similares a la paniculitis” o linfoma anaplasico de células

T grandes; todos los demas CTCL no epiteliotropicos se clasifican actualmente

como linfomas de células T periféricos no especificos (Maxie, 2016).

Cuadro 1. Resumen de algunas caracteristicas de linfomas de acuerdo con la
clasificacion de REAL/OMS.

Sitio Marcador | Comporta-
Nombre Sigla e miento/ Caracteristicas
anatémico IHQ -
prondstico
Linfomas de células B
Neoplasias de células precursoras B
Linfonodo Células intermedias
) CD79a e
. (mandibular Alto conteo mitésico >10
Linfoma . CD20 Altamente e
. P LBL accesorio, : ; mitosis por campo de
linfoblastico CD3 o Bi- agresivos
preescapular o S alto poder
. fenotipico .
popliteo) y Bazo Poco comin
Neoplasias maduras de células B
CD79a Indolente
Linfoma Linfonodo, bazo (puede s Raro
. . . P Progresion L
linfocitico de B-sLL | Y otros organos | ser débil) lenta Pocas mitosis
células B parenguimatoso CD20 . ay Células pequefias
~ : diseminacién
pequefas S Ki67 radual (maduras)
(bajo) 9
. Méas comun
Agresivas de sulas i di
. Linfonodo con rapido Ceélulas intermedias y
Linfoma S grandes
- mayor CD79ao0 crecimiento .
difuso de DLBC frecuencia CD20 Tiemno de Cielo estrellado
células B Ls . ) po Centroblastico
Cualquier Ki67 alto sobrevida "
grandes . Inmunoblastico
drgano menor a un e
~ Anaplasico
afo . .
Rico en células T
. Indolente Nodulos densamente
Linfonodo
. Pocos casos empaquetados
Linfoma Bazo CDr9ay se ha dado No hay macrofagos con
folicular de FL Poco comuin en CD20 o y 9o
. . : . seguimiento al cuerpos apoptosicos
células B medicina Ki67 bajo 7 .
veterinaria tiempo de Células grandes e
sobrevida intermedias
Linfocitos en zona
Linfoma B de MA4s comdn en marginal rodean centros
zona CD79a Bajo grado germinales con patrén
. MZL bazo
marginal Linfonodo CD20 Indolente nodular
Células intermedias
Nucléolo prominente
Poco comun
Linfoma de Bazo méas Comienza en células del
. , CD79ay
células del MCL comun Indolente manto
. CD20 . . .
manto Linfonodo Células intermedias
Nucléolos pequefios
. . Linfonodo, bazo Alto grado Numerosos macrofagos
Linfoma tipo . CD79ay con cuerpos apoptosicos
Burkitt BKL y gtros organos CD20 _Qu_e nta “Cielo estrellado”
(higado o rifién) mitdsica alta . ; ;
Células intermedias
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Morfologia de células

Ki67 baja Benignos la | »
. . Mum-1 mayoria P asmaticas .
Plasmocitoma Tejidos blandos . Células Mott Inclusiones
; Cadenas Estémago y : . o
extramedular (piel y mucosa) | . intracitoplasmaticas
ligeras de recto T
Ig's agresivos eosinofilicas (Cuerpos
de Russell)
Lesiones osteoliticas
Mieloma Médula 6sea y CD79a Sobrevida Depésitos de amiloide
o otras MUM 1 menor a 2 Sindrome de
multiple o ; ~ ; : .
localizaciones (nucleo) afios hiperviscosidad
sanguinea
Linfoma células T y NK
Neoplasia células precursoras T
Linfoma . €b20o Células intermedias
linfoblastico TBL _Timo CD3 Altam_ente Hipercalcemia
Linfonodos Bi- agresivos o
T . Alta cuenta mitdsica
fenotipico

Neoplasia maduras células T (periférico)

Linfoma nodal de célu

las T (TZL)

Cuenta Abundantes células que
Linfoma zona T Cb3 mitésica baja | desvanecen los centros
Linfonodo Indolente germinales
Anaplasico de Arquitectura CD30 Mal pronéstico e
células T grandes nodular Células multinucleadas
Linfoma ;
. . Comportamien Entremezclado con
angioinmunoblastico CD3 . . . e
. to agresivo linfocitos B y eosindfilos
de células T
. Altamente In_cluye a todos los
Linfomas , do. b . linfomas que no
eriféricos de meqno 0, bazo, agresivo cumplen con criterios de
pe PTCL piel y tejido CD3 Responde .
células T no SUbCUtANEo obremente a otros subtipos
especificados pobre . Células pequenias,
guimioterapia . .
intermedias o grandes
Origen linfocitos
Linfoma de Intestino intraepiteliales
Células T Mayor Depende del Letargia, pérdida de
. EATL _— . CD3 . . .
asociado a incidencia en tipo peso, anorexia, voémito,
enteropatia yeyuno diarrea, poliuria'y
polidipsia
Mal prondstico
Ki67 y responde' Células grandes
. . . mayor poco a terapia ; .
Células grandes Mas comun o2 . asociado a necrosis y
: positivida Tiempo de
EATL tipo 1 perros . : antecedentes
d que tipo sobrevida . )
inflamatorios
2 semanas a
meses
Células pequefias o
Células pequeRas MA4s comdn en Ki67 baja Indolente intermedias
ped positivida Mejor Sin antecedente
EATL tipo 2 gatos o : : .
d prondstico inflamatorio y necrosis
rara
Linfoma extranodal células T
. CD3, Poco comun Hepatomegalia y
Linfoma . P .
. Higado y bazo CD1i1d Mal prondstico esplenomegalia
hepatoesplénico . L . SN .
Granzima con rapido Linfocitos intermedios a
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b progreso grandes
Linfoma Bazo
hepatocitotrépico Pulmoén CD3 Pocos reportes
Linfoma Epiteliotrépicos y no
cutaneo de CTCL Cutaneo CD3 prteliotropicos y
. epiteliotrépicos
células T
Linfoma T cutaneo epiteliotrépico
Micosis funaoides Uniones I?c?prIgSo Linfocitos pequefios a
9 mucocutaneas y CD8 prog . intermedios infiltrando
(MF) . Alto potencial ; .
pie . X epidermis
de metastasis
RetlcuIO_S|s Epidermis CD3 Linfocitos intermedios
pagetoide
Sézary sindrome Similar a MF con linfadenopatia o leucemia secundaria
Linfoma T cutédneo no epiteliotrépico
Linfoma T Tej,'do Parecido a paniculitis
. . subcutaneo en CD3 . ~
subcutaneo parecido Indolente Células pequeiias a
L tronco y CDs8 ; ;
a paniculitis : intermedias
extremidades
Nodulos Unicos Agresivo des l_lgjzaasngg?iﬁsulos
Linfoma T anaplasico | o mdltiples en CD3 Pobre P ;
! P pilosos y fibras de
piel pronastico 2
colagena

Hallazgos de laboratorio clinico

Los hallazgos son muy variables. Se observa comuUnmente anemia no
regenerativa de diversas severidades. Tanto linfopenia como linfocitosis pueden
ocurrir con diferentes tipos de linfomas, y la hipercalcemia debida a la secrecion
de péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP) o lisis 6sea se ha
observado comunmente en algunas entidades de linfoma (Maxie, 2016).

Los mielomas en gatos se han asociado a lesiones osteoliticas. En mielomas
multiples puede observarse hipergammaglobulinemia que causa hiperviscosidad
sanguinea y con ello coagulopatias, aunque no es comun en plasmocitomas
extramedulares (Meuten, 2017).

Las caracteristicas distintivas del cancer “Hallmarks”.

Una neoplasia resulta de la expresion clonal de una sola célula que ha cursado

con un dafio genético, tipicamente en uno de los cuatro tipos de reguladores
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normales: protooncogenes, son genes celulares que regulan el crecimiento celular
y diferenciacion; genes supresores de tumores que inhiben el crecimiento; genes
que regulan la apoptosis (muerte celular programada); y genes que median la
reparacion del DNA (Maclachlan and Dubovi, 2011).

Los oncogenes son genes capaces de inducir o mantener la transformacion de
células neoplasicas; estos se derivan de los protooncogenes. Los antioncogenes
(genes supresores) son aquellos que regulan la evolucion normal de las células, y
en su ausencia no hay forma de controlar el crecimiento de las células
neoplasicas. Oncogénesis se refiere a los mecanismos de desarrollo de un tumor,
y carcinogénesis es la produccion de cancer que, a criterio de algunos autores, se
limita a la induccién experimental (Trigo et al., 2014).

Cuando ocurren alteraciones en los protooncogenes, estos se transforman en
oncogenes mediante un proceso denominado  activacion.  Existen
aproximadamente cincuenta o sesenta oncogenes descritos en medicina humana
y veterinaria, y las proteinas a las cuales codifican se denominan oncoproteinas.
Los oncogenes pueden afectar la replicacion celular, en la produccién o expresion
de factores de crecimiento, receptores para los factores de crecimiento, proteinas
de transduccion de sefiales (proteina G, receptores sin actividad de tirosina
cinasa), y de proteinas nucleares de transcripcion (productos de myc, myb, fos,
jun) (Trigo et al., 2014).

Los Hallmarks del cancer.

Las caracteristicas distintivas del cancer comprenden diez capacidades bioldgicas,

para entender la complejidad de las enfermedades neoplasicas, que incluyen:
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mantener la sefalizacion de proliferacion celular, evadir los supresores de
crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir la
angiogénesis, activar la invasion y metastasis, la inestabilidad del genoma que
genera diversidad genética, inflamacion, la reprogramaciéon del metabolismo
energeético, y evasion de la destruccion inmunolégica (Douglas and Robert, 2011).

A medida que las células evolucionan a un estado neoplasico adquieren estas
capacidades. Los tumores son tejidos complejos compuestos de multiples tipos de
células que participan en interacciones entre si. Por ejemplo, las células que
forman el estroma asociado al tumor son participantes activos en la
tumorogénesis, que contribuyen al desarrollo y expresién de ciertas capacidades
distintivas, por lo que la biologia de los tumores ya no se puede entender
simplemente enumerando los rasgos de las células cancerosas, sino que debe
abarcar las contribuciones del “microambiente tumoral” (Douglas and Robert,
2011).

Mantener la sefializacion de proliferacion celular.

Es la capacidad para mantener la proliferacion cronica. Los tejidos normales
cuidan la produccion y liberacién de sefiales promotoras que instruyen la entrada y
progresion a través del ciclo de crecimiento y division celular, asegurando asi la
homeostasis del numero celular, por lo tanto, mantenimiento de la arquitectura y
funcion normal del tejido. Las células cancerosas desregulan estas sefiales que
son transmitidas en gran parte por factores de crecimiento que se unen a los
receptores de superficie celular, que tipicamente contienen dominios de tirosina

quinasa intracelular que proceden a emitir sefiales a través de vias intracelulares
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que regulan la progresion a través del ciclo celular, asi como el crecimiento
celular, sin embargo, estas sefiales siguen siendo poco comprendidas. Por otra
parte, la sefalizacion mitogénica en las células cancerosas es mejor entendida.
Las células cancerigenas pueden adquirir la capacidad de mantener la
sefalizacion de proliferacion, producir ligandos del factor de crecimiento, a los que
pueden responder mediante expresion de receptores afines, lo que resulta en
estimulacion autocrina, o bien, estas pueden enviar sefiales para estimular células
normales dentro del tumor. También se pueden elevar los niveles de proteinas
receptoras en la superficie de las células cancerosas, haciendo que dichas células
sean hiperreactivas a cantidades limitadas de factor de crecimiento (Douglas and

Robert, 2011).
Evadir supresores de crecimiento.

Las células cancerosas deben tener la habilidad para evadir la sefalizacion
inhibitoria de crecimiento. Los principales agentes inhibidores de crecimiento son
un grupo de 25 0 mas genes supresores de tumores, estos genes juegan un papel
importante en el control del crecimiento celular normal, sirven como “frenos” de la
replicacion celular. Cuando ambos alelos de estos genes son dafiados o perdidos,
las células pierden el control de la proliferacion, y la célula afectada tiene alto
riesgo de sufrir transformacion neoplasica. El primer gen supresor tumoral que se
descubrio fue el gen RB o retinoblastoma (asociado con retinoblastoma). Otro gen
supresor tumoral es el TP53 (Meuten, 2017), llamado guardian del genoma.
Ambos operan como centrales de control que gobiernan las decisiones de las

células de proliferar o activar programas apoptéticos. La ausencia de RB permite
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la persistencia de proliferacion celular, por sefalizacion extracelular
principalmente. Mientras que TP53 recibe sefiales dentro de la célula, si el grado
del dafio al genoma es excesivo, entre otras sefiales, puede detener el avance del

ciclo celular (Douglas and Robert, 2011).
Resistencia a la muerte celular

La apoptosis sirve como una barrera natural para el desarrollo del cancer, que se
dividen en dos circuitos principales, uno que recibe y procesa sefales
extracelulares inductoras de muerte (extrinseco), por ejemplo, Fas/Fas ligando, y
el otro que detecta e integra gran variedad de sefiales de origen intracelular
(intrinseco). Cada uno culmina en la activacion de proteasa latente (caspasas 8 y
9), que procede a iniciar una cascada de protedlisis por parte de caspasas en
donde la célula se desarma progresivamente y luego es fagocitada por células
vecinas y fagociticas profesionales. El desencadenante apoptotico esta
controlado por miembros antiapoptéticos de las proteinas reguladoras de la familia
Bcl-2, actuando al wunirse y suprimir a dos proteinas desencadenantes

proapoptésicas (Bax y Bak) (Douglas and Robert, 2011).
Habilitando la inmortalidad replicativa

Los telomeros protegen los extremos de los cromosomas y estan involucrados en
una capacidad ilimitada de proliferacion. La presencia de la telomerasa, DNA
polimerasa especializada en agregar DNA telomérico, se correlaciona con una

resistencia a la apoptosis (Douglas and Robert, 2011).



28

Inducir angiogénesis

Los tumores requieren sustento en forma de nutrientes y oxigeno, asi como la
capacidad de eliminar desechos metabdlicos y diéxido de carbono. La
neovascularizacion asociada al tumor resuelve estas necesidades. Para lo cual
requiere nuevas células endoteliales y su ensamblaje en tubos (vasculogénesis) y
el brote de nuevos vasos sanguineos de unos existentes (angiogénesis). Durante
la tumorogénesis siempre esta activa la angiogénesis. Algunos de los reguladores
angiogénicos son proteinas de sefializacion que se unen a la superficie celular en
el endotelio vascular como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A)

(Douglas and Robert, 2011).
Activacion de invasion y metastasis

La metastasis es un proceso de varios pasos ineficiente, y solo una pequeia
porcion de células son capaces de completar el proceso (Meuten, 2017). En el
caso de carcinomas que progresan de tejido epitelial a grados patolégicos mas
altos de malignidad, se ven reflejados en una invasion local y metastasis a
distancia, las células asociadas al cancer tienden a desarrollar alteraciones en su
forma, asi como en su union a otras células y a la matriz extracelular. La alteracion
mejor estudiada implica la pérdida de E-cadherina por las células de neoplasias
epiteliales, una molécula clave de adhesién entre células. EI aumento de la
expresion de E-cadherina esta bien establecido como antagonista de la invasion y
metastasis, mientras que la reduccion en su expresidbn se conocia como
potenciador de estos fendmenos (Douglas and Robert, 2011). Eventualmente las

células encuentran un vaso linfatico o sanguineo y entran al torrente sanguineo o
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linfatico, intravasacion, que solo es posible después de la adhesion de las células
tumorales a la membrana basal del vaso y la degradacion de esta barrera. La
extravasacion es facilitada por el incremento de los nuevos, pero anormales,
vasos sanguineos formados entre el tumor (Meuten, 2017). Investigaciones
recientes han revelado un proceso conocido como “transicion epitelial-
mesenquimal” (EMT), se ha convertido en un medio importante para adquirir la
capacidad de invadir, resistir la apoptosis y diseminar las células epiteliales

transformadas (Douglas and Robert, 2011).
Inestabilidad del genoma que genera diversidad genética

Una de las caracteristicas favorables para el desarrollo de cancer es la habilidad
de las células cancerigenas de incrementar las tasas de mutacién. Normalmente
la habilidad del genoma para mantener un sistema que detecte y resuelva los
defectos en el DNA, asegura que la tasa de mutacion espontanea sea muy baja
durante cada generacion de células. Las mutaciones se logran a través de la
sensibilidad a agentes mutagénicos, por el desajuste en uno o0 varios
componentes de la maquinaria que mantiene el genoma, ademas que puede
acelerarse al comprometer a los sistemas de vigilancia que normalmente
monitorean la integridad gendémica e inducen apoptosis a las células
genéticamente dafiadas. La maquinaria que mantiene el genoma se ha
denominado como cuidadores del genoma: detectan el dafio en el DNA y activan
mecanismos de reparacion, reparan directamente el dafio en el DNA o interceptan
moléculas mutagénicas antes de que dafien al material genético. En un futuro sera

posible detectar mediante técnicas moleculares, patrones de mutaciones que
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alteran la funcién, estabilidad del genoma y favorezcan la progresion neoplasica

(Douglas and Robert, 2011).
Inflamacion

Otra caracteristica favorable para el desarrollo de cancer es la inflamacién. Todas
las lesiones neoplasicas contienen células del sistema inmune en diferentes
grados, desde leves infiltrados que Unicamente son detectables con anticuerpos
especificos, hasta infiltrados severos que son evidentes con técnicas de
histoquimica. Las células principalmente asociadas son las del sistema inmune
innato, la progresion neoplasica basicamente se debe a que la inflamacion puede
contribuir a esto mediante el suministro de moléculas bioactivas al microambiente
tumoral como: factores de crecimiento, factores de supervivencia, factores
proangiogenicos, modificacion de la matriz extracelular, invasion y metastasis,
ademas, las células inflamatorias liberan productos quimicos como especies
reactivas de oxigeno, que son altamente mutagénicos (Douglas and Robert,

2011).
Reprogramacion del metabolismo energético

La proliferacion celular cronica y descontrolada no solo involucra un mal control en
la proliferacion celular, también corresponde a desajustes en el metabolismo
energético para impulsar el crecimiento celular. Una caracteristica anormal fue
observada en el metabolismo energético, en el cual las células cancerosas pueden
reprogramar su metabolismo de glucosa y por lo tanto también su produccion de
energia, limitdndolo principalmente a glucdlisis, a lo cual se le ha denominado

“glucdlisis aerdbica”, ya que deben compensar la baja eficiencia de produccion de
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ATP. Esto lo hacen, en parte, mediante la regulacion positiva de transportadores
de glucosa, principalmente GLUT1, los cuales aumentan la importacién de glucosa
al citoplasma. También se ha demostrado asociacién entre la glucdlisis con la
activacion de oncogenes como RAS, que independientemente puede incrementar
los niveles de los factores de transcripcion HIF1a y HIF2a, los cuales regulan
positivamente la glucdlisis. Algunos tumores contienen dos poblaciones de células
gue funcionan simbidticamente: una poblacién de células dependientes de glucosa
gue secretan lactato como desecho, el cual es importado y usado como generador

de energia de la otra poblacion celular (Douglas and Robert, 2011).
Evasién de la destruccion inmunoldgica

El papel del sistema inmune es permanecer alerta como una barrera para la
formacion y progresion de tumores, al menos en algunas formas de céncer no
inducidas por virus. En estudios con ratones genéticamente modificados,
deficientes en varios componentes del sistema inmune, fueron sometidos para
desarrollar tumores y se observo que estos son mAas recurrentes y crecen mas
rapido en ratones inmunodeficientes comparados con los controles
inmunocompetentes. En particular con deficiencia del desarrollo y funcién de
linfocitos T CD8+ citotoxicos, linfocitos T CD4+ Thl cooperadores o células NK

(Douglas and Robert, 2011).
Oncovirus

Son muchos los agentes que producen dafio genético y que inducen la
transformacion neoplasica de las células. Uno de ellos son los microorganismos

oncogénicos, principalmente virus. Se ha demostrado que un gran numero de
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virus DNA y RNA son oncogénicos (Trigo et al., 2014). Sin embargo, en medicina
humana solo unos cuantos se han relacionado definitivamente con el cancer
(Maclachlan and Dubovi, 2011). Los virus mas frecuentemente implicados en el
desarrollo de cancer en animales son los retrovirus (Trigo et al., 2014). De acuerdo
con la clasificacion del ICTV, la familia Retroviridae se divide en dos subfamilias
Orthoretrovirinae y Spumaretrovirinae, la subfamilia Orthoretrovirinae esta dividida
en 6 géneros: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus,
Gammaretrovirus y Lentivurus, en total esta subfamilia cuenta con 49 especies.
Mientras que la subfamilia Spumaretrovirinae cuenta con 5 géneros y 19 especies,
las cuales no tiene mucha importancia clinica (ICTV, 2019).

Los retrovirus son una causa importante de neoplasias en muchas especies de
animales, incluidos bovinos, gatos, primates no humanos, ratones y pollos, entre
otros. Su patogenia esta vinculada a su propension a integrarse aleatoriamente
dentro del genoma de las células hospederas, por lo que son mutagenos
infecciosos, las consecuencias de dicha integracién es en gran medida inocua y
clinicamente silenciosa, rara vez resultan en oncogénesis. Los retrovirus pueden
ser biologicamente divididos en exdgenos (transmitidos horizontalmente) o
enddégenos. En raras ocasiones, un retrovirus competente en replicacion se
integrara en el genoma de las células germinales del hospedero y una copia
completa de DNA del genoma viral (conocido como provirus) pude transmitirse
posteriormente en el DNA de la linea germinal del progenitor a la progenie (a
través de Ovulos o espermatozoides) y, a lo largo de la evolucién, puede
perpetuarse en los individuos de una especie animal, a estos retrovirus se les

llama enddgenos. Los provirus enddgenos son expresados de diversas formas en
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diferentes tejidos, diferentes edades y bajo el control de varios estimulos,
incluyendo hormonales y estados inmunolégicos. Cuando una célula en division
expresa dos 0 mas provirus, los genomas provirales pueden recombinarse para
formar nuevas variantes retrovirales con nuevas habilidades para afectar células
somaticas (Maclachlan and Dubovi, 2011).

Los retrovirus oncogénicos son clasificados como retrovirus trasformadores
cronicos o transformadores agudos, estos dos tipos principales de retrovirus
transformadores inducen neoplasia de diferentes maneras. Los retrovirus
trasformadores crénicos inducen neoplasias a través de integraciones aleatorias
en el genoma de las células soméaticas. Ejercen su efecto como retrovirus
“activadores de cis” que transforman las células al integrarse en el DNA de la
célula hospedera cerca de un gen regulador del crecimiento, y usurpando asi la
regulacion normal de este gen, estos genes de la célula hospedera que regulan el
crecimiento celular son denominados “oncogenes” u oncogenes celulares (c-onc),
los cuales son genes que codifican productos de sefializacion celular que regulan
la proliferacién y quiescencia normal de una célula. La presencia de un provirus
integrado, con sus fuertes elementos promotores y potenciadores, pueden
amplificar la expresion de genes c-onc. Mientras que los retrovirus de
transformacion aguda son oncogénicos directamente por portar un oncogén viral
adicional v-onc, directamente responsable del rapido cambio de malignidad que

ocurre en células afectadas con estos virus (Maclachlan and Dubovi, 2011).
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Leucemia viral felina

El virus de la leucemia viral felina es un Gammaretrovirus de gatos domésticos, la
infeccidn se presenta en todo el mundo y a partir de su descubrimiento fue
considerada como la mayor causa de muertes en gatos, asi como responsable de
diversos sindromes clinicos. Su estructura es RNA de cadena sencilla, la cual es
transcrita reversamente a DNA; se integra al genoma de la célula infectada (el
DNA integrado es llamado “provirus”) con la ayuda de una integrasa. Después
ocurre la sintesis de proteinas virales con el ensamblaje del virion cerca de la
membrana celular y su posterior salida de la célula hospedera (Greene and Sykes,
2013). De acuerdo con el comité internacional sobre taxonomia de virus (ICTV) del
2018, el virus de la leucemia viral felina pertenece al orden Ortervirales, familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Gammaretrovirus y especie
Virus de leucemia viral felina (ICTV). En la clasificacion de Baltimore se encuentra
en el grupo VI RNA de cadena sencilla retrovirus retrotranscriptasa para formar
DNA intermediario. El virus de la leucemia viral felina (LeVF) fue descrito por
primera vez por William Jerret y colaboradores en 1964, cuando se observo la
salida de particulas virales de la membrana de linfoblastos malignos de un gato
con linfoma natural. Es un agente exdgeno que se replica dentro de muchos
tejidos, incluso la médula 6sea, las glandulas salivales y el epitelio respiratorio. El
virus no es citopatico y escapa mediante la brotacion de la membrana celular.
Puede provocar enfermedad clinica relacionada con el sistema inmunologico y
hematopoyético, y neoplasias. Después de la infeccion inicial, si no interviene la

respuesta inmunitaria, el LeVF se propaga a la médula 6sea e infecta las células
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precursoras hematopoyéticas. En las células infectadas, se transcriben las copias
de DNA viral que se insertan de forma aleatoria en el DNA del hospedero (Greene
and Sykes, 2013).

El virus de la leucemia viral felina causa diversas neoplasias en gatos, tales como
linfoma, leucemia, otros tumores hematopoyéticos y sarcomas fusocelulares,
siendo el linfoma el mas comun y agresivo, aunque estas neoplasias también
ocurren en ausencia de LeVF. El mecanismo mediante el cual induce al desarrollo
de estas neoplasias se explica por la insercién del genoma de LeVF al genoma
celular, cerca de un protooncogén de la célula afectada (comunmente myc)
resultando en la activacion (oncogén) y sobreexpresion de ese gen. Los sitios de
interaccion mas comunes para LeVF asociados a linfoma se han identificado en
seis loci: c-myc, flvi-1, flvi-2 (bmi-1), fit-1, pim-1 vy flit-1 (Greene and Sykes, 2013).
Genomay proteinas de LeVF

El virus es un tipico retrovirus que contiene RNA de cadena simple que se
transcribe mediante la enzima transcriptasa reversa (RT) a DNA, denominado
provirus, que se integra posteriormente al genoma celular. Desde el extremo 5’ al
3’ el orden genético viral es LTR-gag-pol-env-LTR. El gen gag (antigeno asociado
a grupo) codifica las proteinas estructurales internas (Cuadro 2), incluso p15c,
pl2, p27 y p10. La proteina gag p27, se usa para deteccion clinica de LeVF, se
produce en células infectadas por virus en cantidades que exceden las necesarias
para la union de nuevas particulas virales, lo cual la vuelve abundante en el
citoplasma de células infectadas, y plasma de gatos infectados, por lo que las

pruebas utilizadas son inmunocromatografias, ensayo de inmunoadsorcion ligada
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a enzima (ELISA) o anticuerpo fluorescente. ElI gen pol (polimerasa) es el
responsable de la sintesis de DNA en la plantilla de RNA. El gen env (envoltura)
codifica los componentes gp70 y pl5e de envoltura. La proteina gp70 define el
subgrupo viral y es importante en la induccion de inmunidad, por lo cual los
anticuerpos anti-gp70 son especificos de subgrupo y dan como resultado
neutralizacion viral e inmunidad. Por lo tanto, esta proteina es importante para la
produccion de vacunas. Se cree que la proteina p1l5 de transmembrana interfiere
en la respuesta inmunoldgica celular del individuo afectado, facilitando Ila
persistencia viral (Figura 1). La secuencia genética contiene repeticiones
terminales largas (LTR), que son secuencias repetidas que poseen funcién
reguladora y controlan la expresion de los otros genes virales, pero en general no
codifican un producto proteico. Dentro de las LTR, las secuencias de aumento
recurrentes (URES) se encuentran con frecuencia en leucemias mieloides en
gatos, y se cree que estan asociadas con oncogénesis (Greene and Sykes, 2013).
Diversos estudios han demostrado la importancia de las LTR en la patogénesis de
LeVF, como ya se ha mencionado puede activar proto-oncogenes adyacentes al
sitio de insercion, ademdas, mediante el transcrito de RNA generado se ha
demostrado transactivacion de genes celulares, independientemente del sitio de
insercién, donde se incluye la activacion del factor de transcripcion NFkB. Este
factor de transcripcion se ha asociado con mecanismos de defensa como
activacion de citocinas inflamatorias y recientemente se ha descubierto su
importante papel en la supervivencia celular y habilidad antiapoptética por varias
vias, como la estimulacion de la familia Bcl-2, lo que facilita la tumorogénesis

(Abujamra et al., 2006).
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Proteina de superficie (SU) y
transmembranales (TM)(gp70)

Integrasa (IN)

ARN

Capside (p27)

Transcriptasa
reversa (RT)

Figura 1. Estructura del virus de leucemia viral felina.

Gen | Ubicacién | Tipo Funcién Uso
gag Centro Base de pruebas de IF indirecta y
ELISA, hipersensibilidad tipo Il y
efectos citotoxicos
P15c Proteina de matriz
P12 Desconocida
P27 Proteina de capside Deteccion en
plasma,
lagrimas y
saliva
ELISA, IF e
IHQ
P10 Proteina de nucleocépside
pol Centro RT Copia de proteinas virales en la hebra
de DNA complementaria
env | Envoltura | Gp70 Unidad de superficie externa: IHQ
antigenos especificos de tipo A, B, C;
responsable de la produccién de
anticuerpos neutralizantes o protector
contra infeccion viral
P15e Proteina transmembrana;
inmunosupresion viral

Cuadro 2. Proteinas del virus de la leucemia viral felina y su importancia,

modificado de Greene and Sykes, 2013.
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Subgrupos de LeVF

En los gatos se hallan tanto retrovirus exégenos (patégenos) como enddgenos (no
patdgenos). Los virus exdégenos pueden transmitirse de forma horizontal. El
subgrupo LeVF-A es contagioso y puede pasar de forma horizontal entre gatos en
la naturaleza. Los subgrupos LeVF-B y LeVF-C evolucionaron de novo en un gato
infectado con LeVF-A mediante mutaciones y recombinaciones entre este Ultimo y
secuencias retrovirales enddgenas o celulares contenidas en el DNA felino normal.
La patogenicidad de los subgrupos B y C es mas alta que la del subgrupo A. El
subgrupo B se aisla con mayor frecuencia de los gatos con linfoma, el C es menos
frecuente y se asocia principalmente con anemia no regenerativa y eritroleucemia.
El subgrupo LeVF-T evolucion6 del subgrupo LeVF-A con afinidad a dos proteinas
celulares: Pit 1 y FeLIX; resulta altamente citolitico para los linfocitos T y provoca
inmunosupresion grave (Greene and Sykes, 2013).

Transmision

El LeVF se propaga por contacto directo entre gatos que liberan virus y gatos
susceptibles. La transmision ocurre principalmente por medio de la saliva, donde
la concentracion del virus es mas alta que en el plasma. Los gatos virémicos
liberan constantemente millones de particulas virales en la saliva. El
comportamiento social, como compartir platos de comida y agua, acicalarse
mutuamente y utilizar areas de arena sanitaria comunes, son los medios mas
eficaces de transmision. La envoltura viral es soluble en lipidos y susceptible a
desinfectantes, jabones, calor y secado. El virus se inactiva facilmente en el

ambiente. Puede ocurrir transmisién vertical de madre a cachorros, pueden ser



39

infectados de forma transplacentaria o cuando la madre los lame y amamanta.
También puede ocurrir transmision en gatas infectadas de forma latente, porque
es posible que una infeccidn latente se reactive durante la prefiez. La

susceptibilidad a la infeccion por LeVF es mas alta en gatitos jévenes,

posiblemente asociado a la expresion de receptores (Greene and Sykes, 2013).

Patogenia

El resultado de la infeccion por LeVF es muy diferente en cada gato. A pesar de
que depende principalmente del estado inmunolégico y edad del gato, también se
ve afectado por la patogenicidad del virus, la progresion de la infeccién y la
concentracion viral. Después de la infeccidn inicial que ocurre cominmente por via
oronasal, el virus se replica en el tejido linfatico local en la zona orofaringea. En
gatos inmunocompetentes, con una respuesta inmunitaria eficaz mediada por
células y humoral detiene la replicacion viral. Estos gatos nunca se vuelven
virémicos, presentan niveles altos de anticuerpos neutralizantes y se conoce como
infeccion abortiva (Greene and Sykes, 2013).

Después de la infeccion LeVF se replica y propaga sistémicamente dentro de las
células mononucleares (linfocitos y monocitos). Durante este primer episodio
virémico, el antigeno libre p27 es detectable, y los gatos resultan positivos en las
pruebas que detectan antigenos libres en plasma (ELISA). La viremia inicial puede
estar caracterizada por malestar, fiebre o linfadenomegalia como resultado de
hiperplasia linfocitica. El virus se propaga a los tejidos blanco, como el timo, bazo,
linfonodos y glandulas salivales. La viremia termina dentro de 3 a 6 semanas con

un maximo de 16 semanas y se conoce como infeccidén regresiva. Durante este
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tiempo los gatos liberan virus y muchos pueden eliminar al virus en etapa
temprana antes de que se infecte la médula 6sea, ademas de eliminar el virus del
cuerpo por completo, desarrollan una inmunidad muy eficaz. Después de
aproximadamente 3 semanas de viremia, se involucran las células de la médula
O0sea. En este momento, se desarrolla un alto nivel de viremia y es posible detectar
el antigeno viral en plaquetas y granulocitos mediante pruebas de anticuerpo
fluorescente directo, que detectan antigeno intracelular. Después de que se
infectan las células de la médula 6sea (después de 3 semanas de viremia), los
gatos no pueden eliminar por completo el virus del cuerpo, ni siquiera si ponen fin
a la viremia, porque el DNA proviral esta presente en las células madre de la
médula Osea, anteriormente se conocia como infeccién latente pero ahora es
considerado una etapa de la infeccion regresiva. A pesar de que permanece el
DNA proviral no se produce ningun virus en forma activa, y los gatos arrojan
resultados negativos a las pruebas de rutina que detectan antigeno de LeVF. Solo
puede diagnosticarse mediante el cultivo de muestras de médula 6sea o reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Greene and Sykes, 2013).

La infeccion regresiva puede reactivarse en forma espontanea o como respuesta a
supresién inmunoldgica, y los gatos pueden volverse virémicos y mostrar
nuevamente resultados positivos en pruebas de antigeno. Si la respuesta
inmunitaria del gato no es lo suficientemente fuerte y la viremia persiste mas de 16
semanas, existen probabilidades muy altas de que el animal permanezca virémico
e infeccioso para otros gatos durante el resto de su vida, denominado infeccién

progresiva (Greene and Sykes, 2013).
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Replicacion viral

Los componentes basicos del ciclo de replicacion son adsorcion, periodo de
eclipse o0 ventana (penetracion, descapsidacion, replicacion de partes
componentes, maduracién) y liberaciébn de particulas virales (Maclachlan and
Dubovi, 2011).

La adsorcion es la unién de la particula viral a una célula hospedera, este proceso
de unién puede implicar una serie de interacciones que definen el rango de
hospederos del virus y su especificidad de tejido/6érgano (tropismo). La
especificidad define en gran medida el potencial patogénico del virus. Las
particulas virales interactan con las moléculas de superficie celular denominadas
factores de unidn, factores de entrada, receptores y correceptores. La serie de
eventos en la superficie celular puede ser compleja, pero en general el contacto
inicial de una particula viral con la superficie celular puede implicar interacciones
electrostaticas de corta distancia con moléculas cargadas como los proteoglicanos
de heparan sulfato. La union de una particula viral a la célula hospedera es un
proceso independiente de la temperatura, pero la penetracion depende de la
fluidez de los lipidos de membrana que tienen restricciones térmicas. Los
receptores/factores de entrada que se han identificado incluyen receptores de
union a ligando (receptores de quimiocinas), moléculas de sefalizacion (CD4),
receptores de sefializacion/adhesion celular (ICAM-1), enzimas e integrinas

(Maclachlan and Dubovi, 2011).
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Replicacion viral de la familia Retroviridae

El primer paso critico en el ciclo de replicacién del virus es la union de la particula
viral a una célula hospedadora. Este proceso de unién puede implicar una serie de
interacciones que definen el tropismo del virus. La especificidad de tejidos define
en gran medida el potencial patogénico del virus y la naturaleza de la enfermedad
gue induce. Las particulas virales interactian con las moléculas de superficie
celular denominadas factores de unién, factores de entrada, receptores y
correceptores (CANN, 2009). Las &reas especializadas de la membrana pueden
seleccionarse a través del movimiento lateral del complejo virus-receptor
(Maclachlan and Dubovi, 2011). Los receptores que utiliza el virus de la leucemia
viral felina para fusionarse con la membrana celular son los siguientes. El
subgrupo A utiliza el transportador feTHTR1 que comparte un 93 % de identidad
con la secuencia de aminoacidos con la proteina de transporte de la tiamina
humana (THTR1), por lo que es posible que también funcione como transportador
de tiamina en las células felinas (Mendoza et al.,, 2006). En un estudio mas
reciente determinaron que la infeccion por LeVF-A puede alterar la absorcion de
tiamina (vitamina B1) con consecuencias patoldgicas al ser un nutriente esencial
como cofactor de enzimas que los mamiferos no pueden sintetizar de novo y
dependen completamente del recurso exdgeno (Mendoza et al.,, 2013). El
subgrupo B utiliza el transportador de fosfato dependiente de sodio SLC20Al
(Pitl) y SLC20A2 (Pit2) (Anderson et al.,, 2001). El subgrupo C utiliza el
transportador FLVCR1 (Quigley et al., 2000), es un exportador de hemo en la

superficie celular, esencial para la eritropoyesis y homeostasis sistémica del
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hierro. La interrupcion de la funcion de FLVCR1 bloquea el desarrollo de
progenitores eritroides, probablemente debido a la toxicidad del hemo que en
exceso provoca estrés oxidativo y lesiones en la membrana. Los gatos infectados
suelen presentar anemia severa, aplasia de eritrocitos caracterizada por ausencia
de reticulocitos y progenitores eritroides en médula ésea (Khan and Quigley,
2013). El subgrupo T utiliza el receptor de membrana mdultiple FePitl, y un cofactor
soluble FeLIX (Cheng et al., 2007).

Posteriormente los reordenamientos estructurales ocurren entre las proteinas de
membrana SU: pl5e y las proteinas transmembranales TM: gp70 durante el
proceso de entrada, se cree que estas ultimas juegan una funcion mas importante
en la fusién de la membrana (Maclachlan and Dubovi, 2011).

La penetracion a la célula afectada se da bajo condiciones de pH neutro en la
membrana plasmética y ocurre en escaso tiempo después de la adsorcion en
donde el virion ingresa al citoplasma mediante endocitosis con ayuda del
mecanismo mediado por clatrina. Una vez en el citoplasma se desplaza sobre las
fibras de citoesqueleto hacia sitios de replicacion especifica. EI genoma viral del
RNA es transcrito de manera inversa por la transcriptasa reversa (RT) dentro de
una particula subviral. El producto es DNA viral lineal de doble cadena con
extremos que se muestran yuxtapuestos en preparacion para integracion. La
molécula de DNA lineal, ain asociada con una estructura de capside modificada,
debe transportase al nucleo para su integracion en el genoma de la célula
hospedera. Para muchos retrovirus, este transporte e integracion esta vinculado a
la division celular y el DNA viral no esta disponible para integrarse en el DNA de la

célula afectada hasta que la membrana nuclear se disocia. La integracion del DNA
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lineal en el genoma de la célula infectada esta dirigida por enzimas virales
llamadas integrasas (IN), que da como resultado la insercidén especifica del sitio de
los extremos del DNA viral, que pueden tener lugar en practicamente cualquier
ubicacién en el genoma del huésped. Es a partir del DNA integrado (provirus) que
se sintetiza el nuevo RNA viral por la DNA polimerasa Il. En este el RNA resultante
tiene todas las propiedades de RNAm, como una 5’ CAP y una cola terminal poli A
3’. Las moléculas de RNA viral se transportan al citoplasma como RNAm celular
normal, donde se asocian con los ribosomas para la sintesis de proteinas virales o
se incorporan a las estructuras de la nucleocapside. La proteina precursora de
Env se procesa proteoliticamente durante su sintesis en el reticulo endoplasmico y
Golgi, y se transporta a la superficie celular como las proteinas de envoltura TM y
SU (viriones tipo C). Una caracteristica Unica de los retrovirus es la manera en que
las proteinas precursoras Gag y Gag-Pol-Pol participan en el proceso de
maduracién. Para los retrovirus, la proteina Gag ingresa al proceso como
precursora de la matriz, la capside y proteinas de nucleocapside. Otra porcioén de
Gag interactta con el RNA del viriobn y puede ser responsable del
empaquetamiento del RNA en el virion en desarrollo. A medida que el precursor
de Gag se asocia con la superficie interna de la membrana plasmética, se
establece un sitio de brote para la produccién de particulas viricas inmaduras. La
maduracion de la mayoria de los retrovirus tiene lugar una vez que la particula del
virus se libera de la membrana plasmatica (Figura 2) (Maclachlan and Dubovi,

2011).
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Figura 2. Replicacion viral de leucemia viral felina (LeVF). 1) Adsorcion, 2)
Penetracion, 3) Descapsidacion, 4) Transcripcion inversa del RNA, 5) Integraciéon
del provirus, 6) Replicacion RNA viral, 7) Sintesis de proteinas virales, 8)
Ensamblaje, 9) Liberacién de particulas virales inmaduras y 10) Maduracién de
particulas virales. Reticulo endoplasmatico (RE).

Métodos de diagndstico molecular

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
La PCR permite que el material genético de una region seleccionada, se
amplifique varias miles de millones de veces, por lo que “purifica” este DNA del

resto del genoma. Se inicia con un par de oligonucleétidos, elegidos para
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flanquear la secuencia de nucleétidos deseados del gen, los cuales son
sintetizados por métodos quimicos. Estos nucleétidos se usan para cebar la
sintesis de DNA en cadenas individuales generadas al calentar el DNA de todo el
genoma. ElI DNA recién sintetizado es producido en una reaccién catalizada in
vitro por una DNA polimerasa purificada, y los cebadores permanecen en los
extremos de los fragmentos de DNA finales que se forman (Alberts et al., 2008).
En el primer ciclo de la sintesis de DNA no se produce nada en especial, cada
ciclo duplica la cantidad de DNA sintetizado en el ciclo anterior. Debido a que cada
ciclo requiere un tratamiento térmico para separar las dos cadenas de la doble
hélice del DNA del templado, la técnica requiere el uso de una DNA polimerasa
especial, aislada de una bacteria termdéfila, que es estable a temperaturas mucho
més altas de lo normal, de esta manera no se desnaturaliza por los repetidos
tratamientos térmicos. Con cada ronda de sintesis de DNA, los fragmentos recién
generados sirven como moldes a su vez, y con un poco de ciclos el producto
predominante es una especie Unica de fragmento de DNA cuya longitud
corresponde a la distancia entre los dos cebadores originales (Alberts et al., 2008).
En la practica, la amplificacion de DNA efectiva requiere 20-30 ciclos de reaccion,
con los productos de cada ciclo que sirven como plantillas de DNA para la
siguiente, de ahi el término de “reaccion en cadena” de la polimerasa. Un solo
ciclo requiere unos 5 minutos, y todo el proceso se puede automatizar facilmente.
La técnica de PCR es extremadamente sensible; puede detectar una sola
molécula de DNA en una muestra (Alberts et al., 2008).

Los pasos que llevan a la amplificacion del DNA pueden resumirse como

desnaturalizacion, alineamiento y extension. Cada uno consiste en diferentes
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condiciones térmicas dadas por un termociclador. Cuando una molécula de DNA
bicatenario (dsDNA) se calienta a 94-96°C, las cadenas emparejadas se separan
(desnaturalizan). Esto permite que los primers o cebadores accedan a los
templados o plantilas de DNA monocatenario (ssDNA). Posteriormente la
temperatura de reaccién desciende a 50-65°C para permitir que los primers
seleccionen y se unan (hibridan) a sus posiciones complementarias en las
moléculas de ssDNA (alineamiento). Y finalmente sube la temperatura
nuevamente a 72°C en la cual actla la polimerasa termoestable, en presencia de
esta, las moléculas de desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTP), magnesio y agua,
comienza el proceso de replicacion (extension) (Viljoen et al., 2005).

PCR en tiempo real (QPCR)

La qPCR sirve para una cuantificacion rapida, especifica y sensible con muchas
ventajas que mide los productos de la PCR a través de una sonda fluorogénica de
doble marca, la intensidad de la fluorescencia esta directamente relacionada con
la cantidad del DNA y puede detectarse con un fluorémetro automatico. La
cuantificacion se realiza mediante la comparacion de sefales de fluorescencia
obtenida de las muestras desconocidas con las diluciones en serie de una muestra
estandar conocida (Tandon et al., 2008b).

La gPCR es desarrollada a partir de la PCR punto final, la que previamente se
describid, pero muestra mayor sensibilidad. En general, la gPCR se basa en la
relacion cuantitativa entre la cantidad de secuencia objetivo al inicio y la cantidad
de producto de PCR amplificado en cualquier ciclo dado. Dicha correlacion sigue

una tasa exponencial que da lugar a una duplicacion exacta del producto que se
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acumula en cada ciclo, esta fase exponencial esta limitada a un numero corto de
ciclos de PCR ya que la reaccién ocurre en un sistema cerrado clasico donde hay
agotamiento de las concentraciones de los reactivos, actividad enzimatica y otros
factores, mientras que los productos se acumulan con el tiempo. Esta PCR se
caracteriza por cuatro fases de reaccidon conocidas como: linea de base, fase
exponencial, fase lineal y meseta. La linea de base es un paso corto donde la
amplificacién no es detectable. Durante la fase exponencial la cinética de reaccion
determina una duplicacion favorable de los amplicones. La fase lineal se
caracteriza por una tendencia de desaceleracion de amplificaciéon y los productos
ya no se duplican en cada ciclo. Finalmente, en la meseta, la reaccién se termina
esencialmente, no se acumulan mas amplicones, incluso si se incrementa el
namero de ciclos y algunos productos pueden comenzar a degradarse. La PCR
tradicional detecta los productos de la reaccidén en esta Ultima fase, por esto se
conoce como PCR punto final. Cada reaccién puede alcanzar la meseta en un
punto diferente, por lo que esta fase no puede ser utilizada para cuantificacion. Al
contrario, la PCR en tiempo real permite la deteccion inmediata de productos
amplificados en cualquier ciclo, la deteccion en tiempo real debe realizarse
durante la fase exponencial donde la sefial de fluorescencia es directamente
proporcional a la concentracion de DNA. Dos tipos esenciales de sustancias
quimicas aseguran tal generacién de sefal de fluorescencia. Uno se intercala en
la doble cadena de DNA (SYBR-Green) y el otro puede usar diferentes sistemas
de sonda marcados con colorante (Biassoni and Raso, 2014).

Usando cualquier método quimico, el incremento de la emision de la fluorescencia

durante la PCR puede ser detectada en tiempo real por un termociclador
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modificado. El software de una computadora construye los gréficos de
amplificaciéon usando los datos colectados durante la amplificacion. El umbral de
reaccion 6 threshold es un limite arbitrario elegido por la computadora, se calcula
con diez veces la desviacion estandar de la sefial promedio de fluorescencia entre
los ciclos tres a quince. Una sefal fluorescente arriba de threshold es considerada
como una sefal real que es usada para definir el ciclo limite (Ct) de una muestra,
punto en el que la fluorescencia es mayor que el nivel minimo de deteccién (Figura

3) (Arya et al., 2005).
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Figura 3. Resultado de gPCR emitidos por el programa Rotor-Gene Q analizada
en sefial de fluorescencia de SYBR Green, en el cual podemos observar las cuatro
fases de la PCR en tiempo real de una de las corridas del presente estudio, los
casos que se encuentren por arriba de la Threshold seran considerados positivos.
La PCR en tiempo real se usa para cuantificaciones absolutas y relativas de
moléculas de DNA o RNA, determina cargas virales, expresion génica, también se
ha utilizado para cuantificar amplificaciones de oncogenes o delecién de genes

supresores de tumores (Wilhelm and Pingoud, 2003).
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Justificacion

A pesar de que en México la vacuna contra LeVF lleva varios afios en el mercado,
en la actualidad no hay suficientes estudios epidemiolégicos que confirmen una
disminucién en la incidencia de la infeccion viral, asi como tampoco su posible
implicacion en los casos de linfoma felino. En el 2006, se llevo a cabo un estudio
en el que mediante ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) en tres
laboratorios de diagnostico para pequefios animales de la Ciudad de México, en el
que se demostro una prevalencia de 30.1 % de LeVF, con una poblacién total de
831 gatos (Kanafany Guzman et al., 2006). En el 2014 se realiz6 otro estudio en
Mérida, Yucatan, una zona tropical de México, en el que se encontr6 una
prevalencia de 2.5 % (5/227) utilizando ELISA (Ortega-Pacheco et al., 2014). Sin
embargo, en ninguno de los estudios se evaluo la relacion con el desarrollo de
linfoma. En el 2007, se estudio la presencia del virus mediante
inmunohistoquimica en casos de procesos linfoproliferativos remitidos al servicio
de necropsias de la FMVZ-UNAM en el periodo de 2002 a 2005; se reportdé un
71.4 % de inmunopositividad, con una mayor presencia del virus en los casos de
linfoma multicéntrico; a pesar de haber trabajado con una poblacion muy pequeia
(21 casos totales) es el unico estudio realizado en México del que se tenga
conocimiento que evalle la correlacion de los casos de linfoma con la presencia
del virus de LeVF (Fonseca Aguilar et al., 2007). En el 2014, se estandariz6 en la
FMVZ-FES-C-UNAM una técnica de PCR con la cual fue posible detectar la
presencia de DNA proviral derivado de células mononucleares de sangre periférica

de gatos con caracteristicas heterogéneas, que en el momento del muestreo no
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presentaron signos clinicos sugerentes de infeccion por LeVF; a través de ELISA
indirecta se detecté un 82 % de las muestras positivas a LeVF, y mediante
Western blot 89 % fueron positivas. Se realiz6 PCR para amplificar dos regiones
genéticas (pol y env) de LeVF. De las 100 muestras de DNA evaluadas por PCR,
en un 83 % se obtuvieron resultados positivos para al menos una de las dos PCR
utilizadas, mostrando una sensibilidad del 92 % y una especificidad de 95 %
(Autran Martinez and Martinez Rodriguez, 2014).

Para la identificacién del LeVF un punto importante a retomar es la importancia de
las secuencias LTRs en el genoma viral, en estas regiones se encuentran las
secuencias URE, los cuales juegan un papel importante en la oncogénesis como
reguladores positivos para ciertos genes, por ejemplo la activacién del factor NFKB
(Abujamra et al., 2006) y estudios previos han demostrado que los LeVF
enddgenos no poseen esta actividad de transactivacion de las LTR (Ghosh et al.,
2000). La deteccion de esta secuencia en los linfomas felinos nos indica
indirectamente asociaciéon del virus con la tumorogénesis.

Con el fin de entender la participacion y potencial de malignidad del virus de la
leucemia viral felina, se requieren estudios moleculares que determinen la posible
implicacién del virus en el desarrollo de desoérdenes linfoproliferativos en gatos.
Este estudio es importante debido a que podemos determinar la presencia del
provirus en la poblacién evaluada en este trabajo, que nos puede dar una idea de
como el virus se comporta en la poblacién de gatos en México, como antes se
menciono no existen estudios previos que asocien la presencia del virus o provirus

en los linfomas felinos.
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Hipotesis
Si el provirus de la leucemia viral felina estimula cambios genéticos en las células
del tejido linfoide para inducir el desarrollo de linfomas, se encontrara una alta
frecuencia de DNA proviral en la poblacion evaluada, asociandose con la
presentacion anatoémica y la edad.
Objetivos
Objetivo general:

Determinar la presencia de DNA proviral de LeVF en linfomas felinos mediante la

técnica de gPCR y establecer la asociacion del provirus con los casos de estudio.
Objetivos especificos

e Clasificar los casos de linfoma felino diagnosticados en el Departamento de
Patologia de la FMVZ-UNAM en los ultimos trece afios.
e Observar la relacion que tiene la edad de presentacion, género, localizacion

de linfomas felinos y presencia del provirus de leucemia viral felina.

Material y Métodos

Poblacién muestra

El presente trabajo corresponde a tejido incluido en parafina de linfomas de gatos,
pertenecientes al acervo del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(FMVZ-UNAM). El estudio comprende de 2006 a 2018 con un total de 77 casos
diagnosticados como linfomas, 37 linfomas de biopsias de gatos y 35 linfomas en
necropsias. Los cuales fueron utilizados para su clasificacion anatémica y estudio

mediante PCR en tiempo real, para detectar el provirus de la leucemia viral felina.
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Edad de presentacion

De acuerdo con las pautas de la etapa de vida felina de American Association of
Feline Practitioners- American Animal Hospital Association (AAFP-AAHA), las
cuales son designaciones de edad que ayudan a centrar la atencién en los
cambios fisicos y de comportamiento que ocurren en las diferentes etapas de vida,
se consideraron las etapas Cachorro (kitten) de 0 a 6 meses de vida, Joven
(junior) de 7 meses a 2 afos, Adulto joven (prime) de 3 a 6 afios, Adulto maduro
(mature) de 7 a 10 afios, Adulto mayor (senior) de 11 a 14 afios y Geriatrico
(geriatric) mayores de 15 afos (Vogt et al., 2010).

Clasificacion

Se evaluaron las laminillas de cada caso tefiidas con hematoxilina-eosina para su
analisis microscopico, con el fin de clasificar los linfomas. De acuerdo con su
localizacion anatomica en mediastinicos o timicos, alimentarios, multicéntricos,
extranodales y nodales. Los mediastinicos se llaman asi por involucrar estructuras
en el mediastino, alimentarios aquellos que involucran el tracto gastrointestinal,
multicéntricos fueron considerados aquellos tumores en los que mas de dos
organos a parte de linfonodo fueron afectados, mientras que los felinos con
presentacion nodal afectando un solo linfonodo y extranodal aquellos que no

involucran linfonodos (Cristo et al., 2019; Valli et al., 2000).
Técnicade PCR
Desparafinar

Los linfomas felinos incluidos en parafina se desparafinaron para extraer el DNA 'y

poder usarlos como templado, se realizaron seis cortes de 5 pum en tubos
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Eppendorf (Eppendorf®) de 1.5 mL. Para eliminar la parafina, se utilizaron 1200
uL de xilol y se mezclo el tubo en vértex durante 10 segundos. Se centrifugo
durante 5 minutos a 14 000 revoluciones por minuto (rpm), se desecho el
sobrenadante. Se agregaron 1200 uL de etanol absoluto y mezclé en vértex por
10 segundos, se centrifugé durante 5 minutos a 14000 rpm y se desechd el
sobrenadante. Este paso se repitié una vez mas. El pellet final se dejé secando en
una incubadora a 37°C hasta que se encuentro totalmente seca durante

aproximadamente dos horas.
Obtencion de material genético

Cuando el pellet estaba seco se resuspendié lentamente en 200 uL de buffer ATL
(DNeasy blood & tissue, Qiagen, Germany) para la lisis de los tejidos, previamente
sumergido en bafio de recirculacion a 56°C para eliminar precipitados durante 1
minuto. Se agregaron 20 pL de proteinasa K (DNeasy blood & tissue, Qiagen,
Germany) y 20 uL de proteinasa casera. Se mezcl6 en el vortex y se introdujo en
bafio de recirculacion a 56°C durante 20 horas.

Las muestras se mezclaron en el vortex y se agregaron 200 pL de buffer AL
(DNeasy blood & tissue, Qiagen, Germany) previamente sumergido en bafio de
recircualcion a 56°C para eliminar precipitados durante 1 minuto, y se mezclé. Se
agregaron 200 pL de etanol absoluto y se mezclé. Se transfirio todo el contenido
del tubo Eppendorf a una columna de purificacion y centrifugé durante 1 minuto a
8000 rpm, se desecho el filtrado y el tubo de coleccion, y se coloco la columna en
un nuevo tubo de coleccion. Se agregaron 500 uL de buffer AW1 (DNeasy blood &

tissue, Qiagen, Germany) y centrifugé durante 1 minuto a 8000 rpm se desecho el
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filtrado y el tubo de coleccion, y se coloc6 la columna en un nuevo tubo de
coleccion. Se agregaron 500 pL de AW2 (DNeasy blood & tissue, Qiagen,
Germany) y centrifugé durante 2 minutos a 14 000 rpm, se desech¢ el filtrado y
centrifugd 1 minuto extra a 14 000 rpm. Finalmente se transfirid la columna de
filtracion a un tubo Eppendorf previamente identificado de 1.5 pL, se agregaron 60
uL de agua grado biologia molecular en el filtro de la columna, se centrifugd

durante 1.5 minutos a 14 000 rpm.
Cuantificaciéon de material genético

Se realiz0 electroforesis para determinar la integridad del material genético en gel
de agarosa al 1 % tefiido con Sybr ®Safe DNA gel stain (ThermoFisher) en buffer
de corrida TAE a 90 volts durante 50 minutos; se visualizé con un transiluminador
UV (UVP UVsolo touch, Thomas Scientific). Posteriormente se cuantifico el
material genético con un espectrofotometro de microplaca (Epoch®, BioTek) para
determinar la absorbancia y pureza de la muestra.

PCR en tiempo real

Se utilizé la técnica de PCR en tiempo real en las muestras con diagnostico de
linfoma de tejido incluido en parafina; para determinar la presencia de DNA
proviral se uso el kit para la deteccion del virus de la leucemia felina por PCR en
tiempo real (FIND-IT Leucemia felina SuperMix, Biologias Moleculares®,
BioTecMol, México) para la identificacion de la porcién U3 de la LTR especificas
de los virus adquiridos de forma exdgena, debido a que no es enddgena en los
gatos domésticos y puede usarse para determinar la presencia, numero y

ubicacion de los provirus adquiridos de forma horizontal (Casey et al., 1981,
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Torres et al., 2005). Debido a las principales secuencias de genes diferentes entre
los virus enddgenos a los exdgenos, esta localizada en la regiéon U3 de la LTR y

en partes de env (Tandon et al., 2008a)
Condiciones de reaccion

Se utilizaron 10 pL de muestra y 10 uL de FIND-IT Leucemia felina SuperMix que
contiene oligonucledtidos y sondas TagMan, DNA Taq polimerasa, amortiguador,
dNTP’s, MgClI2, DNA del control interno y H20.

Condiciones térmicas de reaccion

Se programaron las siguientes condiciones en el termociclador en tiempo real
(Rotor-Gene, Qiagen, machine serial No. 0816332) 42°C por 30 segundos, 95°C
por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 45 segundos, en
los canales 495-520 nm (verde) y 535-556 nm (amarillo). Finalmente, los
resultados fueron interpretados mediante Rotor-GeneQ Series Software 2.3.1.
Estadistica

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el paquete estadistico SPSS, se realizo
el andlisis de asociacion de las diferentes variables con la prueba de Chi cuadrada
(X?). El nivel de significancia estadistica utilizado fue de P < 0.05.

Resultados

Edad de presentaciéon de linfoma

El rango de edad de la poblacion estudiada varié de 4 meses a 20 afios, con una
media de edad de 7.43 afos. La edad de presentacion de los linfomas fue
clasificada de acuerdo con las pautas de la etapa de vida felina de American

Association of Feline Practitioners-American Animal Hospital Association (AAFP-
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AAHA); adulto maduro 24.68 % (19/77), juvenil 23.38 % (18/77), adulto mayor
19.48 % (15/77), adulto joven 16.88 % (13/77), geriatrico 10.39 % (8/77), cachorro

3.90 % (3/77) y edad no referida 1.30 % (1/77) (Figura 4).

Grupo etario
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joven maduro mayor

Figura 4. Resultados de la edad de presentacion en felinos de linfoma en una
poblacion total de 77 muestras. Eje de las X muestra los grupos por rango de edad
y en la parte superior el porcentaje de linfomas presentes en cada uno (NR edad
no referida)

Clasificacion por localizacion anatémica

De acuerdo con la localizacién, los alimentarios representaron el 40.26 % (31/77),
multicéntricos 28.57 % (21/77), mediastinicos o timicos 15.58 % (12/77),
extranodales 12.99 % (10/77) y los que solo se localizaron en linfonodo (nodal)

2.60 % (2/77) (Figura 5).
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Localizacion anatomica

Nodal
Extranodal 2.60%
12.99%

Multicéntrico
28.57%

— Mediastino
15.58%

Figura 5. Localizacion anatémica de los linfomas felinos.

Deteccidén del provirus de leucemia viral felina mediante PCR en

tiempo real

Mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR) de los 77 casos de linfomas felinos, 16 fueron positivos al provirus de la
leucemia viral felina, lo que corresponde a 20.77 % del total de los casos
diagnosticados como linfoma, la distribucién de los casos positivos fue mayor en el
grupo de gatos jovenes con un total de 11 casos positivos, 6 con localizaciéon

mediastinica, 4 multicéntrica y 1 alimentaria (Figura 6).
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Figura 6. Casos positivos al provirus de leucemia viral felina mediante PCR en
tiempo real en 77 muestras evaluadas. Agrupados por edad de presentacion y
localizacion anatomica.

Correlacion de la localizacion y presencia del provirus de
leucemia viral felina

Se utilizé una prueba de X? para comparar la asociaciéon entre las variables de
localizacion del linfoma y presencia de LeVF en donde se obtuvo un valor de
P=0.001, confirmando que hay asociacion estadisticamente significativa entre las
variables, la presentacién anatbmica mediastinica esta asociada con la presencia
del provirus de leucemia viral felina, dentro de los casos positivos al provirus 50 %
corresponden a esta localizacidén y el 25 % a la localizacion multicéntrica, mientras
gue los linfomas con presentacién alimentaria, el 47.5 % de todos los casos

negativos al provirus correspondian a esta clasificacion (Figura 7).
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Figura 7. Localizacion anatémica de linfoma y presencia de provirus (P=0.001).

Correlacion de edad de presentacion y presencia de provirus

Se realizé una prueba de X? comparando la presencia del provirus de leucemia
viral felina con la edad de presentacion (grupo etario), con un valor de
P=0.000067, lo cual nos indica que hay asociacion estadisticamente significativa
entre las proporciones observadas de los grupos etarios cachorro, joven y adulto
joven que fueron positivos mediante qPCR para el provirus de LeVF, por ejemplo
el grupo de gatos jévenes con un total de 18 casos 11 fueron positivos, lo que

representd un 68.8 % dentro de todos los casos positivos, y todos los casos de

grupos etarios adulto mayor y geriatrico fueron negativos al provirus (Figura 8).
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Figura 8. Relacion de edad de presentacion (grupo etario) de linfoma y presencia
del provirus de leucemia viral felina (P=0.000067).

Correlacion edad de presentacion y localizacién de linfoma

Se realiz6 la prueba de X? para comparar las variables cualitativas localizacion del
linfoma y edad de presentacién. Con un valor de P=0.003 podemos decir que hay
asociacion estadisticamente significativa entre estas, aunque la presentacion
alimentaria se encuentre en todos los grupos etarios, tiene mayor frecuencia en
los gatos adultos mayores con un 30 % y adulto maduro con 43.3 % dentro de
esta localizacion. Mientras que la presentacion mediastinica se encuentra
exclusivamente en grupos etarios mas juveniles, con un 66.7 % en gatos jovenes
a comparacion del resto los sitios de localizacion; mientras que la presentacion
multicéntrica se encuentra en todas las categorias, pero con mayor frecuencia en

gatos juveniles con un 40.9 % (Figura 9). (Cuadro 3).
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Relacion edad de presentacion y localizacion
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Figura 9. Relacion entre el grupo etario (edad de presentacion) y localizacién
anatomica de linfoma (P=0.003).

Grupo etario Adulto | Adulto | Adulto L
Cachorro | Joven . q Geriatrico
Localizacion joven | maduro | mayor

Mediastinico 8.3 % 66.7 % | 16.7 % 8.3 % 0% 0%

Alimentario 3.3% 3.3% 10 % 43.3 % 30 % 10 %
Multicéntrico 45 % 409% [ 182% | 9.1% | 13.6% 13.6 %

Extranodal 0% 0% 30 % 40 % 10 % 20 %

Nodal 0% 0 % 50 % 0% 50 % 0%

Cuadro 3. Tabla cruzada localizacién y grupo etario, frecuencia dentro de la
localizacion.

Género y presencia de provirus

Se realiz6 prueba de X? para comprobar asociacion entre la presencia de provirus

de leucemia viral felina y el género, con las variables hembra, hembra castrada,
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macho, macho castrado. El valor de P de 0.711 indica que no hay asociacion
estadisticamente significativa, pues todos los géneros tienen una proporcion

similar entre los casos negativos y positivos (Figura 10).

45.00% - W gPCR positivo

B gPCR negativo

40.00% |

35.00%

30.00%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00%

0.00%
Macho Hembra Macho castrado Hembra castrada

Figura 10. Relacion entre el género y resultados de gPCR para el provirus de
LeVF (P=0.711).

Discusion

El linfoma es la neoplasia en felinos mas frecuentemente diagnosticada, a pesar
de que los tumores hematopoyéticos representan una tercera parte de todos los
tumores felinos, el 90% de estos son linfomas (Richter, 2003). En el presente
estudio el objetivo fue asociar la presencia del provirus en dicha neoplasia, para lo
cual se identifico el provirus de LeVF mediante la deteccion de la porcion U3 en la
region LTR, especifica de los provirus adquiridos de forma horizontal (Casey et al.,
1981; Torres et al., 2005). De acuerdo con nuestros resultados, hay evidencia que

sustenta la hipotesis de que el provirus de LeVF esté asociado con la presentacion
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anatomica de los linfomas mediastinicos y la edad de presentacién, lo cual sugiere
que el provirus juega un rol importante para estimular cambios génicos en las
células linfoides de gatos. En primer lugar, en este estudio el rango de edad de
presentacion de linfoma fue de 4 meses a 20 afios, con media de 7.43 afios
(mediana 7 anos), similar a investigaciones previas, por ejemplo, Louwerens et al,
realizaron un estudio retrospectivo de 21 afios en California con un total de 546
casos, el rango de edad fue de 6 meses a 20 afios con una mediana de 11 afos
(Louwerens et al., 2005); al igual que Vail et al, con un total de 145 casos reportan
un rango de 1 a 20 afios con una mediana de 9.5 afios (Vail et al., 1998). Esto nos
indica que cualquier edad es susceptible para el desarrollo de linfomas, sin
embargo, en la localizacion mediastinica la media de edad es significativamente
diferente, siendo esta de 2.2 afios, coincidiendo con Louwerens et al, quienes
reportan una media de 2 afios para la misma localizacion (Louwerens et al., 2005).
En cuanto a la localizacion anatémica del linfoma, segun Richter el tracto
gastrointestinal es considerado el sitio mas comun, con frecuencias que van de 32
% a 72 % de los casos (Richter, 2003). En nuestra poblacién evaluada podemos
confirmar esta tendencia debido a que la localizacién anatémica alimentaria fue la
mas frecuente con un 40.26 %, seguida de la presentacién multicéntrica con 27.27
%, mediastinica con un 15.58 % y extranodal 12.99 %. Esta distribucion es similar
a lo reportado por Vail et al, quienes indican que 34.7 % de casos eran
alimentarios, 18.8 % multicéntricos, 11.8 % mediastinicos, 9.7 % nasal, 6.9 %
renal, 5.6 % hepatico y 13.1 % extranodal (otros) (Vail et al., 1998), al igual que en
otro estudio llevado a cabo en la Universidad de Tokio entre los afios 2000 y 2010,

con un total de 163 casos de linfomas felinos, donde la distribucion fue:
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alimentarios 85 (52 %), nasal 25 (15 %), mediastinico 19 (12 %), multicéntrico 14
(9 %) y extra nodales 20 (12 %) (Sato et al., 2014), en ambos estudios la
localizacion alimentaria predomina de forma importante, como en nuestra
poblacion, segun Moore et al, desde que la infeccién por LeVF ha disminuido en
Estados Unidos, la incidencia de linfoma felino se ha incrementado principalmente
en los linfomas gastrointestinales (Moore et al., 2012). A pesar de que la
localizacion extranodal es la segunda mas frecuente en los estudios citados, esta
difiere de nuestros resultados, en los cuales la localizacion multicéntrica es la
segunda mas frecuente. Por otro lado, la localizacibn mediastinica en todos los
estudios es baja, cerca del 10% de la poblacién, es posible que esto también se
deba a la disminucién de LeVF, lo cual nos introduce a nuestros objetivos
principales, determinar si existe asociacion entre la edad de presentacion de
linfoma, la presencia del provirus y localizacion del tumor.

Con respecto a la edad y presencia del provirus, hubo asociacién estadisticamente
significativa entre el grupo etario joven (7 meses a 2 afos) con el provirus de
LeVF, similar a lo reportado por Vail et al, quienes encontraron una edad mucho
menor en los casos de linfoma asociados a LeVF (media de 5 afos), a
comparacion de los casos que no presentaron antigenemia (11 afios), en un total
de 110 casos evaluados. La presencia de LeVF en el total de la poblacion fue
similar en ambos estudios, siendo del 20.7 % de presencia del provirus en nuestra
poblacién y segun Vail et al, 25.5 % de gatos con antigenemia, quienes concluyen
que el linfoma afecta a gatos adultos negativos a LeVF con presentacion

alimentaria (Vail et al., 1998).
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En la poblacion felina evaluada se detectd el provirus en linfomas del grupo etario
joven en 11 de 16 (68.8 %); coincidiendo con Cristo et al, pues su poblacién
también presenta mayor positividad a LeVF en gatos de 2 a 4 afios (Cristo et al.,
2019). Igualmente Stitzer et al, detectaron 43 % del antigeno p27 en gatos
menores a 2 afios y de 75 % en gatos menores a 4 anos (Stutzer et al., 2011). Por
otro lado, en el grupo adulto mayor y geriatrico del presente estudio no se detectd
el provirus, en cambio, Stltzer et al, detectaron el antigeno viral en 6.3 % de los
gatos mayores a 10 afos, sin embargo, su presencia sigue siendo baja para gatos
adultos mayores y geriatricos. En cuanto al provirus, en este mismo estudio
realizaron PCR para 11 muestras de gatos positivos mediante ELISA, de los
cuales en 9 fueron positivos al provirus a través de la deteccién de la regién LTR,
sin embargo, a diferencia de nuestro estudio no asociaron el provirus al desarrollo
de linfomas (Stutzer et al., 2011).

Finalmente, la localizacion y presencia de provirus de LeVF también estan
asociadas; dentro de los casos positivos del presente trabajo, 8 de 16 casos (50
%) corresponden a la localizacion mediastinica y 4 de 16 casos (25 %) a la
localizacion multicéntrica, al igual que Weiss et al, quienes encontraron
porcentajes altos del provirus de LeVF mediante PCR en todos los casos
mediastinicos y multicéntricos (Weiss et al., 2010). Esta tendencia también se ha
observado mediante la deteccion de antigenos virales, de acuerdo con Vail et al, la
media de edad no ha cambiado dentro de los diversos grupos anatémicos, pues,
las localizaciones tradicionalmente asociadas a LeVF, tales como mediastinica,
siguen ocurriendo en gatos mas joévenes y de forma similar con la presentacion

alimentaria en animales adultos negativos a LeVF (Vail et al., 1998). Ademas
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Stutzer et al, identificaron que la localizacibn de los tumores difiere
significativamente entre los grupos LeVF positivos y negativos, reportando 80% de
los gatos con linfoma timico positivos a LeVF; de ahi que lo han asociado a que la
infeccidén por LeVF frecuentemente ocurre en etapas tempranas de la vida e inicia
su replicacion en timo durante las primeras etapas de la infeccion, y por
consiguiente predispone a desarrollo del tumor en este 6rgano (Stutzer et al.,
2011).

Aunque 2/16 (12.5 %) de los casos positivos tenian presentacion alimentaria, no
podemos asegurar que el virus haya participado directamente en la oncogénesis
de estos, pues ésta es una enfermedad multifactorial (Douglas and Robert, 2011).
Para los casos negativos a LeVF seria interesante investigar la presencia del virus
de inmunodeficiencia viral felina FIV, que también ha sido asociado al desarrollo
de linfomas (Greene and Sykes, 2013). A pesar de que el mecanismo por el cual
induce neoplasias no se ha determinado por completo (Magden et al., 2011), la
asociacion entre FIV y linfoma se ha replicado en infeccion natural asi como
experimental en tumores extranodales de células B (Beatty, 2014).

Finalmente es recomendable complementar los casos e incentivar a los
propietarios a llegar a un diagnostico final para poder contar con mas datos sobre
la situacion en cuanto a la evolucién de los pacientes, y en medida de lo posible,
realizar estudio postmortem. Se ha determinado en algunos estudios que los gatos
que no recibieron vacuna contra LeVF fueron aproximadamente dos veces mas
susceptibles que los vacunados (Vail et al., 1998), pero en nuestra poblacién no se
logré evaluar la eficacia de la vacunacion debido a que soOlo en tres casos se

contaba con esta informacion, uno de ellos, vacunado, fue positivo al provirus de
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LeVF mediante gPCR, y los otros dos casos, un gato vacunado y otro no
vacunado, fueron negativos.

Otras pruebas para establecer asociacion entre la presencia del virus en los
linfomas felinos, seria la identificacion del antigeno mediante la deteccion de
proteinas virales por inmunohistoquimica, como la proteina de envoltura gp70, sin
embargo, esta prueba puede tener la limitante de existir alteraciéon en los
antigenos por la fijacion con formalina y disminuir la sensibilidad de deteccion
mediante IHQ (Herring et al., 2001). Otra prueba reportada en la actualidad es la
hibridacion in situ, esta técnica ha sido utilizada para detectar la replicacion activa
de LeVF mediante la identificacion de RNA mensajero en tejidos incluidos en
parafina; en un reporte se detectd6 RNA mensajero en un gato con diagndstico de
linfoma difuso de células B grandes localizado en los segmentos T7-8 de médula
espinal previamente diagnosticado por ELISA positivo a LeVF (Szilasi et al., 2020),
debido a que no tenemos datos para evaluar la vacunacion, con esto podriamos
observar la presencia del antigeno en la poblacion de estudio y la asociacion entre
el desarrollo del linfoma. En algunos estudios ya se ha evaluado, por ejemplo,
Weiss et al, realizaron un estudio retrospectivo de 50 tumores donde se detecto
mediante PCR el provirus y mediante inmunohistoquimica la proteina gp70,
encontrando al antigeno en 8/50 casos, donde los 8 casos también fueron
positivos al provirus. Sus resultados apoyan la teoria de que la integracion del
provirus a la célula hospedera pueden ser suficientes para inducir la formacion de

linfomas (Weiss et al., 2010).
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Conclusion

De acuerdo con los resultados de este estudio podemos concluir que la presencia
el provirus de la leucemia viral felina es poco frecuente en la poblacion evaluada
16/77 casos totales (20.77%), pero esta incrementa en gatos jovenes, de grupos
etarios joven y adulto joven (entre 7 meses a 6 afios de edad), y ciertas
localizaciones como mediastinicas y multicéntricas, por lo que se debe considerar
como un agente importante para la oncogénesis, sin embargo, es importante
recordar que la oncogénesis depende de mdultiples factores; indirectamente
podemos sugerir que el provirus de LeVF estimula cambios genéticos en las
células de tejido linfoide para el desarrollo de linfomas en las localizaciones
sefialadas y edad de presentacion. Aunque el provirus también se puede
encontrar en otras localizaciones y grupos etarios, este se presenta con menor
frecuencia.

El linfoma es una neoplasia comun que afecta a todos los grupos etarios con una
media de 7.43 afios, sin embargo, la localizacion anatomica mas frecuente en
nuestra poblacién es alimentaria afectando principalmente a grupos de gatos
adultos maduros y adultos mayores, y aparentemente no hay asociacion de esta
presentacion de linfoma con el provirus de LeVF. Tampoco se encontrd asociacion
entre el género de los gatos evaluados con presencia del provirus de LeVF o la

localizacion anatbmica de los tumores.
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