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Resumen

El Linfoma no Hodgkin (LNH) es el séptimo tipo de cancer mas comudn en humanos,
representando el 4.3% de todas las neoplasias malignas, mientras el linfoma canino representa
el 6% de todas las neoplasias en esta especie a su vez representando entre el 80 y el 90% de
las neoplasias de origen hematopoyético. Tanto en seres humanos como en perros el
inmunofenotipo de células B es el mas frecuente, seguido por el linfoma de células T y NK, asi
mismo puede observarse mayor predisposicidn en hombres y machos enteros que en mujeres
y hembras. Su desarrollo se relaciona a la exposicion a pesticidas, presencia de inflamacién
cronica, enfermedades autoinmunes y algunas enfermedades infecciosas.

Los cambios en la respuesta inmune son cruciales en el desarrollo del cancer debido a que
puede evitar o propiciar un proceso neoplasico. Una parte importante para poder comprender
el comportamiento de la respuesta inmune es la distribucion de las subpoblaciones de linfocitos
(T CD4, Treg, T CD8, NK 'y B).

En el presente trabajo se evaluaron las subpoblaciones de linfocitos tanto en perros sanos como
en perros con linfoma multicéntrico recién diagnosticados y sin tratamiento con el objetivo de
observar el comportamiento en la distribucion de células T reguladoras, linfocitos B, TCD4+,
TCD8+ y células NK like en sangre periférica para comparar los cambios entre ambos grupos y
determinar el estado inmunoldgico de los pacientes con linfoma.

En las muestras control los porcentajes obtenidos fueron los siguientes: linfocitos T
61.52+11.9%, linfocitos T cooperadores 32.62+8.3%, linfocitos T citotdxicos 20.87+7.1%,
linfocitos T reguladores 0.90£0.2%, células NK like 14.11£8.2%, linfocitos B 25.33£7.1 y un
radio CD4/CD8 de 1.5, en contraste con los perros con linfoma, cuyos porcentajes fueron:
linfocitos T 30.83+ 28.63%, linfocitos T cooperadores 51.80 + 17.09%, linfocitos T citotdxicos
26.72+ 20.57%, linfocitos T reguladores 8.5+ 8.5%, células NK like 6.0+ 2.2% vy linfocitos B
46.84+45.1% y un radio CD4/CD8 de 1.9.

Se concluyo que el panel de anticuerpos utilizado para el presente proyecto, muestra resultados
consistentes con estudios realizados anteriormente para ambos grupos de estudio; ademas los
cambios mostrados en subpoblaciones como las células T reguladoras y NK like, en los
pacientes con linfoma en comparacion con los controles sanos podrian tener relevancia clinica.

Los perros con linfoma presentan un incremento en el porcentaje de células T reguladoras de
sangre periférica, asi como un decremento en el porcentaje de células efectoras en
comparacion con perros sanos.

Palabras clave

Linfoma canino, subpoblaciones, linfocitos, T reguladoras, células NK



1. Introduccion

1.1 Cancer

Las teorias actuales sobre el cancer sostienen que es una proliferacion celular somatica
incontrolada causada por la acumulacion progresiva de mutaciones aleatorias en genes criticos
que controlan el crecimiento y la diferenciacidn celular (1), estas mutaciones se incrementan por
factores de riesgo intrinsecos y extrinsecos. Los factores intrinsecos no son modificables y surgen
de una tasa de mutacion basal que opera en todas las células en division (errores al azar de la
replicacion del ADN); los factores extrinsecos pueden ser en algunos casos modificables y
generalmente incrementan el riesgo de adquirir mutaciones intrinsecas (edad, reparacion tisular,
hormonas, factores de crecimiento, inflamacion, radiacion, quimicos, tabaco, falta de ejercicio y
mala nutricién). La fijacién de mutaciones adquiridas al azar (errores, eliminaciones e inserciones
de un solo nucledtido) en un tejido depende de la supervivencia y division de la célula mutada
(2,3).

Los errores anteriormente mencionados pueden producir "mutaciones pasajeras" que no afectan
la formacion del cancer y "mutaciones impulsoras" necesarias para el desarrollo de un proceso
neoplasico. La adquisicion de mutaciones relacionadas con genes supresores y genes impulsores
principalmente estan asociadas con la pérdida de su funcion y/o cambios epigenéticos que a
menudo incrementan las tasas de mutacion debido a que propician mayor sensibilidad a los
agentes mutagénicos mediante la ruptura de componentes de la maquinaria de mantenimiento
genomico que de manera normal detectarian dafios y realizarian la reparacién del acido
desoxirribonucleico (ADN) o forzarian a las células dafiadas genéticamente a la senescencia o la
apoptosis (3,4).

La acumulacién de defectos genéticos confiere una gran heterogeneidad y plasticidad entre
poblaciones celulares lo que da como resultado al desarrollo de capacidades funcionales que
permiten que las células neoplasicas sobrevivan, proliferen y se diseminen; estas funciones se
adquieren en diferentes tipos de tumores a través de distintos mecanismos y en varios momentos
del curso de la formacion del proceso neoplasico. Entre estas se encuentran la produccién de
factores de crecimiento 0 una reaccion exagerada a estos, evadir mecanismos que llevan a la
muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis y la capacidad de hacer
metastasis (4,5).

La obtencion de los principales rasgos del cancer es posible por la adquisicion de caracteristicas
habilitadoras, como la inestabilidad gendémica que genera mutaciones aleatorias que pueden
orquestar capacidades funcionales; la segunda caracteristica habilitadora implica el estado
inflamatorio de las lesiones preneoplasicas y neoplasicas, lo que sirve para promover la progresion
tumoral a través de la secrecién de diversos factores al microambiente tumoral, incluidos factores
de crecimiento, factores proangiogénicos, enzimas modificadoras de la matriz extracelular que
facilitan la angiogénesis, la invasiéon y la metéstasis; por otra parte se lleva a cabo la



reprogramacion del metabolismo energético celular para apoyar el crecimiento ademas de la
proliferacion celular continuos y por ultimo se encuentra la evasion por parte de las células
cancerosas de las células del sistema inmunoldgico ya que adquieren la capacidad de utilizar a su
favor un sistema inmunoldgico que podria antagonizar pero a la vez potenciar el desarrollo y la
progresion del tumor (4).

Recientemente se incorporaron cuatro nuevas caracteristicas del proceso neoplasico;
comenzando por el desbloqueo de la plasticidad fenotipica que es considerada como una
caracteristica funcional, normalmente el resultado final de la diferenciacion celular es en la mayoria
de los casos una condicion antiproliferativa, sin embargo, cada vez hay més evidencia de que las
celulas neoplasicas que estan destinadas a seguir una via que conduce a la diferenciacion hasta
una etapa final pueden manipular el proceso, manteniéndose asi en un estado similar al de una
célula parcialmente diferenciada o pueden adquirir asi rasgos especificos de tejido que no estaban
predeterminados por sus células de origen normales. Posteriormente estan las nuevas
caracteristicas habilitadoras como lo son regulacion epigenética no mutacional de la expresion
génica que puede contribuir a la adquisicion de capacidades distintivas durante el desarrollo del
tumor al estar involucrada integralmente con la plasticidad fenotipica (6)

En tercer lugar, se encuentra la microbiota que normalmente se asocia simbidticamente con los
tejidos de barrera del cuerpo expuestos al entorno externo (la epidermis y las mucosas el tracto
gastrointestinal, pulmén, y el sistema urogenital) y pueden tener efectos protectores o
perjudiciales sobre el desarrollo del cancer, la progresion tumoral y la respuesta a la terapia. Hay
indicios de que determinadas especies bacterianas pueden estimular directamente la sefializacion
proliferativa, por ejemplo, en el epitelio del colon puede causar inestabilidad y mutacion del
genoma ademas de generar inflamacién. Por ultimo, la senescencia celular que puede funcionar
como un mecanismo protector al limitar la progresion del tumor, sin embargo, evidencia de los
ultimos afios revela todo lo contrario: en ciertos contextos, las células senescentes estimulan la
progresion tumoral mediante la transmision paracrina a las células neoplasicas vecinas, asi como
a otras células en el microambiente tumoral, moléculas de sefalizacién para transmitir
capacidades distintivas. Por lo tanto, en diferentes sistemas experimentales, se ha demostrado
que las células cancerosas senescentes contribuyen de diversas formas a la sefalizacion
proliferativa, evitando la apoptosis, induciendo la angiogénesis, estimulando la invasion, la
metastasis y suprimiendo la inmunidad tumoral (6).

Todos los cambios que sufre una célula para transformarse en una célula neoplasica son los que
confieren una gran complejidad al tratar de encontrar alternativas terapéuticas contra un proceso
neoplasico.

1.2 Cancer a nivel mundial
El cancer es una causa importante de morbilidad y mortalidad en la poblacién humana alrededor

del mundo, segin GLOBOCAN en el afio 2020 se estima que el numero de nuevos casos y
muertes ascendié a 19.3 y 10 millones, respectivamente; ademas, se estima que a nivel mundial
se produciran aproximadamente 28.4 millones de casos nuevos de cancer en 2040 (aumento del



47% con respecto a 2020), principalmente en los paises desarrollados (64% a 95%) frente a los
paises en vias de desarrollo (32% a 56%) debido al aumento de los factores de riesgo asociados
con la globalizacion y una economia en crecimiento (7,8).

1.3 Cancer en la poblacién mexicana

En México, para el afio 2013, el cancer se posiciono entre el sequndo y el tercer puesto como una
de las principales causas de muerte, el pais presentaba una tasa de mortalidad de 66.37 por
100,000 habitantes. En los estados de Chihuahua, Sonora, Nuevo Leén, Ciudad de México y
Veracruz se mantuvo una mayor mortalidad causada por neoplasias (entre 76.04 y 77.16 por
100,000 habitantes)(9). En 2019 se registraron 88 683 defunciones por tumores malignos, que
representan el 12% de las defunciones totales, entre enero y agosto de 2020 se registraron 683
823 defunciones, de las cuales 9% se deben a tumores malignos (60 421 muertes) (10).

1.4 Cancer en perros

El cancer es la principal causa de muerte en perros mayores de 10 afios (aproximadamente >
50%). A nivel mundial se estima que el cancer afecta a cuatro millones de perros. La frecuencia
de las neoplasias caninas pueden ser resultado de la crianza selectiva, ya que la busqueda de
caracteristicas “deseables” en perros de diferentes razas conlleva a la adquisicion de alelos
capaces de causar enfermedades especificas de cada raza; ademas, del riesgo de aumentar la
frecuencia o incluso la fijacién de estos alelos en el acervo genético. Algunas razas de perros de
pedigri, particularmente las de ascendencia europea, tienen una diversidad genética reducida
(hasta el 90% de pérdida), a diferencia de; por ejemplo, las razas del este de Asia. Dicha pérdida
en la variacion genética es resultado de un incremento de la endogamia a lo largo del tiempo (11—
13).

Ademas de las caracteristicas genéticas de los perros, es importante considerar el ambiente que
los rodea, debido a su cercania con el ser humano, muchos de estos factores ambientales pueden
ser influenciados por habitos y cuestiones laborales de las personas. Por ejemplo, el tabaquismo,
la utilizacidn de insecticidas y/o herbicidas, la exposicion a solventes, malos habitos alimenticios
impuestos por los tutores, hidrocarburos aromaticos, etcétera; pueden propiciar el desarrollo de
diferentes tipos de cancer canino (14).

1.4.1 La importancia del perro como modelo para el cancer del ser humano

Se ha propuesto al perro como modelo para el cancer del ser humano ya que puede proporcionar
una perspectiva distinta a la de otros modelos animales debido a que los perros desarrollan
espontaneamente neoplasias que comparten muchas caracteristicas con sus contrapartes
humanas, incluidas las interacciones inmunologicas, la heterogeneidad, el desarrollo de
resistencia a la quimioterapia y la metastasis; ademas la esperanza de vida corta de los perros en
comparacion con las personas, da como resultado que los canceres que tardan entre 15y 20 afios
en presentarse en los seres humanos se pueden estudiar en el perro en 2 0 3 afios (11,12).



1.5 Linfoma no Hodgkin (LNH) en el ser humano

El Linfoma no Hodgkin (LNH) es el séptimo tipo de cancer mas comdn en humanos, representando
el 4.3% de todas las neoplasias malignas, con una mayor predisposicién en hombres que en
mujeres; siendo el inmunofenotipo de células B el mas comun (85 y 90% de todos los linfomas),
mientras que el resto son linfomas de células Ty NK (15-17).

El desarrollo de esta neoplasia hematopoyética se atribuye a ciertas mutaciones, dependiendo del
inmunofenotipo. En el caso de linfoma de células T, se presentan en el receptor de células T (TCR)
y los reguladores PI3K o NF-kB que normalmente rigen la activacion fisiologica de las células T;
en el caso de linfoma de células B, puede haber mutaciones secundarias a la estimulacién
constante de las células B efectoras por antigenos o autoantigenos, dando paso a errores en
procesos de remodelacion del gen de inmunoglobulina (IG), la recombinaciéon VDJ, y en la
hipermutacion somatica (18,19).

El linfoma de células Natural Killer (LNK) se caracteriza por la eliminacion de la region
cromosdmica 6921, lo que conduce al silenciamiento de genes supresores de tumores como
PRDM1, ATG5, AIM1, FOXO3 y HACE1. También la desregulacién del gen supresor de tumores
TP53, asi como la activacion de PD-L1 y MYC, estan involucradas en la patogénesis de LNK y se
teoriza que estos cambios a nivel génico son secundarios a la infeccion del virus Epstein-Barr (20).

Entre los principales factores que conllevan a la presentacion de esta neoplasia son la exposicion
a quimicos, enfermedades autoinmunes, inflamacion crénica, inmunosupresion, enfermedades
virales y bacterianas. Se ha relacionado la presencia de linfoma en pacientes con artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren, Lupus eritematoso sistémico, pacientes sometidos a trasplantes
de 6rganos, Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Helicobacter Pylory, virus Epstein-Barr,
virus de la hepatitis C, Borrelia burgdorferi y Chlamydia psitacosis, Coxiella burnetiise, enfermedad
celiaca, eccema, psoriasis, un historial de tabaquismo extenso y el trabajo con textiles o productos
eléctricos (21).

1.6 Linfoma canino

El linfoma canino posee caracteristicas similares a las encontradas en el LNH del ser humano,
entre todas las neoplasias caninas, el linfoma representa entre el 80 y el 90% de las neoplasias
de origen hematopoyético y el 6% de todas las neoplasias malignas. Al igual que en seres
humanos el inmunofenotipo de células B es el mas frecuente en perros; asi mismo puede
observarse mayor predisposicion en hombres y machos enteros que en mujeres y hembras
(15,17,22).

En perros se atribuyen como indicadores de riesgo la influencia de factores genéticos, hormonales
y ambientales como la exposicion a pesticidas, contaminacién (cercania a desechos radiactivos,
e incineradores de desechos) y diversos productos quimicos; ademas, la edad parece ser otro
factor importante, ya que afecta principalmente a perros mayores de 4 afios (16,17).



Es complicado establecer las razas mayormente afectadas por esta neoplasia ya que pueden
variar y verse sobrerrepresentadas de acuerdo a la zona donde se realice el estudio; sin embargo,
se destacan el Cobrador Dorado, Pastor Aleman, Cobrador de Labrador, Cocker Spaniel,
Rottweiler, Pastor de Shetland y Boxer (16,21).

1.7 Clasificacion, diagnéstico y estadificaciéon de Linfoma canino y humano

La clasificacion de los linfomas busca diferenciar subtipos de enfermedades de acuerdo con
pautas reproducibles y clinicamente relevantes que faciliten la comunicacién, el tratamiento y la
investigacion. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), los subtipos de linfoma se definen
de acuerdo con su citomorfologia, inmunofenotipo, caracteristicas genéticas, moleculares, y
clinicas. Aunque su alcance estaba limitado por la falta de informacion genética y/o
inmunofenotipica especifica de la especie, trabajos recientes han confirmado la aplicabilidad de
las directrices de la OMS de 2008 al linfoma canino (15). En el Cuadro 1 se describen los linfomas
encontrados en perros y en seres humanos.

El diagndstico debe realizarse, preferiblemente mediante una biopsia de un linfonodo u érgano
afectado, la obtencion de una cantidad suficiente de tejido para permitir estudios complementarios
aumentara las posibilidades de que el patélogo obtenga un diagnéstico certero (21,23).

Una vez obtenido el diagndstico definitivo, es importante llevar a cabo el proceso de estadificacion
para determinar la diseminacion del proceso neoplasico, asi como poder brindar un pronéstico
mas certero. La estadificacion debe incluir una historia clinica, examen fisico general, estudios de
laboratorio (para evaluar la funcion de la médula 6sea y otros 6rganos que podrian estar
involucrados), medicion de las concentraciones séricas de lactato deshidrogenasa y estudios de
imagen avanzada (21). Los estadios clinicos utilizados en medicina humana y perros estan
descritos en el Cuadro 2.

1.8 Semiologia

Aunque la mayoria de los pacientes tanto humanos como caninos presentan linfadenomegalia
indolora, los signos clinicos en perros y los sintomas en humanos tienden a ser inespecificos, entre
estos se encuentran: fiebre, pérdida de peso, prurito, fatiga, poliuria, polidipsia, etc. Ademas, es
importante mencionar que esta neoplasia puede afectar a cualquier 6rgano, por lo que la
presentacion puede variar considerablemente dependiendo del 6rgano involucrado (21,23).



Cuadro 1: Linfomas no Hodgkin caninos y humanos segun las guias de la OMS de 2008 (modificado de Seelig

2016)
Linfoma de Células B Linfoma de Células T
e Leucemia prolinfocitica de células B - Leucemia prolinfocitica de células T ﬁ
e Leucemia de células pilosas ﬂ Trastorno linfoproliferativo crénico de células NK

Linfoma / leucemia esplénica, inclasificable
Enfermedades de cadena pesada

Linfoma MALT

Linfoma cutaneo primario del centro del foliculo
Linfoma de células B grandes mediastinico primario
Linfoma intravascular de células B grandes

Linfoma de células B grandes ALK-positivo

Linfoma plasmablastico

Linfoma de células B grandes en la enfermedad de
Castleman

Linfoma de derrame primario

Linfoma de células B, inclasificable

Leucemia agresiva de células NK

Enfermedad de células T positivas para EBV de la
infancia

Linfoma similar a hidroa vaciniforme

Leucemia / linfoma de células T adultas

Linfoma extraganglionar de células NK /T, tipo nasal
Linfoma subcutaneo de células T similar a paniculitis
Trastornos cutaneos de células T CD30+

Linfoma angioinmunoblastico de células T

Linfoma anaplasico de células grandes, ALK positivo
Linfoma anaplasico de células grandes, ALK negativo

Leucemia/ Linfoma linfoblastico B

Leucemia linfocitica crénica / linfoma de linfocitos
pequefios

Linfoma esplénico de la zona marginal
Linfoma linfoplasmocitico

Mieloma de células plasmaticas
Plasmocitoma solitario de hueso
Plasmocitoma extradseo

Linfoma ganglionar de la zona marginal
Linfoma folicular

Linfoma de células del manto

Linfoma difuso de células B grandes
Granulomatosis linfomatoide

Linfoma de Burkitt

(R g

Leucemia / linfoma linfoblastico T

Leucemia linfocitica granular de células T
Linfoma de células T asociado a enteropatia
Linfoma hepatoesplénico de células T
Micosis fungoide

Sindrome de Sézary

Linfoma periférico de células T, NEOM
Linfoma de lazona T

T

t

Linfomas reportados en humanos

‘H" Linfomas reportados en perros

Cuadro 2: Estadios clinicos de Ann Arbor modificados para su aplicacion en animales domésticos

Il.
1.
V.

Estadios

Involucramiento limitado a un solo linfonodo o tejido linfoide en un solo érgano
Involucramiento de dos o mas linfonodos del mismo lado del diafragma

Involucramiento generalizado de linfonodos
Afectacion del higado y / o el bazo (+ Estadio Ill)

Manifestacion en sangre y afectacion de la médula 6sea y / u otros sistemas de drganos (£ estadios I-1V)

Cada estadio se subclasifica en:
a) Sin signos sistémicos
b) Con signos sistémicos




1.9 Tratamiento

Generalmente en las personas con linfoma de células B, el tratamiento se basa en el protocolo
quimioterapéutico con ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona (denominado como
CHOP) durante 3 o 4 ciclos, en algunos casos, dependiendo del estadio y la clasificacion del
linfoma esto tiende a cambiar; como por ejemplo en el linfoma difuso de células B grandes
(principalmente en casos avanzados) se recomienda la adicion de rituximab (R-CHOP) o en casos
de linfoma folicular en estadios | o Il, el tratamiento puede manejarse mediante radioterapia,
mientras en linfoma de células del manto es posible alternar dos protocolos: R-CHOP y R-DHAP
(rituximab, dexametasona, citarabina y cisplatino) y en el linfoma MALT (tejido linfoide asociado a
mucosas 0 mucosa associated lymphoid tissue, en inglés) se recomienda antibioterapia para
eliminar a H. pylori (24).

En el LNH de células T, el tratamiento preferencial se realiza con protocolos CHOP, DHAP y
COPBLAM (ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, doxorrubicina y procarbazina) (25),
en estadios pobremente avanzados, incluso se recomienda la radioterapia en la zona afectada en
combinacion con la quimioterapia, mientras que en estadios avanzados se recomienda la
utilizacion de antraciclinas y la adicion de agentes como la L-asparaginasa o el metotrexano como
terapia de mantenimiento (26).

En perros, los agentes quimioterapéuticos disponibles mas efectivos para el linfoma incluyen:
doxorrubicina, L-asparaginasa, vincristina, ciclofosfamida y prednisona, los cuales son parte del
protocolo CHOP que, al igual que en el ser humano es utilizado como primera linea de tratamiento
debido a sus altos porcentajes de remision (80 al 95%) que ademés pueden durar en su mayoria
de 10 a 12 meses. Otros medicamentos que tienen actividad documentada a menudo son
utilizados como farmacos solitarios y se consideran como una segunda linea de tratamiento, entre
estos se encuentran: rabacfosadina, lomustina, vinblastina, actinomicina-D, mitoxantrona,
mustargen, clorambucilo, metotrexato, dacarbazina, 9-aminocamptotecina, ifosfamida,
doxorrubicina, procarbazina, bleomicina y gemcitabina. Con la excepcién de la doxorrubicina, la
terapia de induccion con un solo farmaco generalmente no resulta en una remision duradera en
comparacion con el clasico protocolo CHOP (23).

A pesar de la efectividad de los protocolos quimioterapéuticos derivados CHOP, es importante
siempre considerar a los pacientes con insuficiencia renal severa o cardidpatas. Ademas, de los
posibles efectos adversos que pueden sufrir algunos individuos ante ciertos farmacos, como lo son
la mielosupresion, nausea, vomito, cambios en piel y ufias, mucositis, cistitis hemorragica,
cardiotoxicidad, neurotoxicidad, complicaciones hemostaticas, pancreatitis e hipersensibilidad
(25,26); por lo que es imprescindible siempre incluir tratamiento de soporte dependiendo de los
signos o sintomas derivados de la quimioterapia, ademas de considerar alternativas terapéuticas
que puedan reducir estos riesgos.



1.9.1 Alternativas terapéuticas
Con el paso de los afios en humanos se han desarrollado alternativas terapéuticas contra las

neoplasias hematopoyéticas como el LNH, algunos ejemplos son: el bloqueo de moléculas
inmunosupresoras (PD-1/PDL1, CTLA-4, TIGIT, TIM-3 y LAG-3) a través de anticuerpos,
trasplantes autdlogos de células T con receptor de antigeno quimérico (CAR-T), células CIK
(células mononucleares de sangre periférica estimuladas con interferén (IFN)-y, interleucina (IL)-
2 y anticuerpo monoclonal anti-CD3) y terapia con células NK. Estas alternativas han tenido
resultados mixtos con respecto a su eficacia; ademas se han reportado algunos efectos adversos
como por ejemplo fiebre y neurotoxicidad; se creé que estas alternativas podrian ser prometedoras
mas aun requieren mas pruebas (27).

En perros se estan desarrollando alternativas prometedoras para el tratamiento de linfoma, como
la vacuna contra telomerasa canina Tel-eVax. La actividad de la telomerasa se ha observado en
los tumores caninos, lo que contribuye al mantenimiento de la longitud de los telémeros en las
células cancerosas, los telomeros son fundamentales para la proliferacion celular y la
supervivencia de las células neoplasicas. Esta vacuna se prob6 en 17 perros afectados por linfoma
de células B en estadio Ill-IV y tratados al mismo tiempo con un protocolo CHOP Madison
Wisconsin de 27 semanas, en este estudio no se observaron efectos adversos significativos y la
supervivencia de los animales vacunados/CHOP fue de 64,5 semanas (28).

Tanto en perros como en humanos estas nuevas terapias son bastante prometedoras en cuanto
a resultados, pero es necesario considerar la poca disponibilidad, los costos y en algunos casos
la necesidad de un equipo especializado, por lo que es importante buscar alternativas mas
accesibles, por ejemplo, existen inmunomoduladores como el péptido GK1 y el extracto dializable
de leucocitos humanos (Transferon®) que pueden ser alternativas terapéuticas capaces de
disminuir los costos y efectos secundarios. Estos compuestos han sido probados en modelos
murinos de melanoma, carcinoma en glandula mamaria y préstata, y han demostrado tener un
efecto positivo en la respuesta inmune anti-tumoral y disminuir la capacidad metastasica de dichos
tumores (29-31). Sin embargo, antes de poder trasladar estos compuestos a los protocolos
terapéuticos de perros y humanos, es necesario comprender de una manera mas profunda el
comportamiento del sistema inmunolégico de estos pacientes.

1.10 Respuesta inmune y cancer

La respuesta inmune es una parte importante en el desarrollo del cancer debido a que puede llevar
tanto a la eliminacion del proceso neoplasico, como a crear un microambiente dptimo que facilite
su progresion. El conjunto de cambios que pueden llevar al desarrollo tumoral se da mediante tres
pasos importantes: eliminacién, equilibrio y escape (32-39). Las caracteristicas de estas etapas
se encuentran resumidas en el Cuadro 3 y seran descritas a continuacion.



1.10.1 Fase de eliminacion
En esta primera fase del ciclo, tanto la inmunidad innata como la adaptativa, trabajan de manera

conjunta para destruir el proceso neoplasico. Los tumores altamente inmunogénicos liberan
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP’s), moléculas de células normales expresadas de
manera aberrante debido a las alteraciones genéticas, productos de la muerte celular por necrosis
0 presentes en cuerpos apoptoticos. Estos antigenos son captados y procesados por células
dendriticas y/o macrofagos, que, a su vez, liberan citocinas y presentan los antigenos tumorales a
las células T. Una vez activadas las células TCD4+ y los linfocitos TCD8+ citotdxicos se infiltran al
tumor, estas Ultimas reconocen péptidos en las moléculas de clase | (MHC [) de las células
aberrantes, induciendo su destruccion mediante la liberacion de sus granulos e induciendo la
apoptosis celular, mientras que los LCD4+ (Th1) fortalecen los mecanismos innatos mediante la
produccion de citocinas como el IFN y (32-35)

1.10.2 Fase de equilibrio
La fase de equilibrio se conoce como la mas duradera debido a que el proceso neoplasico puede

quedarse estancado en este punto durante la vida entera del individuo sin que este llegue a tener
manifestaciones clinicas (33). Esta comienza después de un proceso de seleccion en el que el
sistema inmunoldgico comienza a ser deficiente en la eliminacion de las células neoplasicas, por
lo que s6lo quedan las células pobremente inmunogénicas (34).

Los componentes de la respuesta antitumoral empiezan a beneficiar a las células tumorales, en
este caso el interferén-y (IFN- y) que de manera normal deberia potenciar la presentacion de
antigenos, ademas de la respuesta Th1 regulando la diferenciacion, activaciéon y homeostasis de
las células T efectoras y activar macréfagos; pasa a estimular la produccion de IL-23 por parte de
los macréfagos mediante la sefializacion positiva del factor de transcripcion Stat3, lo que conlleva
a la inhibicién de la IL-12 (una parte importante para estimular las respuestas Th1) y a una
regulacion positiva del factor de transcripcién Foxp3 e IL-10 en las células T que expresan
receptores para IL-23 (40,41) pasando de manera paulatina a un microambiente inmunosupresor.

1.10.3 Fase de escape
En la fase de escape los tumores comienzan a crecer progresivamente, sin inhibicion del sistema

inmunoldgico ya que existe un menor reconocimiento de las células transformadas debido a la
pérdida de expresidén de moléculas de histocompatibilidad clase | 0 a una pobre capacidad de
procesar y cargar péptidos en ellas, esto es consecuencia del silenciamiento epigenético del locus
del MHC dando como resultado final una deficiente presentacion de antigenos (34).

En los tumores en fase de escape la respuesta Th1 se ve afectada debido a la secrecién de TGF-
B, que induce el agotamiento de las células CD8+ a través de la regulacion positiva del factor de
transcripcion Maf, ademas de aumentar la acumulacién de células supresoras en el microambiente
tumoral como células supresoras derivadas de mieloides (CSDM), macréfagos M2 y células T
reguladoras (Tregs) que, a su vez, pueden secretar interleucinas capaces de estimular un
microambiente inmunosupresor. Ademas, las células tumorales pueden expresar ligandos que



interacttan con receptores inhibidores en las células inmunes (PD-1, CTLA-4, TIM-3 o LAG-3) lo
que conlleva a una pobre proliferacion de las células TCD8 y una deficiente capacidad citotoxica
(33-38).

Aunque la mayoria de los mecanismos estan relacionados con la inmunidad celular, también los
anticuerpos secretados por las células plasmaticas pueden ser beneficiosos para los tumores
debido a que los anticuerpos producidos por estas forman complejos inmunes que se unen a los
receptores de activacion de Fc-gamma en el tejido neoplasico, dando como resultado el
reclutamiento y la preparacion de CSDM (39).

Cuadro 3. Etapas de la respuesta inmune en cancer.

Fase Eventos Referencias

antigenos tumorales.
e  Captacion y presentacion de antigenos por M8 y células dendriticas mediante MHC.
o Activacion de células T.
e  Secrecion de citocinas.
e Potenciacién de mecanismos innatos.
o Proliferacion e infiltracién de células TCD4+ y CD8+.
e  Formacion de anticuerpos y promocion de la secrecion de IFN-y por linfocitos B.

Eliminacion | ¢  Destruccion de células neoplésicas (Células NK y células CD8+) y liberacion de (32-35)

Equilibrio o IL-12, IL-23 e IFN-y mantienen a las células tumorales ocultas en equilibrio. (33-36)

e Expresion de moléculas inhibidoras que actuan directamente en las células T
citotoxicas (PD-L1, FasL, CTLA-4).

e Las células tumorales secretan factores que inhiben las funciones de las células Teff
(TGF-B, IL-10, VEGF) o reclutan células reguladoras (Treg, M8 M2, CSDM) mediante
la secrecion de citocinas (IL-4, IL-13, GM-CSF, IL-18, VEGF PGE2) para generar un
microambiente inmunosupresor

e MO M2 que secretan TGF-, IL-10 y PDGF.

e La acumulacion de CSDM en el MAT da como resultado el bloqueo de la funcion de
las células T al expresar TGF-B, ARG1 e iNOS.

o Las células Treg inhiben a las células Teff a través de la expresién de moléculas
inhibidoras como CTLA-4, que bloquean las sefiales coestimuladoras CD80-CD28,
secrecion de IL-10 y al consumo de IL-2.

e los anticuerpos secretados por las células B propician el reclutamiento y la
preparacion de CSDM al MAT.

Escape e Regulacién negativa de MHC clase . (33-39)

Abreviaturas: M8, macrofagos; CD, célula dendritica; IL-12, interleucina-12; IL-13, interleucina 13; IL-10, interleucina 10; IL-2, interleucina-
2; IL23, interleucina 23; ARG1, arginasa 1; CTLA-4, proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos; FasL, ligando Fas; GM-CSF, factor
estimulante de colonias granulociticas monociticas; MAT, microambiente tumoral; IFN-y, interferén gamma; iNOS, 6xido nitrico sintasa
inducible; CSDM, células supresoras derivadas de mieloides; Teff, Células T efectoras; MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; PDGF,
factor de crecimiento derivado de plaquetas; PD-L1, ligando 1 de muerte celular programada; PGE2, prostaglandina-E2; TGF-, factor de
crecimiento transformante-§; Treg, célula T reguladora; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular.

1.10.4 Respuesta inmune en Linfoma
Se ha documentado que el linfoma comparte la mayor parte de los mecanismos de evasion a la

respuesta inmune antitumoral con las neoplasias solidas, como lo es una presentacion de antigeno
deficiente. Esto se debe a una regulacion negativa de las MHCI asociada a mutaciones en la Beta
2 Microglobulina (B2M), que es parte de su estructura; mientras que las MHC Il se ven afectadas

10



por mutaciones y silenciamiento epigenético de factores de transcripcion necesarios para su
expresion, dos ejemplos importantes son las modificaciones en el cromosoma 6 y la regulacion
positiva del factor de transcripcion FOXP1 (42).

Aligual que con las neoplasias sélidas, en el linfoma se denota un microambiente inmunosupresor,
en donde las células Treg inhiben la actividad de las células efectoras a través de la expresion de
CTLA-4 y la secrecion de TGF- 8 e IL-10. EI TGF- B presente en el microambiente tumoral da como
resultado una mayor expresion de TIM-3 en las células NK; lo que inhibe su capacidad citotdxica,
mientras las células mesenquimatosas del estroma del tumor se encargan de secretar citocinas
tanto inflamatorias (TNF-a, IL-18, CCL2, IL-8) como antiinflamatorias (TGF-B) que ademas de
promover el crecimiento tumoral se encargan de reclutar macréfagos y neutrofilos (43).

Las CSDM reclutan mediante la secrecién de factores como G-CSF, SFC e IFN-y. Ademas, llevan
alas células NK'y TCD8 a un estado de anergia a través del contacto celular directo (expresion de
PD-L1), lo cual da como resultado el agotamiento y por tanto una citotoxicidad ineficaz (43). Por
su parte, los macréfagos cumplen diferentes funciones dependiendo del estado en el que se
encuentre el proceso neoplasico: en etapas tempranas del desarrollo del linfoma, estimulan la
diferenciacion y el reclutamiento de més células del sistema inmune mediante la secrecion de
multiples quimiocinas y citocinas; mientras que en estadios avanzados los macréfagos M2 inhiben
la respuesta antitumoral mediante la secrecion de TGF-f e IL-10, ademas estimulan la expresion
de B7-H4 (molécula inhibidora) en el microambiente tumoral mediante la secrecion de IL-6 e IL-10
(43-45).

Otras células con una funcién importante en la progresién de linfoma son las células dendriticas,
ya que protegen de la apoptosis a las células transformadas, debido a la regulacion positiva del
micro ARN-181a, que disminuye los niveles de proteina 11 proapoptética (similar a Bcl-2) (43), los
mastocitos producen factores angiogénicos y citocinas que estimulan la progresién tumoral: FGF-
2, VEGF, IL-8, TNF- a y TGF- B (46).

Finalmente, las células neoplasicas también pueden influenciar cambios en el microambiente, por
ejemplo, las células de linfoma con inmunofenotipo B tienen la capacidad de polarizar células T
cooperadoras CD4+CD25- a Treg CD4+ CD25+ ademas de expresar la molécula CD47 que evita
la fagocitosis y tanto linfoma de células By T tiene la capacidad de inhibir mecanismos citotdxicos
mediante la expresion de PD-L1 (42,43,45,47).

1.11 Biomarcadores en Linfoma Canino
1.11.1 Citocinas
Las citocinas pueden ser producidas por células tumorales y células del sistema inmune asociadas

al tumor por lo que sirven para la identificacion de factores etiolégicos. Ademas, estas tienen
potencial para funcionar como blancos terapéuticos. En seres humanos, se ha asociado el
incremento de IL-6 y el factor de necrosis tumoral-a (TNF- a) a la formacién de linfoma; y el
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incremento de IL-10 y la disminucion de la IL-2 a una disminucion de la respuesta Th1, por ello, la
desregulacion de estas citocinas es consideradas como factores de riesgo para el desarrollo de
LNH (48,49). El incremento de IL-6, IL-10, TNF-a y del receptor soluble de IL-2 (srlL2) estan
asociados a un prondstico desfavorable y un menor tiempo de vida en pacientes con LNH (50).
En perros, las citocinas parecen tener un comportamiento similar a las del ser humano, en general
IL-6, IL-10 y la proteina quimioatrayente de monocitos- 1 (MCP-1) o CCL2 se encuentran en
concentraciones considerablemente mayores en sangre periférica de perros con linfoma
multicéntrico que en los controles sanos (51,52). Sin embargo, a diferencia del humano, el TNF-a
no es relevante (53).

Hay evidencia que indica que el incremento o disminucion de citocinas depende del fenotipo; por
ejemplo: el incremento de IL-10 y CCL2 (MCP-1) es mayor en linfoma de células B y el incremento
de IL-6 y VEGF en linfoma de células T. Como marcadores de respuesta al tratamiento pueden
encontrarse el VEGF ya que puede verse disminuido después del protocolo quimioterapéutico y
MCP-1 debido a que los valores basales altos de esta citocina estan relacionados con una pobre
respuesta al tratamiento (52,53).

1.11.2 Células T Reguladoras
Las Tregs tienen un papel central en la supresion de células T CD4+ CD8+ y NK lo cual puede

comprometer la proliferacién, la produccion de citocinas y los mecanismos de citotoxicidad como
la produccion de granulos e IFN-y (19,37,54,55). Como biomarcador de sangre periférica, las
células Treg son un hallazgo importante, ya que, tanto en perros como en seres humanos el
incremento de estas células esta asociado a un prondstico negativo. Las Treg pueden ser un
marcador de respuesta al tratamiento, ya que esta reportada su disminucién después de la
quimioterapia, y con ello un mayor tiempo de remision (56-58).

1.11.3 Células Natural Killer
Las células Natural Killer (NK) son uno de los mediadores celulares de la inmunidad innata de

origen linfoide que sin necesidad de inmunizacién o preactivacion pueden reconocer y destruir
células aberrantes ademas de producir rapidamente citocinas. Su funcion esta regulada por un
equilibrio entre las sefiales transmitidas mediante la activacion de receptores que reconocen
ligandos en células tumorales o células infectadas por virus y receptores inhibidores especificos
para moléculas de clase | del MHC (59).

En algunos estudios realizados en seres humanos con LNH, las células NK han demostrado ser
un buen biomarcador pronostico, ya que un conteo bajo de estas al momento del diagndstico
predice una menor supervivencia después del tratamiento quimioterapéutico (60-62). Por otra
parte, estas células también pueden ser un blanco terapéutico para pacientes con cancer.

En perros la inmunofenctipificacién de esta estirpe celular es dificil debido a que no se ha definido

una molécula especifica expresada en todas las células NK caninas que pueda utilizarse como un
marcador para esta estirpe celular (63); por ejemplo, las células NK humanas se clasifican como

12



CD3-CD56+ y se pueden dividir en dos subconjuntos funcionales: CD56bright que son
principalmente productoras de citocinas y las otras son las células CD564m que tienen una mayor
actividad citotoxica (64), mientras en el perro se ha sugerido probar con marcadores como NCR1,
sin embargo los resultados en el perro han demostrado inconsistencia con respecto a este
marcador debido a que hay subconjuntos pueden variar de CD3 - NCR1+a CD3 + NCR1 +, las
céelulas CD3 - NCR1 + circulantes se caracterizaron ademas como CD56 — Granzima B + CD8 -,
mientras CD3 + NCR1- expresan CD56 + (65).

En otro informe las células NK caninas se definen como linfocitos no B, no T (CD3-CD21-), sin

embargo, se ha demostrado que las células NK putativas caninas comparten caracteristicas
fenotipicas y funcionales con los linfocitos T, ya que estos expresan tanto CD3 como CD5 dim.
Ademas, las células NK CD3 - CD5 - CD21 - se expandieron a partir de células CD3 + CD5 dim
CD21 -. Por lo que se asume que la relacién entre estas dos poblaciones celulares se da al
producirse una modulacién fenotipica entre las dos poblaciones durante el cultivo en respuesta a
la estimulacién con citocinas o dependiente del grado de maduracién (63).

1.11.4 Linfocitos T Citotoxicos (CD8+)
Se ha documentado que, en el cancer, los linfocitos T citotdxicos llegan a un estado de

agotamiento constante, aunque aun existe potencial proliferativo, la progenie de estas células tiene
una produccién deficiente de IFN-y, IL-2 y TNF. A pesar de conservar la capacidad de degranular
(medida a través de la expresion del marcador CD107a), la capacidad citotéxica como tal se ve
afectada (37). Por otra parte, un estudio realizado en un modelo humano de LNH de células B,
sugiere que en el microambiente hay una relacion inversa de la cantidad de células Treg con
respecto a los linfocitos T citotoxicos, dando como resultado la inhibicion de la proliferacion y la
produccidn de granulos citotoxicos (54).

En general el sistema inmunoldgico juega un papel crucial para el desarrollo o la destruccién de
un proceso neoplasico. A través de los afios se han desarrollado herramientas como la citometria
de flujo para poder observar los cambios en la distribucién de las subpoblaciones de linfocitos,
para medir la produccién de citocinas, incluso la determinacién de marcadores que indiquen la
capacidad citotoxica de las células efectoras. En el ratdn y en el ser humano existen mas estudios,
sin embargo, otras especies que podrian ser relevantes en el estudio de la inmunologia del cancer
como es el perro, aun se encuentran rezagadas, por lo que aun existen carencias de reactivos y
marcadores especificos que puedan facilitar esta tarea ademas de pocos estudios del
comportamiento de las subpoblaciones de linfocitos en perros con cancer; debido a esto en el
presente estudio se implementd un panel para la identificacion y la observacion de las
subpoblaciones de linfocitos mas importantes en el perro.

2. Justificacion

El presente estudio contribuird a una mejor comprension del comportamiento de las
subpoblaciones de linfocitos y por tanto tener un conocimiento més acertado del estado
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inmunolégico de perros con linfoma multicéntrico, generando antecedentes que permitan
identificar marcadores de prondstico o de respuesta al tratamiento, asi como encontrar posibles
blancos terapéuticos.

3. Hipétesis

Si en humanos con linfoma existen cambios en las poblaciones de linfocitos en sangre periférica,
como el incremento en células T reguladoras y la disminucién de linfocitos T CD8+, T CD4+ y NK,
entonces los perros con linfoma presentaran un incremento en el porcentaje de células T
reguladoras, asi como un decremento en el porcentaje de células B, TCD4+, TCD8+ y células NK
like de sangre periférica, en comparacion con los perros sanos.

4. Objetivo general

Evaluar el comportamiento en la distribucion de células T reguladoras, linfocitos B, TCD4+, TCD8+
y células NK like en sangre periférica de perros con linfoma mediante la técnica de citometria de
flujo para comparar los cambios con respecto a las muestras control y asi determinar el estado
inmunoldgico de estos pacientes.

5. Objetivos especificos

1. Estandarizar la técnica de citometria de flujo para la evaluacién de subpoblaciones de
linfocitos tanto en perros clinicamente sanos como en perros con linfoma para la obtencién
de resultados confiables.

2. Realizar un perfil de poblaciones de linfocitos B, T CD4+, T CD8+, NK like y Treg en sangre
periférica de perros clinicamente sanos mediante citometria de flujo multiparamétrica.

3. Realizar un perfil de poblaciones de linfocitos B, T CD4+, T CD8+ NK like y Treg en sangre
periférica en perros con linfoma multicéntrico, mediante citometria de flujo
multiparamétrica.

4. Comparar a los 2 grupos de estudio en busca de cambios de la distribucion de las
subpoblaciones de linfocitos que puedan tener relevancia clinica.

6. Material y métodos

6.1 Criterios de inclusién y exclusion para individuos de prueba

Para la realizacion del presente estudio se tomaron en cuenta algunos criterios previos al
muestreo: en los individuos sanos, solo se incluyeron animales adultos (mayores de 1 afio)
clinicamente sanos, con cuadro de vacunacion y desparasitacion completos, sin historia de
enfermedades concomitantes; en los pacientes con linfoma de igual forma se incluyeron animales
adultos, con cuadro de vacunacién y desparasitacion vigentes con diagnéstico citoldgico o
histopatoldgico de linfoma, sin historia de enfermedades concomitantes, ya sea metabdlicas o
neoplasicas.

14



No se admitieron perros con otro tipo de neoplasia ni animales que por su condicién requiriesen
quimioterapia de inmediato.

6.2 Grupo control para la estandarizacion del panel de anticuerpos

Para llevar a cabo la estandarizacion del panel de anticuerpos para la determinacion de las
subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica por citometria de flujo se reclutaron tres perros
de entre 2 y 5 afios, de raza Chihuahuefio, Bulldog Francés y Pitbull; los tres machos y uno de
ellos era castrado, los perros se encontraban clinicamente sanos, sin historia de enfermedades
concomitantes y con cuadro de vacunacion y desparasitacion completo y vigente.

6.2.1 Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica

El aislamiento se realizd mediante centrifugacion en gradiente de densidad, con el reactivo
Lymphoprep® (1.077 g/ml, Axis Shield, Oslo, Noruega). La sangre se diluyé en un volumen igual
con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y suero fetal bovino (SFB) al 2%. Posteriormente,
se colocd en un volumen igual de Lymphoprep®, antes de centrifugar a 400 g durante 30 minutos
a temperatura ambiente con aceleracion y desaceleracion suave. Las células mononucleares de
sangre periférica purificadas se lavaron dos veces en PBS con SFB al 10% viv mediante
centrifugacion a 600 g durante cinco minutos. Después del lavado, las células se suspendieron en
1 mL de PBS con FBS al 10% vlv, para su posterior conteo y ajuste, de acuerdo con las
concentraciones requeridas para cada experimento (66). Ver figura 1

PBS+SFB 2%

v/v
1 Lavados x 2
- PBS+SFB 10% L 3
B E2

s - .
400g /30m — =/ ~ /i _— a) 1x10
iy

- i - — b) 1x10°

Figura 1. Proceso de aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica canina; a) cantidad de
células utilizada para la titulacion de cada anticuerpo, b) cantidad de células requerida para llevar a cabo el
analisis del panel completo.

6.2.2 Panel de anticuerpos

En el cuadro 4 se observan los anticuerpos utilizados en el panel para el reconocimiento de las
diferentes subpoblaciones de linfocitos. Debido a las interacciones reportadas por el fabricante,

15



los anticuerpos anti-CD3 clona CA17.2A12, (Bio-Rad; Hercules, CA, EUA) y anti-CD21 clona
CA2.1D6 (Bio-Rad; CA, EUA) no pueden utilizarse de manera conjunta, por lo que cada muestra
fue dividida en dos tubos. El tubo 1 contuvo los anticuerpos Anti-CD3 (CA17.2A12), Anti CD4 clona
YKIX302.9 (Bio-Rad; CA, EUA), Anti-CD5 (YKIX322.3), Anti-CD8 clona YCATES55.9 (Bio-Rad; CA,
EUA), Anti-CD25 clona P4A10 (eBioscience, San Diego, CA, EUA) y anti-Foxp3 clona FJK-16s
(eBioscience, CA, EUA), con la finalidad de identificar las subpoblaciones de linfocitos T y células
NK like. En el tubo 2 solo se utilizaron dos anticuerpos para poder identificar a los linfocitos B: Anti-
CD21 (CA2.1D6) y anti-CD5 (YKIX322.3). Para observar la viabilidad de las células
mononucleares se utilizo la tincion de viabilidad LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain
(Carlsbad, CA, EUA).

| Anticuerpol tincién Fluorocromo Clona Catalogo Referencia
Anti-CD3 * FITC CA17.2A12 | MA5-16605 (67)
Anti -CD4* PE-Cy7 YKIX302.9 | 25-5040-42 (68)
Anti-CD8* eFluor 450 YCATES5.9 | 48-5080-42 (67)
Anti-CD25* eFluor 660 P4A10 50-0250-42 (69)
Anti-Foxp3* eFluor 506 FJK-16s 12-5773-82 (70)
Anti-CD21** PE CA2.1D6 MA5-16609 (67)
Anti-CD5*/** PerCP-eFluor 710 YKIX322.3 | 46-5050-42 (64)
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell - - L23105 -
Stain

Cuadro 4: anticuerpos y tincion de viabilidad utilizados en esta prueba. *=tubo 1; **=tubo2

6.2.3 Titulacion de anticuerpos
La titulacion de anticuerpos se realizd para obtener la concentracion minima necesaria, capaz de

discriminar la sefial de fluorescencia que emiten las células que expresan un antigeno, de aquellas
que no lo expresan, lo que permitié determinar la razén entre la intensidad de fluorescencia de la
tincion y las uniones inespecificas (71). Para ello se realiz6 el siguiente procedimiento: primero se
realizd una dilucién doble seriada de cada anticuerpo (a partir de una dilucién inicial 1:10) para
obtener 5 tubos con las diluciones 1:10, 1:20, 1:40. 1:80 y 1:160 en un volumen de 20 pL.
Posteriormente se agrego la suspension celular con un volumen de 20 L y una concentracion de
4x105 células (Figura 2).

6.2.4 Induccion de células T reguladoras.

Debido a la baja expresion de las células T reguladoras para realizar la titulacion de CD25 y Foxp3
se cultivaron las células mononucleares aisladas de sangre periférica en placas de fondo redondo
de 96 pocillos en medio completo que contenia 5 g / ml de concanavalina A (Con A; Sigma
Aldrich). Las placas se incubaron en una atmésfera con CO2 al 5% con una temperatura de 37 °C.
Alas 72 horas, las células se lavaron y se tifieron para el analisis de citometria de flujo (72).
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Volumen Anticuerpo Aqpul -- -- -- --
Diluyente PBS 36pL 20pL 20pL 20pL 20pL
Dilucién 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160
Volumen Final A0pL 20pL 20pL 20pL 20pL

S
¥

Suspension Celular 20pL 20pL 20pL 20ulL 20l

Dilucidn Final 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

Volumen Final A0pL A0pL AQpL A40pL A0pL

Figura 2: ejemplo del proceso realizado para la titulacion realizada en las tinciones del presente trabajo

6.3 Pacientes

Después de la estandarizacion del panel, se reclutaron pacientes clinicamente sanos y perros
diagnosticados con linfoma. El grupo control estuvo compuesto por 10 perros de razas mixtas,
ambos sexos, clinicamente sanos de 2 a 6 afios (4.2+1.1), sin historia de enfermedades
concomitantes y cuadro de vacunacion y desparasitacion completo y vigente. Para las muestras
problema, se reclutaron tres perros: dos hembras y un macho, de razas Schnauzer, Corgi y Lhasa
Apso de 11, 10 y 12.5 afios respectivamente (11.2+1.3), los tres con diagnostico citoldgico de
linfoma, sin historia de enfermedades concomitantes ya sea metabdlicas, neoplasicas o
infecciosas. Ninguno de los tres perros habia comenzado con el tratamiento quimioterapéutico.
Los datos de todos los pacientes se encuentran en el Cuadro 5.

6.4 Obtencion de muestras sanguineas

Para la realizacion de las pruebas en ambos grupos se extrajeron de 2 a 5 mL de sangre de la
vena yugular en tubos con anticoagulante EDTA. Este muestreo se realizd con la aprobacién del
comité interno para el cuidado y uso de los animales de la facultad de medicina veterinaria y
zootecnia (CICUA-FMVZ).

6.5 Procesamiento de muestras

Las CMSP se separaron con gradiente de densidad lymphoprep de la misma manera como se
describio anteriormente en el apartado 5.1.1, se revisé la viabilidad de las células con azul de
tripano y la concentracion celular se ajustd a 1x108 de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes.

Las células se prepararon en dos tubos y cada uno se ajusté a una concentracion celular de 1x108.
A ambos se les agregd la tincion de viabilidad LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead Cell Stain. Con la
finalidad de conseguir homogeneidad en el tratamiento de la muestra las células de ambos tubos
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fueron sometidas a permeabilizacion durante 16 horas (Permeabilization Buffer 10X
eBioscience™), aun cuando el tubo 2 no contenia el anticuerpo Foxp3.

6.6 Obtencion y analisis de datos

Los datos fueron obtenidos mediante el equipo Cytoflex-S N2-V3-B5-R3 (Beckman Coulter, CA,
EUA), tomando 10,000 eventos de cada muestra; el analisis de los datos de citometria de flujo se
realizé con el software Flowjo (Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA).

6.7 Analisis estadistico

Mediante el software estadistico Prism GraphPad 8 se analizé la distribucion de los porcentajes
de cada subconjunto de linfocitos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se compararon las
diferencias entre los grupos de estudio mediante la prueba T de student, se consideraron
estadisticamente significativos los resultados de p<0.05.

Cuadro 5: datos de cada paciente, en la presente lista se encuentran tanto el grupo control (perros sanos) como los

erros diagnosticados con linfoma.
Pacientes
Grupo control Perros con Linfoma

ID Raza Edad Sexo ID Raza Edad Sexo
11 Mestizo 4a He L1 | Schnauzer 11a H
IS2 Mestizo 4a Mec L2 Corgi 10a H
IS3 Mestizo 5a Mec L3 | Lhasa Apso 12.5a M
IS4 Pitbull 5a Mc
IS5 Cobrador de Labrador 4a M
IS6 Pastor Alemén 5a H
IS7 Pitoull 6a | M
IS8 Mestizo 3a Mc
1S9 Mestizo 4a Mc
1S10 Mestizo 2a He

Abreviaturas: IS, individuo sano; L, linfoma; H, hembra; M, macho; He, esterilizada; Mc, macho castrado; a, afios
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7. Resultados
7.1 Titulacién de anticuerpos

De las diluciones anteriormente descritas (seccion 6.4) se obtuvieron las concentraciones
adecuadas de anticuerpos y tincion de viabilidad para llevar a cabo la inmunofenotipificacion de
las diferentes subpoblaciones de linfocitos caninos. Los resultados con la dilucién utilizada, la
cantidad de reactivo y concentracion de anticuerpo/tincién se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 6. Diluciones y concentraciones finales utilizadas para la tincién del panel

Cell Stain

Anticuerpol/ tincion Fluorocromo Dilucion | pL de Ac | Concentracion final
Anti-CD3 * FITC 1:20 5 0.05ug
Anti -CD4* PE-Cy7 1:160 0.63 0.01ug
Anti-CD8* eFluor 450 1:160 0.63 0.06ug
Anti-CD25* eFluor 660 1:20 5 0.125ug
Anti-Foxp3* eFluor 506 1:40 2.5 0.05 ug
Anti-CD21** PE 1:20 5 0.05ug
Anti-CD5*/** PerCP-eFluor 710 1:160 0.63 0.01ug
LIVE/DEAD™ Fixable Blue Dead - 1:1000 0.1 -

7.2 Estrategia de analisis

La estrategia de analisis comenzd de la misma manera en ambos tubos, buscando que las células
que se tomaran en un correcto flujo y ademas tuvieran las caracteristicas de complejidad y tamafio
tipicas de los linfocitos, posteriormente el analisis se realiz de acuerdo con las subpoblaciones
que se buscaban en cada tubo. En el tubo 1 se realizd una estrategia basada en las
subpoblaciones de linfocitos Ty NK like basada en el anticuerpo anti-CD3: de los linfocitos T CD3+,
se buscaron cuatro subpoblaciones, células que coexpresaban la molécula CD59m (células NK
like), CD8 (linfocitos T citotoxicos) y CD4 (linfocitos T cooperadores); de los linfocitos T
CD3+/CD4+ se obtuvo una subpoblacion mas CD3+/CD4+/CD25high/Foxp3hish (linfocitos T
reguladores). El tubo 2 solo contenia dos anticuerpos para poder identificar a linfocitos B
(CD21+CD5-). La estrategia de analisis se encuentra resumida en la Figura 3.
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Figura 3. Estrategia de analisis para la identificacion de subconjuntos de linfocitos T (cooperadores, T
citotoxicos, T reguladores) y células NK like (A) y linfocitos B (B).

7.3 Distribucion de subpoblaciones de linfocitos de interés en grupo control
Los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos en las muestras control fueron los siguientes:
linfocitos T 61.52+11.9% (CD3+), linfocitos T cooperadores 32.62+8.3% (CD3+ CD4+), linfocitos
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T citotoxicos 20.87£7.1% (CD3+CD8+), linfocitos T  reguladores  0.90+0.2%
(CD3+CD4+CD25highFoxp3high), células NK like 14.11+8.2% (CD3+CD5dim), linfocitos B
25.33+£7.1(CD21+CD5-) y un radio CD4/CD8 de 1.5. Figura 4
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Figura 4: porcentajes obtenidos de las subpoblaciones de linfocitos T, NK like y B en el grupo control.

7.4 Distribucion de subpoblaciones de linfocitos de interés en perros con linfoma
En los perros con linfoma, los porcentajes fueron los siguientes: linfocitos T 30.83+ 28.63%
(CD3+), linfocitos T cooperadores 51.80 £ 17.09% (CD3+ CD4+), linfocitos T citotdxicos 26.72+
20.57% (CD3+CD8+), linfocitos T reguladores 8.5+ 8.5% (CD3+CD4+CD25highFoxp3high),
células NK like 6.0+ 2.2% (CD3+CD5dim) y linfocitos B 46.84+45.1%(CD21+CD5-) y un radio
CD4/CD8 de 1.9. Figura 5
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Figura 5: porcentajes obtenidos de las subpoblaciones de linfocitos T, NK like y B en los perros con linfoma.

7.5 Andlisis estadistico

En la comparacion de los porcentajes de células CD3+ entre el grupo control 61.52+11.9% vs.
los perros con linfoma 30.83+ 28.63% no se encontraron diferencias significativas (p =0.1), al igual
que en las células CD3+CD4+ (P=0.1), sin embargo se observa una tendencia al incremento de
esta subpoblacion teniendo en cuenta los perros saludables 32.62+8.3% contra los perros con
linfoma 51.80 + 17.09%, dicha tendencia al incremento también se observa en los linfocitos T
reguladores de los perros con linfoma (0.90+0.2% vs. 8.5+ 8.5%) aunque tampoco fueron
significativos (P=0.2).

En las poblaciones de células efectoras, se observo una tendencia al aumento de porcentaje de
linfocitos T citotoxicos 26.72+ 20.57% de perros con linfoma contra los controles sanos
20.87+7.1% sin diferencias estadisticas significativas (P=0.6), por otra parte las células NK like
obtuvieron diferencias significativas (P=0.01) donde se encontrd una disminucién de esta
subpoblacién 6.0+ 2.2% en perros con linfoma en comparacion con los perros sanos 14.11+8.2%.

En cuanto al radio CD4/CD8 se observa un incremento (1.9) en perros con linfoma vs perros sanos
(1.5). Finalmente, los linfocitos B tienden a incrementar en perros con linfoma 46.8+45.1% en
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comparacion con los perros sanos (25.33+7.1), sin diferencias estadisticas significativas (P=0.4);
En la figura 6 se muestran los resultados del andlisis estadistico. Es importante considerar que es
posible que las diferencias estadisticas significativas en la mayoria de las subpoblaciones no se
encuentren presentes debido a la n reducida.
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Figura 6. Comparacion entre los porcentajes obtenidos de subpoblaciones de linfocitos en el grupo control y

los perros con linfoma mediante prueba T de Student. IS=individuos sanos / L= perros con linfoma. A).
Linfocitos T (CD3+); B) LTh (CD3+/CD4+); C) Linfocitos T citotéxicos (CD3+/CD8+); D) Células NK like
(CD3+CD5dm); E) Tregs (CD3+/CD4+/CD25high/Foxp3hish; F) Linfocitos B (CD21+/CD5-) .
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Figura 7. Comparacion de subpoblaciones de linfocitos en un Dot Plot representativo. A) subpoblacién de
células NK like (CD3+ CD5dim) en individuo sano; C) subpoblacién de células Treg en individuo sano; B)
Subpoblaciéon de células NK like de paciente con linfoma; D) subpoblacion de células Treg en paciente con
linfoma.

8. Discusion

En el presente trabajo se encontrd que los perros con linfoma tienen cambios importantes en la
distribucion de sus subpoblaciones de linfocitos, en comparacién con los perros sanos. Estos son:
el incremento en los T reguladores y los linfocitos T cooperadores, asi como la disminucién de
linfocitos T citotoxicos y las NK like.

En el presente estudio observé una disminucion de las células NK like (6.0 2.2%) en comparacion
con los perros sanos (14.11+8.2%). En humanos existen pocos estudios con respecto a las células
NK en pacientes con LNH y su disminucidn esta principalmente relacionada a un mal pronéstico
(61,73). Si bien no existen reportes sobre el comportamiento de esta poblacién en perros con
linfoma, nuestro hallazgo apunta a que es un comportamiento semejante al de humanos. Estudiar
con mayor amplitud estas poblaciones en perros con linfoma podria ayudar a comprender mejor
su comportamiento en estos pacientes. Respecto a las células NK en humanos con este tipo de
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neoplasias, se ha reportado que ademas de disminuir en cantidad, su funcién se ve afectada por
citocinas secretadas por las células B neoplasicas (74), por lo que seria interesante evaluar esto
en pacientes caninos.

Anteriormente se ha informado que el incremento de linfocitos T reguladores
(CD3+CD4+CD25NghFoxp3hiah) en sangre periférica es un hallazgo comdn tanto en perros como
en humanos con linfoma. En un estudio realizado por Munnoz et al., en perros con linfoma
multicéntrico se encontré un incremento de esta subpoblacion 18,84+2,56 en comparacion con el
grupo control 4,70£0,50 (57). En humanos, en un estudio realizado por Cao et al., los pacientes
con NHL tuvieron incremento considerable de células T reguladoras 8.35 + 1.43% comparado con
el grupo control 1.98 + 0.44% antes de la quimioterapia (56). Ambos estudios son consistentes
con los resultados obtenidos en este trabajo donde hubo una tendencia al aumento de esta
subpoblacién en pacientes con linfoma 8.5+ 8.5% en comparacién con los perros saludables
0.90+0.2. Se ha demostrado que un aumento en las células Treg esta relacionado con un mal
pronostico; ademas, durante el proceso terapéutico la disminucion de esta subpoblacién esta
asociada a una buena respuesta al tratamiento. Si bien este estudio no incluyé perros en
tratamiento, este abre la posibilidad de que los clinicos del pais puedan hacer el seguimiento en
sus pacientes, empleando la citometria de flujo con las condiciones ya evaluadas en nuestro grupo
de trabajo.

En un estudio realizado por Shin et al., en humanos se informé que un incremento de linfocitos T
cooperadores (CD3+CD4+) 247.9% esta relacionado a un mal prondstico y a un menor tiempo
libre de enfermedad posterior al tratamiento (75). Este cambio concuerda con los hallazgos en los
perros con linfoma reclutados en este estudio que presentan un porcentaje de Th mayor en perros
con linfoma (51.80 £ 17.09%) que el grupo control (32.62+8.3%).

Los linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+) pueden tener diversos cambios en cuanto a la edad y al
estado inmunolégico de los pacientes con linfoma; en humanos, el incremento de linfocitos T
cooperadores y T reguladores en sangre periférica esta relacionado con una disminucién de los
linfocitos CD8+, lo cual esta relacionado a un mal prondstico (75). Esto se debe principalmente a
las citocinas antiinflamatorias secretadas por las células reguladoras, ya que afectan no sélo a la
funcion citotdxica, sino a la replicaciéon de esta subpoblacion (54). Sin embargo, es importante
considerar que en perros de mayor edad puede haber un aumento en el porcentaje de los linfocitos
T citotdxicos, asi como una disminucion en la relacion de linfocitos T CD4/CD8 (76). Los resultados
del presente estudio un incremento de la subpoblacion de linfocitos T CD8+ en uno de los tres
pacientes con linfoma, mientras que en los otros dos disminuyen, en comparacion con la media
encontrada en los perros sanos (20.87+7.1%). Si analizamos la relacién CD4/CD8 de los perros
con linfoma (1.9), frente a los controles (1.5), podria indicar una menor cantidad de linfocitos T
citotoxicos y un aumento en la subpoblacién de linfocitos T CD4+, esto seria concordante con el
aumento de las células T reguladoras de los pacientes con linfoma.
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Se observo un aumento considerablemente marcado de linfocitos B en uno de los pacientes. Sin
embargo, hay que de considerar que este presentd una linfocitosis exacerbada, posiblemente
asociada a la infiltracion de células neoplasicas en médula 6sea y sangre periférica. Dicho hallazgo
puede empeorar el pronostico de acuerdo con el grado de infiltracion (77).

Podemos concluir que los perros con linfoma analizados en este estudio muestran cambios en las
poblaciones de linfocitos en comparacién con los controles sanos. Esto podria tener relevancia
clinica, teniendo en cuenta informes anteriores realizados en humanos y caninos. Sin embargo,
seria necesario aumentar la poblacion de estudio ya que el trabajar inicamente con tres pacientes
limita la posibilidad de hacer un analisis estadistico mas robusto. Ademas, seria importante realizar
un estudio integral con medicién de citocinas y otras funciones celulares, asi como buscar la
posibilidad de dar seguimiento a los pacientes para poder llegar a una mejor comprension de la
respuesta inmunoldgica de perros con linfoma.

Respecto a los porcentajes obtenidos en las poblaciones de linfocitos de perros sanos en el
presente estudio son comparables con otros reportes, por lo que consideramos que la estrategia
utilizada es adecuada para continuar con el analisis en perros con linfoma. Es importante destacar
que hay diferencias entre los pacientes, las combinaciones de anticuerpos y la metodologia
utilizadas en los diferentes estudios ademas de que ninguno emplea un panel similar al empleado
en este trabajo.

En este estudio se obtuvieron 61.52+11.9% (CD3+), 32.62+8.3% (CD3+CD4+), 20.87+7.1%
(CD3+CD8+), relacion CD4/CD8 1.5 y 25.331£7.1 (CD21+CD5-); mientras que Platt et al.,
obtuvieron porcentajes de 74+6.4 (CD3+), 43.6+6.2 (CD4 +), 14.31£4.0 (CD8 +), relacion CD4/CD8
de 3.0 y 9.6+£2.6 (CD21 +) utilizando perros Beagles de 6 meses (67). Esta diferencia entre los
porcentajes de células T CD4 y TCD8 respecto a nuestro estudio, puede deberse a la edad de
nuestros donadores (perros mayores de 1afio) ya que se ha reportado una disminucién en la
relacion CD4 y CD8 a partir del afio, lo cual concuerda con lo reportado por Faldyna et al., (76).
Por otra parte, en este estudio no se observé una disminucion de linfocitos T CD21 en los perros
adultos.

Comparando con los resultados obtenidos por Byrne., et al: 81.2+3.7 (CD3+), 41.7£9.0 (CD4+),
28.6+10.0 (CD8+), 1.74 (relacion CD4/CD8), 15.4+3.9 (CD21) en perros de 3.5 afios de raza mixta
y 79.5+1.5 (CD3+), 30.9+8.7 (CD4+), 18.9£8(CD8+), 2.2 (relacién CD4/CD8), 13.8+2.5 (CD21+)
en perros de 9 afios de raza mixta (78), se puede observar que el utilizar una 0 mas razas de
perros no influye en la distribucion de los linfocitos, sin embargo, si podrian haber con respecto a
la edad como se discuti6 anteriormente.

El porcentaje de linfocitos T reguladores obtenido en este estudio 0.90+0.2%
(CD3+CD4+CD25ManFoxp3hiah) es reducido respecto a otros reportes, por ejemplo Platt., et al
obtuvo 2.9£0.6% en perros de 6 meses (67), mientras Anai et al., obtuvo 4.7£0.5% en perros
adultos de 6,5+2,9 afios (79).
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Los porcentajes de los linfocitos NK like caninas en sangre periférica no se han estudiado a
profundidad en estado basal. Sin embargo, el porcentaje obtenido 14.11+8.2% (CD3+CD5dm) es
consistente con lo reportado por Huang., et al: 14.9+6.68% (64).

Finalmente es importante mencionar algunas diferencias con respecto a los métodos utilizados
para el presente trabajo: el fabricante menciona que los anticuerpos anti-CD3 (CA17.2A12) y anti
CD21 (CA2.1D6) no deben ser utilizados de manera conjunta, dato que pudimos corroborar en
ensayos previos a la realizacion del panel en conjunto, en el que no fue posible diferenciar ambas
poblaciones. Esto difiere de lo reportado por Platt., et al (67) y Yagihara., et al (80) que informaron
no haber presentado esta interaccion en sus analisis de citometria, a excepcion de unas pocas
células CD21+ que coexpresaban el marcador CD4 (6.0% de células CD21+ y 0.5% del total de
linfocitos) (67); por otra parte cabe mencionar que la identificacién de las células Treg en este
estudio se realiz6 de manera mas completa al utilizar los anticuerpos anti-CD25 y anti-Foxp3 a
diferencia de Muhnoz.,et al no utiliz el anticuerpo CD25, sélo el anti-Foxp3, mientras Anai., et al
no utilizé el anticuerpo Anti-Foxp3 (57,79).

9. Conclusiones

1.- El panel de anticuerpos utilizado para el presente proyecto mostré tener resultados consistentes
con otros informes similares, tanto en perros saludables como en pacientes con linfoma, por lo que
puede ser una opcion diagndstica para perros adultos.

2.- Se observaron cambios en las poblaciones de linfocitos en los pacientes con linfoma en
comparacion con los controles sanos, principalmente una tendencia a la disminucion de las células
NK like y una tendencia al incremento en las células T reguladoras. Esto podria tener relevancia
clinica, teniendo en cuenta informes anteriores realizados en humanos y caninos.

10. Prospectivas

Ante las limitantes del presente trabajo es de considerarse realizar un estudio integral con una n
superior que incluya la clasificacion y estadificacion del linfoma, medicién de citocinas relevantes,
la medicion de la capacidad citotdxica de células efectoras, asi como incluir el seguimiento a los
pacientes con linfoma para monitorear los cambios que pueden ser producto del tratamiento, de
esta manera se podrian identificar con mayor facilidad factores prondsticos y/o marcadores
asociados a la respuesta al tratamiento.
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