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RESUMEN

Se estima al linfoma como la neoplasia hematopoyética mas frecuente en gatos, los
cuales son considerados la especie con mayor incidencia de esta patologia. El
objetivo del presente trabajo fue clasificar, de acuerdo con la Organizacién Mundial
de Salud (OMS), los linfomas felinos remitidos al Departamento de Patologia
(FMVZ-UNAM) en un periodo de 13 afios, contemplando su asociacion con el virus
de leucemia felina (LeVF). Se colectaron 76 casos (2006-2018) que fueron
clasificados histopatoldgicamente segun la OMS, utilizando los marcadores anti-
CD3 (Abcam, 1:50) y anti-CD79a (Dako, 1:300). La identificacion del provirus de
FeLV en los tejidos tumorales se realizé mediante qPCR. Se obtuvieron estadisticos
descriptivos, analisis de frecuencias y se evalud asociacion entre variables. En los
linfomas se encontré un predominio de linfoma de células T (n=60, 81%) sobre el B
(n=14, 19%), dos de los casos no fueron inmunotipificados. Fue posible identificar
11 tipos de linfomas segun la OMS; la enteropatia asociada a linfoma de células T
tipo Il (EATLII) fue la entidad mas frecuente (30%, n=23), seguida del linfoma
linfoblastico de células T (T-LBL) y el linfoma periférico de células T (PTCL) con un
total de 15 casos cada uno (20%). En total, en el tejido tumoral, se encontré en 21%
de los casos material genético del virus de leucemia felina, siendo el T-LBL la
entidad con mayor numero de casos positivos. La clasificacion del linfoma felino de
acuerdo con la OMS pudo ser aplicable a la poblacién estudiada, encontrando
similitudes con estudios de otras partes del mundo. El T-LBL se observé con una
frecuencia mayor que en otros reportes y esto podria estar relacionado a la
frecuencia del FeLV en nuestro pais, debido a que la mayoria de casos positivos

fue en este tipo de linfoma.

Palabras Clave: Linfoma, Leucemia viral felina, WHO



ABSTRACT

Lymphoma is considered the most frequent hematopoietic neoplasm in cats, which
are considered the species with the highest incidence of this pathology. The aim of
this study was to classify, according to the World Health Organization (WHO), feline
lymphomas referred to the Department of Pathology (FMVZ-UNAM) over a period of
13 years, considering their association with feline viral leukemia virus (FelLV).
Seventy-six cases (2006-2018) were collected and histopathologically classified
according to WHO, using anti-CD3 (Abcam, 1:50) and anti-CD79a (Dako, 1:300)
markers. ldentification of FeLV provirus in tumor tissues was performed by qPCR.
Descriptive statistics, frequency analysis and association between variables were
obtained. T-cell lymphoma (n=60.81%) predominated over B-cell lymphoma
(n=14.19%), two of the cases were not immunotyped. It was possible to identify 11
types of lymphomas according to WHO; enteropathy associated with T-cell
lymphoma type Il (EATLII) was the most frequent entity (30%, n=23), followed by T-
cell lymphoblastic lymphoma (T-LBL) and peripheral T-cell ymphoma (PTCL) with a
total of 15 cases each (20%). Overall, in 21% of the cases, feline viral leukemia virus
genetic material was found in the tumor tissue, with T-LBL being the entity with the
highest number of positive cases. The classification of feline lymphoma according to
the WHO could be applicable to the population studied, finding similarities with
studies from other parts of the world. T-LBL is observed with a higher frequency than
in other reports and this could be related to the frequency of FeLV in our country,
because most of the positive cases were in this type of lymphoma.

Palabras Clave: Lymphoma, feline viral leukemia virus, WHO
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INTRODUCCION

El linfoma es una neoplasia muy comun en la mayoria de las especies animales,
incluyendo al ser humano. Se estima que la neoplasia hematopoyética es la mas
frecuente en gatos, los cuales son considerados la especie con mayor incidencia en
esta patologia (Louwerens y Col, 2005). Esta alta incidencia se ha asociado, en
parte, a la presencia del virus de leucemia felina (LeVF), un retrovirus ampliamente
estudiado por su capacidad de inducir entre otras alteraciones, desdérdenes
linfoproliferativos en los gatos infectados. La asociacion de linfoma felino con LeVF
ha sido establecida en diferentes formas: el linfoma puede ser inducido en gatos a
través de la inoculacion experimental del virus; asi también, los gatos que son
naturalmente infectados con LeVF tienen un mayor riesgo de desarrollar linfoma
que los gatos no infectados (Stutzer y Col, 2011). Histéricamente, LeVF se
considera responsable de la mayoria de las muertes relacionadas con la
enfermedad y demas sindromes clinicos que cualquier otro agente infeccioso en
gatos. Se ha propuesto que aproximadamente un tercio de todas las muertes
relacionadas a tumores en gatos son causadas por el virus y que un mayor numero
de gatos murieron por anemia secundaria a LeVF y enfermedades infecciosas
secundarias causadas por efectos supresivos en médula ésea y el sistema inmune
(Hartmann y Col, 2011).

A pesar de que el virus de LeVF ha disminuido en su asociacion como causante de
linfoma, esto podria explicarse con la aparicion de la vacuna contra el virus; estudios
recientes han resaltado el uso de técnicas moleculares para la identificacion de ADN
proviral integrado al huésped lo cual ha correlacionado con la aparicién de
desdrdenes linfoproliferativos, sin embargo, mas estudios son requeridos para
esclarecer la importancia clinica de este hallazgo (Hofmann-Lehmann, 2008).

Aun no se ha establecido con claridad una causa subyacente de los linfomas felinos
no relacionados a retrovirus. Se cree que existe una asociacion entre la exposicion

cronica al humo de cigarrillo y el desarrollo de linfoma. También se ha demostrado



que esta neoplasia se presenta frecuentemente en érganos o sitios afectados por
inflamacion crénica y se ha propuesto la conexidn del linfoma alimentario con la
enfermedad inflamatoria intestinal en gatos. Estas observaciones sugieren que el
linfoma, como muchas otras neoplasias, requiere tanto de factores predisponentes
como desencadenantes (Louwerens y Col, 2005).

Con la intencién de entender un poco mas el comportamiento del linfoma en el ser
humano, se han estudiado diferentes clasificaciones histopatologicas, logrando
encontrar una asociacion entre el tipo de linfoma y el prondstico para el paciente.
Estudios previos han adoptado la clasificacion histopatolégica de linfoma del
Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (Working Formulation —WF-)
encontrando que las alteraciones linfoproliferativas de los gatos son similares en la
topografia y citomorfologia de su contraparte en humanos y otros animales
domeésticos. Si bien, el linfoma en el gato representa un grupo diverso de lesiones
que varia ampliamente en su arquitectura, morfologia celular y presumiblemente en
el rango de diseminacion y progresion, parece ser un modelo util en el estudio de la
biologia y comportamiento del linfoma en humanos (Gabor y Col, 1999; Valli y Col,
2000) En 2002, la World Health Organization (WHO) publicé una revision de la
clasificacion Europea-Americana de linfoma en animales domésticos (REAL). A esta
clasificaciéon, también adaptada de medicina humana, se le anexaron otras
neoplasias hematopoyéticas mieloides bajo la guia del panel de expertos
veterinarios de la WHO. El objetivo principal de esta clasificacion fue correlacionar
cada categoria de linfoma con su comportamiento y grado de malignidad (Valli y
Col, 2000; Vezzali y Col, 2009). Con el desarrollo de varios reactivos para identificar
el linaje hematologico por inmunohistoquimica, la REAL fue propuesta para evitar la
falta de diferenciacion entre células By T en el sistema de la WF (Valli y Col, 2000).
A partir de entonces, en medicina veterinaria, la antigua WF y otras clasificaciones
propuestas, como la actualizacion de Kiel, fueron reemplazadas por la nueva
clasificacion REAL/WHO propuesta inicialmente en 2002 y actualizada en 2011.
Esta clasificacion ha sido detallada por Valli (2007) en el libro Veterinary



Comparative Hematopathology y la actualizacion por la WHO fue descrita en el libro
Pathology of Domestic Animals (Wolfesberger y Col, 2018).

El linfoma en el gato representa un diverso grupo de patologias con variaciones
importantes en su arquitectura, morfologia celular y en su patrén de progresion.
Para entender mejor la participacion y potencial de malignidad del virus de la
leucemia viral felina se requieren estudios moleculares que determinen la posible
implicacion del virus en el desarrollo de desérdenes linfoproliferativos en gatos, para
ello, es necesario también evaluar las caracteristicas morfolégicas de los linfomas
felinos, asi como utilizar técnicas moleculares que permitan determinar el linaje de
las células neoplasicas y la presencia de ARN viral y/o ADN proviral del LeVF en las
células, con la finalidad de establecer una posible correlacion entre el linaje, las
caracteristicas morfologicas y localizacién del linfoma, asi como determinar si el
virus esta implicado y de qué manera se relaciona con estos procesos neoplasicos.
Ademas, existen estudios que demuestran el potencial del linfoma felino como
modelo de estudio de la biologia y comportamiento del linfoma en humanos.



Hipétesis: las caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y la localizacién anatomica
del linfoma felino estan definidas por la presencia de ADN proviral del virus de

leucemia felina.



Objetivo General:

Identificar la frecuencia del provirus de LeVF en los casos de linfoma felino
diagnosticados en el Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM en el periodo
de 2006 a 2018 y conocer su relacion con subtipos especificos del linfoma, de

acuerdo con la clasificacion de la OMS.

Objetivos especificos:

1. Identificar el papel que juegan las neoplasias y, en particular, el linfoma felino,
entre las muestras de gatos remitidos al Departamento de Patologia, FMVZ-

UNAM para estudio histopatolégico.

2. Determinar la presencia de ADN proviral del virus de leucemia felina en
tejidos embebidos en parafina mediante la técnica de qPCR y precisar su

frecuencia e implicacion en los casos de linfoma felino.

3. Clasificar, de acuerdo con la OMS, los casos de linfoma felino diagnosticados
en el Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM en el periodo
comprendido entre enero de 2006 a diciembre de 2018, contemplando su

asociacion con el virus de leucemia felina.



REVISION DE LITERATURA

Epidemiologia del virus de leucemia felina

A partir de que se instaurd la vacunacion contra el LeVF su control ha sido muy
exitoso. Como resultado, la prevalencia global ha disminuido y, con esto, la
poblacion en riesgo de sufrir linfoma secundario al proceso infeccioso. En 1970, el
70% de los casos de linfoma en gatos de EUA eran atribuidos al LeVF, comparado
con menos del 15% reportado en un periodo de 20 afos antes del 2003 (Louwerens
y Col, 2005). Una caida similar en la prevalencia de 59% a 13% en dos periodos
consecutivos de 15 afos hasta el 2009 fue reportado en Alemania, curiosamente,
un impacto negativo en la incidencia de linfoma felino per se no fue aparente
(Louwerens y Col, 2005; Meichner y Col, 2012; Beatty y Col, 2014).

Debido a la propuesta de que la insercidn del material genético del virus por si sola,
sin que necesariamente el virus se mantenga activo, es suficiente para el desarrollo
de linfoma (mutagénesis insercional), los estudios mas recientes se centraron en
analizar la correlacion de la presencia de ADN proviral y el desarrollo de linfoma.
Weiss y Col, (2010) cuantificaron el ADN proviral presente en diferentes
clasificaciones histopatologicas de linfoma encontrando ADN proviral en el 79% de
los casos de linfoma de células T, 60% de los linfomas de células B 'y 67% en los
linfomas no B no T. En contraste, el antigeno solo fue encontrado en el 21% de
linfomas de células T, 11% de los linfomas de células B y en 33% de los linfomas
NK; en todos estos casos también fue posible detectar ADN proviral. Con esto, se
destaca el papel de la insercion del ADN proviral en el genoma celular en los casos
de linfoma, sin la necesidad de una replicacion activa del virus, por lo que, debido a
la alta prevalencia del provirus en este estudio, se considera que la infeccion con
LeVF podria seguir representando una de las principales causas de linfoma en
gatos.

En Australia, en el 2001 se realizé un estudio donde se determino el estado viral en
suero y tejido neoplasico de 107 gatos con diagnédstico de linfoma; en este estudio
se encontrd una prevalencia baja del LeVF y poca correlacion en los 86 casos donde



se pudo determinar la presencia del antigeno (proteina p27 del virus) en suero
mediante la técnica de ELISA y la deteccion de ADN proviral en tejido neoplasico
mediante PCR, ya que solo 2 casos de los 19 en los que se obtuvo ADN proviral
fueron positivos a la proteina en suero. Debido a la baja prevalencia tanto en la
deteccion de particulas virales como en la del ADN proviral, los autores sugieren
que otros factores deben tener mas peso en el desarrollo de linfoma en los gatos
australianos (Gabor y Col, 2001).

En Argentina, Galdo y Col, (2016) evaluaron la prevalencia del LeVF y del virus de
inmunodefiociencia felina (VIF) en muestras sanguineas de 255 gatos de la ciudad
de Buenos Aires que llegaron a consulta al Hospital de Pequefios Animales de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires, mediante dos
técnicas de diagndstico; un método de ELISA comercial para identificar la proteina
p27 del antigeno y la técnica de PCR anidado para la amplificacion de una region
de 166 pb de la region U3 del segmento LTR del virus. En este estudio la prevalencia
del LeVF no difiere mucho a lo reportado en otros paises, mostrando positividad en
8% de los casos analizados por ELISA y 12% mediante la técnica de PCR.

Otro estudio también realizado en Sudamérica, en la ciudad de Rio de Janeiro, en
Brasil, reporta una prevalencia de 33% del LeVF (27/81) mediante serologia y dos
técnicas de PCR distintas. El objetivo era evaluar la coinfeccién con el virus
espumoso felino (FFV), del cual existe muy poca informacién clinica y
epidemioldgica (Cavalcante y Col, 2018). En otra region de Brasil, Santa Catarina,
se encontré con una prevalencia del LeVF mayor, incluyendo unicamente pacientes
con diagnostico de linfoma. En este caso, fue evaluado mediante
inmunohistoquimica el tejido neoplasico de 53 casos de linfoma felino,
diagnosticado durante el periodo de enero 2010 a septiembre 2017, utilizando un
anticuerpo primario anti gp70 del LeVF (Bio-Rad, formerly AbD Serotec,
Kidlington,UK), hallando una prevalencia de 57% del LeVF; al correlacionar con la
localizacion anatomica, se reveld mayor prevalencia del virus en los casos de

linfoma multicéntrico y mediastinico. A pesar de la baja casuistica, para los autores



esta prevalencia sugiere una participacion importante por parte del virus de
leucemia felina en el desarrollo de linfoma en los gatos de dicha region (Cristo y Col,
2019).

Aun cuando en México la vacuna contra LeVF lleva varios afios en el mercado, en
la actualidad no hay suficientes estudios epidemioldgicos que confirmen una
disminucién en la incidencia de la infeccién viral y mucho menos su posible
implicacion en los casos de linfoma felino. En el 2006, se llevé a cabo un estudio
donde se demostré una prevalencia de 30% del LeVF en tres laboratorios de
diagndstico para pequefios animales de la Ciudad de México, la técnica empleada
fue un inmunoensayo de flujo lateral comercial en una poblacién total de 831 gatos
(Kanafany y Col, 2006). En otro estudio, en Mérida Yucatan, una zona tropical de
México, se encontro una prevalencia de 2.5% (5/227) utilizando también una prueba
de IFL (Ortega-Pacheco y Col, 2014); sin embargo, en ninguno de los estudios se
evaluo la posibilidad de una infeccion latente con técnicas moleculares, ni se abordo
la relacidn con la presencia de linfoma. En el 2007 se estudio la presencia del virus
mediante inmunohistoquimica en los casos de procesos linfoproliferativos de gatos
remitidos al laboratorio de necropsias de la FMVZ-UNAM durante el periodo de
2002-2005, donde se reportd un 71.4% de inmunopositividad con una mayor
presentacion del virus de leucemia felina en los casos de linfoma multicéntrico; a
pesar de haber trabajado con una poblacion muy pequefa (21 casos totales) es el
unico estudio realizado en México del que se tenga conocimiento que evalue la
correlacion de los casos de linfoma con la presencia del LeVF (Fonseca y Col,
2007), sin embargo, no se determiné el linaje de las células neoplasicas y su posible
relacion con la infeccion. En 2014 se estandariz6 en la FESC-UNAM una técnica de
PCR con la cual fue posible detectar presencia de ADN proviral en células
mononucleares de sangre periférica, mostrando una sensibilidad del 92% y una
especificidad de 95% (Autran y Col, 2014). En 2016, en un reporte de caso en la
FMVZ-UNAM, se describié el desarrollo de linfoma multicéntrico y leucemia
linfoblastica aguda en un gato que fue positivo a la presencia del antigeno en suero



mediante IFL. En este caso se realizd inmunohistoquimica encontrandose
positividad al marcador CD79a que indica predominio de células B, contrario a lo
que reporta la mayoria de la literatura en gatos positivos al virus de leucemia felina
(Pérez-Enriquez y Col, 2017).

Mecanismos de oncogénesis por el virus de leucemia felina

A pesar de que algunos estudios han logrado determinar cierta correlacion entre la
localizacion anatémica y la presencia o ausencia del LeVF con el linaje de las
células neoplasicas, aun existe cierta controversia al respecto, y a diferencia del
linfoma en perros y humanos, no se ha establecido con precision su posible
implicacion en el prondstico del linfoma en felinos; sin embargo, diferentes autores
concuerdan que es necesario realizar mas estudios con poblaciones que incluyan
un mayor numero de gatos con el padecimiento para poder generar datos
estadisticos de mayor relevancia (Petterson-Kane y Col, 2004; Guzera y Col, 2014).
La infeccidn por el virus de leucemia felina puede resultar en diferentes escenarios,
incluyendo una infeccion latente, la cual se caracteriza por la ausencia de
antigenemia, pero con presencia de ADN proviral del LeVF en sangre periférica y/o
meédula 6sea. La asociacion entre la presencia del ADN proviral y el desarrollo de
linfoma no esta clara (Weiss y Col, 2010). Es ampliamente aceptado que el linfoma
inducido por el LeVF se asocia con la expresion del antigeno en el tumor, al menos
en las etapas tempranas, sin embargo, la integracion del ADN proviral del LeVF ha
sido propuesta como suficiente para la induccion de linfoma por mutagénesis
insercional (Fujino y Col, 2008; Cattori y Col, 2008; Hofmann-Lehmann y Col, 2008).
Esta teoria es respaldada por algunos estudios que han reportado una asociacion
entre el desarrollo de linfoma y la presencia del ADN proviral del LeVF en tumores
negativos a la presencia del antigeno mediante pruebas de ELISA (Weiss y Col,
2010; Jackson y Col, 1996; Valli y Col, 2000).

Se ha demostrado que el potencial oncogénico del LeVF depende de, al menos,

tres determinantes genéticos: secuencias reguladoras de la transcripcion en la



region repetida terminal larga del virus (LTR), influencias potenciales sobre el
tropismo de la célula diana y la diseminacion in vivo por variaciones en una
glicoproteina superficial de la envoltura (SU), y la activaciéon de los oncogenes
celulares, tipicamente por la integracion adyacente de un provirus
transcripcionalmente activo (Bolin & Levi, 2011).

La region LTR del LeVF juega un papel importante en su replicacion y patogénesis;
esta region contiene multiples sitios de union a factores de transcripcion (FT) lo que
provee capacidad de expresion tejido-especifica al virus. Estos sitios de union a FT
pueden promover la actividad transcripcional de genes propios del huésped,
adyacentes al sitio de integracion del virus. La activacién insercional de los proto
oncogenes c-myc, pim-1, pvt-1, flvi-2, int-1/wnt-1, entre otros, ha sido reportada en
la patogénesis de estos virus (Abujamra y Col, 2006).

Esta region presenta notable variacion genética entre los aislamientos naturales y
las variantes de LTR que se han vinculado a enfermedades particulares. Por
ejemplo, los provirus del LeVF clonados directamente a partir de linfomas timicos
de células T tipicamente contienen dos o tres potenciadores repetidos en tandem
en la region LTR, por el contrario, la regidon LTR del LeVF derivados de
enfermedades no neoplasicas o enfermedades no relacionadas con células T
generalmente contienen solo una copia del potenciador, pero pueden contener
elementos repetidos en otras partes de la region LTR (Chandhasin y Col, 2004).
En un estudio donde se analizaron los posibles determinantes genéticos implicados
en el desarrollo de linfoma multicéntrico secundario a leucemia viral felina, se
encontrd, que a diferencia del linfoma timico, la regidon LTR de los provirus del LeVF
implicados en esta patologia contenian solo una copia del potenciador y que esta
region presentaba una secuencia repetida en tandem de 21 pb, comenzando 25 pb
rio abajo del promotor, estas regiones LTR unicas, originalmente descritas en la
integracion de provirus en la region flvi-1 del ADN felino en linfomas esplénicos no
B no T, han demostrado funcionar preferentemente en lineas celulares

hematopoyéticas multipotenciales primitivas. Su aislamiento repetido, unico en los
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linfomas multicéntricos no B no T implica fuertemente a esta variante de la region
LTR en la induccion de tumores con este fenotipo (Athas y Col, 1995).

También ha sido demostrado que la regién U3 de la LTR del LeVF activa la
expresion génica dependiente de NF-kB, via de sefalizacion importante en la
respuesta inmune del huésped y de la cual se han descrito previamente
implicaciones en diferentes tipos de cancer; al modular un diverso rango de genes,
muchos involucrados en el crecimiento celular y apoptosis, se ha vuelto un blanco

para diferentes tipos de virus (Abujamra y Col, 2006).

Clasificaciones histopatoldgicas en el estudio del linfoma

Al igual que en patologia humana, se han desarrollado varios sistemas de
clasificaciéon durante las ultimas décadas para los tumores linfoides animales,
basados en criterios morfolégicos, inmunofenotipicos, y recientemente, genotipicos
(Vezzali y Col, 2009). Idealmente, una clasificacion de tumores deberia reflejar las
diferentes categorias morfoldgicas y tener implicaciones clinicas que predicen el
comportamiento de los distintos subtipos y su respuesta a la terapia estandarizada
(Parodi, 2001).

En la década de los 60, a partir de 2 hechos importantes que marcaron la forma de
abordar el linfoma: (1) el potencial de los linfocitos (que se creia eran células en su
estado final completamente diferenciadas) de convertirse en células grandes
proliferantes en respuesta a diferentes mitdgenos y/o antigenos y (2) la existencia
de distintos linajes de linfocitos (B, T, NK), los cuales no pueden ser predichos con
exactitud solo por la morfologia y que cumplen funciones diferentes en el organismo,
los patdlogos se encaminaron a utilizar esta nueva informacion en el abordaje y
clasificacion del linfoma (Jaffe y Col, 2008).

En Estados Unidos, la clasificacion de Rappaport fue de las primeras en ser
utilizadas en casos de linfoma en perros; posteriormente, con el advenimiento de
los conocimientos inmunogénicos del linfoma, surgieron nuevas clasificaciones,

como la de Lukas-Collins y la de Kiel en Europa, esta ultima faciimente adoptada en
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medicina veterinaria. Con la finalidad de homologar la nomenclatura utilizada entre
las distintas clasificaciones, el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI)
desarroll6 la Working Formulation (WF) en 1982; estrictamente basada en el
desarrollo clinico del linfoma sin tomar en cuenta la morfologia celular (Maxie y Col,
2008).

En el ano 2000 se realizo el estudio mas amplio del que se tenga conocimiento del
linfoma felino; utilizando la Working Formulation se clasificaron 602 casos de los
cuales 69 (11%) fueron diagnosticados como de bajo grado, 210 (35%) como de
grado intermedio y 323 (54%) como de alto grado. De estos casos, cerca del 98%
correspondia con un linaje de células B. El estado antigénico de la leucemia felina
se conocia solo en 166 casos, de los cuales 84 fueron positivos. Con este estudio
se concluyé que la topologia y citomorfologia del linfoma felino es similar a su
contraparte en humanos y otros animales domeésticos, y que puede ser
perfectamente clasificada con las bases de la WF (Valli y Col, 2000).

Otro estudio realizado un afo antes, utilizd esta misma clasificacion en 107 casos
de linfoma felino; nuevamente se encontré al linaje de células B con mayor
predominancia (70%) y en cuanto a la gradificacién se encontré el linfoma de bajo
grado en 11 casos (10%), el grado intermedio en 72 casos (66%) y 26 casos (24%)
fueron de alto grado. A pesar de que no se evaluo la influencia del LeVF, se sugiere
que pudiera no jugar un papel tan importante dado el fenotipo de los linfomas
estudiados, por lo que una revisidn epidemiologica seria de gran utilidad para
esclarecer cuales son los factores desencadenantes de esta neoplasia en los gatos
de Sidney, Australia (Gabor y Col, 1999).

A pesar de que la WF del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos se
acepté como una clasificacion viable en medicina veterinaria, sobre todo en perros,
el hecho de no adoptar el linaje celular para la gradificacién de los linfomas se
considerd como una fuerte debilidad. En 1994 el Grupo Internacional de Estudio de
Linfoma publicd la Revision Europeo Americana de Clasificacion del Linfoma
(REAL), la cual combinaba la morfologia celular, el inmunofenotipo, caracteristicas
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genéticas y la manifestacion clinica (Parodi, 2001). Al ser una clasificacion mas
completa, incluyendo el linaje celular y siendo comprobado un valor pronéstico en
estudios recientes, poco a poco, esta clasificacion ha tomado un papel importante

en medicina veterinaria.

Uso de la clasificacion de la OMS en el linfoma felino

A la fecha, la clasificacion de linfomas realizada por la OMS ha sido detallada en
literatura veterinaria (Valliy Col, 2016) y ya existen distintos trabajos donde se utiliza
esta clasificacion en linfomas felinos; Waly y Col, (2005) describieron 32 casos de
linfoma alimentario o multicéntrico con afeccion intestinal, donde se utilizaron
anticuerpos para los marcadores Cd3, Cd79a, Bla-36 y para el complejo mayor de
histocompatibilidad tipo I, con la finalidad de determinar el linaje de las células
neoplasicas. Con esta herramienta se logré agrupar a los linfomas dentro de tres
categorias de la OMS, y asimismo, se descartaron algunos casos que demostraron
una poblacién de linfocitos heterogénea que correspondia mas con un proceso
inflamatorio. Con esto, los autores resaltan la importancia de utilizar el
inmunomarcaje en la aproximacion diagnéstica del linfoma felino.

Pohlman y Col, (2009) clasificaron 50 casos de linfoma felino gastrointestinal de
acuerdo con la OMS encontrando ocho entidades diferentes con un predominio
marcado del linfoma difuso de células B grandes (TLBCL) de tipo nuclear
inmunoblastico (n = 16) y del linfoma epiteliotropico de células T pequefias (EATL)
(n=15).

También en 2009 se realiz6 un estudio retrospectivo donde se incluyeron 117 casos
de linfoma canino y felino con la finalidad de clasificarlos de acuerdo con los
lineamientos de la OMS. En este estudio se incluyeron 48 gatos y se encontrd una
prevalencia de linfomas de células T. La entidad mas representativa en gatos fue el
linfoma intestinal de células T (EATL), con 16 casos, seguido por el linfoma

periférico de células T (PTCL), con 11 casos (Vezzalli y Col, 2009).
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Otros estudios han utilizado el inmunomarcaje y la clasificacién de la OMS en casos
de procesos linfoproliferativos gastrointestinales en gatos, con la finalidad de
diferenciar el proceso neoplasico de la enteritis linfoplasmocitica, entidades con
caracteristicas histopatologicas muy similares, con el objetivo de determinar si

existen particularidades que sirvan para diferenciar entre estas dos patologias. Ha
pesar de su utilidad, el uso de la histopatologia e inmunohistoquimica por si solas,
no fue de gran ayuda en la diferenciacion entre linfoma intestinal y la enteritis
linfoplasmocitica, por lo que se sugirieron técnicas como la evaluacién de la

clonalidad mediante PCR para su diferenciacion (Briscoe y Col, 2011).

Trabajos posteriores se realizaron con la finalidad de evaluar el valor prondstico del
uso de la clasificacion de la OMS adaptada en medicina veterinaria para los casos
de linfoma felino. Moore y Col, (2012) evaluaron 120 casos de linfoma
gastrointestinal felino usando la clasificacion de la OMS y apoyandose en técnicas
moleculares para evaluar clonalidad. En este estudio se identifico a la enteropatia
asociada a linfoma de células T (EATCL tipo IlI) como la entidad predominante (n =
84) y se observd un periodo medio de sobrevida de 29 meses. La EATCL tipo |
(linfoma transmural de células T) se encontré en 19 de los casos de estudio y se
correlacion6 con un periodo medio de sobrevida de 1.5 meses. El linfoma difuso de
células B grandes (DLBCL) se encontré en 19 casos, reportandose en zonas del
estdmago, yeyuno o en la union ileo-colico-cecal, y mostré un periodo de sobrevida
de 3.5 meses.

Unos afnos mas tarde, la clasificacion de la OMS fue usada no solo para casos que
involucraban la region gastrointestinal. Wolfesberger y Col, (2017) evaluaron 30
casos de linfoma con distintas presentaciones anatdomicas, los cuales pudieron ser
perfectamente incluidos en las diferentes presentaciones de linfoma incluidas en la
WHO y se correlacion6 con el periodo de sobrevida. De los 30 casos incluidos, la
presentacion con mayor prevalencia fue el linfoma de células T periférico (PTCL)
(37% de los casos; n = 11), seguido por el linfoma difuso de células B grandes
(DLBCL) (23%; n = 7), linfoma intestinal de células T (EATL)(10%; n = 3), linfoma
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Clasificacién de linfoma adoptada de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), aplicada en medicina
veterinaria.
s Neoplasias de Celulas B
* Neoplasias de precursores de células B
Leucemia linfoblastica B / Linfoma linfoblastico B
* Neoplasias de Células B maduras (periféricas)
Leucemia linfocitica crénica B / linfoma linfocitico de
células B pequefias.
Linfoma difuso de células B grandes
Centroblastico
Inmunoblastico
Anaplasico
Ricoencélulas T
Granulomatosis linfomatosa
Linfoma folicular de células B (I, 11, 111)
Linfoma de células B de la zona marginal
Linfoma nodal de |la zona marginal
Linfoma esplénico de la zona marginal
MALT (tejido linfoide asociado a mucosas)
Linfoma de células del manto
Linfoma tipo Burkitt
Plasmocitoma extramedular.
Mieloma multiple
* Neoplasias de células T y Natural killer (NK)
* Neoplasias de células T precursoras
Leucemia linfoblastica T/ linfoma linfoblastico T
* Neoplasias de células T maduras (periférico)
Linfoma nodal de células T
LinfomadelazonaT
Linfoma de células T periférico (no especifico)
Linfoma de células T grandes anaplasico
Linfoma de células T angioinmunoblastico
Enteropatia asociada a linfoma de células T (EALCT)
Tipo I: células grandes
Tipo lI: células pequenas
Linforna de células T Extranodal
Linfoma de células T hepatoesplénico
Linfoma de células T hepatocitotrépico
Linfoma de células T periférico (no especifico)
Linfoma de células T cutdneo
Linfoma cutdneo de células T epiteliotropico
Micosis fungoides
reticulosis pagetoide
Sindrome Sézary
Linforna cutaneo de células T no epiteliotrépico
Linfona periférico de células T (no especifico)
Linfona de células T subcutaneo “tipo paniculitis”
Linfona de células T grandes anaplasicas
Leucemia linfocitica granular de células T grandes
Leucemia linfocitica aguda de células T grandes granulares
Leucemia linfocitica crénica de células T grandes granulares

llustracion 1. Clasificacion de linfomas en medicina veterinaria, de
acuerdo con la clasificacion de la OMS. Valli y Col, 2016.
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de células B, rico en células T
(TCRBCL) (10%; n = 3), linfoma
de células grandes granulares
(7%; n = 2), linfoma anaplasico
de células T grandes (7%; n = 2),
linfoma linfocitico de células
pequenas tipo B (BCL) (3%; n =
1) y linfoma angiotrépico de
células T (3%; n = 1). En este
estudio se observo que los gatos
con linfoma intestinal de células
T vivieron significativamente mas
tiempo (1.7 anos) que los que
presentaron linfoma difuso de
células B (4.5 meses) o linfoma
periférico de células T (6.1
meses).

El reporte mas reciente donde se
utiliza la clasificacion de la OMS
para linfomas felinos se realizo
2018,
Wolfesberg y Col, en el que se

apenas en el por
agruparon 61 casos de linfoma
gastrointestinal felino. En este
trabajo se resalto la colaboracion
de un anatomopatdlogo de
medicina humana, el cual logro
un consenso en el 59% de los

casos.



Evaluacion de clonalidad mediante Reacciéon en Cadena de la Polimerasa

Un punto clave al hablar de neoplasia, es la presencia de una poblacion de células
clonales. La identificacion de dicha poblacion (también conocida como prueba de
clonalidad o evaluacion de clonalidad) depende de la presencia de marcadores que,
en condiciones normales, son altamente polimdérficos en el tipo de célula de interés
(Langerak, 2016). En las proliferaciones linfoides, tales marcadores altamente
polimorficos existen en forma de genes receptores de antigenos que tienen que
reorganizarse de una manera especifica en la célula para codificar la molécula de
inmunoglobulina (IG) o receptor de células T (TCR); en una poblacion de células
reactivas, el repertorio de los genes IG / TCR reordenados es, por lo tanto, muy
diverso, mientras que en un contexto neoplasico el repertorio de IG / TCR es en
parte o en gran medida idéntico; por esto, las pruebas de clonalidad de los genes
IG / TCR reorganizados constituyen una herramienta util en el arsenal de
diagnostico de leucemias y linfomas (Langerak, 2016).

La técnica de PCR para evaluar el reordenamiento del gen del receptor de antigeno
(PARR) es usada para detectar poblaciones de linfocitos clonales; sin embargo, se
ha establecido que esta técnica no determina adecuadamente el fenotipo ya que los
linfocitos neoplasicos pueden mostrar re arreglo clonal para uno o ambos de los
genes de receptores de antigeno de células B o T, independientemente del linaje;
esto se ha llamado rearreglo de linaje cruzado y ha sido reportado en neoplasias
linfoides de perros y humanos (Andrews y Col, 2016).

La técnica de PARR para la evaluacién de clonalidad en el linfoma felino ha sido
desarrollada por Weiss y Col, (2011) y Werner y Col, (2005) utilizando como regién
blanco al locus TRG e IGH respectivamente y ha sido ampliamente utilizada sobre
todo para la diferenciacion de la enteropatia asociada a linfoma de células T de una
enfermedad inflamatoria intestinal; ambas entidades frecuentemente reportadas en
gatos domeésticos. Andrews y Col, (2016) analizaron 175 casos con sospecha de
enteropatia asociada a linfoma de células T de tipo dos (EATCL type Il); utilizando

un algoritmo que incluia la histopatologia, inmunohistoquimica y la evaluacion de
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clonalidad (PARR) los autores lograron confirmar el diagndstico en estos casos y
concuerdan en que esta técnica es de mucha ayuda para el abordaje diagnostico,
sin embargo, no debe ser utilizada de forma individual o buscando establecer
inmunofenotipo sin el uso de la inmunohistoquimica.

Sato y Col, (2011) compararon la determinacién del linaje celular mediante
inmunohistoquimica y un analisis de clonalidad por PCR en casos de linfomas
felinos, encontrando que la PCR tiene un 75% de especificidad y 89% de
sensibilidad con los primers para IgH, mientras que se encontré una especificidad
de 100% y una sensibilidad de 25% con los primers para TCRy. También se reporto
un 25% de linaje cruzado en linfomas de células T en el primer de IgH; lo cual
sugiere que el analisis genético deberia aplicarse mas como una herramienta
complementaria y no como una herramienta definitiva en la determinacion del linaje

de linfoma felino.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacién y muestra

Se realizdé un estudio retrospectivo con la base de datos del departamento de
patologia de la FMVZ-UNAM de donde se extrajeron los casos de gatos remitidos
para estudios pos mortem o biopsias durante el periodo de 2006-2018, se
obtuvieron 1816 casos de los cuales 689 correspondieron a procesos neoplasicos.
De estos casos se colectaron los 76 bloques de parafina con diagndstico
histopatoldgico de linfoma.

Métodos e instrumentos de recoleccion de datos

Histopatologia e inmunohistoquimica

Una vez identificados los casos de linfoma, se procedioé al procesamiento de los
bloques de parafina para su estudio histopatolégico. Los tejidos embebidos en
parafina se cortaron a un grosor de 6-10 ym y posteriormente fueron tefidos con
hematoxilina-eosina para su analisis microscopico. A su vez se realizé la
determinacién del inmunofenotipo, para esto se recurrio a la técnica de arreglo de
tejidos, donde fue colectado con un punch de 5 mm una region representativa del
tejido neoplasico de cada caso, estas fueron embebidas en parafina en un nuevo
bloque, el cual contenia entre 9 y 15 tejidos diferentes, obteniendo un total de 6
bloques con todos los casos de estudio.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo anti-CD3 (1:50 Abcam, E.U.) como
anticuerpo primario para la identificacidén de linfocitos T y un anticuerpo monoclonal
de raton anti-CD79a (1:300 Dako, E.U.) como anticuerpo primario para identificar
linfocitos B. También se evalué el indice de proliferacidén de las células neoplasicas
con un anticuerpo monoclonal de raton dirigido hacia la proteina Ki-67, clona MIB-1
(1:100 Dako, E.U.). Las reacciones fueron visualizadas con el sistema MACH 1
Universal Polymer Detection system (BioCare, E.U.). El indice de proliferacion se

obtuvo mediante el analisis fotografico a 10 campos diferentes de 40x en cada caso
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con el uso del software QuPath (Bankhead y Col, 2017), haciendo un conteo manual
de las células neoplasicas observadas en el campo, distinguiendo entre positivas y
negativas al marcador ki67, se determind el porcentaje de marcaje tomando como
base lo reportado por Hashmi y Col, 2014.

Extraccién y cuantificaciéon del ADN

La extraccion del ADN de los bloques de tejido embebido en parafina se realizo
colectando de 5-6 cortes del bloque de aproximadamente 5 ym de grosor con el
histotomo, los cuales fueron depositados en microtubos para microcentrifuga El
tejido fue desparafinado con xylol y lavado en dos ocasiones en etanol 100% para
posteriormente ser procesado con el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, E.U.) para
la extraccion de ADN de sangre y tejidos, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

La concentracion de ADN y su grado de pureza fueron analizados por
espectrofotometria con el equipo Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek,
E.U.).

PCR para la identificaciéon de ADN proviral del virus de Leucemia Felina

Para determinar la presencia de material viral en las muestras de tejido embebidas
en parafina con diagndstico histopatolodgico de linfoma se utilizé la técnica de PCR
tiempo real en las muestras y se utilizaron métodos de amplificacion previamente
descritos (Torres y Col 2005); utilizando los primers y sonda que a continuacion se
describen:

5" AGTTCGACCTTCCGCCTCAT 3°

5" AGAAAGCQGCGCGTACAGAAG 3’
Sonda: FAM-5" TAAACTAACCAATCCCCATGQCCTCTCGC 3'-TAMRA
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Para la reaccion se utilizo el Kit FIND-IT Leucemia Felina® (BioTecMol, México) el
cual contiene Find-It Leucemia Felina SuperMix PCR-TR 2X*. (2 viales con 250ul)
(oligonucleétidos y sondas TagMan, ADN Taq Polimerasa, amortiguador, dNTP's,
MgCl2, ADN del control interno y H20). La sonda de hidrolisis para la deteccion del
virus de leucemia felina esta marcada con FAM/TAMRA (verde). La sonda del
control interno esta marcada con HEX/BHQ1 (amarillo).

Construccion de la curva de cuantificaciéon

Para cuantificar el numero de copias presentes del genoma del virus de leucemia
felina, se amplificaron 4 diferentes concentraciones conocidas de ADN control
estandar. Para esto, se realizaron 4 diluciones decuples seriadas a partir de la
concentracion inicial del ADN control estandar. Fueron colocados 4 tubos con 45 l
de H20 y se toman 5 pl del ADN control estandar que se agregd en el primer tubo,
se homogeniza la muestra utilizando un agitador tipo vortex y se toman 5 pul para
agregarlo al segundo tubo y asi sucesivamente como lo muestra la ilustracion 2.
Para realizar la curva estandar de amplificacién, se tomaron 10 ul de cada dilucidn
y se les agregé 10 pl de super Mix PCR-TR para posteriormente aplicar las
condiciones recomendadas de amplificacion.
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Sul Sul Sul
5ul ADN dilucion ADN dilucion ADN dilucion ADN
Tubo1 Tubo 2 Tubo3

451l H,0

=
N |

ADN Control Estandar Tubo 1

Tngil
Cantidad de 001ng 0.001ng
ADN en 10 pl Ing 0.1ng
Niumero de o » ;
1X10%% 1X1074 1X10%% 1X1054

Moléculasen 10 pl

lustracion 2. Se muestra como se realizaron las diluciones del ADN control para obtener una curva de
calibracion de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BioTecMol).

Procedimiento del ensayo

Fueron afadidos 10 ul de la muestra de ADN previamente cuantificada en diluciones
1:10 y 1:100 o directa cuando la concentracion de ADN fuera la minima necesaria
(2.5 ng/ ul). Se agregd 10 pl de la Super Mix PCR-TR 2X. Se sometieron los tubos
a amplificacién-deteccion en el equipo termociclador de Tiempo Real (Rotor-Gene
Q 5plex HRM System, canales verde y amarillo) con la programacion: 42°C por 30
minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 45
segundos. Los datos se analizaron en el sofware Rotor-Gene Q 2.3.1.49
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Amplificacion por PCR de las regiones V y J de la cadena y del TCR para la
evaluacioén de clonalidad de linfocitos T

Las secuencias recombinantes del dominio V de la cadena y del TCR fueron
amplificadas siguiendo las recomendaciones de Mochizuki y Col (2012), utilizando
cuatro iniciadores sentido complementarios al segmento V del TCR y (ftcrgv1-2,
ftcrgv3, ftcrgv4 y ftergvd) y tres iniciadores antisentido (ftcrgj1, ftergj2 y ftergj3)
complementarios al segmento J del TCR y para la amplificacién de la region CDR3

(llustracion 3). Los iniciadores se enlistan en el cuadro 1.

Length
variation

Se prepararon 3 reacciones de PCR, cada | tcry.v region m TCRy-J region

tubo con una mezcla de los 4 iniciadores

del segmento V del TCR y y uno con los Reveseprimers — PCR senctions

e e flergvl-2 FAM-labeled fiergjl 1) fTCRy-JI

iniciadores del segmento J del TCR y. Las - — DRkl
ftergv3

reacciones se prepararon a un volumen ﬁ—: NED-labeled fei2 | ) rrpy. sy
crgv: —

final de 25 pL. La mezcla de PCR se et ey BN

compuso por buffer para PCR (biotecmol)

llustracion 3. Representacion esquemdtica del rearreglo del TCRg

1x, dNTPd (biotecmol) 0.2 mM, MgCly 2 v lecalizacion de los primers utilizados. Mochizuki (2012)
GeneScan analysis to detect clonality of T-cell receptor gene
mM’ una meZCIa de |OS 4 iniCiadoreS rearrangement in feline lymphoid neoplasms.
sentido (0.2 mM por cada uno), ADN del tejido en parafina 250 ng/pL, un iniciador
antisentido 0.2 mM, y TaqPol (biotecmol) 1 U/por reaccion.
Las condiciones por ciclo de la PCR consistieron en una fase inicial de
desnaturalizacion de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos con un paso de
desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C
por 30 s, con una fase final de extension a 72°C por 5 minutos. Los productos se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 20%, utilizando bromuro de etidio como
intercalante. La identificacién de uno a tres productos de un tamafo aproximado de

100pb fue considerado como clonal.
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ftcrgv1-2 5 -GGSAGAAGAGCGACGAGGGCGTG-3°

Sense
ftcrgv3 5-GGGCGAAGAGCGATGAGGGAGTG-3° Sense
ftcrgv4 5-GTAGTGAGGAGRATGCTGGTCTG-3" Sense
ftcrgvs 5-GGCAGAAGCATGACAAGGGCATG-3° Sense
ftcrgj1 5-CCCTGAGCAGTGTGCCAGSAC-3’ Antisense
ftcrgj2 5-GGGGGAGTTACKATGASCTTARTTCC-3" Antisense

ftcrgj3 5-ATCCAGATCTCAGGTTTGGGAGGAGG-3" Antisense
Cuadro 1. Primers utilizados para identificar el TCRG. Mochizuki (2012): GeneScan analysis to detect clonality
of T-cell receptor gene rearrangement in feline lymphoid neoplasms.
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RESULTADOS

De los 76 casos de linfoma felino analizados, el 58% correspondian a machos,
mientras que el 42% restantes fueron hembras. La edad media de presentacion del
linfoma fue de 7.4 afios (DS 5.2) con un valor minimo de 3 meses y un valor maximo
de 20 anos. La presentacion anatdmica mas frecuente fue el linfoma alimentario
(39%), seguido del linfoma multicéntrico (32%) y en tercer lugar se encontro al
linfoma mediastinico (16%), los linfomas epitelial y extranodal fueron encontrados
en el 7% de los casos cada uno (Figura 1). El linaje que prevalecio fue de células T
(81%), sobre el de células B (19%). La clasificacion histopatolégica de acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) permitié identificar 11 subtipos
diferentes de linfoma (Figuras 2-7), siento la enteropatia asociada a linfoma de
células T tipo Il (EATL Il) la entidad mas frecuente.

La presencia de ADN proviral fue encontrada en el 21% de los casos evaluados; la
presentacion anatdmica mediastinico y el grupo etario junior fueron los que
mostraron mayor porcentaje de casos positivos a la infeccién por FeLV (Figuras 8 y
9). El linfoma linfoblastico de células T (T-LBL) fue el subtipo de linfoma, de acuerdo
con la clasificacion de la OMS, que presentd el mayor numero de casos positivos a
LeVF.
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Multicéntrico  Mediastinico Alimentario Epitelial Extranodal

Presentacion

Figura 1. Presentacion anatomica de los casos de linfoma felino (2006-2018) en 76 casos analizados.
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Figura 2. Linfoma Difuso de Células B Grandes (DLBCL). A. Las Células neopldsicas se distribuyen de forma difusa
en todo el parénquima distorsionando su arquitectura (H&E, 10X). B. Grupos de células grandes con escasa
cantidad de citoplasma; su nicleo es generalmente redondo con la cromatina abierta y de uno a tres nucléolos
(H&E, 40x, 100X) C. Las células neopldsicas de tipo B son difusamente positivas para CD79a por inmunohistoquimica

D. Las células neopldsicas son negativas a CD3 por inmunohistoquimica.

P N
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Figura 3. Linfoma de Células B Pequefias (BSCL). A. Infiltracion renal de linfocitos neopldsicos pequefios homogéneos que
rodean glomérulos dafiados (H&E, 40x) B. Grupos de células pequefias con escasa cantidad de citoplasma y ntcleo redondo
con cromatina condensada (H&E, 100x) C. Escasas células neopldsicas marcan positivas para Ki67 mediante
inmunohistoquimica, lo cual confirma un bajo indice de proliferacion. D. Las células neopldsicas son difusamente positivas para
CD79a confirmando el linaje de células B.

Figura 4. Linfoma Linfobldstico de células T. A. Proliferacion de células medianas a grandes, con cromatina abierta y nucléolo
en ocasiones evidente (H&E, 100x) B. En inmunohistoquimica estas células son positivas para CD3 lo que indica linaje de células
T.
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Figura 5. Linfoma de la zona T (TZL). A. La proliferacion paracortical de las células T neopldsicas ocasiona la compresion y
desvanecimiento de los centros germinales (H&E, 10x) B. Las células T neopldsicas CD3 positivas, comprimen y recorren a la
periferia del linfonodo a los centros germinales (H&E, 10x, 40x).

de citoplasma (H&E, 40x) B. En inmunohistoquimica estas células son positivas para CD3 lo que indica linaje de células
T. C. El inmunomarcaje para CD79a resulta negativo en este tipo de neoplasias.
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Figura 7. Enteropatia Asociada a Linfoma de Células T tipo Il (EATL ). A. Poblacién densa de linfocitos pequefios
homogéneos con epiteliotropismo evidente (H&E, 40x) B. Las células neopldsicas tienen morfologia de linfocitos
pequefios maduros por lo que en ocasiones es dificil diferenciar esta entidad de una enfermedad inflamatoria con
base en las caracteristicas morfologicas (H&E, 100x) C. El epiteliotropismo suele ser mds evidente en
inmunohistoquimica donde se pueden observar los grupos de células epiteliales rodeadas por linfocitos neopldsicos
D. Las células neopldsicas marcan difusamente positivas para CD3 por inmunohistoquimica. E. El inmunomarcaje para
CD79a es negativo o en ocasiones se aprecian algunas células infiltrantes. F. El indice de proliferacion determinado
por el marcador Ki67 suele ser de bajo a nulo en las células neopldsicas.
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Figura 8. Frecuencia del provirus del virus de leucemia Felina segun la presentacion anatémica del
linfoma.
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Figura 9. Frecuencia del provirus del virus de leucemia Felina segtn la edad de los gatos con

linfoma.
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DISCUSION

El linfoma comprende un grupo diverso de neoplasias que tienen en comun su
origen en los linfocitos (Vail, 2020). Antes del control de LeVF en 1980, este virus
se asociaba a cerca del 70% de los casos de linfoma felino (Resanka, 1992). En la
actualidad se ha visto una disminucion importante en la prevalencia de LeVF,
reportandose desde un 4% en paises como E.U.A y Canada hasta el 13% en
América Latina (Little y Col, 2020), sin embargo, el linfoma sigue siendo considerada
la neoplasias mas frecuente en los gatos alrededor del mundo (Louwerens y Col,
2005; Beatty J, 2014). La prevalencia de LeVF en casos de linfoma felino presenta
diferencias importantes segun la region estudiada; mientras que en nuestra
poblacion se encontré 21% de los casos positivos a la presencia del provirus de
LeVF mediante gPCR, en otra parte de Latino América, se ha reportado hasta un
56% de gatos con linfoma positivos al antigeno en tejido neoplasico (Cristo y Col,
2019). En trabajos realizados en Alemania se ha reportado una prevalencia de 13y
20% en dos estudios diferentes (Meichner y Col, 2012; Stutzer y Col, 2010) y en
Australia se report6 en el 26% de los casos (Gabor y Col, 2001). Estos resultados
demuestran que en ciertas regiones, sobre todo en paises en desarrollo, el virus de
LeVF sigue siendo una causa importante de linfoma felino, asociandose a mas del
20% de los casos, lo cual va de la mano con la prevalencias de LeVF en estas

Zonas.

A pesar de no ver una disminucion en la frecuencia del linfoma felino asociada a la
baja prevalencia de LeVF que se reporta en diferentes estudios alrededor del
mundo, si se ha observado un cambio en la presentacion anatomica. En
comparacion con estudios previos al control vacunal de LeVF donde se reportaba
una localizacién mediastinal y/o multicéntrica con mas frecuencia, comunmente
asociada a gatos jovenes y positivos a LeVF (Morris y Col, 2008; Francis y Col,
1979; Hardy, 1981; Vail y Col, 1998) ahora el linfoma alimentario es el mas
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reportado, con una media de edad mucho mayor y sin asociacién con el virus de
leucemia felino (Louwerens y Col, 2005; Weiss y Col, 2010; Moore y Col, 2012;
Wolfesberger y Col, 2017-2018;Pohiman y Col 2009; Guzera y Col, 2016). En
nuestro estudio también encontramos la presentacién alimentaria como la mas
frecuente (39%), secundada por la presentacién multicéntrica (32%) y en tercer y
cuarto lugar el linfoma mediastinico y extra nodal con el 16% y 13%
respectivamente. La media de edad vari6é significativamente de acuerdo a la
localizacion anatomica, siendo mas baja en el linfoma mediastinico (2.1£2) y la mas
alta en el linfoma alimentario (10£3.9), similar a lo reportado por otros autores (Cristo
y Col, 2019; Morris y Col, 2008; Pohiman y Col, 2009). Cuando se evalud la
presencia del provirus de leucemia felina, se encontré asociacion con la localizacion
anatomica y edad de presentacion, siendo los linfomas mediastinicos y los gatos
del grupo etario junior (<2 afios) los que presentaron mayor incidencia del mismo,
en linea con lo reportado en la bibliografia (Stutzer, 2011; Cristo y Col, 2019;
Meichnery Col, 2012; Morris y Col, 2008; Vail y Col, 1998). De acuerdo a Louwerens
y Col (2005), los linfomas no asociados a retrovirus, como el de tipo alimentario, son
considerados los mas frecuentes en la actualidad, sin embargo, las presentaciones
multicéntrica y/o mediastinica, asociadas al virus de LeVF aun tienen una frecuencia

importante en nuestra poblacién, particularmente en el centro del pais.

Aun cuando actualmente la antigua National Cancer Institute Working Formulation
(NCI-WF) y el sistema de clasificacion de Kiel actualizado, han sido reemplazados
por la nueva clasificacion de la WHO (REAL/WH) en el estudio y clasificacion de los
linfomas en animales domeésticos (Wolfesbergery Col, 2018), son pocos los reportes
que utilizan esta clasificacién en el linfoma felino y no existe asociacion de algun
tipo especifico de linfoma con la presencia de LeVF. La mayoria de los estudios que
utilizan la clasificacion de la WHO en linfomas felinos se han centrado en la
evaluacion del linfoma alimentario, considerado un linfoma no asociado a retrovirus
(Moore y Col, 2012; Wolfesberger y Col, 2018; Pohiman y Col, 2009). Pohlman y
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Col (2009) analizaron 50 casos de linfoma alimentario felino y encontraron un
predominio de células B (54%), contrario al 18% encontrado en nuestro estudio y
otros trabajos que reportan una prevalencia del fenotipo de células T (Vezzaliy Col,
2010; Moore y Col, 2012; Wolfesberger y Col, 2017-2018). En ese mismo estudio,
se encontré al subtipo DLBCL como el mas frecuente, similar a lo reportado por Valli
y Col (2000), sin embargo, este ultimo no discrimind por localizacion anatémica. En
otro estudio, a pesar de encontrar al DLBCL como el linfoma mas frecuente en
gatos, en los linfomas alimentarios el tipo predominante fue EATL (Leite-Filho y Col,
2019), similar a nuestro reporte, donde esta entidad representd cerca del 90% de
los linfomas alimentarios y a otros reportes donde también se menciona una
prevalencia de linfomas de células T (Vezzali y Col, 2010; Moore y Col, 2012;
Wolfesberger y Col, 2017-2018). En concordancia con nuestro trabajo, el EATL, en
particular el subtipo IlI, parece ser el linfoma de Ilocalizacion alimentaria
predominante, el cual no se asocia al LeVF y ha mostrado una supervivencia
significativamente mas alta en los gatos que otros linfomas reportados en el tracto
gastrointestinal (Wolfesberger y Col, 2017).

En un estudio realizado por Vezzali y Col (2010) se analizaron 171 casos de linfoma
no Hodgkin en perros y gatos y fueron clasificados de acuerdo a la OMS, reportando
una prevalencia de neoplasias de células T en gato, similar al 82% que nosotros
encontramos. El subtipo mas frecuente en ese trabajo fue el linfoma intestinal de
células T (EATL) (n=16), seguido del linfoma periférico de células T (PTCL) (n=11)
y en tercer lugar se encontré al linfoma difuso de celulas B grandes (DLBCL) (n=5);
similar a estos resultados, nosotros encontramos a la enteropatia asociada a linfoma
de células T de tipo dos (EATLII) como la mas frecuente, representando el 32% de
los casos (n=24), seguida por el linfoma periférico de células T (PTCL) en el 21%
de los casos (nh= 16) y en tercer lugar, a diferencia de Vezzali y col, nosotros
encontramos al linfoma linfoblastico de células T (T-LBL) representando el 18% de

los casos (n=14). Interesantemente el T-LBL no se encontrd en ninguno de los casos
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evaluados por Vezzali y Col. y mientras que ellos no evaluaron la presencia de
particulas virales o el provirus de LeVF, nosotros encontramos una alta frecuencia
de LeVF en este tipo de linfoma, representando mas del 50% del total de casos
positivos al virus, por lo que podemos especular que esta discrepancia se puede
asociar a la influencia del LeVF sobre el desarrollo de este tipo de linfoma en nuestra
poblacion. Por su parte, en otro estudio realizado en Brasil, donde la prevalencia de
LeVF fue mucho mayor (52%), el T-LBL apenas se observé en 3 casos, siendo el
DLBCL la entidad mas frecuente (n= 54) (Leite-Filho y Col, 2019). Aunque en este
caso no se hizo asociacion directa entre la presencia del virus y el tipo de linfoma,
la localizacion mediastinica fue la que presentd con mayor frecuencia la presencia
del FeLV, similar a nuestros resultados, y a pesar de que la mayoria de los T-LBL
que ellos identificaron se encontraron en esta regidn, el DLBCL fue el subtipo
predominante de los casos positivos. Algunos puntos a considerar en ese estudio,
son la proporcién muy similar de linfomas de tipo B y T en la region con mayor
incidencia del virus (mediastinal), donde el PTCL se reportdé con mas frecuencia;
este subtipo se considera como un subtipo no especificado para todos los linfomas
de células T que no logran ser clasificados adecuadamente en otros de los subtipos
(Valli y Col, 2015), interesantemente en el presente estudio solo un PTCL fue
positivo a LeVF. Ha pesar de que la morfologia celular y localizacion anatomica, asi
como la distribucion y fenotipo son las herramientas principales para la clasificacion
de acuerdo a la OMS, en ocasiones es complicado diferenciar entre subtipos y el
uso del marcador de proliferacion como Ki67, en nuestro caso, ayudd en la
identificacion de los linfomas del subtipo T-LBL, donde se observé una proliferacion
mucho mayor que en el resto de los linfomas, incluyendo al PTCL, lo que
correlaciona con lo reportado en la literatura (Valli y Col, 2015; Hashmi y Col, 2014).
Debido a lo anterior no descartamos que los casos de T-LBL en la clasificacion de
Leite-Filho y Col (2019) pudieran haber sido incluidos en el subtipo PTCL. También
es importante mencionar que la técnica de IHQ para la identificaciéon de LeVF ha

sido cuestionada para analizar el status viral en los linfomas felinos debido a que no
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considera la mutagénesis insercional por la propia insercién del provirus sin

necesidad de un estado replicativo (Weiss y Col, 2010).

En otro estudio, el cual no utilizé la clasificacion de la OMS, se encontré una
prevalencia similar de LeVF en linfomas de alto grado con ambos fenotipos (Chino
y Col, 2013). Estas variaciones en el fenotipo, en los casos de linfoma asociados a
LeVF, podrian estar relacionadas a un diferente potencial patologico de la variante
genética del virus predominante en las regiones de estudio (Bolin y Col, 2011). A
pesar de que mas estudios son necesarios para esclarecer si existe influencia de
LeVF en el desarrollo especifico de algun subtipo de linfoma de acuerdo a la
clasificacion realizada por la OMS; nuestros hallazgos sugieren que el T-LBL
pudiera estar relacionado a un origen retroviral, lo cual se respalda por la literatura
que ha encontrado una asociacion de los linfomas de alto grado, tipicamente de
células T, presentes en la forma anatomica multicéntrica o mediastinal en gatos
jovenes con la infeccién viral (Weiss y Col, 2010; Rezanka y Col, 1992; Beatty, 2014;
Francis y Col, 1979; Tsatsanis y Col, 1994) y por la asociacion que se ha hecho de
variantes genéticas especificas del virus con el desarrollo de linfomas de celulas T
en timo (Bolin y Col, 2011).

Solo existe un estudio que ha valorado el potencial prondstico de la clasificacién de
la OMS en los linfomas en gatos, el cual concluyé que esta clasificacion provee
informacion mas detallada que solo etiquetar los tumores como de bajo, mediano o
alto grado, sin embargo, no determiné repercusiones en la eleccion del tratamiento
(Wolfesberger y Col, 2017); desafortunadamente, en nuestro estudio no se incluyo
el seguimiento de los pacientes, ni su manejo terapéutico, por lo que muy poca

informacion podemos aportar al respecto.

La influencia de LeVF en el desarrollo de linfoma varia considerablemente de
acuardo a la region donde se evalua esta asociacién y debe considerarse la
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influencia de las variantes genéticas del virus en su potencial patologico. En la
poblacién estudiada en el presente trabajo se puede apreciar una influencia
importante de LeVF en el desarrollo de esta neoplasia en gatos jovenes, con una
presentacion multicéntrica y mediastinal, que corresponden frecuentemente con el
T-LBL de acuerdo a la clasificacién de la OMS. A pesar de que este subtipo no ha
sido decrito con frecuencia en los escasos reportes que existen sobre el uso de la
clasificacion en felinos, se especula que pudiera estar agrupado en los PTCL,
entidad que se reporta con mas frecuencia y funciona como un diagnostico no
especifico para todos los linfomas de células T que no logran ser clasificados
adecuadamente. En humanos este subtipo se reporta mas frecuente en nifios y en
forma de linfoma y/o leucemia, mostrando similitudes al proceso observado en los
casos de linfoma/leucemia secundarios al virus de LeVF. La EATL se reporta como
el linfoma mas frecuente en gatos y aparentemente no existe asociacion con el virus
de LeVF. El uso de la clasificacion de la OMS nos ayuda a dejar de ver al linfoma
como una sola entidad y contemplarlo como un grupo de neoplasias diferentes con
caracteristicas patoldgicas y clinicas distintas. Conforme mas estudios de este tipo
sean realizados, mas podremos entender sobre la prevalencia, patogenia,

prondstico y tratamiento para cada uno de los tipos de linfoma felino.
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CAPITULOIII

Secuenciacion e identificacion de los subtipos de LeVF
implicados en el desarrollo de linfoma felino

e Objetivo: someter las muestras de los casos de linfoma donde se haya
aislado el virus de LeVF a secuenciacion para identificar el subtipo

involucrado y posibles variantes.
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Introduccion

El virus de la leucemia viral felina (LeVF) fue descrito por primera vez por William
Jarrett y colaboradores en 1964, cuando se observo la salida de particulas virales
de la membrana de linfoblastos malignos de un gato con linfoma natural (Jarrett et
al 1964). Se trata de un virus ARN del género Gammaretrovirus, de la familia
Retroviridae; compuesto de una molécula lineal de ARN de 8.3 kb, de donde se
identifican tres genes principales, gag, pol y env, flanqueados por regiones long
terminal repeat (LTR) (Figura 1); el gen gag codifica los antigenos grupo-especificos
de la capside (p27), nucleocapside y matriz, pol codifica para las enzimas proteasa
(PT), integrasa (IN) y transcriptasa reversa (TR), y env codifica las proteinas de
envoltura, la de superficie (SU) y transmembranal (p15e) (Chiu 2018, Komina 2019).
Su transcripcion es regulada por 5°-LTR y contiene dos marcos de lectura abierto
(ORFs): uno para los genes gag y pol, otra para el gen env (Komina 2019). Su ARN
es transcrito reversamente a ADN de doble cadena el cual posteriormente es
integrado al genoma de la célula infectada (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 por gemacion de la célula hospedera
(Greene and Sykes 2013).

gag pol env

Figure 1. Mapa gendmico del virus de leucemia felina y las proteinas que expresa
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Retrovirus endégenos

Los retrovirus endégenos (ERVs) se desarrollaron a través de la infeccion de células
germinales del huésped por retrovirus exdgenos, los cuales fueron trasmitidos como
componentes genéticos a la descendencia del huésped, considerandose
remanentes de infecciones antiguas por retrovirus exégenos. En diferentes estudios
se ha demostrado el rol que tienen estos retrovirus endégenos en el desarrollo de
enfermedad, secundaria a retrovirus exdgenos, como el de leucemia felina.

Los retrovirus endogenos del gato doméstico (ERV-DC) son un grupo de
Gammaretrovirus enddégenos en el gato doméstico (Felis silvestris catus) con una
estructura gendmica simple que codifica una poliproteina Gag-Pol y una proteina
Env en un genoma viral de aproximadamente 8.8 kb, sus provirus se clasifican
filogenéticamente en tres genotipos (Gl, Gll y GllI). El gen env Gl se ha transducido
en el virus de la leucemia felina (FelLV), generando un nuevo subgrupo de
interferencia: el subgrupo D de FelLV (FeLV-D). Los provirus Gll codifican un factor
antiviral, Refrex-1, que inhibe especificamente las infecciones ERV-DC Gl y FelLV-
D (Kawasaki, 2018). El FeLV endogeno (enFelLV) es otro provirus de replicacion
defectuoso que se encuentra en el gato doméstico. Tanto el FeLV enddgeno y
exogeno son aproximadamente 86% similares en las secuencias de nucleotidos, las
diferencias se encuentran en los genes gag y env como cambios de un solo
nucleotido e inserciones/deleciones, otra diferencia son las mutaciones silenciosas
acumuladas en regiones terminales 3' unicas de la LTR; si bien, este retrovirus
endogeno no induce enfermedad en el huésped, es muy relevante para la biologia
de los gatos domésticos (Chiu, 2018). La expresién del ADN del provirus se limita a
las transcripciones subgendmicas que evitan el ensamblaje de virus infecciosos, sin
embargo, los fragmentos de ADN del enFelV se pueden recombinar con el FeLV
exdégeno, lo que da como resultado virus recombinantes que causan enfermedad.
Durante la infeccion por FeLV-A en gatos domésticos, a menudo se produce la
recombinacion entre enFelLV y FeLV-A codificados por el huésped en la region env,
lo que da como resultado la produccién del subtipo FeLV-B. Se ha descrito que el
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FelLV-B ocurre en aproximadamente la mitad de los gatos infectados con FeLV-A 'y
los gatos virémicos con FelLV-A y FelLV-B tienen un mayor riesgo de desarrollar
linfoma que los gatos con FeLV-A solo (Powers 2018, Willett 2013, Chiu 2018).
Subtipos virales de LeVF

Los LeVF exogenos (trasmisibles/infecciosos) han sido clasificados en diferentes
grupos, variando en la secuencia genética de su gen env y en la especificidad del
receptor que utilizan (Komina 2019). Los subtipos A, B y C fueron los primeros
subgrupos identificados utilizando ensayos de interferencia viral y eventualmente se
asociaron con fenotipos clinicos especificos (Chiu 2018).

Mientras que el subtipo A se considera el mas comun en la trasmision horizontal
(Steward 1986), el subtipo B parece tener una influencia mayor en el desarrollo de
linfoma en los gatos infectados (Chiu, 2018, Steward 1986, Jarret 1978-2). El
subtipo C se considera raro y se ha aislado principalmente en casos con anemia
aplasica, lo cual se asocia al tipo de receptor que utiliza (Steward 1986, Komina
2019).

Adicionalmente a estos subgrupos, se ha descrito uno diferente, capaz de ocasionar
un desorden inmunosupresor fatal en el gato, conocido como FAIDS (Feline
acquired immune deficiency syndrome); este subtipo ha demostrado un tropismo
importante hacia linfocitos T, por lo cual fue designado como el subtipo T (Komina
2019).

El objetivo del presente capitulo era identificar el subtipo predominante en las
muestras de linfoma que resultaron positivas al virus de leucemia felina y obtener la
secuenciacion parcial del gen env y la regién 5'LTR para identificar posibles
variantes relacionadas. Con los resultados se busca proponer posibles pruebas que
ayuden a identificar estas variantes y hacer una diferenciacion del subtipo que
afecta a un gato infectado de LeVF como posible factor prondstico.
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CAPITULO Il

Evaluacion de parametros hematolégicos y poblaciones
linfocitarias en el desarrollo y desenlace de la infeccion por el
virus de leucemia felina (LeVF)

e Objetivo: evaluar de forma prospectiva, mediante hematologia y citometria
de flujo, si existen patrones tempranos en la cinética y caracteristicas de los
leucocitos que permitan predecir el desarrollo de desdérdenes
linfoproliferativos en gatos infectados con LeVF.
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Introduccion
El virus de leucemia felina es un Gammaretrovirus frecuente que infecta

naturalmente a los gatos domésticos y se asocia con enfermedades degenerativas
del sistema hematopoyético, inmunodeficiencias y neoplasias (Flynn y Col 2002).
Pese a los calendarios de vacunacidn y una disminucion importante en los
desdérdenes linfoproliferativos asociados al virus, el papel de LeVF en México no ha
sido estudiado a detalle.

La infeccion por LeVF puede resultar en diferentes escenarios, incluyendo una
infeccidn latente; en este estado, los animales se caracterizan por la ausencia de
antigenemia, pero con presencia de ADN proviral en sangre periférica y médula
Osea. Este estado latente puede ser reactivado en estados de inmunosupresion del
huésped (Weiss y Col 2010).

A pesar de que el desarrollo fatal del proceso viral es bien conocido y temido, muy
poco se conoce de la fase predecesora asintomatica, la cual pude durar muchos
anos (Hofmann-Lehmann y Col 1997).

Hoy en dia, el diagndstico de leucemia y linfoma es facil, rapido y de minima
invasion, gracias a herramientas como la citometria de flujo ampliamente utilizadas
en oncologia humana y en medicina veterinaria, particularmente en perros (Martini
et al 2018). En otras especies, como los gatos, esta técnica es limitada por la
restriccion en el panel de anticuerpos y el papel prondstico aun inespecifico del
inmunofenotipo (Guzera y Col 2014). El presente trabajo pretende estandarizar un
protocolo de citometria de flujo que nos permita evaluar las distintas poblaciones
linfocitarias en gatos positivos al virus de LeVF y encontrar patrones tempranos que
nos pudieran ayudar a predecir la evolucion de la infeccion, asi como identificar

posible relacion con la carga viral.
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Introduction

Cancer is a common disease and one of the most important causes of death in
domestic animals.” Although precise data on the incidence of tumors in dogs and
cats is lacking, conservative estimates suggest that one in every ten dogs or cats
will develop a tumor during their lifetime. While human cancer records have exist-
ed and evolved since 1940, veterinary registers have been brief and sporadic.”**
One of the oldest accounts, that considers a reference study of many years, is The
Califomia Animal Neoplasm Registry, which started in 1963 to identify all diagnosed
neoplasms in animals in the San Francisco Bay Area and Alameda and Contra Costa
counties.>© At present, different worldwide records exist, showing that cancer is the
cause of death in approximately 15-30% of dog and 26% of cat populations. How-
ever, there are deviations from these numbers depending on the reported period
and the geographic region.” One of the largest studies in feline populations was
camied out in Switzerland by Graf et al (2015) and reports a 34.79% of neoplasm
cases in cats in a 43-year period (1965-2008).° Another equally relevant report
was undertaken in the United Kingdom, analyzing over 9,000 feline cutaneous tu-
mors, where squamous cell, fibrosarcoma and basal cell carcinomas were the most
frequent types of neoplasms found between 2006 and 2013.” These registers
have paved the way for epidemiological and descriptive studies that have helped
us comprehend the severity of this disease for domestic cats.

The objective of the present study was to analyze archival data of cats cases
referred to the Department of Pathology of the National Autonomous University of
Mexico School of Veterinary Medicine (FMVZ-UNAM), a veterinary diagnostic refer-
ence center in the central area of the country. Data were evaluated to determine
the most frequently diagnosed feline neoplasms in this cohort, highlighting tumor
histogenesis (tissue of origin) and histotype (mainly sarcomas, carcinomas, and
lymphomas), as well as a possible association of frequency of presentation with an-
imal age and sex. To the best of our knowledge, there are not systematic registries
in Mexican Veterinary centers and/or epidemiological reports regarding the most
common neoplasms in Mexican domestic cats.

Materials and methods
A total of 13 years of records of feline cases referred to the FMVZ-UNAM Pathology
Department for histopathological analysis or post-mortem evaluation were exam-
ined, from which only tumor-related reports were selected. Data were compiled
considering sex and age of cats, as well as histogenesis, and tumor histotype. For
histogenesis classification, the type of the tumor cells was considered (polygonal
for epithelial, spindle for mesenchymal, and round cells for hematopoietic and
lymphoreticular types), according to what has been previously described.® Histo-
type was also considered (e.g. sarcomas, carcinomas, lymphomas, etc.), in addition
to the benign or malignant nature of the lesion. Due to the uneven frequency of
mixed breed (domestic shorthair) over purebred cats, this variable was not includ-
ed in the study. In addition, tumor anatomic location could only be ascertained for
lymphomas.

The analysis of histotype frequency was performed on nominal-scale variables,
both in absolute and relative numbers (measured as percentages). A contingency
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table was created to assess the association between histogenesis and biological
behavior of neoplasms (benign or malignant), using Pearson's chi-square test.”
For each tumor histotype, descriptive statistics for age of presentation (in years)
were calculated (mean, median, standard deviation, and maximum and minimum
values). %11 The Kruskal Wallis test'® was used to compare both the histogenesis
categories (epithelial, mesenchymal and hematopoietic/lymphoreticular) and the
most frequent histotypes. Age was also grouped as kitten (<7 months), junior
(7 months to 2 years), prime (3-6 years), mature (7-10 years), senior (11-14
years) and geriatric (>15 years), following the American Association of Feline Prac-
titioners-American Animal Hospital Assodiation (AAFP-AAHA) guidelines'? for vari-
able comparisons. Odds ratios (OR) were calculated for variables sex and neoplastic
behavior (malignant/benign).® A p-value <0.05 was considered as significant. All
statistical analyses were completed using the SPSS v25 program for macOS (IBM).

Results

From 1,816 cases of domestic cats that where referred for histopathological diagno-
sis to the FMVZ-UNAM Pathology Department between 2006 and 2018, 685 were
neoplasms (37.7%), 109 of which were diagnosed by necropsy and 576 by biopsy.
The frequency of neoplastic cases was constant throughout the study years, with
an average of 37% neoplastic cases by year and a standard deviation of 5 cases
between years. The minimum percentage of tumor occurrence was 28% in 2014,
whilst the maximum was 449% in both 2006 and 2013 (Figure ).

Females had a higher frequency of neoplasms (p < 0.01), mounting up to
close to 65% of all evaluated cases (Figure 2a). An association between sex and
histogenesis was noted, with a higher frequency of occurrence of epithelial neo-
plasms in females (79.9%, p < 0.001) (Figure 2b). However, there was no apparent
association between sex and malignant behavior (p > 0.05, OR = 1.21 [IC 95%
0.78-1.85)).

The mean age for neoplasm presentation in cats was 9.8 £ 4.2 years, with a
mean of 10.1 £ 4.1 years for benign and 9.7 * 4.2 years for malignant tumors.
Figure 3 shows the frequency of presentation of tumor histotype according to age.
Data indicate that hematopoietic and lymphoreticular tumors appear earlier than
other types of tumors (7.8 years vs 9.6 to 11.4 years respectively, p < 0.001). A X2
test supported an increased risk of younger cats to develop lymphoma (mean age
7.8 years, p = 0.001).

When age was categorized, a higher frequency of neoplasm presentation was
seen for mature and senior cats, encompassing more than 65% of all tumor cases.
The prime group followed with 14.8% of cases, and the geriatric and junior groups
trailing with 12.29% and 5.4% respectively. Finally, kittens were affected in less than
1% of cases. No assodiation between age group and biological behavior of tumors
was found (p = 0.59).

The predominant tissue of origin for diagnosed tumors was epithelial, making up
560 of cases, followed by mesenchymal neoplasms (26%) and hematopoietic and
lymphoreticularwitha 17% frequency of presentation each (Figure4). Close to 85% of
cases were malignantneoplasms, whichwereprevalentforall cellularlineages (TableT).
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Figure1.Number of samples submitted for histopathological evaluation at the FMVZ-UNAM Pathology Department
between 2006 and 2018, and relative frequency of tumor occurrence.
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cell lineage by sex.



Tumor prevalence incats

http: //veterinariamexico.unam.mx

DOI: http://dx.doi.org/10.22201/fmvz.24486760e.2020.4.837
Vol.71Ne. 41 Octubre-Diciembre 12020

Tissue of origin

Epithelial Mesenchymal Hematopoietic or lymphoreticular

50

40

Frequency

|
50 100 150 200 0 50 100 150 200

Age (years)

Figure 3. Frequency of tumor type (histogenesis) according to age of cats.

17.23%

| Hematopoietic

56.06% [ Mesenchymal
I Ephitelial

26.72%

Figure 4. Distribution of neoplasms in cats according to the cellular lineage of origin.



http: //veterinariamexico.unam.mx Tumor prevalence incats

DOI: http://dx.doi.org/10.22201/fmvz.24486760e.2020.4.837
Vol. 7 1Ne. 41 Octubre-Diciembre 12020

Table 1. Number and frequency of tumors according to cellular lineage and neoplastic behavior.

Neoplastic behavior
o Count 73 311
Epithelial 5
Proportion 0.19 0.81 3.4054E-36
Count 27 156
Mesenchymal -
: Proportion 0.15 0.85 1.5721E-13
Cellular lineage —
hematopoietic/ Count 5 113
lymphoreticular Proportion  0.04 096 1.053E-27
Total Count 105 580
Proportion 0.15 0.85

Statistical differences (p<0.05) between neoplastic behavior within cellular lineage are marked in bold.

The most frequent histotype was carcinoma, which comprised 30.5% of
all cases, followed by sarcoma (13.7%), adenocarcinoma (13.19%), lymphoma
(12.8%), and adenoma (5.8%) (Table 2). Figure 5 shows representative hematoxy-
lin-eosin stained slides used for histological classification of neoplasms. Overall, the
most common neoplasm was squamous cell carcinoma with a total of 117 cases
or 56% of carcdinomas and 17% of all analyzed neoplasms, followed by lympho-
ma with 88 cases (12.8%), and spindle cell sarcoma with 56 cases (9.20%%). Of
all adenocarcinomas, 80% were in the mammary gland, with the tubulopapillary
fom representing the majority of cases (50%), followed by the tubular form (ap-
proximately 30%). Due to this high proportion of mammary neoplasms, a sex-bias
was observed with adenocarcinomas prevailing in female cats (p <0.01) (Figure 6).

Lymphomas were also classified according to their anatomical region of origin,
with the gastrointestinal (alimentary) presentation being the most frequent (40%),
followed closely by the multicentric form (329%), while other types were significant-
ly less represented (Figure 7). Three of the multicentric lymphomas presented bone
marrow invasion and secondary leukemia. The age group was significantly different
between anatomical origin categories, with mediastinal lymphoma being the most
frequent in younger cats (p = 0.0001) and alimentary lymphoma in older cats
(Table 3). The extranodal types of lymphoma represented only 16% of lymphoma
cases (2.4% hepatic [n=2], 5.9% renal [n=5], 5.9% cutaneous [n=5], pulmonary
1.1% [n=1], and splenic 1.1% [n=1]). Finally, the most frequent adenomas were
those with tubulopapillary presentation, complex adenoma, and papillary adenoma
(119% each).

Discussion

Cancer is a prominent disease in companion animals and one of the leading causes
of pet mortality.'® Classification of neoplasms based on tissue and cellular origin,
in addition to the association between frequency of presentation and demographic
characteristics, can contribute to guide diagnostic and therapeutic options in vet-
erinary dinics. In the domestic cat cohort included in this study, neoplasms rep-
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Table 2. Cellular origin, number of cases, frequency and age of presentation,
of the five predominant neoplasms in cats.

e | g | ] ocire Lt tsorg)] e 2

Carcinoma Epithelial 30.50% 10.0 (<1-21) 10.0 (3.9)
Sarcoma Mesenchymal 94 13.70% 10.0 (1-18) 9.6 (3.4)

Adenocarcinoma  Epithelial 90 13.10% 11.0 (1-26) 10.8 (3.7)
Lymphoma Hematopoietic 88 12.80% 8.0 (<1-21) 7.8 (5.2)*
Adenoma Epithelial 40 5.80% 11.0 (4-18) 11.4(3.3)

* Significant difference between histotypes (p = 0.001). SD= standard deviation

Figure 5. Histopathological features of the most frequently observed neoplasms. A) Mammary adenoma. Regular
cords lined by one or two layers of epithelial cells and separated by a fine fibrovascular stroma. Neoplastic
cells are cuboidal with poor cytoplasm and minimal atypia. B) Tubular carcinoma. Tubules lined by cuboidal
epithelium with large, vesicular nudei with a prominent nudeolus. There is a discrete intratubular neutrophilic
infiltrate. C) Squamous cell carcinoma. Nest of cells with abundant eosinophilic cytoplasm with distinct borders
and large vesicular nuclei with a single prominent nucleolus. These cells are immersed in desmoplastic tissue.
D) Hemangiosarcoma. Polygonal cells surrounding discrete vascular channels, showing prominent nucleoli and
numerous mitoses. E) Soft tissue sarcoma. Spindle-shaped tumor cells, with moderate eosinophilic cytoplasm,
poorly defined; the nuclei are oval, with granular chromatin and prominent nucleoli. F) Mediastinal lymphoma.
Monomorphic neoplastic lymphoid cells arranged in a solid mantle, supported by a scarce fibrovascular stroma.
The cells have scarce cytoplasm, oval nuclei with finely granular chromatin, evident nucleoli, and frequent
atypical mitoses. There are multifocal areas of necrosis.
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Table 3. Distribution of lymphoma by anatomical location and age of cats.

Anatomical location m Age (years)

n % Mean SD Min Max
Alimentary 34 40% 10.0 3.88 0.3 17.0
Multicentric 28 32% 6.5 6.0 0.3 20.0
Mediastinal cl 12% 22 2.0 0.5 70
Extranodal 14 16% 6.8 515 3.0 16.0
Total 85 100%

SD: standard deviation; Min: minimum; Max: maximum.

resented 37.7% of all referred histopathological cases. The predominant tumor
histogenesis was epithelial, followed by mesenchymal and lymphoreticular, similar
to results from cat groups studied by Graf et al in Switzerland, and by Zambelli et
al in South Africa.'* A predominance of malignant behavior was found in this study
for tumors of all tissues of origin (Table 2). However, no differences in malignancy
were observed when considering mean age of presentation. This result paralleled
the report by Manuali et al in a shorthair cat population in Italy.'® In addition, a
higher frequency of cancer was observed in females than in males (p <0.001), co-
inciding with previous reports.'* ¢ The overall similar outcomes from these studies
indicate that regional discrepandies between histogenesis, age of presentation, and
sex-bias are limited.

Squamous cell carcinoma was the most common neoplasm in cats from this
work, making up 17% of cases (n=117), a result that is comparable to that found
in other studies.'®'7-'9 Manuali et al. found this histotype as the most common
malignancy among skin (28.8%), oral cavity and tongue tumors (46%).'> Other
studies in cats focusing on cutaneous neoplasms in the head, neck and oral mu-
cosa also found a predominant presentation of this histotype.”2%-22 Nonetheless,
when all anatomical regions are considered, this predominance can change, since
Graf et al noted in a Swiss feline cancer registry from 1965 to 2008, that this type
of tumor placed fourth with just 9.9% of all cases, below adenomas/adenocarcino-
ma (19.19%), fibroma/fibrosarcoma (18.4%) and lymphoma (15.6%)°. The most
common age of presentation for squamous cell carcinoma in this study was 7-10
years (mature cats), deviating slightly from previous reports describing an older age
of occurrence (11-14 years).”.'.1825 The frequency of squamous cell carcinoma in
older cats was half of that observed for mature cats in this study. Since this type of
neoplasm is strongly related to sunlight exposure,'”'® we can speculate than the
lifestyle and the outdoor habits in the studied cat population could be a reason for
the high occurrence and early presentation of this type of tumor, contrary to the
largely indoor cat populations found in other countries. Indeed, the low prevalence
of squamous cell carcinoma reported in the Graf et al study?® could be associated
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with differences in temperature and sunlight exposure between Mexico and Swit-
zerland. On the other hand, Zimbelli et al also found this neoplasm to be highly rep-
resented in South African cats correlating with a greater ultraviolet light exposure. 4.

Adenocarcinomas are frequently reported in female cats because of the high
incidence of mammary gland neoplasms.?* The range of incidence varies according
to geographic regions, which also relates to spay practices and age at the time of
surgery.”® These neoplasms are generally aggressive and have a poor prognosis.”®
In this study, adenocarcinomas were the second most common tumor in female
cats, representing 18.3% of cases, of which close to 80% were of mammary origin.
This is in agreement with the study of Graf et al, that places mammary carcino-
ma as the most frequent neoplasm, comprising 19.1% of the cases and a higher
odds ratio in female cats.”> Moreover, Morris et al found mammary carcinomas to
place just below lymphoma and skin tumors, accounting for 17% of cases.”* The
reported age of presentation for mammary carcinomas ranges between 10 and 12
years,”’2% while it varied between 7 and 14 years of age in our study. In male cats,
mammary tumors make up for 1-5% of cases;?* the 1.4% observed in our study
falls directly into this range. There are studies that relate incidence of mammary tu-
mors to neutering practices,”* unfortunately, our study lacks data concerning repro-
ductive status (intact vs. spayed), as most records did not include this information.

Another important neoplasm found in this study was lymphoma. Lymphoma
has been reported as the most common neoplasm in cats;?® however, accord-
ing to this and other studies,’>%4.15.25 epithelial neoplasms are more prevalent.
Nevertheless, a significant incidence of lymphoma in cats from this study can still
be appreciated, particularly in young cats. Lymphoma represents a diverse group
of lesions that vary in tems of cell type, grade of dissemination, and anatomic
localization.*® To understand its behavior and establish prognostic factors, a va-
riety of classifications need to be made taking into account morphologic criteria,
immunophenotyping, and more recently genotyping, a practice mainly adopted
from human medicine and applied to veterinary cases.”' At present, the most com-
mon classification for lymphoma developed by a panel of experts from the World
Health Organization (WHO), attempts to standardize its nomenclature and cor-
relate it with the prognosis.>252931-34 Alimentary (40%) and multicentric (33%)
lymphomas were the predominant types of lymphoma in this study. These two
types are consistently reported as the most frequent lymphomas in cats around
the world.'>2931.54-56 One exception is the study by Wolfesberger et al,>® where
alimentary lymphoma was also found to be the most common presentation, but
there was no report of multicentric lymphoma in their 30-case revision. In fact,
extranodal lymphoma was the second most common form in their study, contrary
to our findings where this type of tumor was found in only 16% of lymphoma
cases. In Brazil, studies confirmed an important presence of multicentric and/or
mediastinal lymphoma in cats, with a correlation with the prevalence of feline leu-
kemia virus (FelV).>”>¢ Since data regarding the prevalence of this viral pathogen
in Mexico is limited, FelV cannot be discarded as a potential cause of the high fre-
quency of mediastinal and multicentric cases reported in this study. The mean age
of presentation of lymphoma was 7.8 + 5.2 years, similar to that observed by Graf
et al who found this neoplasm to be the most frequent tumor type in young cats.?
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A relationship between age of presentation and anatomical site was also found in
this study, with mediastinal, multicentric and extranodal locations being particularly
frequent in junior and prime cats. These results are in accordance with previous re-
ports.®? Interestingly, during the period comprised in this study, no cases of nasal
or ocular lymphomas were diagnosed, despite their relatively regular observation in
other North American studies.

Conclusions

Cancer registries in veterinary centers allow a better understanding of the epide-
miological characteristics of different neoplasms, and point out discrepancies that
may occur between regions, which can support better diagnosis and treatment.
This study shows that cancer is a significant health problem of domestic cats from
central Mexico City, which could reflect the situation throughout the city and pos-
sibly the country. Squamous cell carcinoma was identified as the most frequent
neoplasm, with an earlier age of presentation than previously reported. This may
be related to both the lifestyle of cats in the region and significant exposure to so-
lar radiation. Epithelial neoplasms were more common in females than in males,
with adenocarcinomas in the mammary gland as the most prevalent type; further
studies should evaluate an association with neutering practices in our country. Lym-
phoma was also highly represented in the studied cat cohort, particularly alimen-
tary lymphoma, just as in other studies throughout the world. Nevertheless, other
less-reported presentations, such as multicentric lymphoma, were also observed,
which may be associated with FelV prevalence in Mexico. The compiled data in this
study serves as a foundation for future research on specific neoplasms known to
have a significant presence in cat populations.
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