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RESUMEN

El linfosarcoma canino es una de las neoplasias con mayor incidencia en los perros,
actualmente, la quimioterapia es la opcidn que brinda mejor respuesta y calidad de
vida al paciente. La respuesta a la quimioterapia depende, en gran medida, de que no
se genere una resistencia a los protocolos de tratamiento. Se han reportado
respuestas desfavorables a la quimioterapia en perros que recibieron alguna terapia
con esteroides previamente. Se piensa que el mecanismo es debido a la
sobreexpresion de la glucoproteina-P de membrana (Gp-P), que funciona como una
bomba de expulsion, favoreciendo el flujo de farmacos al exterior de la célula. El
propésito de este estudio fue determinar si la administracién de glucocorticoides
incrementa la expresion de la Gp-P, para comprobar si los glucocorticoides se
comportan como un inductor para dicha proteina, siendo un factor prondstico de
respuesta, al implementar una futura quimioterapia. Se conformaron 2 grupos, el
primero, integrado por perros con inflamacién crénica (n=5) y el segundo por perros
con linfosarcoma (n=5), a cada animal se le administré glucocorticosteroides y se le
realizd la evaluacion de la expresion de la Gp-P en tres tiempos de la investigacion,
previo a la terapia, al término de la misma, y 5 dias después. Se realizdé la
inmunofenotipificacion de los linfocitos que expresaron la Gp-P en linfocitos T y B. En
el andlisis de la informacion no se observo una correlacion entre la administracion de
esteroides y la sobreexpresion de la Gp-P en el grupo con inflamacion. En el grupo
con linfosarcoma, la diferencia promedio de linfocitos B que expresaron la Gp-P antes
de la glucocorticoterapia (1,649) y al quinto dia del el tratamiento (2,968) mostré un
incremento estadisticamente significativo (p=0.033). Los linfocitos B que expresaron
la Gp-P en la medicién previa a la terapia (1,649) y 5 dias posteriores al tratamiento
(3,152) presentaron un incremento significativo (p=0.046). Con esto se demostré que
existe una sobreexpresion de Gp-P tras la administracion de glucocorticoides en los
pacientes con linfosarcoma y que puede ser parte de la presentacion de resistencia a

diversos farmacos.

Palabras clave: Glucoproteina-P (Gp-P), resistencia a multiples farmacos (MDR), inductor,

esteroides, linfosarcoma.



SUMMARY

The canine lymphosarcoma is one of the neoplasms with the highest incidence in
dogs; the chemotherapy is considered the treatment option to give the patient a best
response and quality of life. The chemotherapy response depends largely to
resistance that treatment protocols are generated. Have been unfavorable response
to chemotherapy in dogs receiving steroid therapy previously. This mechanism may
be due to overexpression of P-glycoprotein membrane (P-gp), which functions as a
flow pump; promoting drug efflux out of the cell, causing a resistance to these drugs.
The goal of this study was to determine whether the administration of glucocorticoids
increases the expression of P-gp in order to check that glucocorticoids act as an
inducer for this protein, being a prognostic factor response, for implementing a future
chemotherapy. 2 groups were formed, first one consisting of dogs with chronic
inflammation (n=5) and the second with lymphosarcoma (n=5), each animal received
glucocorticoids and underwent evaluation of the expression of P-gp in three stages
research, prior to therapy, at the end thereof, and 5 days after. Immunophenotyping of
lymphocytes expressing P-gp in T and B lymphocytes was performed. In the data
analysis a correlation between steroids and overexpression of P-gp in the group with
inflammation is not observed. In the group with lymphosarcoma, the average
difference B cells expressed P-gp before glucocorticoterapy (1,649) and the fifth day
of treatment (2,968) showed a statistically significant increase (p=0.033), just as in B
lymphocytes measurement prior to therapy (1,649) and 5 days after treatment (3,152)
had a significant increase (p=0.046). This overexpression of P-gp it was shown after
administration of glucocorticoids in patients with lymphosarcoma. This may be part of

resistance to several drugs.

Keywords: P-Glucoprotein (P-gp), multidrug resistance (MDR), substrate, inductor, steroids,

lymphosarcoma.
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INTRODUCCION

Linfosarcoma canino

El linfosarcoma canino (LS) es una de las neoplasias de mayor incidencia en el perro
(Rutley et al., 2007). La causa exacta se desconoce, pero se han sugerido teorias
que abarcan desde predisposicion genética; infecciones, en algunos casos asociada
a retrovirus (Thilakaratne et al., 2010, Siedlecki et al., 2006, Suter 2005), factores
carcinogénicos medioambientales y exposicion a campos magnéticos de baja

frecuencia producidos por aparatos electronicos (Dhaliwal et al. 2003).

El padecimiento consiste en la presencia de linfocitos neoplasicos malignos ubicados
predominantemente en el interior de linfonodos o en 6rganos linfociticos como el bazo
o aquellos con tejido linfocitico como el higado. La edad de presentacion puede
ocurrir de los 2 a los 12 afios, aunque en la mayoria de casos se presenta entre 5y 8
afios de edad, las razas mas afectadas en México en orden decreciente son el
Rottweiler, Cocker Spaniel, Pastor Aleman, Poodle, Schnauzer Gigante, Cobrador
Dorado y Doberman, otras razas de alto riesgo son el Terrier Escocés, Basset Hound,
Airedale, Chow Chow, San Bernardo, Bulldog Inglés y Beagle (Nufiez et al, 2005). Es
una de las neoplasias que mejor responde a la quimioterapia con los protocolos

CHOP o COP (Thilakaratne et al., 2010, Alvarez 2009).

Signos clinicos

Las manifestaciones clinicas dependen de los 6rganos con tejido linfocitico afectados
y de las dimensiones que vallan tomando. La clasificacion segun la presentacion
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anatémica en el perro puede ser multicéntrica o generalizada (80% en perros),
alimentaria, mediastinica o timica y extranodal. No importando donde se origine
puede propagarse por todos los tejidos linfociticos (Rutley et al., 2007, Thilakaratne et

al., 2010).

En la presentacion multicéntrica pueden encontrarse signos inespecificos como son
fiebre moderada a elevada, anorexia, deshidratacion, pérdida de peso, letargia y
depresion. Se presenta con linfadenomegalia generalizada (2 a 15 veces su tamafno
normal), si esta linfadenomegalia obstruye vasos linfaticos puede ocasionar edema

en extremidades y rostro, asi como disnea.

En la presentacion alimentaria, los signos clinicos estan relacionados al tracto
gastrointestinal como el vémito, diarrea, pérdida de peso, deshidratacion, depresion,

constipacion y peritonitis en algunos casos (Rutley et al., 2007).

En la presentacidon mediastinica, los signos clinicos se relacionan mas con el aparato
respiratorio, como la disnea, intolerancia al ejercicio y tos. En esta presentaciéon es
donde se encuentra la mayoria de casos de hipercalcemia; que resulta con poliuria,
polidipsia, anorexia, depresion, vomito, diarrea, deshidratacion y arritmias cardiacas

(McCaw et al., 2007).

En la presentacion extranodal, al igual que en las anteriores se presentan signos
inespecificos como anorexia, pérdida de peso, letargia, poliuria, polidipsia u otros
particulares dependiendo del 6rgano que esté afectando. En el perro se presenta
principalmente en la piel y globos oculares. Si la piel se ve involucrada se denomina

linfosarcoma cutaneo o micosis fungoide, es una enfermedad poco comun (3-8%) y
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se caracteriza por la infiltracion neoplasica linfocitica de la epidermis y de estructuras
anexas pudiendo manifestar lesiones como nédulos, pustulas, ulceras, prurito,
despigmentacion, dermatitis exfoliativa etc., y estas lesiones pueden estar localizadas
en un solo punto o generalizadas, frecuentemente se acompanan de infecciones
bacterianas secundarias. En los ojos, los signos son uveitis, hemorragia de retina,
infiltrado de conjuntiva, hipema, queratitis intersticial, hipopién, glaucoma, inflamacion
del nervio optico y masas oculares (Rutley et al., 2007, Thilakaratne et al., 2010,

McCaw et al., 2007).

El linfosarcoma esplénico o de células del manto es una neoplasia de linfocitos B, su
presentacion suele ser indolente mayormente, y no se produce metastasis tan
comunmente como en otros tipos de linfosarcoma. Es una neoplasia poco comun (2-
3%) y se caracteriza por un patron folicular y/o difuso presentandose como una masa

esplénica multifocal o extensiva.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica las etapas clinicas de

linfosarcoma canino en:

I.  Con participacion limitada a un solo linfonodo o tejido linfocitico en un solo
organo.
II.  Con la participacion de varios linfonodos en una region.
lll.  Compromiso generalizado de los linfonodos.
IV. Con compromiso generalizado de los linfonodos + compromiso del higado y/o

bazo.



V. Con compromiso generalizado de los linfonodos + manifestaciones en la

sangre y la implicacion de la médula 6sea y/o de otros sistemas u 6rganos.

Diagndstico

Después de la anamnesis y el examen fisico, los procedimientos de rutina que deben
realizarse son de laboratorio y de gabinete para el diagnostico y también para
determinar la condicién general del paciente, verificar si cursa con alguna otra
patologia ajena al linfosarcoma, para establecer el estadio y el prondstico del animal
segun la severidad y/o extensién que ha alcanzado el proceso neoplasico. Las
evaluaciones de laboratorio incluyen la citologia, para el diagndstico de linfosarcoma
en conjunto con inmunofenotipificacion, hemograma, bioquimica sanguinea vy
urianalisis. Las alteraciones de laboratorio mas frecuentes son la anemia, leucocitosis
o leucopenia, neutrofilia, linfocitosis o linfopenia, linfocitos neoplasicos malignos en el
hemograma, hipercalcemia, incremento de ALT, FA, hiperazotemia, hiperproteinemia
e hiperglobulinemia en bioquimica y cistitis en el urianalisis (Rutley et al., 2007,

Thilakaratne et al., 2010).

Las pruebas de gabinete incluyen la radiografia, el ultrasonido, la resonancia
magnética, la tomografia computarizada o la tomografia por emisién de positrones
(PET). La biopsia contribuye al diagndstico mediante la inmunotipificacion y el tipo de
presentacion histopatologica, proporcionandonos mas informaciéon para el prondstico

del paciente.



Tratamiento

Actualmente, la quimioterapia es la mejor opcion (con o sin la extirpacion quirargica)
para mejorar la esperanza de vida. Los protocolos quimioterapéuticos no curan al
paciente de este padecimiento, pero le puede brindar mayor tiempo de sobrevivencia
con buena calidad de vida. (Rutley et al., 2007, Thilakaratne et al., 2010, Shankel et
al., 2005, Martineau 2002). En algunos casos se recomienda la escision quirurgica,
aquellos en donde se encuentra bien localizado como en la presentacion esplénica y
no se ha diseminado a otros sitios del organismo, la probabilidad de reincidencia es

un factor importante a considerar.



ANTECEDENTES

La resistencia a multiples farmacos (MDR) de las células cancerosas es un tipo de
resistencia de las neoplasias. El mecanismo se caracteriza por una sobreexpresion
de la glucoproteina de membrana Gp170 (Gp-P) que es una bomba de expulsién
(Crouthamel et al., 2010, Ishikawa et al., 2004, Shirasaka et al., 2006, Lemaire et al.,
2007, Thomas et al., 2004) que permite la salida activa de la célula de cierto tipo de
farmacos, como los agentes citotoxicos que incluye a los alcaloides de la vinca
(Vincristina y Vinblastina), las antraciclinas (Doxorubicina) y los taxanos. La
sobreexpresiéon de Gp-P en la célula promueve la resistencia a estos farmacos

(Modlich et al., 2005, Scheffer et al., 2000, Bachmeier et al., 2006).

Se trata de una resistencia cruzada de importantes consecuencias en la clinica. Por
ejemplo, la utilizacibn de Doxorrubicina con su resistencia resultante por MDR,
convierte al LS en resistente a la Vincristina (y al protocolo COP entre otros). La
evidencia de MDR se realiza por determinaciéon del namero de células Gp170
positivas mediante PCR, inmunocitoquimica o inmunohistoquimica. En un estudio de
58 perros con LS se demostré que la sobreexpresiéon de la Gp170 antes de aplicar la
quimioterapia es inversamente proporcional a la tasa de remision y a la duracion de la
supervivencia (Papakonstantinou et al., 2013). Del mismo modo, en el momento de la
recaida, la expresion de la Gp170 es un factor predictivo de la segunda remision y del
tiempo de supervivencia inducido (Ruiz 2002, Huang et al., 2006, Eng et al, 2010,

Korzekwa et al., 2012, Tsakalozou et al., 2013).



Cabe mencionar que la Gp-P se encuentra de manera habitual en células epiteliales
de la mucosa intestinal, en la membrana canalicular de los hepatocitos en higado, en
los tubulos proximales del rifién, asi como en la barrera hematoencefalica y en la
placenta (Crouthamel et al., 2010, Ishikawa et al., 2004). Se sugiere que esta
glucoproteina interviene como una barrera protectora contra agentes citotoxicos
reduciendo su acumulacién intracelular (Ruiz 2002, Sanchez 2006).

En la practica, un valor elevado de la Gp170 expresa una baja probabilidad de
remision clinica completa y de supervivencia larga (Ferreira et al., 2005, Sugimoto et
al., 2011, Mealey et al., 2006, Kuteykin et al., 2010).

Se han realizado estudios del gen MDR1 responsable de la expresion de la Gp-P en
humanos donde se mencionan algunos sustratos, inhibidores e inductores de la Gp-P
(Cuadro 1).

Estudios realizados en cultivos in vitro de células cerebrales de ratas, demostraron el
aumento en la expresién de la Gp-P tras administrar dexametasona, el mecanismo
sugerido indica que el esteroide modula transcripcionalmente la expresion del gen
MDR-1 responsable de la expresion de la Gp-P y de otras proteinas implicadas en el

metabolismo de farmacos como la BRCP y el MRP-2 (Narang et al, 2008).



Cuadro 1. Sustratos, inhibidores e inductores de la Gp-P en humanos.

Farmacos

Sustratos

Inhibidores

Inductores

Oncoliticos

Actinomicina-D, daunorubicina,
mitomicina-C, mitoxantrona 2,
vinblastina 24, vincristina 2,

doxorrubicina, etopdsido #,
everolimus, imatinib, lapatinib,
paclitaxel !, metotrexato 2

Antihipertensivos

Diltiazem 24, losartan ®, talinolol,
aliskiren *7, ambrisentan ?,
carvedilol °, verapamilo *

Nicardipina 2°€, captopril %,

carvedilol *#, diltiazem *®,

doxazosin >1°, felodipino,
reserpina *

Prazosin °

Anti-arritmicos

Digoxina 2, quinidina,
verapamilo, quinidina *

Amiodarona 2°, quinidina,
verapamilo 2, dronedarona,
ranolazina *

metotrexato 2

Antivirales Amprenavir, indinavir, nelfinavir, Indinavir, nelfinavir 12, Amprenavir, indinavir,
2, boceprevir, dasabuvir, boceprevir, cobicistat 7, nelfinavir 24, fosamprenavir
fosamprenavir 7, indinavir, lopinavir, ritonavir, 7, ritonavir 24, saquinavir *,
ritonavir * saquinavir , simeprevir, tipranavir *
telaprevir ’
Antibioticos Eritromicina, levofloxacina, Claritromicina 2=, Rifampina 2
rifampina, tetraciclina 24 eritromicina 12, azitromicina
1
Antimicoticos Itraconazol 24 Itraconazol, ketoconazol *? Clotrimazol *
Inmunosupresores Ciclosporina 22, tracolimus,

Ciclosporina, tracolimus 2

Antidepresivos

Amitriptilina 2

Fuoxentina 2

Neurolépticos

Fenobarbital, Carbamazepina ®

Clorpromazina, fenotiazina 2

Carbamazepina !,
fenobarbital °, fenotiazinas *,
fenitoina *

Opioides

Morfina *

Metadona 2*, meperidina,
pentazocina *

Morfina *

Glucocorticoides

Aldosterona, cortisol 2,
dexametasona #,
metilprednisolona 2

Progesterona 24

Dexametasona 2*

Antiacidos

Ranitidina, cimetidina 2*

Otros

Colchicina *27, loperamida,
domperidona, ondasetron,
apixaban 7, atorvastatina °,
bromocriptina 5%, dabigatran ?,
dapagliflozin 7, domperidona 4,
Empagliflozin , edoxaban 7,
estradiol 4, ezetimibe 8,

fexofenadina ¢, fluvastatina ®,
indacaterol 7, Ivermectina 4,

simvastatina °, suvorexant ’,

Dipiridamol, spirinolactona,
atorvastatina 4, conivaptan
!, fluvastatina °, linagliptina
7, lovastatina %, quercitina *,

tamoxifeno *, ticagrelor,
vorapaxar ’

loperamida 2

Acido retindico 4,
espironolactona °, hierba de
San Juan !

1. FDA, 2.

Annese et al, 2006, 3. Marchetti et al, 2007, 4. Kim 2002, 5. Zhou et al, 2007, 6. Katoh et al, 2000,
7. MEDSAFE, 8. Oswald et al, 2006, 9. Ghanem et al, 2006, 10. Takara et al, 2009, 11. Wang et al, 2006.




JUSTIFICACION

El namero creciente de casos de linfosarcoma canino y la resistencia a la
quimioterapia en varios de ellos, limita el tiempo de remision y la esperanza de vida.
La resistencia a farmacos por la estimulacién en la expresion de la Gp-P como puede
ser el caso de los glucocorticoides demanda una mayor investigacion para mejorar
las estrategias terapéuticas con la finalidad de obtener mayor tiempo de

supervivencia con una buena calidad de vida.



OBJETIVO

Obijetivo general

Evaluar la expresion de la Glucoproteina-P posterior a glucocorticoterapia en

linfosarcoma canino espontaneo.

Obijetivos especificos

1) Determinar la expresion de la glucoproteina-P en linfocitos totales, y de éstos,

los que corresponden al inmunofenotipo T o B en perros sanos.

2) Comparar la expresion de la glucoproteina-P en linfocitos totales, y de éstos,
los que corresponden al inmunofenotipo T o B en perros con inflamacién

cronica antes y después de glucocorticoterapia.

3) Comparar la expresion de la glucoproteina-P en linfocitos totales, y de éstos,
los que corresponden al inmunofenotipo T o B en perros con linfosarcoma

antes y después de glucocorticoterapia.
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HIPOTESIS

La expresion de la Glucoproteina-P aumenta posterior a la glucocorticoterapia en

perros con linfosarcoma canino espontaneo.
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MATERIAL Y METODOS

Diseio experimental

Previo al disefio experimental se determind la expresion de la Gp-P en perros
clinicamente sanos (n=5) con la finalidad de corroborar que esta proteina se

expresa de manera normal en linfocitos de pacientes sanos.
Procedimiento
Se seleccionaron 15 perros en 3 grupos:

e Grupo |. Perros clinicamente sanos (n=5).
e Grupo Il (testigo). Perros con proceso inflamatorio (n=5).

e Grupo lll. Perros con linfosarcoma (n=5).

Los perros de los tres grupos fueron seleccionados de clinicas y hospitales de la

ciudad de México.

A los perros del grupo | se les tomd una muestra por puncion con aguja fina (22 Ga)
de linfonodos cervical superficial y/o popliteo, para la determinacion de la expresion

de la glucoproteina-P por citometria de flujo.

A los perros del grupo Il se les realizo el muestreo del linfonodo cervical superficial o

popliteo, con una aguja hipodérmica (22 Ga) en 3 momentos:
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1) La primera muestra, antes de la corticoterapia. Para conocer la expresion de la
Gp-P basal en una situacién de inflamacion.

2) La segunda muestra, al 5° dia de corticoterapia. Con la finalidad de verificar si
la corticoterapia causa un incremento de expresion de la Gp-P con respecto a
la basal.

3) La tercera muestra, 5 dias después de terminada la terapia. Con la finalidad de
evaluar la persistencia del efecto de los glucocorticoides con respecto a la

expresion de la Gp-P.

La dexametasona fue empleada a dosis de 0.25 mg/ kg /5 dias.

A los animales del grupo Ill con linfadenomegalia se les realizé la puncién con aguja
fina, se prepararon frotis secados al aire y tefiidos con Jorvet Dip Quick Stain™ para
el diagndstico citologico de LS. Al igual que al grupo Il de inflamacién, a cada animal

con diagndstico de LS se le muestred en 3 ocasiones:

1) La primera muestra, antes de la corticoterapia. Para conocer la expresion de
Gp-P basal en casos de linfosarcoma espontaneo.

2) La segunda muestra, al 5° dia con corticoterapia. Con la finalidad de verificar
si la corticoterapia causa un incremento de expresion de la Gp-P en las células
neoplasicas con respecto a la basal.

3) La tercera muestra, 5 dias después de terminada la terapia. Con la finalidad de
evaluar la persistencia del efecto de los glucocorticoides con respecto a la

expresion de Gp-P en los linfocitos.
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Mediante citometria de flujo se determind la expresion de la Gp-P en los linfocitos

totales, y se diferenciaron en inmunofenotipo T o B en los 3 grupos de estudio.

Preparacién de la muestras

A cada muestra obtenida por aspiracion con aguja fina de linfonodo se le dispuso en
suspension con solucidn buffer fosfato PBS (1 mL). Se conservo 0.5 mL de cada
suspension celular sin marcar con anticuerpos para posteriormente utilizarles como
referencia de su auto fluorescencia en la lectura por citometria. Al resto de la
muestra (0.5 mL) se le agregd 2 pL del anticuerpo conjugado CD3/PE (ficoeritrina)
mas 2 uL del anticuerpo primario Gp-P y se le incub6é por 30 minutos a 4°C.
Después se agregd 2 uL del anticuerpo secundario para Gp-P marcado con FITC

(isotiocinato de fluoresceina) y se incub6 por 30 minutos a 4°C.

Posteriormente, la muestra se centrifugd a 1,350 x g durante 5 minutos, paso
seguido se decantd el exceso del liquido y se disolvio el boton celular agitando
suavemente el tubo. Una vez disuelto el botén se le agregd 2 yL del anticuerpo
primario CD21 y se incub6 por 30 minutos a 4°C. Después se le adicion6 2 uL del
anticuerpo secundario para CD21 marcado con APC (aloficocianina) y se incubo

durante 30 minutos a 4°C.

Por ultimo, se centrifugé a 1,350 x g durante 5 minutos, después se decanto el
exceso, se disolvio el botdn celular agitando suavemente el tubo y se le agregd 900
ML de agua bidestilada y 100 pL de solucion de lisis para preservar mejor la muestra

hasta su momento de lectura en el citometro de flujo.
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Descripcion de la muestra (animales)

Muestra bioldgica - Linfocitos obtenidos de linfonodos cervical superficial y/o popliteo.

Edad - La edad de los animales fue de 2 a 12 afios.

Género - Se aceptaron tanto hembras como machos, esterilizados.

Criterios de inclusion

Grupo. |.- Examen clinico completo, hemograma, perfil bioquimico y urianalisis
sin evidencia de alteraciones clinicas ni en los analisis.

Grupo. Il.- Diagnéstico al examen clinico completo, hemograma, perfil
bioquimico y urianalisis de un proceso inflamatorio.

Grupo. lll.- Diagnéstico citolégico de linfosarcoma y evaluacién del

hemograma, perfil bioquimico y urianalisis como complementarios.

Criterios de exclusion

Datos incompletos.

Incumplimiento de la terapia.

Muerte prematura.

Retiro del animal antes del término de la fase experimental.

Si ademas de la dosis de dexametasona estipulada en el proyecto, se le

administré algun farmaco inductor de los enlistados en el cuadro 1.
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e Se excluyeron perros de razas puras Collie, Pastor Australiano, Pastor de
Shetland, Pastor Inglés, Pastor Aleman, Border Collie y Whippet de pelo largo,
por ser deficientes en la Gp-P: (Karriker et al., 2007, Binns et al., 2007,
Edwards et al., 2003, Mizukami et al., 2012, Geyer et al., 2012, Mizukami et

al., 2013, Kitamura et al., 2008).

Estandarizacién del equipo

Citémetro de flujo modelo FACSCalibur BD (Biosciences®, San José California USA).

(BDFACSCalibur 2007)

Presién de fluido envolvente

4.5 PSI, con una frecuencia de la muestra de aproximadamente 6 m/segundo, y una

velocidad de la muestra de 2,000 células por segundo (BDFACSCalibur 2007).

Fuente de luz v filtros opticos

El instrumento no ha sido alterado y mantiene 2 laseres con la configuracién de

fabrica (Cuadro 2). (BDFACSCalibur 2007)

Eleccion de Anticuerpos

Se utilizé un marcador de superficie para el gen MDR-1 humano, el cual se verifico su
porcentaje de homologia con el gen especifico del perro (Anexo 1), coincidiendo con
el gen humano en un 91%. El empleo de marcadores de superficie donde los
anticuerpos, actuan mediante reaccion cruzada con los de otras especies, con

frecuencia se ha utilizado en otros estudios. También se utilizaron los marcadores
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CD3 para linfocitos T y CD21 para linfocitos B, especificos para la especie canina
(Cuadro 3), (Kuteykin et al., 2010, NLM-PubMed-2014, Papakonstantinou et al., 2013,
Li et al., 2013, Piedras et al., 2006).

Las muestras se almacenaron en refrigeracion (4°C). Los reactivos fotosensibles se
protegieron de la luz directa en el momento de almacenarse y durante su manejo.

Como control negativo se utilizaron células sin tefiir.

Analisis estadistico de resultados

Se realiz6 el analisis estadistico del numero de linfocitos que expresaron la Gp-P de
los perros pertenecientes al grupo Il con inflamacion cronica; antes, al término de la
glucocorticoterapia y una semana después y de los perros del grupo Ill con
linfosarcoma canino, antes, al término de la glucocorticoterapia y 5 dias después. La
lectura por citometria de flujo de cada muestra, incluyé un niumero mayor a 5,000

eventos por evaluacioén.

El analisis de los datos obtenidos se realizé6 mediante la prueba paramétrica “t de
Student” para muestras relacionadas; previamente se corroboré que los datos
presentaren un comportamiento normalizado. Para todas las pruebas se empled el
programa estadistico SPSS-20 y el programa estadistico SAS-V8. Se considerd una

p < 0.05 como diferencia significativa.
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- FL-1 FITC 530/30 nm

- 530/30 nm 15 mW
- PE 585/42 nm

- 670 nm
- 670 nm
- APC 661/16 nm 10 mW
Oiodorofo)

- Anti P-glycoprotein (1°) Abcam ab10333 IgG2a
- 1gG2a (2°) FITC Abcam ab79092 1gG1
- Anti CD3 (c) PE Abcam ab22268 IgG2a
- Anti CD21 (1°) Abcam ab1090 1gG1
- IgG1 (2°) APC Abcam ab130786 IgG
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Resultados

Se evaluaron 7 perros clinicamente sanos, de los cuales se seleccionaron 5 para
conformar al grupo control; asi mismo se evaluaron 18 perros con la finalidad de
determinar si tenian o no inflamacion; de éstos se seleccionaron 5 con diagndstico de
dermatitis idiopatica (2), fractura de tibia por traumatismo (1), enfermedad intestinal

cronica (1) y osteoartritis (1).

De los 21 perros con linfadenomegalia, unicamente 10 tuvieron linfosarcoma, se

seleccionaron a 5 para el grupo con LS (Figura 1).

Los resultados del hemograma realizado en la poblacion experimental se muestran
en el cuadro 4. Ademas se complementd esta informacion con los datos del perfil
bioquimico y urianalisis, para corroborar su estado de salud; determinar si estaban
sanos (grupo control) o bien para confirmar la presencia de inflamacién y otras

alteraciones concomitantes al diagnéstico de inflamacion y linfosarcoma.
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Cuadro 4. Alteraciones en el hemograma en los diferentes grupos.

Grupo Ht Plaqg. Leuco. Neut. Linfo. Mono. Eosin. Basé.
Unidad L/L X10%/L X10%/L X10%/L X109/L X10%/L X10%/L X10%/L
Valor de referencia 0.37-0.55 200-600 6.0-17.0 3.0-11.5 1.0-4.8 0.1-1.4 0.1-0.9 0-500/pl

SANOS
1 IR IR IR IR IR IR IR IR
2 IR IR IR IR IR IR IR IR
3 IR IR IR 12.0 IR IR IR IR
4 IR IR IR IR IR IR IR IR
5 IR IR IR IR IR IR 1.2 IR

INFLAMACION
Dermatitis atépica IR IR IR 13.7 5.0 IR IR IR
Dermatitis atépica IR IR IR IR IR IR IR IR
Fractura de tibia IR IR IR 15.2 6.0 4.2 IR IR
Enteritis crénica IR IR IR 13.6 IR IR IR IR
Osteoartritis IR IR IR 12.0 IR 3.0 IR IR
LINFOSARCOMA
1(T) 0.29 IR 27.0 16.0 IR IR IR IR
2 (B) 0.32 IR IR 2.9 9.1 IR IR IR
3 (M 0.27 IR IR IR 5.5 IR 1.4 IR
4 (B) 0.24 120 24.1 12.6 IR IR IR IR
5 (M) 0.26 101 22.0 14.3 5.0 IR IR 518

SA: sin alteraciones. Plaq.: Plaguetas, Leuco.: leucocitos, Neut.: neutréfilos, Linfo.: linfocitos, Mono.: monocitos, Eosin.:
eosindfilos, Baso.: baséfilos. IR: En intervalo de referencia.
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Expresion de la Gp-P en perros clinicamente sanos (Grupo 1)

Se determind la expresion de la Gp-P en 5 perros del grupo |, donde se obtuvo la
expresion de Gp-P en el 11.8% de los linfocitos totales del perro 1, el 89% de la
expresion fue de linfocitos By 11% en los T. En el perro 2 la expresion de Gp-P fue
41.3% de linfocitos totales, de los cuales un 80% corresponden a linfocitos B y un
20% a linfocitos T. La expresiéon de Gp-P en los linfocitos totales en el perro 3 fue de
31.1%, con un 92% de linfocitos B y un 8% de linfocitos T. En el perro 4 la expresion
de Gp-P en los linfocitos totales fue de 78.3% con 52% de linfocitos B y 48% de
linfocitos T. Y en el perro 5 la expresién de Gp-P en linfocitos totales fue de 96.6%

con 75% de linfocitos B y 25% de linfocitos T. (Cuadro 5)

Expresion de la Gp-P en los grupos experimentales

Los resultados obtenidos al evaluar la expresién de Gp-P en linfocitos totales; y la
proporcion de estos que corresponden a linfocitos T y B en las tres etapas de
investigacién (antes de la terapia, al 5° dia de corticoterapia, y 5 dias después de
terminar el tratamiento) para el grupo Il - con inflamacién crénica, se muestran en el
cuadro 6. Del mismo modo, los resultados obtenidos para el grupo Ill con

linfosarcoma se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 5. Linfocitos (+) a Gp-P en perros clinicamente sanos sin corticoterapia. N=6500 eventos totales

Perro | Perro 11 Perro 111 Perro IV Perro V X D.S.
Linfocitos totales Gp-P+ 767 2684 2021 5089 6279 3368 2263
Linfocitos T (n / %0) 84 /11 537 / 20 162/8 2443 / 48 1570/ 25 959 / 28 1019
Linfocitos B (n /7 %0) 683/ 89 2147/ 80 1859 / 92 2646 / 52 4709/ 75 2409 / 72 1474

Gp-P. Glucoproteina-P, X. Promedio, D.S. Desviacion estandar.

Cuadro 6. Linfocitos (+) a Gp-P en el grupo 11 (perros con inflamacién) antes, al término y 5 dias posteriores a la

corticoterapia. N=6500 eventos totales

Inflamacién Perro | Perro 11 Perro 111 Perro IV Perro V X D.S.
Antes/ corticoterapia 4745 1131 1540 5752 779 2789 2289
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n / %0) 2467 / 52 452 / 40 1078 / 70 2588 / 45 296 / 38 1376 / 49 1092
Linfocitos B (n / %0) 2278 /48 679/ 60 462 /30 3164 /55 483/ 62 1413/ 51 1237
5 dias/ corticoterapia
. . 4609 1736 2587 2894 572 2480 1492
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n / %0) 4148 / 90 660 / 38 1086 / 42 1129/ 39 280/ 49 1461/ 59 1542
Linfocitos B (n / %0) 461/ 10 1076 / 62 1501 / 58 1765/ 61 292 /51 1019 / 41 639
5 dias/ post corticoterapia
) . 3471 1573 3263 333 872 1902 1409
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n /7 %) 2950 / 85 1101 / 70 2121/ 65 97 /29 680/ 78 1390/ 73 1143
Linfocitos B (n / %0) 521/ 15 472730 1142/ 35 236/ 71 192/ 22 513/ 27 380
DIFERENCIA ENTRE: AC VS 5d/CC AC VS 5 d/PC 5 d/CC VS 5/PC Interpretacion
Linfocitos totales 0.336 0.255 0.189 Sin diferencia significativa
Linfocitos T 0.437 0.492 0.440 Sin diferencia significativa
Linfocitos B 0.252 0.116 0.072 Sin diferencia significativa

Gp-P. Glucoproteina-P, X. Promedio, D.S. Desviacién estandar, d. dias, AC. Antes de la corticoterapia, CC. Con corticoterapia, PC. Post

corticoterapia.
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Cuadro 7. Linfocitos (+) a Gp-P en el grupo 111 (perros con linfosarcoma) antes, al término y 5 dias posteriores a la

corticoterapia. N=6500 eventos totales

Linfosarcoma Perro | Perro 11 Perro 111 Perro IV Perro V X D.S.
Antes/ corticoterapia
) ) 4732 5701 4365 4840 1543 4236 1583
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n /7 %) 3880 / 82 1824 /32 4365 / 100 2081 / 43 787 /51 2587 / 61 1493
Linfocitos B (n / %6) 852 /18 3877 /68 2759/ 57 756 / 49 1649 / 39 1608
5 dias/ corticoterapia
L 5915 6377 3133 4701 3657 4757 1398
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n /7 %) 2425/ 41 956 / 15 940/ 30 1880 / 40 2743/ 75 1789/ 38 827
Linfocitos B (n / %0) 3490 / 59 5421/ 85 2193/ 70 2821 / 60 914/ 25 2968 / 62 1668
5 dias/ post corticoterapia
) ) 6201 5662 4368 3145 1809 4237 1802
(linfocitos totales Gp-P+)
Linfocitos T (n / %) 1860 / 30 566 / 10 1791/ 41 629 / 20 579/ 32 1085 / 26 677
Linfocitos B (n / %0) 4341 /70 5096 / 90 2577 / 59 2516 / 80 1230/ 68 3152/ 74 1551
DIFERENCIA ENTRE: AC VS 5d/CC Ac VS 5 d/PC 5d/CC VS 5/PC Interpretacion
Linfocitos totales 0.21 0.50 0.21 Sin diferencia significativa
Linfocitos T 0.463 0.010 * 0.169 * Diferencia significativa por
disminucion.
Linfocitos B 0.033 ** 0.046 ** 0.228 ** Diferencia significativa por
incremento

Gp-P. Glucoproteina-P, X. Promedio, D.S. Desviacién estandar, d. dias, AC. Antes de la corticoterapia, CC. Con corticoterapia, PC. Post

corticoterapia.
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El promedio en la expresion de la Gp-P en cada uno de los 3 grupos (clinicamente
sanos, con inflamacion crénica y con linfosarcoma) durante las diferentes etapas del
proyecto se muestran en la figura 2. En el grupo con inflamacion, se realizé una
subdivision de los linfocitos totales; en las poblaciones de linfocitos T y B (Figura 3),
no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre la expresion de Gp-

P antes, durante y posterior a la glucocorticoterapia.

Para el grupo con linfosarcoma, los linfocitos totales que expresaron la Gp-P se
subdividieron en las poblaciones de linfocitos T y B (Figura 4), al comparar los
promedios antes, durante y posterior a la glucocorticoterapia se obtuvieron los

siguientes resultados:

e La diferencia del promedio de linfocitos T positivos a Gp-P antes de la
glucocorticoterapia y 5 dias posteriores al término la terapia (LT/AC vs LT/PC)
fue de p=0.010; lo que representa una diferencia estadisticamente significativa
entre el valor basal (AC) y el valor final (PC) el cual fue en decremento para la

poblacion de linfocitos T.

e En el caso de los linfocitos B positivos a Gp-P, en la comparaciéon realizada
entre el promedio antes de la glucocorticoterapia y al finalizar el 5° dia de la
terapia (LB/AC vs LB/CC) la diferencia fue de p=0.033; concluyendo que existe
una diferencia estadisticamente significativa entre el valor basal de Gp-P vy al
término del tratamiento, comprobando que tras la administracion del esteroide

se incrementd el valor de la proteina.
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Al comparar el promedio de linfocitos B positivos a Gp-P antes de la
glucocorticoterapia con el de 5 dias posteriores al término de la terapia (LB/AC
vs LB/PC) la diferencia obtenida fue de p=0.046; significando que hay una
diferencia estadisticamente significativa entre el valor basal de Gp-P y el valor
de la misma 5 dias posteriores de terminada la terapia. Del mismo modo que
en la comparacion (LB/AC vs LB/CC) se demuestra que el tratamiento con
esteroide eleva el valor de la Gp-P aun tras suspenderse su administracién por

una semana.
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después (PC); en los 3 grupos de investigadadn.
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El grupo control mostré la expresion de la glucoproteina-P en linfocitos de perros
sanos, que coincide con lo reportado en hepatocitos, células epiteliales renales,
enterocitos, células pancreaticas, células de la corteza adrenal, células de la barrera
hematoencefalica y células de tejido linfocitico. (Crouthamel et al, 2010) (Leonessa et

al, 2003).

La sobreexpresion de la Gp-P después de administrar terapia con esteroides se ha
reportado en estudios de cancer de mama en humanos (Leonessa et al, 2003, Choi
2005) donde se mencionan como ejemplos de inductores para esta proteina a la
aldosterona, corticosterona, cortisol y dexametasona. En estudios de cardiologia
clinica en humanos (Rodriguez |, et al, 1999, Wessler D, et al, 2013) se mencionan a
los esteroides aldosterona y dexametasona como inductores para la Gp-P. En
estudios realizados en ratas (Yumoto R, et al, 2001) se midi6 la Gp-P con un pre
tratamiento de dexametasona, y se observé que el esteroide modificaba la expresion
de la proteina en cuestion. En estudios de resistencia a la quimioterapia en humanos
(Lehne 2000) donde se citan al cortisol y a la aldosterona como inductores de la Gp-
P; en estudios sobre desarrollo de farmacos (Fortuna A, et al, 2011), realizan pruebas
in vivo e in vitro y reportan como inductores de la Gp-P a la dexametasona y
metilprednisolona. Esto representa una nueva linea de investigacién en el caso del
linfosarcoma canino, pues los glucocorticoides estan incluidos en varios protocolos

oncoliticos y no se sabe si este elemento repercute al final con una pronta resistencia



a la quimioterapia. Se requieren estudios sobre el impacto en la evolucion de

linfosarcoma en las diferentes presentaciones morfologicas e inmunofenotipicas.

En el grupo 3 la expresion de la Gp-P posterior a la glucocorticoterapia fue superior
en los linfocitos B en comparacion con los T; similar a lo que sucede con los linfocitos
B en la leucemia linfocitica cronica de células B (B-CLL), donde se sugiere que la Gp-
P tiene un efecto protector sobre los linfocitos de B-CLL confiriéndoles una resistencia
a la apoptosis (Jamroziak et al, 2004). O como ocurre con la CD200 que es una
glucoproteina de membrana al igual que la Gp-P, la cual suprime la respuesta inmune
antineoplasica en un modelo animal de B-CLL, y se ha estudiado su expresion en
trastornos linfoproliferativos de células B como la B-CLL, linfosarcoma linfocitico de
células pequenas, la leucemia de células pilosas y en células inmunorreactivas para
esta proteina en el linfoma tipo Hodgkin, esta glucoproteina también se expresa en un

subconjunto de células T (Dorfman et al, 2010).

Los linfocitos T neoplasicos aparentemente no incrementan su produccién de la Gp-P
después de la corticoterapia, es posible que su disminucién numérica causada por el
farmaco tenga un efecto negativo al tener un efecto linfocitolitico y de disminucion de

la blastogénesis de los linfocitos T (Rev Cub Farm 2011).

La dificultad para la recoleccion de muestras se debié a que en el caso de los perros
con linfosarcoma, no todos los propietarios accedieron al tratamiento con
glucocorticoides, y algunos optaron por retirar al paciente del proyecto o bien por la
eutanasia. De los perros con inflamacién se retiraron aquellos que no respetaron los

protocolos de tratamiento o no regresaron al muestreo posterior para ser evaluados.
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Conclusiones

El tratamiento con dexametasona en los perros con linfosarcoma produce un
aumento en la expresion de la Gp-P. En animales con inflamacion crénica no parece
producir induccién de la Gp-P en linfocitos B ni T normales. Esto permite pensar que
la expresion de la Gp-P se regula cuando menos en parte, por la administracion de

dexametasona en perros con linfosarcoma.

El incremento de la expresion de la Gp-P en los casos de linfosarcoma fue mayor en
la poblacién de linfocitos B. Resta definir si en caso de linfosarcoma con predominio
T, los linfocitos B son normales o también son neoplasicos, eso explicaria el
incremento de la expresidon de la Gp-P en practicamente todos los casos de

linfosarcoma en esta estirpe celular.

La administracion de esteroides antes de la quimioterapia en pacientes con
linfosarcoma, puede ser un factor en el desarrollo de resistencia a farmacos y afectar

la respuesta a los protocolos quimioterapéuticos.

Se requiere profundizar este estudio en animales con linfosarcoma de linfocitos T y

también en los diferentes protocolos en donde se emplean sustratos de la Gp-P.



Abreviaturas y siglas

ALT — Alanina aminotransferasa.

APC — Aloficocianina.

B-CLL — Leucemia linfocitica crénica de células B.
FA — Fosfatasa alcalina.

FACS - Fluorescence Activated Cell Sorting.
FITC — Isotiocianato de fluoresceina.

FSC — Forward scatter.

Gp-P — Glucoproteina-P

GP-170 — Glucoproteina-P (170 kDa).

LS - Linfosarcoma canino.

MDR - Resistencia a multiples farmacos.
OMS - Organizacion Mundial de la Salud.
PAF — Puncion con aguja fina.

PE — Ficoeritrina.

PET — Tomografia por emision de positrones.

SSC - Side scatter.
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Figura 1. Porcentaje de homologia entre el gen MDR-1 canino VS el gen MDR-1 humano.
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