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RESUMEN

Introduccién. El linfoma canino (LC) representa del 7-24% de todas las
neoplasias en esta especie y hasta el 85% de las neoplasias hematopoyéticas.
Histologicamente, la mayoria de los linfomas caninos son de células grandes de
alto a intermedio grado de malignidad y los de bajo grado de malignidad son poco
frecuentes. Inmunofenotipicamente se reporta que los linfomas de estirpe B son
mas frecuentes y de mejor pronostico que los T; sin embargo, hasta la fecha poco
se sabe respecto a la evaluacion del inmunofenotipo, tipo histolégico y grado de
malignidad asi como de la expresion de otros marcadores pronosticos.
El objetivo de este trabajo fue realizar la clasificacion histolégica e
inmunofenotipica en muestras de linfoma canino, asi como evaluar el indice de
proliferacion y expresion de vimentina y MUM-1 como factores prondsticos.
Materiales y métodos. Se obtuvieron 41 muestras de tejidos incluidos en parafina
con diagnostico de linfoma canino; como controles se utilizaron ganglios linfaticos
de 25 perros normales diferentes, sin afectacion de ganglio linfatico. La
clasificacion histolégica se realiz6 considerando la arquitectura del ganglio, el
indice mitotico y el tipo celular mediante la técnica de hematoxilina-eosina, para
determinar el inmunofenotipo se empled la técnica inmunohistoquimica en un
arreglo de tejidos, se emplearon anticuerpos anti CD3, PAX5, CD56, vimentina, Ki-
67 y MUM-1.
Resultados. Histolégicamente, el 97.6% de las muestras presentaron un patron
difuso, con 6 tipos celulares diferentes: linfoma difuso de células grandes no
hendidas, linfoma difuso de células pequefias no hendidas, linfoma difuso de
células intermedias no hendidas, linfoma difuso mixto de células no hendidas,
linfoma difuso de células pequefias con diferenciacion plasmocitoide y linfoma
folicular mixto de células no hendidas. De acuerdo al grado de malignidad se
encontré que el 48.8% fueron de grado bajo, seguidos del alto grado (31.7%) y
grado intermedio (19.5%). Inmunofenotipicamente, se encontrdé un predominio de
la estirpe T (39.0%), mientras que la estirpe B y los linfomas no B/no T
representaron el 29.3% cada uno, se detectdé aunque con baja frecuencia, linfoma
de células NK (2.4%). La expresion de la proteina MUM-1 se detecté en menos del
5% de los casos. El indice de proliferacion incrementado se presentd en el 65.8%
de los casos y la vimentina en el 87.8% de los casos.
Conclusiones. La clasificacion histologica en base al tipo histolégico no se
correlaciona con el inmunofenotipo y el indice de proliferacién, mientras que de
acuerdo al grado de malignidad si hay correlacion con el inmunofenotipo e indice
de proliferacion. Los linfomas de estirpe T son mas frecuentes en esta poblacion y
existe una baja incidencia de linfomas de células NK. La expresién de Ki-67 no se
relacion6 como factor prondstico confiable. La frecuencia de expresion de MUM-1
es baja en linfoma canino y la expresion de vimentina sirve para confirmar el
origen mesenquimatoso de la neoplasia.

iv



ABSTRACT

The canine lymphoma (CL) represents from 7 to 24% of all neoplasms on this
species, and the 85% of all haematopoietic neoplasms. Hystologically most of the
canine lymphoma are represented by large cells with high to intermediate grade of
malignancy while the low degree of malignancy is less frequent. B cells lymphomas
are more frequent and less dangerous than T cells lymphoma. However, studies
about immunophenotype, histological pattern, malignancy grade, as well as, other
prognostic markers are very limited.

The aim of this study is the immunophenotypic and histological classification of
samples from canine lymphoma and to evaluate the proliferation index and
expression of other prognostic markers.

Materials and methods.41 paraffin embedded tissues diagnosticated with canine
lymphoma were analyzed. Lymph nodes from 25 different healthy dogs were used
as control. The classification was made considering the lymph node architecture,
the mitotic index and the cellular type using the hematoxylin & eosin technique. In
order to determine Immunophenotyping, the following antibodies were used: CD3,
PAXS5, CD56, vimentine, ki-67 and MUM-1.

Results: Histologically 97.6% of samples showed a diffuse pattern with 6 different
cellular types: diffuse lymphoma of large non cleaved cells, diffuse lymphoma of
small non cleaved cells, diffuse lymphoma of intermediate non cleaved cells,
diffuse lymphoma mixed of non cleaved cells, diffuse lymphoma of small cells with
plasmacytoid differentiation and finally, follicular lymphoma mixed of non cleaved
cells. According to the degree of malignancy rate, 48.8% were considered low,
31.7% high and 19.5% intermediate. Immunophenotypically 39% of cases exhibed
T lineage, 29.3% were B lineage and non B/non T lymphoma each one and 2.4%
NK lymphoma. Mum-1 protein expression was detected in at least 5 % from the
subjects.Increased Proliferation index was detected in 65% of subjects and the
vimentine in the 87.8% of subjects.

Conclusions. The histological classification based on cellular type did not show
correlation with immunophenotype neither with proliferation rate. On other hand,
proliferation rate and cellular immunophenotype were correlated with malignance
degree. In this study, T lineage lymphoma was the most frequent, whereas
incidence of NK-cell lymphomas was detected only in a low percentage. Ki-67
expression did not show to be useful prognostic factor. Also,MUM-1 expression in
canine lymphoma was infrequent. The mesenchymal origin of the neoplasm was
confirmed by vimentin expression.



l. INTRODUCCION

El linfoma se define como una proliferacion clonal de linfocitos malignos en tejidos
sélidos como ganglios linfaticos, médula 6sea y 6rganos viscerales. El linfoma
canino (LC) es una neoplasia espontanea, natural y similar en presentaciéon
clinica, etiologia y factores prondsticos al linfoma no-Hodgkin (LNH) de los seres

humanos. (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Fournel-Fleury y cols., 1997; Meuten, 2002; Stanislaw,
2007; Tozon y cols., 2003).

El LC es el tercer tipo de cancer mas frecuente en el perro y representa hasta el
85% de las neoplasias hematopoyéticas; la incidencia anual es de 13 a 30 casos
por cada 100,000 perros. Estudios realizados en humanos y en perros han
demostrado que la prevalencia de los distintos subtipos de linfoma depende en
gran medida de la regién geografica. La edad de presentacién oscila entre los 5y

9 afos, aunque puede presentarse a cualquier edad (Alvarez y cols., 2009; Guija de
Arespacochaga y cols., 2007; Dhaliwal y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001; Meuten 2002).

Los perros con linfoma que responden bien al tratamiento alcanzan una sobrevida
de al menos 8 a 12 meses, aunque rara vez se cura, mientras que aquellos
pacientes sin respuesta favorable, sobreviven en promedio de 6 a 8 semanas.
Esta variabilidad se asocia con el hecho de que los subtipos de linfoma tienen un
pronéstico distinto y requieren tratamientos diferentes, por lo que el conocimiento
y clasificacion de los subtipos de linfoma permite seleccionar un tratamiento
adecuado, reducir el sufrimiento de los pacientes y evitar costos innecesarios al

propietario (Guija de Arespacochaga y cols., 2007; Teske y cols., 1994)

I.I. Etiologia.

Se considera que el linfoma es una enfermedad multifactorial sin una etiologia
clara confirmada; sin embargo, se postulan algunos factores como predisposicion
genética, aberraciones cromosomicas, exposicién a quimicos, radiaciébn o campos
electromagnéticos; la infeccion viral no ha sido bien documentada en esta especie

(Dhaliwal y Kitchell, 2003; Kelsey y cols., 1998; Meuten, 2002; Morris y Dobson, 2002; Sueiro y
cols., 2005.)



a) Predisposicion genética.

Teske y cols., 1994, reportaron linfoma en una familia de rottweilers (ambos
padres y tres de los cuatro hermanos de una misma camada). Se ha informado
mayor incidencia de presentacibn en ciertas razas puras como boxer, san
bernardo, terrier escocés, basset hound, airedale terrier, bulldog inglés, chow
chow, pastor aleman, cobrador dorado, cobrador de labrador, cocker spaniel,
poodle, rottweiler, mientras que hay menor incidencia en otras como dachshund y

pomerania (Alvarez cols., 2009; Baskin y cols., 2000; Meuten, 2002; Morrison, 1998; Sueiro y
cols., 2005.)

b) Aberraciones cromosémicas.

Existen escasos estudios citogenéticos en el perro, debido a la dificultad para
realizar el cariotipo que consta de 76 cromosomas acrocéntricos. En los datos
publicados, 25% de los casos que presentaron trisomia del cromosoma 13, se
relacionaron con incremento en la duracion de la primera remision y tiempo de
sobrevida en comparacibn con aquellos perros con otras alteraciones
cromosodmicas. Otras trisomias reportadas son las de los cromosomas 20, 30 y 37,
asi como tetrasomia del cromosoma 9 (Meuten, 2002; Winkler y cols., 2005). En un
estudio por citometria de flujo sobre ploidias en linfoma canino se encontr6 que

mas del 70% de los casos fueron diploides y cerca del 20 % aneuploides (Dhaliwal y
Kitchell, 2003; Thomas y cols., 2001; Thomas y cols., 2003; Winkler y cols., 2005).

c) Exposicién a quimicos.

Se ha sugerido que la exposicidbn a algunos herbicidas particularmente el 2-4
diclorofenoxiacético, incrementa el riesgo en los perros para padecer linfoma. En
algunos estudios se demostro que el desarrollo del linfoma en perros es dos veces
mayor, cuando el propietario ha aplicado este herbicida mas de cuatro veces al

afio en su propiedad. (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Alvarez y cols., 2009; Meuten, 2002)



d) Campos electromagnéticos.

Los campos electromagnéticos de baja frecuencia (50-60 Hz) creados por
corrientes eléctricas en los hogares, se han relacionado con el desarrollo de
cancer en niflos, especialmente con leucemia; asi mismo, con enfermedades
linfoides malignas en el adulto. Esta relacion también se ha considerado como

causa de incremento en el desarrollo de linfoma en el perro (Kelsey y cols., 1998,
Meuten, 2002, Sueiro y cols., 2005).

e) Factores inmunoldgicos.

Existen algunos reportes (Dobson, 2001; Greenle, 1990, Meuten, 2002) que revelan una
asociacion entre el sistema inmune o0 autoinmunidad y neoplasias
hematopoyéticas en perros.

Keller (1992), mostr6 que perros con trombocitopenia mediada por
autoanticuerpos, tenian mayor incidencia de padecer linfoma que aquellos sin
este padecimiento; asi mismo, un perro desarrollo linfoma multicéntrico siete

meses después del diagndstico de pénfigo cutaneo.

I.Il. Clasificacién histologica.

Existen varios sistemas de clasificacién para esta neoplasia, la mayoria de ellos
basados en la morfologia celular e inmunofenotipo, los cuales son relevantes para
la terapia. Actualmente, en medicina veterinaria se emplea con mayor frecuencia
el esquema del National Cancer Institute - Working Formulation (NCI-WF) la cual
toma en consideracién la arquitectura del ganglio (difuso o folicular), el indice
mitético (bajo, intermedio y alto grado), el tamafio del nicleo (grande o pequefio) y
la forma del nucleo (hendido y no hendido) a los cuales se les atribuye una posible

relacion con el pronostico de la enfermedad (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion histolégica de los linfomas no Hodgkin del National Cancer
Institute-Working Formulation (NCI-WF)

Linfomas de bajo grado
¢ Linfocitico o plasmaocitico de células pequefias
¢ Folicular predominantemente de células pequefias hendidas
¢ Folicular mixto de células grandes y pequefias
Linfomas de grado intermedio
Folicular con predominio de células grandes
Difuso de células pequefias hendidas
Difuso mixto de células pequefias y grandes
e Difuso de células grandes (hendidas/no hendidas)
Linfomas de alto grado
e Difuso inmunobléstico
e Difuso linfoblastico
e Difuso de células pequefias no hendidas (tipo Burkitt)

El tamafio celular se determina en relacion al diametro de los eritrocitos. Ndcleos
pequefios tienen 1 a 1.5 veces el didmetro del eritrocito, mientras que los ndcleos
grandes presentan tamafos iguales o mayores a 2 eritrocitos. El indice mitético se
considera bajo cuando se observan de 0 a 2 mitosis por campo 40X, de 3 a 5
mitosis se considera grado intermedio y alto grado cuando hay mas de 6 mitosis

por campo 40X. (Guija de Arespacochaga y cols., 2007; Meuten, 2002; Fournel-Fleury y cols.,
1997).

El esquema que la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) definié6 para la
especie canina basado en la morfologia celular e inmunofenotipo generalmente

no se emplea de manera rutinaria (Guija de Arespacochaga y cols., 2007, Carter y cols.,
1986, Dhaliwal y Kitchell, 2003, Meuten, 2002, Morris y Dobson, 2002, Morrison, 1998).

Se ha demostrado que los tumores de alto grado de malignidad responden mejor a
la quimioterapia que los de bajo grado. Los perros con linfoma de bajo grado
tienden a presentar una enfermedad progresiva lenta y viven relativamente mas
tiempo sin tratamiento intensivo, sin embargo, este tipo es poco frecuente en
perros. El tipo de linfoma mas frecuente en esta especie, es de intermedio a alto

grado de malignidad y compuesto principalmente de células grandes (Guija de

Arespacochaga y cols., 2007; Dhaliwal y col., 2003; Fournel-Fleury y cols., 1997; Meuten, 2002;
Morris y Dobson, 2002; Morrison, 1998).



I.IIl. Biologia.

La etiopatogenia molecular del linfoma en perros se desconoce en gran medida,
en la especie humana se conoce acerca de la histogénesis del linfoma derivado de

las células B, pero aun es poco claro el que se origina de los linfocitos T.

Como en la mayoria de los tipos de cancer, la patogenia del linfoma representa un
proceso que involucra la acumulacion progresiva y clonal de lesiones genéticas
multiples, que afectan protooncogenes y genes supresores de tumores. La teoria
en tumores de origen linfoide es que los desérdenes de estas células se
caracterizan por representar una maduracion detenida en varios estadios de la

diferenciacion normal.

Varios tumores espontdneos que se presentan en perros tienen inactivacién del
gen supresor de tumores p53, el cual se propuso, podria ser uno de los multiples
cambios genéticos en la linfomagénesis; sin embargo, esta alteracion se encontro
solo en pocos casos de linfoma, principalmente en los de alto grado de malignidad
y sobre todo, en animales geriatras, lo que sugiere que las mutaciones del gen
tienden a incrementar con la edad cuando la reparacion del DNA comienza a ser

menos eficiente, lo que provoca mayor susceptibilidad a la neoplasia (Dhaliwal y col.,
2003, Sueiro y cols., 2005).

El desarrollo de las células B en médula ésea, se inicia por el ensamblaje de
genes que codifican para las regiones variables de las cadenas pesadas (H) y
ligeras (x y A) de los anticuerpos por los progenitores de células B, mediado por un
proceso llamado recombinacién V(D)J. Este proceso de manera general, se inicia
por la participacién de endonucleasas especificas de linfocitos, genes activadores
de recombinacién (RAG 1y RAG 2) y grupo de proteinas de alta motilidad (HMG-
1). Los tres segmentos de los genes (V, D y J) se unen para crear la region
variable de la cadena pesada (mientras que x y A solo se componen de

segmentos V y J), el ensamblaje de las cadenas pesadas ocurre en dos pasos, en



el primer rearreglo un segmento del gen Dy se reordena al segmento Jy y en el

segundo paso, un gen Vy se rearregla a la union DyJy Kusec, 2002.

En el locus H humano localizado en el cromosoma 14, hay aproximadamente 50
segmentos Vy funcionales, 27 Dy y 6 Jy. Entonces, cada célula B genera un par
de genes particulares para la region variable de la cadena pesada, y un par para la
regién variable de su cadena ligera, la cual difiere de aquellas otras células B que
codifican para un anticuerpo distinto. Por lo tanto, cada célula B tiene su propio
marcador molecular clonal. Las células B virgenes se acumulan en los foliculos
primarios de los organos linfoides secundarios: ganglios linfaticos, bazo y tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT) Kusec, 2002; Abbas y Litchman, 2004.

Cuando se analizaron y secuenciaron los genes de las regiones variables de
inmunoglobulinas en células de linffoma de humanos, fueron analizados y
secuenciados, se encontraron mutaciones soméaticas lo cual indica que se
originaron de células B del centro germinal o post centro germinal. Esto se ha
encontrado en linfomas foliculares, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de células
grandes, linfomas mediastinicos, linfomas anaplasicos de células grandes,
linfomas MALT, linfomas esplénicos, leucemia prolinfocitica, leucemia de células
peludas, linfomas linfoplasmocitoides y algunas leucemias linfociticas crénicas de
células B. La excepcion son los linfomas de la zona del manto y algunos casos de
leucemia linfocitica cronica donde no se encontré6 mutacién soméatica de los genes

de la region variable Kusec, 2002.

Los eventos moleculares involucrados en la patogénesis del linfoma de células B
ocurren principalmente en 2 estadios del desarrollo de estas células: durante la
recombinacion variable en precursores de células B en médula 0sea, y durante la
diferenciacion celular en el microambiente del centro germinal en el curso de la

respuesta inmune dependiente de células T Kusec, 2002.



A nivel citogenético y cromosomal, el sello distintivo de la mayoria de los linfomas
son las traslocaciones cromosémicas involucrando al locus de las

inmunoglobulinas y una variedad de genes asociados (Abbas y Lichtman, 2004, Kusec,
2002).

I.IV. Manifestaciones clinicas

Por su presentacion anatomica se reconocen cinco formas del linfoma en el perro:
multicéntrico, intestinal, mediastinico o timico, cutaneo y extranodal; este ultimo se

subdivide en renal, neural y ocular (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Ettinger, 2003; Meuten, 2002;
Morris y Dobson, 2002).

El linfoma multicéntrico representa del 80 a 85% de los casos, se caracteriza por
presentar linfadenomegalia generalizada llegando a tener de 2 a 15 veces el
tamafio normal de los ganglios linfaticos. En ciertos casos, se pueden encontrar
solo uno o més ganglios afectados. Si la linfadenomegalia es muy marcada, puede
causar obstruccibn mecanica de los vasos linfaticos produciendo edema en
miembros y cara. Cuando se encuentra afectada la médula 6sea se pueden
observar citopenias que se reflejan clinicamente como infecciones, hemorragias y
anemia. Un 10 a 20% de los perros presentan hipercalcemia como sindrome
paraneoplasico, estos pacientes presentan hiporexia o anorexia, depresion,
pérdida de peso progresiva, vomito, diarrea, poliuria y polidipsia (Dhaliwal y Kitchell,
2003; Ettinger, 2003; Meuten, 2002; Morris y Dobson, 2002).

El linfoma intestinal representa del 5 a 7% de los casos reportados, se caracteriza
por infiltracion local o difusa de tejido linfoide en el intestino delgado con aumento
del tamafio de los ganglios mesentéricos. Los signos clinicos asociados son
vomito, anorexia, diarrea y pérdida de peso. En ocasiones pueden aparecer signos
de obstruccion intestinal y peritonitis. El higado, bazo y nddulos mesentéricos

pueden o no estar involucrados (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Ettinger, 2003; Meuten, 2002;
Morris y Dobson, 2002).



El linfoma mediastinico representa el 5% de los casos y se caracteriza por la
presencia de una neoplasia en el mediastino anterior. Los signos clinicos que se
presentan son disnea, tos, intolerancia al ejercicio, derrame pleural, disfagia y

regurgitacion. La hipercalcemia se presenta en un 40 a 50% de los casos (Dhaliwal
y Kitchell, 2003; Ettinger, 2003; Meuten, 2002; Morris y Dobson, 2002).

La forma cutanea puede adoptar dos formas: primaria, originada en piel y
secundaria, la cual se asocia con linfomas encontrados predominantemente en

otros sitios corporales y ambas derivan de las células T (Dhaliwal y Kitchell, 2003;
Ettinger, 2003; Meuten, 2002; Morris y Dobson, 2002).

El linfoma extranodal se caracteriza por presentar tejido neoplasico en érganos no
linfoides. Las presentaciones con mayor frecuencia son la cutanea y la ocular. Los
signos clinicos son muy variables y dependen de la localizacion, en general son
consecuencia de la compresion que ejerce la neoplasia o la invasion de las células

malignas en el 6rgano afectado (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Ettinger, 2003; Meuten, 2002;
Morris y Dobson, 2002).

I.V. Pronéstico

Sin tratamiento, la supervivencia promedio para un perro con linfoma es solo de 6
a 8 semanas; con corticosteroides como Unico tratamiento se le puede extender
alrededor de 3 meses, pero con la quimioterapia suele prolongarse de 6 a 9
meses. Aproximadamente, el 70 a 80% de los casos de linfoma multicéntrico
alcanzan la remision y permanecen en ese estado durante un promedio de 6 a 9
meses. Sin embargo, el tiempo de sobrevida puede variar desde una semana
hasta varios afios. Una vez ocurrida la recaida el prondstico empeora, ya que solo

el 50% de los casos responden al tratamiento de rescate (Baskin y cols., 2000; Dhaliwal
y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001; Kiupel y cols., 1999, Morris y Dobson, 2002; Morrison, 1998;
Sueiro y cols., 2005).

Algunas de las variables reportadas en medicina veterinaria de significancia

pronéstica incluyen: A) aquellos relacionados con los pacientes como raza, edad,
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peso corporal y género. B) dependientes del tumor tales como estadio clinico,
marcadores moleculares, clasificacion histologica, inmunofenotipo celular, indices
de proliferacion, condiciones paraneoplasicas y, C) los dependientes del

tratamiento como respuesta a la terapia inicial (Baskin y cols., 2000; Dhaliwal y Kitchell,

2003; Dobson y cols., 2001; Kiupel y cols., 1999, Morris y Dobson, 2002; Morrison, 1998; Sueiro y
cols., 2005).

A) Relacionados con el paciente

Existen diversos estudios que confirman la predisposicion de las razas puras para
presentar linfoma, especialmente el rottweiler de entre 5 y 9 afios. La pérdida de
peso se ha asociado con una pobre respuesta al tratamiento. Otros estudios
reportan que la edad, el género y el peso no estan relacionados con la sobrevida

libre de enfermedad (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001; Morrison, 1998).

B) Dependientes del tumor

1.- Estadio clinico.

La estadificacion es un método empleado para evaluar la extension de la
neoplasia, identificar sindromes paraneoplasicos, signos sistémicos de
enfermedad y/o enfermedad oculta que sirve para elegir el tratamiento adecuado y
determinar un prondstico. Para este propdésito en medicina veterinaria, se emplea

el sistema de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) para especies

domésticas (Tabla 2) (Morrison, 1998).

Tabla 2. Clasificacién por la OMS de estadios clinicos del linfoma en perros y gatos
Estadio I. Un solo ganglio linfatico o tejido linfoide de un solo 6rgano se encuentra implicado
Estadio Il. Una cadena ganglionar se encuentra implicada
Estadio Ill. Implicacion generalizada de todos los ganglios linfaticos
Estadio IV. Implicacién del higado, bazo o ambos con o sin los estadios | a lll
Estadio V. Manifestacién en sangre periférica, implicacion de la médula 6sea con o sin grados
lalVv
Subestadio a. Sin signos sistémicos
Subestadio b. Con signos sistémicos




Diferentes estudios (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001; Meuten, 2002; Morris y
Dobson, 2002) han descrito la importancia de estadificar adecuadamente a los
perros con linfoma para determinar periodos de supervivencia, remisiones o
intervalos libres de enfermedad, no asi para determinar respuesta al tratamiento

donde no se han reportado correlaciones.

Los estadios tempranos (I y II) tienen prondsticos mas favorables comparados con
los tardios (lll y IV) ya que alcanzan remisiones completas y periodos de
supervivencia largos. Los estadios tardios y subestadios b tienen prondsticos
desfavorables con periodos libres de enfermedad y tiempo de sobrevida mas
cortos (Dhaliwal y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001; Meuten, 2002; Morris y Dobson, 2002).

2.- Clasificacién histologica

En cuanto a lo que se refiere a la arquitectura del ganglio linfatico, todos los
autores coinciden que el linfoma difuso es el mas comun en los perros y que el
linfoma folicular, siendo menos agresivo, representa menos del 6%. Una posible
razén es que el linfoma folicular pasa desapercibido por los propietarios mientras

que una vez difuso es facilmente reconocido (Guija de Arespacochaga y cols., 2007;
Moulton y Harvey, 1990).

De acuerdo al tipo celular, el linfoma linfoblastico (alto grado), frecuentemente es
de estirpe T y son los linfomas mas comunmente asociados a hipercalcemia. Los
perros con este tipo de linfoma pueden sobrevivir no mas de 90 dias aun con
terapia agresiva. En contraste, los linfomas de células pequefias no hendidas los
cuales por definicion son de tipo B, tienden a presentar remisibn completa con

terapia adecuada (Meuten, 2002).

Parece ser que el grado histolégico de malignidad es un indicador prondstico
confiable, y que los tumores de alto grado tendran una peor respuesta. De

acuerdo a la clasificacion de Kiel, los tumores de alto grado confieren menor
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probabilidad de alcanzar respuesta completa y presentan un intervalo libre de
enfermedad menor, mientras que de acuerdo a la clasificacion de la WF, los

pacientes con tumores de alto grado tienen una supervivencia mas corta (Morris y

Dobson, 2002).

Otros estudios han mostrado que los tumores de alto grado responden mejor a la
guimioterapia que aquellos de bajo grado. Los perros con tumores de bajo grado
pueden tener una enfermedad progresiva lenta y vivir relativamente un periodo

largo aun sin tratamiento; sin embargo, son poco frecuentes en animales (Meuten,

2002)

La mayoria de los linfomas en animales son de patron difuso, de grado intermedio

a alto grado de malignidad y compuestos por células grandes (Guija de

Arespacochaga vy cols., 2007; Dhaliwal y col., 2003; Dobson y cols., 2001; Fournel-Fleury y cols.,
1997; Meuten, 2002; Morris y col., 2002; Morrison, 1998).

En un estudio realizado en México, se encontré6 que como en otras areas
geogréficas, la mayoria de los linfomas son de patron difuso, con grado de
malignidad de intermedio a alto; sin embargo, se mostré una mayor proporcién de

casos de linfoma de bajo grado (22.6%) (Alvarez y cols., 2009; Guija de Arespacochaga y
cols., 2007; Dobson y cols., 2001).

3.- Inmunofenotipo

El inmunofenotipo celular resulta ser el factor mas importante asociado con el
prondstico. En animales se ha demostrado que el uso de marcadores celulares

especificos para la especie humana resulta confiable (Guija de Arespacochaga y cols.,

2007; Carter y cols., 1986; Dhaliwal y Kitchell, 2003; Morris y Dobson, 2002; Morrison, 1998;
Meuten, 2002; Teske y cols., 1994; Wilkerson y cols., 2005; Willmann y cols., 2009).

Una variedad de antigenos celulares referidos como CD (del inglés cluster of

differentiation), pueden ser detectados en diferentes estadios del desarrollo de
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linfocitos B y T, y permiten identificar un linaje o estado de diferenciacion de un

linfocito.

El linaje de células B se define por la expresion de CD79a citoplasmatica y otras
moléculas CD para determinar el grado de maduracion de las células de linfoma.
Las células pre B tempranas expresan CD79a y cadenas u (IgM) citoplasmaticos.
La porcion de transduccion de sefiales del receptor de células B (CD79), se
expande a las regiones transmembranal e intracitoplasmética de la célula y se
expresa en las células maduras e inmaduras en la mayoria de las neoplasias de
células B, incluyendo tumores de células pre-B y células plasméticas. Las células
pre-B se convierten en células B inmaduras cuando la IgM citoplasmética es
exportada a la superficie. Como las células B virgenes se exponen a antigenos

fuera de la médula 6sea, CD21 e IgM aparecen en la superficie (Abbas y col., 2004;
Wilkerson y cols., 2005).

Los marcadores presentes en precursores de células T tempranos incluyen CD3,
CD2, CD5, CD7 y CD1a citoplasmaticos. ElI complejo CD3 esta asociado con el
receptor de células T (TCR) y se expresa en timocitos tempranos y a lo largo de
toda la maduracion. Durante la maduracion timica, los precursores de células T
sufren rearreglo del TCR y expresan moléculas CD5, CD4 y/o CD8. Las células T
maduras que entran a la circulacion sanguinea y a los ganglios linfaticos pierden
los marcadores timicos tempranos (CD1a) y persisten los de superficie CD3, CD4
0 CD8 (Abbas y col., 2004; Wilkerson y cols., 2005).

A la fecha, no se han publicado estudios que empleen algun marcador celular para
determinar los linfomas de los linfocitos natural killer (NK) como CD56, CD16 y

CD94 (Alvarez y cols., 2009; Guija de Arespacochaga y cols., 2007; Carter y cols., 1986; Dhaliwal
y col., 2003; Morris y Dobson, 2002; Morrison, 1998; Meuten, 2002; Teske y cols., 1994; Wilkerson
y cols., 2005; Willmann y cols., 2009).

De acuerdo a los estudios publicados, se ha determinado que 60 a 80% de los
casos de linfoma en el perro son de células B, mientras que los de linfocitos T

alcanzan del 10 a 38%. Los linfomas mixtos (de células B y T) alcanzan un 22%,
12



mientras que los linfomas nulos (sin células B o T inmunorreactivas) representan

menos del 5% (Carter y cols., 1986; Guija de Arespacochaga y cols., 2007; Fournel-Fleury y
cols., 1997; Fernandez y cols., 2005; Meuten, 2002; Teske y cols., 1994; Wilkerson y cols., 2005;
Willmann y cols., 2009).

En humanos, se ha mostrado que el inmunofenotipo depende fuertemente de la
region geografica y una relacion causal con factores de riesgo especificos. De este
modo se ha asociado al virus de Epstein-Barr con los linfomas de células B en
Africa, mientras que el virus linfotropico tipo | se ha ligado a una alta incidencia de
linfomas T en Japo6n y el este de China. En medicina veterinaria pocos estudios
han revelado esta asociacion, sin embargo, se ha reportado una mayor incidencia
de inmunofenotipo T en América comparado con estudios realizados en Europa, lo
que puede sugerir que en América puede haber factores geograficos asociados

(Alvarez y cols., 2009; Guija de Arespacochaga y cols., 2007).

A pesar de que para algunos autores el inmunofenotipo no ha mostrado ninguna
asociacion con el tipo histologico y la respuesta del tumor, si tiene una fuerte
influencia en la duracion de la primera remision, el intervalo libre de enfermedad y
la supervivencia global. De este modo, los linfomas de células T presentan un
mayor riesgo de recaida y muerte prematura después de la terapia, comparado

con los de inmunofenotipo B (52 Vs 160 dias y 153 Vs 330 dias respectivamente)

(Alvarez y cols., 2009; Carter y cols., 1986; Dhaliwal y Kitchell, 2003; Dobson y cols., 2001;
S6zmen y cols., 2005; Stanislaw,2007; Tozon y cols., 2003).

El inmunofenotipo puede ser determinado por medio de las técnicas de citometria
de flujo e inmunohistoquimica, siendo esta ultima el método mas empleado para

fines diagndsticos y de investigacion en oncologia veterinaria (Alvarez y cols., 2009;
Guija de Arespacochaga y cols., 2007; Wilkerson y cols., 2005).

Para fines de investigacion en oncologia, a finales de los afios 90°s se desarrollo y
validé la técnica de microarreglo de tejidos (TAM) la cual facilita la evaluacion
simultdnea de un gran niamero de muestras de neoplasias procesadas bajo las

mismas condiciones, permitiendo el ahorro de tejido, reactivos y tiempo, lo cual

13



mejora dramaticamente la eficiencia y disminuye los costos. En oncologia
veterinaria no se ha empleado muy frecuentemente esta técnica, sin embargo, se

ha validado para la investigacion de varios marcadores en linfomas (Keller y cols.,
2007, Voduc y cols., 2008).

4 .- Marcadores moleculares

Poco hay respecto a los hallazgos moleculares en medicina veterinaria, pero en el
linfoma humano la expresion de ciertos marcadores puede ser util para determinar
el origen del linfoma y predecir resultados. Los principales estudios de estos
marcadores se asocian con sobrexpresion de proteinas antiapoptéticas o
apoptoéticas, de factores de transcripcién, reguladores del ciclo celular,
angiogénesis y proteinas del citoesqueleto, los cuales pueden tener un efecto

favorable o desfavorable en la patogénesis del tumor.

4.1 Pax5

Conocida como proteina activadora especifica de linfocitos B (BSAP), pertenece a
la familia de factores de transcripcion. Es codificado por el gen Pax5 y juega un
papel importante en el desarrollo y diferenciacion de linfocitos B, su expresion
inicia en estadios tempranos de células B y permanece activo aln en estadios
tardios de diferenciacion, pero esta ausente en células plasmaticas diferenciadas.
Se ha asociado con linfoma linfoplasmocitoide como consecuencia de la
traslocacion t(9;14), la cual se relaciona con un error de recombinacién de cambio

de clases (Kusec, 2002; Willmanny cols., 2009).

Willmann y cols. (2009) describieron a PAX5 como un nuevo marcador pan B en el

perro, sin embargo, no se asocié con ninguna translocacion

4.2 Vimentina
La vimentina, con un peso molecular de 52 KD es la principal proteina de los
filamentos intermedios presente en el citoplasma de fibroblastos, linfocitos, células

endoteliales y algunos otros tejidos mesenquimales, cuya funcion es mantener la
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integridad de la célula. En células linfoides, el nivel de expresion y la organizacion
celular es variable dentro de los diferentes linajes. Mientras que los linfocitos T
mantienen la expresion de vimentina en todos los estadios de maduracion, los
linfocitos B reducen la sintesis de la proteina cuando maduran hacia células

plasmaticas (Lilienbaum y cols., 1986; Minin y Moldaver, 2008; Méller y cols., 1988).

Los linfomas linfociticos usualmente expresan vimentina mientras que los linfomas
mixtos y los de células grandes presentan una proporcion de células tumorales

negativas a la proteina o no se expresa en todas las células (Lilienbaum y cols., 1986;
Minin y Moldaver, 2008; Mdller y cols., 1988).

La expresion de vimentina se anula temporalmente en los linfocitos B durante su
transformacién bléstica, la cual toma lugar en el centro germinal del foliculo
linfoide, por lo que la falta de expresion de vimentina podria reflejar una etapa de
diferenciacion extra folicular caracteristica de los linfomas del centro germinal

(Lilienbaum y cols., 1986; Minin y Moldaver, 2008; Méller y cols., 1988).

En los perros se reporta un porcentaje bajo de linfomas foliculares, aunque no se

ha estudiado la expresion de vimentina en estos casos (Meuten, 2002; Guija de
Arespacochaga y cols., 2007; Moulton y Harvey, 1990).

4.3 MUM1/IRF-4 (mieloma multiple 1/factor regulador del interferon 4)

El producto del gen Mum1/IRF-4 es una proteina que pertenece a la familia de los
factores de transcripcién, éste juega un papel muy importante en la regulacion de
la expresion de genes en respuesta a sefiales por el interferon y otras citocinas.
Se expresa de manera normal en células plasmaticas y se ha demostrado que los
ratones deficientes de IRF4, son incapaces de formar centros germinales (CG),
carecen de células plasmaticas en bazo y lamina propia, muestran una reduccion
importante de inmunoglobulinas séricas, y no son capaces de montar una
respuesta de anticuerpos o generar linfocitos T citotdxicos o0 respuestas

antitumorales. Estos hallazgos proporcionan evidencia de que el gen Muml/IRF4
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es esencial para la funcién de las células B maduras y los linfocitos T citotoxicos

(Hans y cols., 2004; Falini y cols., 2000).

Dada esta funcion biologica, parece que MUM1 tiene el potencial de ser un
marcador del fenotipo no-CG. De hecho, cuando se evalta junto con CD10 y
BCL6 identifica el fenotipo no-CG que resulta ser mas agresivo y de peor
pronoéstico. Se ha reportado su expresion en 50 a 70% de casos de linfoma difuso
de células grandes en humanos, y recientemente, algunos estudios han reportado
que la expresion de MUM1 en células tumorales, se asocia con menor

supervivencia global e intervalo libre de enfermedad (Hans y cols., 2004, Falini y cols.,
2000).

En medicina veterinaria se ha reportado la expresion de MUML1 junto con CD79a y
CD20 en casos de plasmacitoma, sin embargo, a pesar de su reconocida
importancia en el desarrollo del sistema inmunoldgico, la expresion de la proteina

MUML1 en tejido linfohematopoyético normal y neoplasico se desconoce (Ramos-
Vara y cols., 2007).

La expresion de la proteina bcl-2 relacionada con la inhibicion de la muerte celular
programada, o la expresion del protooncogen bcl-6 asociado con la translocacion
cromosémica méas frecuentemente encontrada en linfomas difusos de células
grandes B en humanos (Kusec, 2002) no han sido investigados para su uso en la

especie canina.

5.- indices de proliferacion

La proliferacion celular es controlada por sefiales del microambiente que la
estimulan o la inhiben, un exceso de estimuladores o una deficiencia de
inhibidores llevan al crecimiento incontrolado. Aunque, el crecimiento acelerado
puede ser acompafado por el acortamiento del ciclo celular, el mecanismo mas
importante del crecimiento es la conversion de células en reposo o quiescentes en

células proliferantes por el hecho de entrar al ciclo celular.
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La evaluacion del potencial proliferativo basado en fracciones de la fase S del ciclo
celular, ha conducido al uso de determinantes de la aparicion de proteinas
dependientes del ciclo celular como Ki-67, determinacién de la proporcion de
células con regiones organizadoras del nucleolo argentafines (AgNOR’s),
expresion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), determinacion de
ploidia o aneuploidia del ADN en células tumorales, y también en estudiar la
expresion de genes anormales encargados de corregir errores en la fase de
traduccion del material genético, como p53 (Campana y cols., 1987, Tozon y cols., 2003).

Ki-67

La evaluacion del indice de Ki-67 (indice proliferativo) en linfoma no Hodgkin
humano, se ha usado para validar la clasificacion en términos de grado de
malignidad, ya que esta proteina no histona altamente conservada, sintetizada al
inicio de la proliferacion celular es indispensable para la divisién y se degrada al
final del ciclo celular, se expresa exclusivamente en las células proliferantes

(normale o neoplasicas) y aun no se conoce su funcion especifica (Schluter y cols.,
1993; Scholzen y col., 2000).

La distribucién topogréfica del antigeno Ki-67 es dependiente del ciclo celular: en
la fase G1 se localiza principalmente en la regién perinucleolar, en las siguientes
fases se localiza en el interior de todo el ndcleo. En la etapa de mitosis esta
presente en todos los cromosomas y aparece en una estructura reticular que

rodea los cromosomas en metafase (Schliiter y cols., 1993; Scholzen y col., 2000).

En 2008, Szczuraszek y cols. no encontraron relacion entre la expresion del
antigeno y las variables cliniopatologicas de los pacientes con linfoma. En un
seguimiento a 30 meses, la disminucién de expresion del antigeno se asocioé con

una supervivencia mas larga.

En medicina veterinaria, se ha tratado de determinar la asociacion de la expresion
de la proteina ki-67 con el pronéstico, sin embargo, no se tienen resultados

satisfactorios. Kiupel y cols. (1999) y Phillips y cols. (2000) reportaron la expresion
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de la proteina como predictor del intervalo libre de recaida pero no de la

supervivencia global de perros con linfoma después de iniciar la quimioterapia.

6.- Sindromes paraneoplasicos

La anemia es una anormalidad frecuentemente encontrada en casos de linfoma,
se presenta en casi 40% de los casos, se relaciona con inflamacion cronica
relacionada al linfoma, tiempo de vida reducida de los eritrocitos y a metabolismo
anormal del hierro. En estudios publicados, este hallazgo se asocia con un tiempo

corto de supervivencia y con mala calidad de vida en los pacientes con linfoma
(Baskin y cols., 2000; Dobson y cols., 2001; Ettinger, 2003).

La hipercalcemia es un signo paraneoplasico presente hasta en 40% de los casos.
El mecanismo se relaciona con la produccién de un péptido inducido por el tumor
relacionado a la hormona de la paratiroides (PTHrP) el cual, estimula la resorcion
Osea osteoclastica. En un estudio en el que se asociaron varios factores entre
ellos, las concentracién elevada de calcio, se encontré que se relaciona con un

estadio clinico avanzado y es de mal prondstico en los casos de linfoma, (Baskin y
cols., 2000, Dobson y col., 2001, Ettinger, 2003).
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I.VI. Justificacion

El linfoma canino es frecuente en las consultas en oncologia veterinaria, su
incidencia asi como las caracteristicas morfoldégicas e inmunologicas marcan

amplias diferencias entre un area geografica y otra.

Se han documentado diferencias morfologicas entre casos de linfoma canino en
Europa y Estados Unidos debidas principalmente al esquema de clasificacion
histol6gico empleado, ya que hasta la fecha, a pesar de contar con un sistema
méas adecuado como el propuesto por la OMS, el cual aparte de identificar el tipo
celular considera el inmunofenotipo para dar una clasificacion adecuada, se
siguen utilizando diferentes clasificaciones (Kiel, Working Formulation, Rapaport)
en las cuales ademas de determinar el tipo celular, se asume un estadio de
maduracion de la célula (centroblastico, inmunoblastico, centrocitico),
considerando Unicamente sus caracteristicas cito-morfologicas sin tomar en
cuenta la expresion de marcadores especificos para cada una de las células, lo
que al final lleva a resultados poco concordantes entre el tipo histolégico e

inmunofenotipo celular.

En México, Alvarez y cols. (2009) realizaron un estudio donde se clasifico
histolégicamente los linfomas caninos utilizando un esquema tradicional (Working
Formulation) y se determiné el inmunofenotipo, encontrandose diferencias
significativas en comparacion con los datos reportados en Estados Unidos vy
Europa, ya que se encontré mayor namero de linfomas de bajo grado asi como

mayor incidencia de inmunofenotipo T.

Por otro lado, a pesar de la similitud que existe entre el linfoma no Hodgkin
humano y el linfoma canino en relacibn con la conducta, alteraciones
citogenéticas, desarrollo y aspecto clinico, en el area veterinaria no se han
evaluado nuevos marcadores que permitan esclarecer la biologia de la neoplasia y
realizar una clasificacion mas precisa del linfoma canino como sucede en la

patologia humana.
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[.VIl. Planteamiento del problema

El prondstico de un paciente con linfoma esta estrechamente relacionado con el
tipo celular involucrado, grado de malignidad expresado por el indice mitético y
otros marcadores involucrados con el desarrollo del tumor, como aquellos que

evaltan el indice de proliferacion.

En medicina veterinaria, en la rama de pequefas especies (perros y gatos), la
aspiracion citolégica con aguja delgada (ACAD) es el método mas utilizado para
realizar el diagndstico de neoplasias y en un alto porcentaje de estos casos, no se
confirma el diagnéstico por estudio histopatolégico. El linfoma canino no es la
excepcion, por lo que en ocasiones, los esquemas quimioterapéuticos parecen no
tener éxito en todos los pacientes, lo que puede ser consecuencia del
desconocimiento del tipo histologico, el inmunofenotipo y el indice de proliferacion
que se sabe juegan un papel fundamental en lo que respecta a respuesta al
tratamiento, el tiempo global de supervivencia, el periodo libre de enfermedad, asi

como la presencia y la duracion de recaidas.
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Hipotesis

La clasificacion del linfoma canino se correlaciona con el inmunofenotipo e indice

de proliferacion con base en el patrén histolégico y grado de malignidad.

Objetivo general

Realizar la clasificacién histolégica de casos de linfoma canino, determinar la
frecuencia de inmunofenotipo, indice de proliferacion y otros marcadores y su

posible correlacién como indicadores prondsticos.

Objetivos especificos

1.- Realizar la clasificacion histolégica para el linfoma canino basada en el patron
celular.

2.- Determinar el inmunofenotipo con los anticuerpos anti CD3, PAX5 y CD56 para
linfocitos T, B y NK respectivamente.

3.- Determinar la expresion de las proteinas Ki-67, vimentina y MUM-1en casos de
linfoma canino y su posible asociacion con el prondstico.
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. MATERIALES Y METODOS

a) Muestras

Se obtuvieron 41 muestras de tejido embebido en parafina de perros
diagnosticados con linfoma entre 1999 y 2010 del Departamento de Patologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, de los cuales se desconocen las condiciones de fijacion.

Como controles se utilizaron ganglios linfaticos de 25 perros diferentes, no

neoplasicos, fijados en formol amortiguado al 7% y embebidos en parafina.

b) Clasificacion histolégica
Se obtuvieron cortes de 3 um de espesor del tejido, posteriormente, fueron
desparafinados, hidratados y tefiidos con la técnica de hematoxilina y eosina (H/E)

para su analisis al microscopio de campo claro.

La clasificacion histologica se realizé tomando en consideracion los siguientes
parametros: patrén histologico (folicular y/o difuso), indice mitdtico (bajo,

intermedio y alto) y tipo celular como lo describe Guija de Arespacochaga (2007).

c) Técnica de microarreglo de tejidos (TMA)

Para la construccion del arreglo de tejidos se escogié una zona representativa de
la lesion a partir de la laminilla tefiida con hematoxilina y eosina para cada uno de
los casos y de los tejidos control. Posteriormente, al azar, se hizo un plano

identificando la localizacién exacta de cada uno de los tejidos.

Con un sacabocados para biopsia de 4 mm se tomaron dos cilindros del tejido los
cuales se colocaron manualmente en un nuevo bloque de parafina de acuerdo a la
localizacion planeada, se obtuvieron cortes de 2 um de espesor para corroborar la
morfologia a través de una tincion de hematoxilina — eosina (H/E) y otros para
determinar el inmunofenotipo y las proteinas Vimentina, MUM-1 y Ki-67 por el

método inmunohistoquimico.
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d) Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes de 2 um de espesor del blogue arreglado de tejidos y se
colocaron en portaobjetos previamente tratados con una solucién de poli-L-lisina.
Los cortes se desparafinaron introduciéndolos en la estufa a 60° C durante 30
minutos, posteriormente se sumergieron en xilol por 5 minutos. Se hidrataron los
tejidos con pases en xilol y alcohol etilico en gradientes de 96, 80, 70 y 50% y

finalmente un paso de agua destilada.

La técnica de inmunohistoquimica (IHQ) se realiz6 con el sistema biotina-
estreptavidina/peroxidasa mediante el sistema de deteccion “mouse/rabbit
immunodetector with HRP” (BioSB Inc. Santa Barbara, C.A., USA).

Para el desenmascaramiento de epitopos se utilizd citrato de sodio 0.1M pH 6
(target retrieval solution 10X, Dako, Cytomation Carpinteria C.A. USA), durante 1
minuto en olla de presion/horno de microondas y se dejaron enfriar a 4° C durante
5 minutos. Posteriormente las muestras fueron tratadas con peroxido de hidrégeno
al 0.9% en medio acuoso durante 5 minutos y después lavadas con agua
destilada, enseguida se montaron en “coverplates” con PBS como lo describe
Garcia-Vazquez (2008). Se adicionaron 100 uL del anticuerpo primario a
diferentes diluciones (Tabla 3) y se incubaron durante 45 minutos a temperatura
ambiente, luego, se lavo con PBS durante 4 minutos. Se agregaron el anticuerpo
secundario biotinilado y el complejo estreptavidina/HRP (Biocare) y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente, cada uno con un lavado intermedio
de 4 minutos en PBS. Para evidenciar la reaccion antigeno- anticuerpo se empleé
como substrato 3,3"diaminobencidina - H,O, (DAB, Biocare) y se vigil6 al
microscopio. Se realizd el contraste de los nucleos con hematoxilina de Gill por 3
minutos y diferencio con hidroxido de amonio 0.37 M. Se deshidrataron las
laminillas con lavados en alcohol etilico al 50%, 60%, 70%, 80%, 96%, absoluto
anhidro y xilol. Se realizé el montaje de las laminillas con resina sintética Entallan
(Merck).
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Tabla 3. Caracteristicas y diluciones empleadas de los anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Marca Clona Dilucién
PAXS5 Cell Marque 24 1:25
CD3 Dako Policlonal 1:50
CD56 Dako 123C3D5 1:50
Ki67 Dako MIB 1 1:100
MUM 1 Dako MUM 1p 1:25
Vimentina Dako V9 1:100

Como control positivo para CD56 se utilizé un corte de tejido nervioso humano y
para el resto de los anticuerpos, cortes de amigdala humana en cada una de las

laminillas.

Los linfomas fueron clasificados como de células T, B o NK cuando mas del 25%
de células reaccionaron con los anticuerpos CD3, PAX5 y CD56 respectivamente.
Cuando no hubo reaccion para ninguno de los anticuerpos se reportaron como no
B/ no T. Para el resto de los marcadores también se considerd reaccién positiva

cuando mas del 25% de las células presentaron reaccion.
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[l. RESULTADOS

[1l.1 Muestras
De los 41 casos evaluados, 27 fueron machos (65.8%) y 14 hembras (34.2%). La

edad de presentacion oscilo entre 1 y 15 afios con una media de 5 afios.

Se encontrd la presencia de linffoma en 16 razas diferentes, siendo las mas
frecuentes el mestizo (7/41), rottweiler (7/41), cobrador dorado (6/41) y pastor
aleman (5/41), el resto de los casos correspondieron a las razas beagle, bull
terrier, cocker spaniel, schnauzer estandar, schnauzer gigante, boxer, bulldog
inglés, cobrador de labrador, fox terrier, gran danés, samoyedo y terrier escocés,

los resultados se muestran en la figura 1.

El H Mestizo 17.2%

21 H Rottweiler 17.2%

:) i Cobrador dorado 14.6%
g H Pastor aleman 12.2%

m M Beagle 4.9%

z EBull terrier 4.9%

ts i Cocker 4.9%

é Razas M Schnauzer gigante 4.9%

Figura 1. Frecuencia de linfoma canino (LC) por tipo de raza. Se muestra el predominio de perros
mestizos (7/41) y las razas rottweiler (7/41), cobrador dorado (6/41) y pastor aleman (5/41) en los 41 casos

evaluados de linfoma canino

[11.2 Clasificacion histoldgica
Respecto al patrén histolégico, se encontr6 un patrén difuso en 40/41 casos

(97.6%), mientras que soélo en uno de los linfomas se presento6 el patrén folicular
(2.4%) Figura 2.
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Figura 2. Patrén histologico de linfoma canino. Se
muestran micrografias de ganglio linfatico de perro
normal y con diagndstico de linfoma A) imagen de
ganglio linfatico normal, donde se observan los
foliculos secundarios - en la corteza del ganglio y la
zona de la médula <>, B) ganglio con linfoma con
patron difuso donde la arquitectura normal del ganglio
es reemplazada por células neopléasicas, C) imagen de
LC con incremento de foliculos linfoides - invadiendo
las zonas de corteza y médula caracteristico de patron
folicular. Tincién de hematoxilina y eosina (H/E) 100X.

Una vez revisada la arquitectura y el analisis histolégico de los ganglios linfaticos
afectados, se encontraron 6 grupos diferentes de linfomas: difuso de células
grandes no hendidas (DCGNH), difuso de células pequefias no hendidas
(DCPNH), difuso de células intermedias no hendidas (DCINH), difuso de células
pequefias con diferenciacion plasmocitoide (DCPDP), difuso mixto de células no
hendidas (DMCNH) y folicular mixto de células no hendidas (FMCNH).

En general, de los casos estudiados, el linfoma difuso de células grandes no
hendidas (DCGNH) fue el que se encontr6 con mayor frecuencia (48.8%), seguido
del DCPNH (26.8%) y DMCNH (14.6%), los tipos DCINH, FMCNH y DCPDP se
encontraron con menor frecuencia 4.9%, 2.5% y 2.4% respectivamente, los

resultados se resumen en la figura 3.
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Figura 3. Distribucion de los linfomas caninos estudiados por frecuencia y tipo histolégico. Se observa que el
DCGNH fue el méas frecuente, seguido por el DCPNH y DMCNH, mientras que los linfomas FMCNH y CPDP se
encontraron en menor frecuencia. DCGNH: difuso de células grandes no hendidas, DCPNH difuso de células pequefias no
hendidas), DCINH difuso de células intermedias no hendidas, DCPDP difuso de células pequefias con diferenciacion
plasmocitoide, DMCNH difuso mixto de células no y FMCNH folicular mixto de células no hendidas.

Cuando los casos se clasificaron por grado de malignidad de acuerdo al numero
de mitosis anormales por campo, se encontré que el grado de malignidad bajo fue
el més frecuente (48.8%), seguido del grado alto (31.7%) y el de grado intermedio

fue el menos comun (19.5%).

Dentro de los linfomas de bajo grado (20/41), el DCGNH (8/20) y DCPNH (8/20) se
encontraron con mayor frecuencia (19.5% cada uno) seguidos del linfoma DMCNH
(7.3%) y DCPDP (2.5%).

Para los linfomas de grado intermedio 8/41, se encontré la misma frecuencia
(4.9%) para el linfoma DCGNH, DCPNH, DCINH y DMCNH.

Dentro del grado de malignidad alto, se encontr6 mayor frecuencia de linfoma
DCGNH (24.4%) en comparacion con los DCPNH (2.4%) y DMCNH (2.4%), el
anico caso de patrén folicular (FMCNH) apenas representd el 2.4% en esta

categoria. Los resultados se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Prevalencia de linfoma canino de acuerdo al grado de malignidad.

Grado de malignidad Tipo histologico Numero de | Porcentaje
casos %
Bajo 20 (48.8%) DCGNH 8 19.5
DCPNH 8 195
DMCNH 3 7.3
DCPDP 1 25
V Intermedio 8 (19.5%) DCGNH 2 4.9
DCPNH 2 4.9
DCINH 2 4.9
DMCNH 2 4.9
Alto 13 (31.7%) DCGNH 10 24.4
DCPNH 1 24
DMCNH 1 24
FMCNH 1 24

DCGNH: difuso de células grandes no hendidas, DCPNH difuso de células pequefias no hendidas, DCINH
difuso de células intermedias no hendidas, DCPDP difuso de células pequefias con diferenciacion
plasmocitoide, DMCNH difuso mixto de células no hendidas y FMCNH folicular mixto de células no hendidas.

[11.3 Inmunofenotipo
De los 41 casos estudiados se logro tipificar solo a 29 (70.7%), de éstos, el

29.3%(12/29) fueron de estirpe B, 39.0% (16/29) de estirpe T y sdlo el 2.4% (1/29)

de linfocitos NK. El 29.3% de los casos restantes se clasificaron como no B/no T

(Figuras 4y 5).
39%
29.30% 29.30% T
2
I "B
c
)
O M NK
o
o EnoB/noT

Tipificados

Figura 4. Distribucion de los casos de LC por inmunofenotipo. Del lado izquierdo de la grafica se observa
el porcentaje de casos inmunofenotipificados donde la estirpe T se encontré con mayor frecuencia, seguido
del fenotipo B y en menor proporcion el fenotipo NK. Del lado derecho se graficé el porcentaje de los casos
clasificados como no B/no T.
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i 4
Figura 5. Expresi6 toquimica de PAX5, CD3 y CD56 en ganglios sanos y con linfoma
canino. Cortes histolégicos de ganglio linfatico que muestran: A) izg. Expresion de Pax5 en foliculos
secundarios - 100x, der. Ganglio linfatico con linfoma canino con expresién nuclear positiva en linfocitos de
estirpe B 400x, B) izq. expresion de CD3 fuera del foliculo linfoide - 100x, der. Expresién de CD3 en
membrana citoplasmatica de linfocitos T 400x, C) izq. expresion de CD56 en la médula - 100x, der. Reaccion
positiva en membrana citoplasmica de linfocitos NK 400x. Técnica biotina streptavidina.
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Grado bajo
La estirpe T se detectd en 7/20 casos, la estirpe B en 4/20 casos, el Unico caso de

estirpe NK se encontrd en este grupo y 8/20 casos fueron no B/no T.

Por tipo histologico, el linfoma difuso de células grandes no hendidas (DCGNH) y
el linfoma difuso de células pequefias no hendidas (DCPNH), se encontraron con
mayor frecuencia en este grupo (40% cada uno). Del tipo DCGNH 4/8 fueron de
estirpe T y 2/8 de estirpe B. De los linfomas DCPNH 2/8 fueron de inmunofenotipo
T, mientras que solo 1/8 fue de estirpe B, 4/8 fueron no B/no T. El linfoma DCPDP
no pudo ser inmunotipificado, mientras que del tipo MCNH 1/3 fue de estirpe Ty
1/3 de estirpe B.

Grado intermedio

De los 8 casos de este grupo, (5/8) fueron subtipo T, mientras que (2/8) se
determinaron como subtipo B y (1/8) fue no B/no T.

Histologicamente, este grupo fue el méas variado, se incluyeron los tipos DCGNH,
DCPNH, DCINH, y DMCNH con 2 casos para cada uno. Los tipos DCPNH y
DCINH fueron de estirpe T, solo uno de los casos de CGNH compartié este

fenotipo, y uno del tipo DMCNH fue de estirpe B (Tabla 5).

Grado alto
El subtipo B se encontré en 6/13 casos, mientras que el subtipo T se detect6 en
4/13 casos, 3/13 fueron no B/no T.

Por diagndstico histolégico, en este grupo 10 casos (76.9%) correspondieron al
tipo DCGNH, de estos, 4/10 fueron estirpe B, y 3/10 de estirpe T. Solo se encontro
un caso del tipo DCPNH siendo de estirpe B y uno del tipo DMCNH de estirpe T.
El dnico caso con patrén folicular se encontré en este grupo y fue de estirpe B
(Tabla 5).
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Tabla 5. Distribucion de

inmunofenotipo.

los LC por grado de malignidad, patron histolégico e

Inmunofenotipo

Grado de . . .
malignidad Tipo histolégico Total
B T NK |NoB/NoT
DCGNH 40% 2/8 |4/8 |0 2/8 8
DCPNH 40% 1/8 ([2/8 [1/8 }4/8 8
Bajo 20/41 (48.8%)
DCPDP 5% 0 0 0 1/1 1
DMCNH 15% 1/3 |1/3 |0 1/3 3
DCGNH 25% 1/2 |1/2 |0 0 2
Intermedio g/a1 | DCPNH 25% 0 P2 o o 2
(19.5%) DICNH 25% o P2 b o 2
DMCNH 25% 1/2 |0 0 1/2 2
DCGNH 76.9% 4/10 [3/10 |0 3/10 10
DCPNH 7.7% 1/1 |0 0 0 1
Alto 13/41 (31.7%)
DMCNH 7.7% 0 1/1 [0 0 1
FMCNH 7.7% 1/1 |0 0 0 1

DCGNH: difuso de células grandes no hendidas, DCPNH difuso de células pequefias no hendidas, DCINH
difuso de células intermedias no hendidas, DCPDP difuso de células pequefias con diferenciacion
plasmocitoide, DMCNH difuso mixto de células no hendidas y FMCNH folicular mixto de células no hendidas.

[1l.4 Expresion de MUM1

La expresion de esta proteina solo se encontrd6 en 2/41 casos, uno de ellos

clasificado como FMCNH de inmunofenotipo B y el otro como DCPDP no B/no T,

en la figura 6 se muestra una imagen representativa de la reaccion positiva en los

linfocitos malignos (Tabla 6).
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Figura 6. Expresion inmunohistoquimica de la proteina MUM-1 en linfoma no Hodgkin. lzg. Corte
histologico de ganglio linfatico de perro sano mostrando expresion de MUM1 fuera del foliculo linfoide 100x,
der. Corte histoldgico de ganglio linfatico con diagndstico de linfoma folicular mixto de células no hendidas
donde se aprecia la reaccion positiva color café-ocre en el ndcleo de los linfocitos malignos 400X. Técnica
biotina-streptavdina,

[1l.5 Expresion de Ki-67

La expresion de esta proteina (Figura 7) se encontré en el 65.8% (n=27) de los
casos, de estos, el 31.7% (n=13) fueron linfomas difusos de células grandes no
hendidas, 17.1% (n=7) difuso de células pequefias no hendidas, 7.3% (n=3) difuso
mixto de células no hendidas, 4.9% (n=2) difuso células intermedias no hendidas y
los difusos de células intermedias y folicular mixto 2.4% cada uno, el resumen de

los resultados se muestran en la tabla 6.

Figura 7. Expresion inmunohistoquimica de la proteina Ki-67 en linfoma no Hodgkin. Izq. Corte

histolégico de ganglio linfatico donde se observa la expresién normal de la proteina en un foliculo linfoide -

100x. Der. Corte histologico de ganglio linfatico donde se observa coloracion café-ocre en el nicleo de los

linfocitos neoplasicos 400x. Técnica biotina-estreptavidina.
= = — = =~ —
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I11.6 Vimentina

La expresién de esta proteina (Figura 8) se dividi6 por grados de acuerdo al

porcentaje de células positivas como leve (50% de células positivas), moderada

(75%) e intensa

(mas del 90%), sin embargo, todas aquellas muestras que

expresaron 50% o mas se consideraron como reaccion positiva. El 87.8% de los

casos (n= 36) fueron positivos y el 12.2% (n= 5),

no la expresaron, en estos

altimos no se encontré predominio de algun tipo histoldégico o inmunofenotipo. Los

resultados se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Expresion de las proteinas Ki-67, vimentina y MUML1 por tipo histolégico e

inmunofenotipo

Tipo histolégico Inmunofenotipo Ki-67 + | Vimentina + | MUM1 +
B |T [NK|NoB/hoT
DCGNH 21 (48.8%) |8 |8 |0 5 13 20 0
DCINH 2 (4.9%) 0 |2 |0 0 2 2 0
DCPNH 11(26.8%) |2 |4 |1 |4 7 9 0
DCPDP 1 (2.5%) 0|0 |0 |1 1 1 1
DMCNH 5(146%) |1 |2 |O 2 3 3 0
FMCNH 1 (2.5%) 110 |0 |oO 1 1 1
TOTAL 41 12 |16 | 1 12 27 36 2

DCGNH: difuso de células grandes no hendidas, DCPNH difuso de células pequefias no hendidas, DCINH
difuso de células intermedias no hendidas, DCPDP difuso de células pequefias con diferenciacion
plasmocitoide, DMCNH difuso mixto de células no hendidas y FMCNH folicular mixto de células no hendidas.

33



Figura 8. Expresion de vimentina en linfoma no Hodgkin. Arriba. Corte histologico de ganglio linfatico
sano con expresién positiva de vimentina 100x, Abajo. Corte histolégico de ganglio linfatico en el que se

observa a nivel citoplasmatico la reaccién antigeno anticuerpo de coloraciéon café-ocre 400X. Técnica
biotina-estreptavidina.
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IV. DISCUSION.

El linfoma canino es la principal neoplasia hematopoyética en esta especie y una
de las que responden mejor a la quimioterapia, alcanzando hasta un 77% de
remisiones y periodos de supervivencia por arriba de los 260 dias (Greenle y cols.,
1990); sin embargo, para poder tener este logro en el tratamiento, se requiere
primeramente conocer el tipo celular involucrado, el grado de malignidad,

inmunofenotipo y cualquier otro factor involucrado en el prondstico.

En cuanto al tipo celular, en la actualidad se cuenta con varios esquemas de
clasificacion de los linfomas caninos, algunos estudios han encontrado relacion
con el inmunofenotipo, la respuesta al tratamiento y de periodo de supervivencia;
algunos otros obtienen que el fenotipo de la neoplasia no es predecible por la
morfologia celular y por ende, tampoco el prondstico para esos pacientes. Estos
resultados poco concordantes se basan en la falta de una clasificacion histologica
gue sea reproducible en diferentes areas geograficas y que pueda predecir el

desarrollo del linfoma y la respuesta al tratamiento.

En este trabajo, uno de los hallazgos principales fue encontrar un franco
predominio del patron difuso (97.6%) sobre el folicular (2.4%), lo que concuerda
con lo reportado previamente por Greenle y cols. (1990), Fournel-Fleury y cols.
(1997), Sueiro y cols. (2004), Guija de Arespacochaga y cols. (2007) y Ponce y
cols. (2003), quienes obtienen una frecuencia no mayor al 6% de linfoma folicular

usando otros esquemas de clasificacion.

Respecto a los tipos histoldgicos, en un estudio de 72 casos Weller y cols. (1980),
clasificaron 40 casos como linfoma histiocitico (55.5%) utilizando la clasificacion
de Rappaport. En otro estudio Greenle y cols. (1990), estudiaron 176 casos de los
cuales 83 (47.2%) fueron clasificados como centroblasticos y 45 (25.6%) como
inmunoblasticos de acuerdo a la clasificacion de Kiel. Usando la misma
clasificacion, Teske y cols. (1994), estudiaron 95 casos obteniendo que el 54%

fueron centroblasticos (n=47) o inmunoblasticos (n=5), mientras que Fournel-
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Fleury y cols. (1997), clasificaron 38 casos (41.3%) como centroblasticos y 13
inmunoblasticos (14.1%). Respecto a los resultados de este estudio, se incluyeron
estos subtipos en una sola categoria, como linfoma de células grandes (CGNH)
en 21/41 casos evaluados (48.8%) lo que concuerda con la frecuencia obtenida en
los estudios antes referidos, a pesar de utilizar sistemas de clasificacion

diferentes.

Los linfomas linfociticos de células pequefias, en otras clasificaciones se han
asociado a bajo grado de malignidad por lo que su frecuencia es baja, Guija de
Arespacochaga y cols. (2007) obtuvieron 1.2%, Dobson y cols. (2001) un 12%,
mientras que Greenle y cols. (1990); Fournel-Fluery y cols. (1997) y Teske y cols.
(1994), obtuvieron menos del 4 %. En otro estudio, Carter y cols. (1986),
encontraron una mayor incidencia (24%), lo que concuerda con los resultados de

este trabajo, donde se obtuvo una frecuencia de 26.8% de casos de LDCPNH.

Respecto al grado de malignidad, Carter y cols. (1986); Greenlee y cols. (1990);
Teske y cols. (1994); Fournel-Fleury y cols. (1997); Dobson y cols. (2001) han
encontrado que los linfomas de alto e intermedio grado de malignidad, son los mas
frecuentes (80%) y que el tipo histolégico mas asociado es el DCGNH. Por otro
lado, los linfomas de bajo grado se reportan como poco frecuentes (no mas del
15%) y se asocian con el tipo histolégico de DCPNH, Alvarez y cols. (2009),
reportaron mayor incidencia de casos de bajo grado de malignidad (22.6%). En
este trabajo se encontré mayor incidencia (48.8%) de linfomas de bajo grado de
malignidad, sobre el 31.7% y 19.5% de linfomas de alto grado e intermedio,
respectivamente (tabla 4), lo que difiere importantemente respecto a lo informado
por los otros estudios. Los linfomas de bajo grado no se relacionaron con ninguin
tipo histolégico, pero los de alto grado si se asociaron con linfomas de células

grandes no hendidas.

Respecto a la frecuencia del inmunofenotipo, Fournel-Fleury y cols., 1997,
Kosarek y cols., 2002, Caniatti y cols., 1996 y Dobson y cols., 2001, han reportado

una incidencia de linfomas de estirpe B mayor a 70%, mientras que Teske y cols.
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(1994), obtuvieron menos del 60% y Alvarez y cols. (2009), informaron el 42% de
este inmunofenotipo. En este trabajo la prevalencia de fenotipo B fue de 29.3%
debido a que sOlo pudieron tipificarse el 70% de los casos estudiados; sin
embargo, si se toman en cuenta Unicamente estos Ultimos, la prevalencia alcanza
el 41.4% lo que concuerda con lo obtenido por Alvarez y cols. (2009), en una

poblacion de la misma area geografica.

Algunos estudios realizados en Europa han reportado que los linfomas de estirpe
T tienen una frecuencia del 20-30% (Fournel-Fleury y cols. 1997; Kosarek y cols. 2002 y
Dobson y cols., 2001), Sin embargo otros estudios (Teske y cols. 1994; Alvarez y cols.,
2009), han encontrado frecuencias superiores a 40% en Europa y México. En este
trabajo, el 39% de los linfomas fueron de inmunofenotipo T, lo que coincide con lo
reportado previamente en una poblacién canina en la misma area geografica
(Alvarez y cols., 2009), lo que puede sugerir que la frecuencia del inmunofenotipo en
esta poblacién esté relacionada a factores como el ambiente, tipo de alimentacion

0 raza, por mencionar algunos.

Hasta la fecha no se ha reportado en medicina veterinaria el linfoma de células
NK, mientras que en la poblacibn humana se reconoce con una frecuencia muy
baja (Liang y col., 2008). Un hallazgo relevante en este trabajo, es el haber
encontrado, aunque sea en una frecuencia baja (2.4%) linfomas de estirpe NK, lo
que coincide con lo reportado en medicina humana; sin embargo, como en esta
especie, se requiere utilizar otros marcadores para poder confirmar o diferenciar
un linfoma de células NK (CD56+, CD3-, CD4+/-, CD19-, CD20-, CD13- y CD33-)
de una leucemia/linfoma mas agresivo de células NK (CD56+, CD3-, CD16+/-,

CD57-y CD94+) (valdivia-Ferrufino y cols., 2010).

Los linfomas nulos 0 no B/no T se han reportado con baja frecuencia (5 — 9 %)
independientemente del area geografica (Alvarez y cols. 2009; Caniatti y cols. 1996;
Dobson y cols. 2001; Teske y cols. 1994, Wilkerson y cols., 2005). En este trabajo a
diferencia de lo reportado, se encontré una frecuencia mayor (29.3%). Una de las

razones que puede estar relacionada con este hecho es la pérdida de expresion
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del antigeno ya que se conoce que el tejido de perro es mas sensible a la fijacion y
procesamiento en parafina que el tejido humano (Appelbaum y cols., 1984), en este
estudio se desconoce como se realizd el proceso de fijacién al cual fueron
sometidas las muestras, ya que fueron proporcionadas por diferentes centros

veterinarios.

Se ha reportado la asociacién entre el tipo histologico y el inmunofenotipo (Fournel-
Fleury y cols., 1997 y Guija de Arespacochaga y cols., 2007) por lo que los linfomas de alto
grado se asocian principalmente con linfomas de CGNH de estirpe B y los
linfomas de bajo grado de malignidad se relacionan con inmunofenotipo T y un
patron histologico de CPNH. En este trabajo, se encontré asociacion entre el
grado de malignidad e inmunofenotipo independientemente del tipo histolégico
involucrado (Tabla 5). Asi, los linfomas de alto grado presentaron mayor
frecuencia de estirpe B que de T, los linfomas de grado intermedio de malignidad
se asociaron con estirpe T y la mayoria de los de bajo grado de malignidad fueron
no B/no T. Teske y cols. (1994), Dobson y cols. (2001) y Ponce y cols. (2004), han
reportado que el tipo histolégico no sirve para identificar el inmunofenotipo celular
lo que coinciden con los resultados de este trabajo, donde el tipo LDCGNH
presenta la misma frecuencia de casos B o T y el LDCPNH presenté mayor

frecuencia de estirpe no B/no T.

MUM1/IRF4 es uno de los factores de transcripcion del interferon, su expresion
denota el paso final de la diferenciacion de la célula B en el centro germinal con
maduracién hacia célula plasmatica. Se expresa normalmente en las células
plasmaticas y en las células del centro germinal, en humanos se ha asociado en
50-77% de linfomas no Hodgkin difusos, el conjunto MUM1, bcl-6 y CD10 (CALLA)
definen las caracteristicas del linfoma de centro germinal que se ha asociado con
una supervivencia larga por lo que se le considera un factor de buen prondstico
(Hans y cols., 2004). En este estudio encontramos la expresion de la proteina en
dos casos, uno de ellos de fenotipo B y clasificado como FMCNH podria estar
asociado a células B activas, mientras que el otro no B/no T clasificado como

DCPDP podria relacionarse principalmente con una neoplasia de células
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plasmaticas. Para ambos casos lo ideal seria utilizar otros marcadores como
CD10, bcl-6, CD38, CD138 que presenten reaccion cruzada con tejido canino para
establecer una clasificacion y prondstico méas especifico.

Respecto al indice de proliferacion, Fournel-Fleury y cols. (1997) reportaron una
alta concordancia entre el grado de malignidad e indice proliferativo, mientras que
Kiupel y cols. (1999), Scholzen y col. (2000), Stanislaw, (2007), informaron que la
expresion de la proteina no representa un beneficio adicional al evaluarse junto
con la clasificacién histologica e inmunofenotipo ya que un alto indice mitético
indica alto grado de malignidad y pobre prondéstico. En este trabajo la expresion de
la proteina se presentd en 65.8% de los casos (n=27), al hacer el andlisis de la
expresion de Ki-67 respecto al tipo histolégico, grado de malignidad e
inmunofenotipo, no se obtuvieron resultados relevantes, sin embargo, de manera
general se puede decir que mas de la mitad de los linfomas estan proliferando
independientemente del tipo histoldgico e inmunofenotipo involucrados, por lo que
seria conveniente hacer un seguimiento de la expresion de la proteina en un

estudio prospectivo para determinar su valor pronostico.

La vimentina, en la mayor parte de los tumores ya sean benignos o malignos,
conserva el patrén de distribucion de la célula originaria del tumor de modo que su
identificacion inmunohistoquimica facilita el diagnéstico de las neoplasias. En este
trabajo el 87.8% de los casos expresaron la presencia de vimentina lo que
confirma el origen mesenquimal de la neoplasia, el 12.2% de los casos que no la
expresaron, podrian estar relacionados con una fijacién inadecuada del tejido y
por consiguiente, con la pérdida de expresion de antigeno. Aquellos casos que
expresaron la proteina de forma intensa pero que no se logré determinar el
fenotipo, indican que el proceso de fijacion de la muestra fue adecuado pero que a
pesar de que la morfologia fue tipica de linfoma, podria no tratarse de esta
neoplasia sino de otro tumor de origen mesenquimal por lo que se debe ampliar la
gama de anticuerpos utilizados en el perro para poder hacer un diagnéstico

diferencial con otros tumores de origen mesenquimatoso.

39



V.

CONCLUSIONES

La clasificacion histolégica propuesta en este trabajo considerando el tipo
histoldgico no se correlaciona con el inmunofenotipo; sin embargo, el grado
de malignidad si presenta correlacion con el inmunofenotipo y el indice de

proliferacion.

El inmunofenotipo T fue el mas frecuente en esta poblacién y podria estar

influenciado por factores no considerados en este trabajo.

Es baja la incidencia de linfomas de células NK en perros, tal como ocurre en

la especie humana.

La expresion de MUM-1 es poco frecuente en linfoma canino; sin embargo,
su evaluacién junto con otros marcadores puede servir como factor

pronéstico.

La expresion de Ki-67 no es un factor prondstico confiable.

La expresion de vimentina confirmé el origen mesenquimal de las células

neoplasicas.
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