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Ag = Antigeno.

ABC= Complejo ABC: Avidina-Biotina.

Ac = Anticuerpo.

AcMo = Anticuerpo monoclonal.

AcPo = Anticuerpo policlonal.

ADN = Acido desoxirribonucleico.

B1 = Célula B sin memoria inmunolégica.

B2 = Célula B con memoria inmunologica.
bel-1 = Oncogen.

bel-2 = Oncogen.

CB = Centroblasto.

CC = Centrocito.

CME-= Citrometria estatica.

CMF = Citometria de flujo.

C3b = Fraccion 3b del complemento.

DRC = Células dendriticas de] centro del foliculo.
drc = Células dendriticas del manto folicular.
EBY = Virus de Ebstein-Barr.

ELISA = Enzyme linked immunosorbent assay.
FAIDS = Ver SIDA.

FeLV = Virus de la Leucemia felina.

FeSV = Virus del sarcoma felino.

FIV = Virus de la inmunodeficiencia felina.
FOCMA = Antigeno de la membrana celular del oncomavirus felino /. Feline oncornavirus cell membrane
antigen.

HM = Células histiomonociticas.

IB = Inmunoblasto.

IDC = Células interdigitantes.

IFI = inmunofiuorescencia indirecta.

Ig = Inmunoglobulina.

IgFC = Zona de fijacion antigénica de las inmunoglobulinas (fraccion constante).
IgH = Cadena pesada de Ig.

THQ = Inmunohistoquimica.

IL = Interieukina.

L = Linfoma.

LDH = Lactico-dehidrogenasa.

LLA = Leucemia aguda linfoblastica.
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Abreviaturas

LL.C = Leucemia linfatica cronica.

LMF = Linfoma del manto folicular.

LNH-B = Linfomas noc Hodgkin B.

Lpl = Linfoplasmocitario.

MALT = Tejido linfoide asociado a mucosas.
ME = Microscopia electronica.

MF = Micosis fungoide.

PAAF= Punci6n aspiracion con aguja fina.

PI = Indice proliferativo (Proliferation Index).
PO = Peroxidasa.

QDA= Programa de Analisis del ADN (Quantitative DNA Analysis Programme).

QT = Quimioterapia.

RC = Remision completa.

RP = Remision parcial.

RN = Receptores nucleares.

RER = Reticulo endoplasmico rugoso.

RP = Remision parcial.

SIDA = Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida (FAIDS: Feline adquired immunodefficiency syndrome

-SIDA Felino).

SNC = Sistema Nervioso Central.

SNP = Sistema Nervioso Periférico.
STABC= Complejo Streptavidina-Biotina.

TVT = Tumor venéreo transmisible.

VIH = Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV: human immunodefficiency virus).
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Propésitos y Objetivos

Los procesos linfoproliferativos, dentro de las neoplasias malignas muestran una incidencia
ascendente en los humanos, que se relaciona en parte con el aumento de la inmunodepresion, sobre todo la
adquirida: trasplantes y SIDA. La dificultad que acompaiia a este grupo tumoral engioba distintos conceptos
de diagnostico y tratamiento; a pesar de una investigacion continua, los linfomas continiian siendo actualidad

porque su conocimiento completo esté unido al avance inmunolégico y terapéutico.

La semejanza del sistema linfoide humano y animal, no so6lo mamiferos sino también especies
inferiores, hace a priori muy intcresante la consideracion comparativa de sus neoplasias. Asi mismo puede

servir para constatar la ayuda que los datos a nivel humano aportan en ¢l conocimiento de estos tumores.

El presente trabajo estudia los linfomas en la raza canina, de una incidencia superior a la humana y
con etiologia y epidemiologia no conocidas. No s¢ han encontrado en ellos oncogenes causantes de
traslocaciones repetitivas, pero si una probable implicacién de los genes supresores. Ninguno de los virus
linfotropos responsables de linfomas en el hombre actila en el perro (ni el virus de Epstein-Barr (EBV)
relacionado con el linfoma endémico africano de naturaleza B o linfoblastico tipo Burkitt, ni el HTLV.],
retrovirus condicionante del linfoma-leucemia agresivo de linfocitos T, endémico del Japon e islas del Caribe).
Aunque en e} gato se conoce que los virus de la leucemia felina (FeL'V) y de la inmunodeficiencia felina (FIV)
estan implicados en linfomas y leucemias por la induccién previa de un estado de inmunodeficiencia, se duda

de una etiologia viral relacionada con los tumores linfoides del perro.

Para la consideracion de esta patologia animal, interesante y dificil, se utilizan conceptos semejantes
a los descritos en patologia humana. Existen discretas variantes en la clinica, estadiaje y terapia, v para su

correcta evaluacion morfologica se han de incluir de forma necesaria nuevas metodologias.

En cuanto a la clasificacién de los tumores, en el presente trabajo se ha seguido la modalidad humana,
quizas no totalmente adecuada, porque estas neoplasias en la mayoria de las series publicadas y en los casos
que aqui se consideran, son casi siempre de alta agresividad. No obstante, las clasificaciones de Kiel y
Working-Formulation, que consideran los linfomas segun los distintos grados de malignidad, parece que

cumplen de forma adecuada los objetivos de esta tesis.

Dado que no hay que olvidar que parte de los linfomas caninos no solo surgen en ganglios, sino en
piel, timo o aparato digestivo, se recogen también los conceptos de la escuela inglesa de los linfomas
extraganglionares (Isaacson), la revision europea-americana REAL, y la ditima propuesta de la OMS (para
clasificar los linfomas) que engloban linfomas nodales y extranodales. No obstante, dado que los distintos
subtipos descritos en las clasificaciones generales humanas, resultan con frecuencia poco superponibles con
los hallazgos encontrados a nivel animal, parece que los linfomas animales, todos no Hodgkinianos, se

deberian considerar por el lugar anatomico donde surgen, por la semejanza con las células que los originan
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Propésitos y Objetivos

y por las caracteristicas biologicas de las mismas, las cuales incluyen métodos biodindmicos para la
valoracion objetiva de la agresividad.

Los estudios de linfomas animales realizados hasta la actualidad, abarcan las caracteristicas clinicas,
morfologicas e inmumohistoquimicas (THQ) con anticuerpos monoclonales (AcMo) en congelacién, dirigidos
anti-antigenos (Ag) animales. Faltan trabajos en los que la IHQ se realice con métodos y anticuerpos (Ac) en
cortes parafinados, semejantes a los utilizados en patologia humana, casi todos comerciales y con alta
definicidén, que por su probable reaccion cruzada, o por ser extensivos a mamiferos, permitan un mejor

reconocimiento celular y asi una correcta tipificacion del tumor.

El presente estudio tiene como objeto entender la biologia neoplésica en el animal y saber si los
distintos linfomas muestran rasgos diferenciales o comunes en su presentacion clinica, diagnostico
morfoldgico, inmunofenotipico, biodindmico y respuesta al tratamiento. Para ello se han elegido casos
representativos que aunen material idoneo para el diagnostico morfologico multidisciplinario, lo que exige

tomas rapidas post mortem o bidpsicas, asi como protocolos completos clinico-evolutivos.

El material procede del Departamento de Patologia Animal I de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Complutense de Madrid-UCM y las técnicas se han realizado en ¢l Departamento de Anatomia
Patologica de la Fundacion Jiménez Diaz, Universidad Auténoma de Madrid-UAM, Centro de Referencia
de Patologia Linfoide, con experiencia adecuada en el diagnostico actualizado morfolégico ganglionar,

Los objetivos concretos especificados se citan a continuacion: -

1.- Estudio clinico - evolutivo

2.- Estudio morfologico necropsico, con técnicas de rutina, microscopia electronica e
inmunohistoquimica, con marcadores mono y policlonales.

3.- Estudio biodinamico de las biopsias con marcadores proliferativos para posterior cuantificacién
en un analizador de imagen CAS 200,

4.- Estudio del ADN con citometria de flujo y estdtica.

5.- Estudio estadistico de los resultados.
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Introduccion

A.- SISTEMA LINFOIDE; ORGANIZACION.

Para una correcta comprensién de la inmunopatologia de los procesos linfoproliferativos, se deben
conocer los cambios tanto morfolégicos como inmunofenotipicos que ocurren durante la transformacion
linfociteria, la embriogénesis v diferenciacion fisiologica asi como la divisién de los linfocitos en subgrupos
funcionales, con el patrén de circulacién y anidamiento de los mismos [Taylor CR, 1982].

Desde que se hicieron las primeras descripciones del linfocito en 1774 hasta los dltimos afios, se ha
avanzado mucho en el conocimiento dinamico del sistema celular linfoide, no hay que olvidar que hacia 1958
se dudaba de la funcion linfocitaria, o de aquella "célula con atributos morfologicos poco definidos” [Mitchell
Jetal, i978].

Las células del sistema inmune, sobre todo los linfocitos, se distribuyen en 6rganos linfoides, donde
forman microambientes intercomunicados con alta especializacion, que facilitan el atrapamiento antigénico,
su catabolismo, el tréfico linfocitario y la estimulacion y diferenciacion ordenada de células efectoras [Kay
NE et al, 1979; Banks WJ, 1993].

Se pueden diferenciar tres compartimentos de maduracién linfoide: A) células germinales, B) érganos
linfoides centrales de maduracién linfocitaria T o B antigeno-independientes (timo y equivalentes humanos
de la Bursa de Fabricio de las aves) y C) organos linfoides periféricos, de generacion y difusion de respuesta
inmune post-estimulo antigénico (ganglios linfaticos, bazo y sistema linfoide asociado a mucosas: MALT)
[Linch PC et al, 1982; Isaacson PG et al, 1983, Spencer J et al, 1986].

La célula madre, totipotencial hematopoyética o célula STEM, se origina en los islotes hematopoyéticos
del saco vitelino del embrion, en el higado fetal y después del nacimiento en 1a médula dsea (MO), dando
lugar a las diferentes series hematopoyéticas, incluida 1a linfoide, objeto de este trabajo [Ryser JE et al, 1974;
Mitchell J et al, 1978; Kay NE et al, 1979; Miller JFAP, 1979; Quesenberry P et al, 1979; Magrith IT,
1981; Sanchez Fayos J et al, 1982; Nichols WS et al, 1983; Kempin SJ, 1984, Sanchez Fayos J et al, 1984;
Fiallkow PJ, 1988; Banks WJ, 1993].

La serie linfoide T madura en el timo. El contacto precoz de los linfocitos con las células epiteliales
timicas es fundamental para la adquisicién de la autotolerancia. Alrededor de un 5% de la produccion diaria
timica surge de la zona cortico-medular para despugs salir a la sangre y ser distribuida en las regiones T-
dependientes de los Organos linfoides periféricos. Esta distribucion ocurre en virtud de factores
microambientales no totalmente conocidos, que en parte dependen de las agresinas ¢ moléculas de adhesion
y de la accion del endotelio de las vénulas de las areas T. Los linfocitos T constituyen un 70-80% del total
linfocitario de sangre periférica y un 90% de la linfa del conducto toracico [Levine GD et al, 1975; Rosai J
et al, 1976; Miiller-Hermelink HK, 1986; Knapp W et al, 1989; Henry K, 1992].
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Introduccién

Se discute cual es el equivalente de la Bursa, 6rgano linfoide central de la serie B. En rasgos generales
se acepta que debe ser 1a MO sobre todo en el individuo adulto. En ella maduran linfocitos B que constituyen
un 12-15% de los linfocitos circulantes en sangre periférica, un 50% de los linfocitos esplénicos y un 75%
de los de la MO [Mitchell J et al, 1978; Kay NA et al, 1979; Miller JFAP, 1979; Nichols WS et al, 1983;
Parks DE et al, 1983; Roint 1, 1988].

Los 6rganos linfoides periféricos presentan areas B y T dependientes, con una disposicion especifica
en cada organo. En el ganglio linfatico ¢l 4rea T corresponde a las zonas paracorticales, centradas por la
vénula postcapilar; el area B-dependiente corresponde a los foliculos linfoides y a los cordones medulares,
y en ella las células B muestran distinta morfologia, modulacién y funcién. En el bazo (dentro de la pulpa
blanca o foliculos de Malpighio) ias dreas T son las vainas celulares periarteriolares, y las B las rodean
formando foliculos distintos a los del ganglio, ya que presentan un centro con vascularizacion capilaro-
arteriolar, manto y drea marginal. En el sistema MALT los foliculos o areas B se estructuran como en el bazo
(sin vasos en su interior) v el drea T es periférica a los mismos, con una disposicién semejante a la que existe
en los ganglios linfaticos Rivas C et al, 1975; Rivas C et al, 1980; Isaacson PG et al, 1983; Rivas C et al,
1983; Fujita T' et al, 1985].

En cada érgano sefialado, las células linfoides estan en una malla o estroma con distintos tipos celulares,
que a su vez tienen diversas funciones. La funcién de sostén corresponde a elementos de habito fibroblastico.
Otras células, de estirpe monocitaria, o fagocitan o inducen ia respuesta y los cambios linfoides de airededor
al atrapar en su superficie los antigenos; son las células presentadoras de antigeno, dendriticas foliculares
(DRC) en ¢l area B, o los complcjos interdigitantes-células de Langerhans (IDC) de las dreas T [Linch DC
etal, 1982; Rivas C et al, 1983; Feller AC, 1985; Fujita T et al, 1985].

B.- AREA B; FOLiCULO LINFOIDE SECUNDARIO.

Como ya se ha comentado, los foliculos linfoides son unos agregados nodulares situados en la cortical
de los ganglios linfaticos u otros 6rganos linfoides. Para su desarrollo se necesita una poblacion T timo-

dependiente normal. No ocurre una activacion completa o correcta en estado alterado de la inmunidad /Roitt
I, 1988].

Cuando no ha existido un estimulo antigénico previo, el foliculo es homogéneo y esta constituido por
células linfoides de pequefio tamafio y aspecto maduro (celutas B1 sin memoria inmunolégica), es el llamado
Joliculo primario. Post accion del antigeno se constituyen los foliculos secundarios, de mayor tamafio, con
dos zonas bien definidas: una periférica estrecha de células pequefias con micleos densos, que constituye el
manto folicular, y otra central o nicleo claro por poseer células mayores, de micleos con menor densidad
cromatinica, por lo que se destaca claramente del resto de la pulpa. Esta zona se lfamaba antes germinal,

porque s¢ interpretaba como €l lugar donde nacian en su mayor parte los linfocitos B [Fujita T et al, 1985].
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Introduccién

En el sistema MALT o en los ganglios mesentéricos el foliculo se rodea de una tercera capa concéntrica
semejante a la que presentan las zonas B de los foliculos de Malpighio esplénicos, e drea marginal /Millikin
PD, 1969; Linch DC et al, 1982; Feller AC, 1985, Fujita T et al, 1985; Wolf BC et al, 1989].

Centro Folicular

Presenta células linfoides de gran tamafio resultado de la modulacién de los elementos virgenes
linfocitarios B1, con una morfologia caracteristica que las identifica como "células del centro folicular”. Las
més pequedias o mas maduras son los “citos” {centrocitos CC) que miden de 10 a 12 micras. Las mayores o
"blastos" (centroblastos CB) miden de 15 a 25 micras. Los CC tienen un nicleo hendido o de contorno
irregular con cromatina densa, nucleolo pequefio y escasas cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (RER)
intracitopldsmicas. Los CB tienen ntcleos de contorno liso, forma ovalada, cromatina laxa y nucleolos
hiperplasicos generalmente marginados; el citoplasma es escaso con minima cuantia de RE /Rivas C et al,
1980].

La inmunohistoquimica en tejido humano demuestra positividad para los anticuerpos monoclonales
{AcMo) pan-B (CD19, CD20, CD79a) asi como para los Ac policlonales (Po): IgM, kappa y lambda,

expresando también el AcMo CD10 . En tejido animal funciona bastante bien el AcMo CD79ay los AcPo
kappa y Lambda.

Las células de estirpe histiomonocitica (HM)} modificada constituyen las dendriticas del centro o DRC.
Comparten marcadores con esa estirpe asi como otros especificos (CD21-CD23). En tejido animal exhiben
casi en su totalidad la proteina S-100, ya que otros Ac HM como el MAC 387 tifien histiocitos sinusales.

Son en las DRC donde comienzan los cambios del centro folicular. Ante la llegada de ciertos antigenos,
cambian su morfologia y se hacen estrelladas, con cuerpo pequeiio y largas prolongaciones que atrapan en
superficie abundantes complejos antigeno-anticuerpo (gracias a que poseen receptores para IgFc de las
inmunoglobulinas y complemento C3b) los cuales permanecen largo tiempo en su membrana, y facilitan la
transformacién de los Iinfocitos a blastos del centro: centroblastos y centrocitos (CB y CC) como un primer

paso para la formacion de la célula plasmatica o elemento especializado para la formacion de anticuerpos.

Probablemente existen otras células intermedias en la respuesta B, como son los inmunoblastos (IB) y

las células linfoplasmocitarias (Lpl); también hay una serie de células B que tras su contacto con las DRC
quedan sin transformar, pero conservando la memoria inmunolégica (B2) y presentando la morfologia de
linfocito maduro. Las células CB mueren rapidamente y sus resios apoptéticos son fagocitados por

macrofagos, responsables de la imagen en "cielo estrellado” del centro reactivo.

En estos foliculos secundarios ocurre la activacion B timo-dependiente. El macrofago capta el antigeno
{por medio de sus receptores de membrana) y lo elabora en su citoplasma, presentindolo después a la célnla
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CD4 o colaboradora, en su superficie estd unido al complejo de histocompatibilidad clase I (clase I si lo
presenta al linfocito CD8 citotdxico). Con estos procesos asi como con la produccion de interleukina (IL)-1,
¢l macrofago estimula al linfocito cooperador, que a su vez produce la IL-II, determinando Ja proliferacion
By T. Este es un mecanismo inmunol6gico general [Roitt I, 1988, Ortiz Masllorens F, 1997], que esté

ausente en estados de inmunodeficiencia.

También se admite una activacion timo-independiente que ocurre con algunos tipos especiales de
antigenos (polimeros D-amino4cidos, polisacdridos, polivinilpirrolidona, etc...) que son capaces de estimular
las células B sin que las T esién involucradas. Parece que en concentracién suficiente, algunas sustancias
persisten durante un tiempo prolongado en la superficie de macrofagos especializados (probablemente
situados en el seno subcapsular ganglionar y en Ia zona marginal esplénica) consiguiendo transformaciones

B efectivas pero no cuantitativamente suficientes.

En el ganglio linfatico no se conoce exactamente si los cambios descritos se producen en la pulpa
subsinusal o en la periferia de los foliculos, en la zona del manto, donde las células HM (drc) constituyen la
trama dendritica del mismo, actuando también como células presentadoras antigénicas [Roitt 1, 1988].

Manto Folicular

En el foliculo secundario la zona clara central se rodea de una periferia densa, con peculiaridades
morfologicas e inmunofenotipicas. Si la morfologia optica era suficiente para definir las células CB, CCy
DRC del centro, no ocurre lo mismo con los tres elementos del manto. Su célula dendritica (drc) es menos
caracteristica que la DRC, con prolongaciones mas cortas y gruesas, mas vecinas a los histiocitos; las células
linfoides parecen elementos mayores que un linfocito, con micleo de contorno irregular, cromatina densa y

nucleolo llamativo.

La inmunohistoquimica proporciona en tejido humano un inmunofenotipo distintivo del manto. Las drc
son positivas con AcMo HM v negativas o débilmente positivas con AcMo anti-DRC aunque, en ocasiones
muestran positividad con desmina y vimentina, careciendo, como Ias DRC, de fenémenos de fagocitosis. Las
células linfoides son positivas para IgM, pero ademas muestran IgD, asi como kappa y lambda, siendo
negativas con CD10. Dichas células linfoides del manto pueden marcarse con el anticuerpo T restrictivo CD5
[Weisemburger D et al, 1985].

La actividad proliferativa tras el estimulo antigénico difiere en centro y manto: en el primero la
positividad con ciclinas MIB1 (Ki67 en parafina) o PC10 puede ser casi de un 100% y en el segundo de un
5 aun 10%. Los valores obtenidos en tejido animal son algo mas bajos [Gerdes J, Dallenbach F et al, 1984;
Gerdes J, Lembke H et al, 1984, Gerdes J, Sabattini K et al, 1993].



Introduccién

La Microscopia Electronica (ME) resalta las diferencias celulares entre ¢l centro y el manto. Las DRC
son de cuerpo pequefio y trianguiar, a veces doble, con cromatina fina y nucieolo poco llamativo; su
citoplasma es escaso y no muestra lisosomas secundarios, prolongédndose en finas extensiones unidas por
desmosomas o hemidesmosomas que rodean estrechamente cada CB y CC. Las dendriticas del manto, dre,
son menores, con prolongaciones anchas que siguen a un citoplasma mas amplio que el de las DRC, con
ocasionales microfibrillas o cuerpos densos que recucrdan a miofibroblastos; en las zonas mas periféricas
dichas prolongaciones se entremezclan tanto con las extensiones de las DRC como con los procesos
citoplasmicos de las células interdigitantes (IDC) del area T.

Las células linfoides del manto (10 micras) tienen micleo redondo o hendido, cromatina densa y nucleolo
flamativo con citoplasma moderado v escasas cisternas de RER. Se diferencian ultraestructuralmente de los
CC del centro, que son mayores (12 micras), con cromatina mas dispersa y nucleolo menor, siendo
excepcional el RER. El CB del centro es el blasto mayor (15-18 micras) con micleo liso de cromatina dispersa
y nucleolos prominentes, Unicos o multiples, generalmente marginados; su citoplasma es escaso con
abundantes polirribosomas y despolarizacion mitocondrial fMori Y et al, 1966; Millilin PD, 1969;
Kaiserling E, 1977; Rivas C, 1980].

La formacion del foliculo secundario es 1a expresion morfologica de la activacion del sistema inmune
en respuesta al contacto con el antigeno. La estimulacion de la célula B supone una proliferacién y
diferenciacién hacia la célula plasmatica, especializada en la formacién de anticuerpos especificos para el
antigeno en cantidad suficiente. La secuencia celular que va desde un linfocito "virgen", sin contacto con el
antigeno, hasta la plasmatica, es discutida. Probablemente un linfocito B1 pequefio da lugar a un CB que
rapidamente muere, siendo sus restos eliminados por macrofagos del centro reactivo. Los inmunoblastos (IB)
son muy similares a los CB pero poseen mas cisternas de RER y nucleolo central; parece que estas dos células
estan muy relacionadas tanto por su morfologia como por su inmunofenotipo. El CC es probablemente la
primera célula efectora, aunque de corta duracion. El siguiente escalon es la célula linfoplasmocitaria, Las
células del manto tienen un desarrollo inicial de reticulo endoplasmico rugoso RER, adoptando una

morfologia similar a la linfopiasmocitaria.

Experimentos animales han determinado que en las DRC permanecen los complejos antigeno-anticuerpo
que condicionarian los cambios CB y CC. Ceélulas B2 de memoria llegarian al manto contactando con un
nuevo antigeno en las drc, 1o que a su vez estimularia los cambios hacia célula plasmatica. Estos resultados

en congjos no parecen totalmente extrapolables al hombre [Kaiserling E 1977].

El manto es una zona polimorfa donde, ademas de las mencionadas, existen otras B1 y algunas B2
recirculantes. Podria ser el lugar de la transformacion B timo-independiente, donde antigenos especiales
permanecerian en las dre condicionando la diferenciacion a plasmatica. Es evidente que, en parte es un drea

residual del foliculo primario, pero la morfologia descrita implica una funcién activa, y que es tanto mayor
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cuanto mas grande es la respuesta centrofolicular.

En cuanto a las células efectoras o plasméticas, en ganglio son muy escasas en ¢l foliculo, mas
abundantes en ¢l manto y predominantes en la pulpa terciaria. Van de la cortical a los senos medulares donde,
probablemente por un mecanismo holocrino, segregan inmunoglobulinas al sistema de senos medulares y de
ahi al torrente linfatico y sanguineo,

E! foliculo es predominantemente B, pero también tiene células T. Estas se sitilan entre centro y manto;
las CD4 (Helper 6 cooperadoras) son aproximadamente €l doble de las CD8 (Citotoxicas - supresoras) en
respuestas ganglionares inespecificas, pudiendo invertirse este cociente en situaciones no tumorales o
tumorales. No se conoce exactamente cudl es su funcién [Wolf BC et al, 1989]. Es importante recordar que
la activacién morfoinmunoldgica no es superponible a la inmunologicamente conocida, de las célulasBo T
[Roitt I, 1988; Ortiz-Masllorens F, 1997].

Area Marginal.

En dreas extranodales, bazo (pulpa blanca) y sistema asociado a mucosas (MALT - placas de Peyer),
se observa una tercera zona externa al manto: la zona marginal [Isaacson PG et al, 1983; Spencer J, Finn
Tet al, 1986; Norton A, Isaccson PG, 1994]. Esta formada por células B recirculantes con fisiologia aiun no
totalmente conocida. Su forma es redondeada o estrellada, sin dendriticas intermedias, monétonas en la optica,

de nucleo redondo, con citoplasma claro. La electronica demuestra un contorno irregular, moderado

citoplasma, con escaso RER y nicleo poco activo.

La IHQ del &rea marginal es compartida parcialmente con ¢l centro, toma los marcadores B pero no el
CDI10 y expresa IgM. Es negativa con CD35 e IgD, marcadores del manto folicular.

C.- AREA T O INTERFOLICULAR

En la zona cortical y entre los foliculos se encuentra el area timo-dependiente o interfolicular. Esta
constituida por linfocitos T de predominio maduro, con distintas formas blasticas intermedias, hasta
inmunoblastos T.

En muchos ganglios esta zona tiene una apariencia nodular que representa una reaccion T con histiocitos
no fagocitantes que recuerdan al foliculo, por ello algunos autores la llaman "foliculo terciario”. Su hiperplasia
ocurre en muchos procesos, sobre todo los de origen viral y en enfermedades inmunologicas fKnapp W et al,
1989]. En su seno hay dos estructuras especializadas que condicionan la morfologia de esta zona: la vénula
post-capilar y el compiejo de células interdigitantes.
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La vénula post-capilar esta revestida por células endoteliales altas de forma trapezoidal, con riqueza en
orgénulos citoplasmicos y microfibrillas semejantes a las de los elementos que revisten los sinusoides
ganglionares. Parece que estos endotelios contienen un receptor de ubiquitina [Roirt I, 1988] que actia como
una lectina que reconoce complejos fosfatados de la superficie del linfocito, por lo cual existe una interaccion
entre ellas y los linfocitos que lleva a un adhesién de ambos elementos. Después de la unién y merced a la
formacién de pseuddpodos, el linfocito se introduce en el citoplasma endotelial, se rodea del mismo, desciende
a la basal, y sale a la pulpa por debajo del pericito. Este paso intraendotelial o "emperipolesis” que ocurre
también en los capilares venulares /Rivas C, 1980], es caracteristico del linfocito, ya que los polinucleares

atraviesan la pared por las uniones inter-endoteliales.

Los linfocitos llegados por via venular colonizan la pulpa T y se modifican por los antigenos expresados
en superficie por las células interdigitantes.

El complejo de células interdigitantes-Langerhans (IDC) son a la zona T lo que las DRC al centro del
foliculo. Estan constituidos por un grupo de células monocitarias transformadas cuya funcién es mantener
distintos complejos antigénicos en la superficie de sus prolongaciones. Dichas proyecciones son gruesas y
cortas y se extienden en ocasiones hasta los linfocitos del manto folicular /Rivas C, 1991]. El citoplasma es
amplio, con abundantes organelas, lisosomas sin signos de fagocitosis y cuerpos de Birbeck (caracteristicos
de este elemento, de funcion discutida, situados en las vecindades de la membrana plasmatica o en las

cercanias del Golgi).

Las IDC expresan en membrana el antigeno CD1 que comparten con los timocitos corticales, y se tifien
también con ¢l Ac anti-proteina S-100. Su dindmica es grande y cuando se introducen en la luz de los senos
se habla de las células "veiled" o escondidas, solo detectadas por IHQ. Fue descrita por Veldman [Lennert
K et al, 1978] en congjos y su nombre se debe a las interdigitaciones que relacionan estos elementos entre si

y con los linfocitos vecinos.

Entre las células T hay abundantes elementos B transformandose a plasmaticas que caminan a los senos
medulares para vertir en ellos los anticuerpos secretados; hay una célula no totalmente conocida, la llamada
célula T plasmocitoide, caracteristica en algunas respuestas del érea T en linfadenitis (sobre todo la
dermatopatica), que se parece a las plasmaticas desde el punto de vista electronico, por el desarrollo del RER
aunque no forma inmunoglobulinas, y que es una modificacion de los linfocitos T, que expresan anticuerpos
CD3 y CD4 [Lennert K et al, 1978].
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D.- CONTRAPARTIDAS TUMORALES
D.1) LINFOMAS B.
En patologia humana el centro, manto y drea marginal dan lugar a distintas neoplasias:

1. Del centro y por la accién del oncogen bel-2, que en un porcentaje alto lleva a la traslocacion t(14,18),
surgen los linfomas CENTROFOLICULARES de bajo y alto grado fPezzella F et al, 1990]. Es probable que
puedan también originarse los linfomas INMUNOBLASTICOS ya que CB ¢ IB, como se ha comentado
previamente, son dos células relacionadas. Asimismo, se ha cuestionado si los linfomas LB tipo Burkitt
pudieran ser del centro folicular, ya que los blastos EBV relacionados son parecidos al CB de menor tamaiio

que el reactivo con el mismo inmunofenotipo [Lennert K, 1978; Rivas C, 1982].

2. En el manto, debido a la traslocacién (11,14) por la accién del oncogen bel-1 surgen las neoplasias
aceptadas solo en humanos [Jaffe ES, 1987; Weisenburger DD, 1987] conocidas como linfomas del manto,
Hamados de “diferenciacion intermedia”, no comprobadas en animales. Esta neoplasia corresponde al

linfoma centrocitico de la clasificacion de Kiel {Lennert K et al, 1983].

3. Parece que el area marginal es la responsable de los linfomas extranodales del MALT (de los cuales los
gastrointestinales son los mas frecuentes). De reacciones extranodales inflamatorias o inmunes que
estructuran tejido linfoide extranodal reactivo en el seno de distintos érganos (como piel, tejido tiroideo,
pulmonar etc..), surgen asi mismo linfomas superponibles a los MALT de predominio B. Sus células son
diferentes a las del area marginal reactiva, modulandose desde linfocitos y plasmaticas a blastos medianos
hendidos ("CC-like") y otros de mayor tamaiio ("CB-like"} que reciben esa denominacion porque recucrdan
al centrocito y al centroblasto con microscopia 6ptica. No obstante, con ME exhiben un desarrollo del RER
superior a cualquier linfoma nodal de esa morfologia, siendo los blastos mayores, semejantes a plasmablastos.
Las cé¢lulas mas maduras muestran epiteliotropismo en el cuello de las glandulas (estomago e intestino)
constituyendo las lesiones linfoepiteliales, caracteristicas para el diagnostico [Isaacson et al, 1983; Spencer
J MeDonald Tet al, 19586, Isaacson PG et al, 1989, Castrillo JM et al, 1990 ; Isaacson PG, [99G; Rivas
Cetal, 1990, Rivas Cet al, 1991; Rivas C et al, 1991, Castrillo JM et al, 1992; Norton AJ et al, 1994;
Norton AJ et al, 1994; Montalban C et al, 1995].

4. Células B precursoras semejantes a las de la MO serian las responsables de los linfomas-leucemias B
linfoblasticas. El linfoma LB B tipo Burkitt se considerd en un principio constitnido por estos mismo

elementos; en la actualidad y como se ha comentado previamente, parece relacionado con el centro folicular
[Lennert K etal 1978 y 1981].
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D.2) LINFOMAS T.

Los linfomas T son neoplasias polimorfas de células T periféricas o precursoras [Stein H, Tolksdorf G
et al, 1981; Rivas C et al, 1982; Vicente J, 1982; Montalbdn C et al, 1993], de localizacién primitiva o
nodal, o extranodal. Para su identificacién es imprescindible el estudio inmunohistoquirnico, ya que la
morfologia citolégica por si misma puede lievar a errores diagnosticos. No se puede hablar de alto y bajo
grado de forma comparativa a los LNH-B, dado que giobalmente son siempre mas agresivos. Entre los LNH-
T periféricos, CD4+ y CD8+, hay que destacar: 1) Los NODALES, de mayor o menor agresividad, con
células semejantes al linfocito T periférico pero con nucleo irregular, y 2) Los EXTRANODALES de
predominio cuténeo, entre los cuales hay que incluir en la actualidad parte de los linfomas citotoxicos, algunos
CD8 [Franks PT et al, 1986; Wellman ML et al, 1989; Moore PF et al, 1994; WHO 1997].

E.- BIOPATOLOGIA DE LAS NEOPLASIAS LINFOIDES,

Se dice que los procesos linfoproliferativos, leucemias o linfomas, suelen presentarse exhibiendo un
inmumofenotipo que reproduce ¢n cierta manera a la biologia de las células normales, dentro de la secuencia
de modulacion funcional de los sistemas linfoides B y T. De ahi parten las hipotesis de que las neoplasias
constituyen una expansion clonal de un elemento celular mutado con un "stop"” madurativo a nivel de un

momento de su ontogenia [Sdnchez Fayos J et al, 1982; Wright DH et al, 1983, Habeshaw JA et al 1988].

Esta idea que resuita de utilidad para la comprension de fos linfomas, no es siempre exacta. Es bien
conocido que en la mayoria de las neoplasias linfoides de células pequeiias o bien diferenciadas, los elementos
tumorales suelen reproducir la morfoinmunologia normal o reactiva (aunque se demuestra que las células
presentan alteraciones citogenéticas importantes), pero no sucede asi en las mas agresivas o desdiferenciadas,
donde se observan fenotipos aberrantes o defectivos. Asi mismo la citogenética expresa alteraciones

cromosomicas importantes incluso en las més diferenciadas [Garcla R et al, 1994].

Para considerar todas estas neoplasias, durante mucho tiempo se han establecido distintas clasificaciones
[Rappaport H, 1966; Gerard-Marchant Ret al, 1974; Kim H et al, 1974; Lennert K et al, 1975; Lukes RJ,
1975; Dorfinan RF, 1977; Lennert K et al, 1978; Weissman IL et al, 1978; Lennert K et al, 1981 Robb-
Smith AH et al, 1981; Weisenburger DD et al, 1981; Working Formulation (National Cancer Intitute),
1982; Stansfeld AG et al, 1988, Lennert K et al, 1990; REAL: Harris N et al, 1993; REAL: Chan JK et al,
1994; WHO 1997}, muchas de ellas adaptadas a Medicina Veterinaria {Carter RF et al, 1986; Parodi AL,
1988; Greenlee PG et al, 1990; Teske E, 1993, Fisher DJ et al, 1995, Fournel-Fleury C et al, 1997]. En
este trabaio se ha elegido de un lado la clasificacién de Kiel [Lennert K et al, 1975; Lennert K et al, 1981;
Lennert K et al, 1990}, dado que en ella se perfilan rasgos morfologicos y clinicos dentro de los linfomas B,
bajo y alto grado de agresividad, y también la WF [Working Formulation - National Cancer Intitute -, 1982]
muy utilizada en Patologia Veterinaria [Carter RF et al, 1986; Couto CG 1985; Couto CG et al, 1995] en
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su evolucién natural sin terapia, que afiade junto a los grados bajo y alto, €l concepto de agresividad
intermedia; aumque engloba sin embargo, de forma unitaria, los linfomas de estirpe B, T nodales y
extranodales [Cattoretti G et al, 1992] (Tablas 1, 11 y III).

Un linfoma de bajo grado o de evolucion favorable es aquel que, desde su diagndstico hasta que causa
la muerte, tiene una evolucion lenta; se presenta con extension considerable y en estadios avanzados. Los
portadores (datos en medicina humana) no responden totalmente a la terapia multiple; los casos de edad
avanzada o mal estado general pueden manejarse con tratamientos poco agresivos o sintomdticos, dado que

¢l paciente "puede convivir" con su neoplasia.

El linfoma de alto grado sin tratamiento provoca la muerte en un plazo corto; puede estar localizado
en el momento del diagndstico, si el individuo acude pronto a consulta (estadios bajos), responde rapidamente
a las terapias, pero tiende a recidivar si no se utilizan protocolos agresivos. Puede alcanzar remisiones

completas en un 60% de los casos.

El grado intermedio remeda en la clinica mas a los linfomas de bajo grado, con una dindmica mayor que

ellos y poca respuesta a terapias convencionales, con recidivas miiltiples y curso torpido.

El conocimiento de estos linfomas en la actualidad, se ha perfeccionado gracias a la aportacion del
inmunofenotipo o expresién en sus células de marcadores monoclonales de nucleo y citoplasma, indicativos
de la estirpe y agresividad tumoral asi como de la proliferacion y diferenciacion. Muchos casos, sobre todo
en los de bajo grado se puede conservar el inmunofenotipo habitual de las contrapartidas celulares no
tumorales, pero en el alto grado, los tumores presentan un inmunofenotipo variable que puede o no recordar

a las células originarias o tan sélo expresar la estirpe B, T y signos proliferativos de agresividad.

La dinémica tumoral estudiada con marcadores proliferativos [Gerdes J, Dallenbach F et al, 1984;
Gerdes J, Lemke H et al, 1984, Stein H, Gerdes Jet al, 1987, Garcia RL er al, 1989, Hall PA er ai, 1990;
Kamel OW et al, {991; Gerdes J, Sabattini E et al, 1993; Fournel-Fleury C et al, 1997] es importante para
conocer la respuesta a la terapia, la tendencia a las recidivas y la correlacién con ¢l estudio del ADN. Esta
parte, mas experimental se considerara con citometria de flujo y estatica [Joensuu H et al, 1990; Alanen KA
etal, 1993; Braylan RC, 1993; Marcos B et al, 1993, Wojcik EM et al, 1993;Garcia R et al, 1994; Lee S
et al, 1994, Marcos B et al, 1998; Sanz C et al, 1998]. A prior, si se relacionan los conocimientos y avances
de las diploidias y aneuploidias en el pronostico de estos linfomas, intuiriamos peor prondstico en los casos

aneuploides y mejor en los diploides, pensando que deberian corresponder a tumores linfoides mas o menos
agresivos respectivamente. '

La correlacion y fos valores estadisticos de agresividad, morfologia y posibie supervivencia seran datos

considerados y valorados dado que su conocimiento es imprescindible como factor pronostico en la evolucion
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de 1a enfermedad.
F) PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS EN ANIMALES DOMESTICOS
F.1) PRESENTACION EN EL PERRO

El linfoma en el perro es una de las neoplasias mas frecuentes con una presentacién anual de 30 :
100.000, o que supone el doble de la incidencia humana y 2/3 de la presentada en gatos. Segun los datos
publicados /Hardy Jr WD et al, 1989; Moulton JE et al, 1990; Keller ET, 1992; Teske E, 1993; Valli VEO
et al, 1993; Couto GC et al, 1995], existe una predisposicion racial en el caso del Boxer, Basset Hound, San
Bernardo, Scottish Terrier, Airedale terrier y Bulldogs. La edad media de presentacion es de 6-7 afios (edad
media adulta) a diferencia de la presentacién joven del gato, con un rango desde los 6 meses hasta los 15 afios.
No se observa una mayor incidencia por sexo que sea conclusiva, con una presentacion similar en ambos
[Hardy Jr WD et al, 1989; Moulton JE et al, 1990, Teske E, 1993; Valli VEO et al, 1993]. Aunque la
etiologia exacta del linfoma y leucemia linfoide canina es ain desconocida, se han hecho numerosas hipotesis
de sus distintas posibilidades: infecciosas (sobre todo viricas), ambientales (carcinogenos y co-carcindégenos:
herbicidas en linfomas [Cotran R et al, 1990; Teske E et al, 1993]), deficiencias en el sisterna inmune,
genéticas, etc.... Parece que los retrovirus estan implicados en el desarrollo de linfoma/leucemia en numerosas
especies como peces, serpientes, aves, roedores, gatos, vacas, primates y humanos. Diversos estudios
muestran con ME particulas retroviricas y miveles superiores a los normales de transcriptasa inversa en
cultivos celulares de estos iinfomas, hallazgos que podrian relacionarse con una posible etiologia virica,
aunque no de forma concluyente [Hardy Jr WD et al, 1989; Teske E, 1993], ya que parecen haberse
encontrado también en tejido linfoide de animales sanos.

F.2) PRESENTACION EN OTRAS ESPECIES; LINFOMA/LEUCEMIA EN GATO.

La presentacion del linfoma en otras especies es, en unos casos espontanea, y en otros inducida por virus,
Vamos a centrar el interés en la especie felina, la cual, junto a la humana ha sido tomada como elemento
comparativo, para asi intentar encontrar semejanzas morfologicas, clinicas o cinéticas, con respecto a tumores
linfoides caninos [Hardy Jr WD et al, 1989; Couto GC et al, 1995].

En el gato la etiologia del linfoma/leucemia viene dada por la infeccién persistente, e incluso latente, del
virus de la Leucemia Felina (FeLV), perteneciente a la familia Retroviridae, que se caracteriza por tener la
capacidad de copiar su cadena stmple de ARN a una doble de ADN gracias a la accion de una enzima
conocida como franscriptasa inversa. La copia de ADN virico se integra dentro del genoma de la célula
infectada. Hay dos subfamilias con trascendencia clinica,los oncovirus y los lentivirus. La subfamilia de

oncovirus incluye virus inductores de leucemias y sarcomas en diversas especies como aves, muridos, félidos
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(FeLV y FeSV), primates y hombre, y también carcinomas en miridos y primates. Los lentivirus engloban
distintas acciones: anemiogénica (équidos), neurotrépica (virus Visna&Maedi en 6vidos) e inmunosupresora,
de gran importancia actual por el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (STDA) por el virus HIV humano
[Cui LX et al, 1995], con su homénimo en félidos, primates y bovidos. El cuadro de inmunodeficiencia

adquirida se presenta en gatos asociado a la infeccion por dos retrovirus, aislados o combinados: el oncovirus
FeLV y el lentivirus FIV.

NOCIONES GENERALES DEL VIRUS FeLV:

* VIROLOGIA DEL FeL.V: Existen dos grupos de formas viricas: las formas endégenas y exdgenas.
Las secuencias endégenas se transmiten genéticamente y no tienen ciclo de replicacion en el hospedador,
pero se pueden combinar con la forma mas comun del virus (FeLV A) para dar las otras variantes (B,C).
Estan presentes en el genoma de todos los individuos. Las formas infectivas exégenas del virus
probablemente se formaron por infeccién cruzada de un retrovirus de rata con un ancestro del gato doméstico,
como ya se ha demostrado en medicina humana. Hay tres formas principales de virus FeLV, identificadas por
la proteina gp70 de la envuelta. Se forman por recombinacion de la forma A con las secuencias endogenas
relacionadas. El virus, en si mismo, no tiene un oncogen transformador conocido. El genoma esta formado
por tres grupos de genes que transcriben las proteinas estructurales, transcriptasa inversa y envuelta,

respectivamente [Hardy Jr WD et al, 1989; Moulton JE et al, 1990; Buracco P et al, 1992; Teske E, 1993,
Vaili VEO er al, 1993; Callanan JJ et ai, 1996].

* CICLO BIOLOGICO: Las formas de exposicion, y tipos de infeccion se detallan en el siguiente
esquema [Hardy Jr WD et al, 1989]:

VIRUS FeLV
Formas de exposicién:
salive, lagrima, secrecion nasal
EXPOSICION DEL GATO -
Multiplicacitn en linfocitos
del ganglio regional
GATO INMUNIZADO INFECCION
ANV ACFOCMA e sangre
PERSISTENTE LATENTE
Extensién a MO y ganglics. Provirus;
.muitiplicacion en céhulas JLINFOMA FelV . ?
nucleadas de la sario
Linfoids, mielaide y eritroide.
saliva, secrecién masal —— EXTENSION GENERALIZADA ~  dbero, loche
TRANSMISION HORIZONTAL TRANSMISION VERTICAL

Para la deteccion de Ac en sangre se utilizan dos métodos: la IFI (inmunofluorescencia indirecta) y la
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ELISA (enzime linked immunosorbent assay). La IF1 indica positividad (infecciosidad) en un 97% de los
casos, y la ELISA produce un 30-50% de falsos positivos, ya que no tienen el virus en piasma ni en saliva,
por lo que no se transmite.

* RESPUESTA INMUNE AL FeLV: Para una correcta valoracion de la respuesta inmune del
hospedador frente a Ia infeccidn por FeLV, hay que tener en cuenta los titulos del anticuerpo neutralizador
del virus v de! antigeno FOCMA .

a. Anticuerpo frente al antigeno FOCMA (Feline oncornavirus cell membrane antigen / Antigeno en
membrana celular del oncomavirus felino): Se aislo de la superficie de células del linfoma By T (FeLV+/-),
leucemia linfoide, mieloide y eritroide, y también en ia superficie de las células del fibrosarcoma inducido por
FeSV (Feline Sarcoma virus). No se encontrd en los linfocitos normales ni incluso en los infectados por FeLV
A/B. Se supuso que dicho Ag se podria considerar como un Ag especifico tumoral inducido por el FeLV /
FeSV. Serolégicamente era distinto, aunque relacionado, a la glicoproteina gp70 de la envoltura del virus.
Parecia que altos titulos de Ac frente al FOCMA producia resistencia frente al desarrollo de tumor FeLV- o
FeSV-inducido, pero no frente a las infecciones virus-dependientes y enfermedades no neoplasicas. Hoy en
dia también se han aislado en tejidos de! animal infectado (de forma activa o latente) en tejidos no tumorales
[Hardy Jr WD et al, 1989; Moulton JE et al, 1990; Valli VEO et al, 1993].

b. Anticuerpo neutralizador del virus (VN Antibody): corresponde al Ac contra la glicoproteina viral
gp70. Titulos altos generan resistencia al efecto inmunosupresor y, por tanto, a las infecciones secundarias,

pero no frente al desarrollo de tumor virus-inducido.

* ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR EL FeLV: En {a siguiente tabla s¢ detalian las posibles
enfermedades producidas por el FeLV, tanto proliferativas como degenerativas y los érganos que mas

frecuente implica.

a. Mecanismo de induccidn tumoral del FeLV: No es del todo conocido; estudics moleculares
muestran que los Fel.'V aislados del tumor contienen genes celulares progenitores ¢-myc (proto-oncogen)
transducidos o transformados a v-myc (con secuencias de codificacion para el gen celular). Ya que el
retrovirus en si tiene una transformacion lenta y que carece de oncogen propio para una tumorogénesis, la
capacidad de adquirir oncogenes celulares adquiere gran importancia para la posible tranformacion maligna
sin que necesariamente produzca inmunosupresion, asimismo ocurre con el lugar de insercion en el ADN
celular, activacion de genes vecinos y tipo de secuencias (p.¢. altamente repetitivas, regiones constantes, que
se expresen ¢n gran medida,...etc). Dicho proceso se ha verificado en el caso de linfomas B tipo Burkitt
humano EBYV relacionado y plasmocitomas de ratén; en el caso de linfomas B humanos se conocen las
traslocaciones que envuelven al cromosoma 8 donde se localiza el c-mye y los que contienen los genes para

las cadenas pesadas y ligeras lambda y kappa de las inrmmoglobulinas (14, 2 y 22 respectivamente). El ¢-myc
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se sitha en la banda q24 del cromosoma 8; la proteina codificada (myc protein) tiene wma funcién
desconocida; se ha visto que aumenta en células en estado quiescente por estimulacién con factores de
crecimiento, aungue permanece constante en division celular. La induccidn tumoral se produce con varios
mecanismos, como la transduccion del c-myc a un locus no funcional de la cadena pesada de las Ig. Otra
explicacién seria por la accidén de la proteina myc, nunca alterada en las traslocaciones y encontrada a altos
niveles en los linfomas tipo Burkitt, y que es capaz de estimular a las células en estado quiescente; otro
supuesto es la proximidad del c-myc a los genes de las Ig: asi podrian influenciarse de los puntos de rotura
de la traslocacion, la orientacién de los genes, uso de los promotores de las Ig para el c-myc,... etc. La
explicacion mas plausible de la implicacion constante de los genes de las Ig con el ¢-myc en la induccién
tumoral es que dichos genes son muy activos & nivel transcripcional, y las traslocaciones ocurren muy
frecuentemente en los mecanismos de recombinacion para la reconstruccion de los genes de las Ig /Hopkins
NH, 1988; Hardy Jr WD et al, 1989; Mange AP et al, 1990; Moulton JE et al, 1990; Valli VEO et al,
1993].

El virus de la Leucemia T humano HTLV I es también un oncovirus, pero tiene un mecanismo de
induccién tumoral totalmente distinto; no se integra en zonas concretas del ADN ni cerca de proto-oncogenes,
sino por medio de un gen transformador conocido como pX o lor {Hopkins NH, 1988; Cotran R et al, 1990;
Mange AP et al, 1990].

tipo celular enf proliferativa enf. degenerative
linfocitos linforna atrofis timica/linfoperian/SIDA felino
Médula dsea:
_primitiva mesenquemal reticuloendoteliosis-
histiocitosis
58110 eritroide eritroleucetiin Hipo- /aplasin /-penias
.xerie micloide leucernia micicide
.senie mogacariocitica leucernia
.3eris monocitics leucemia monocitoide
.stem+ibroblastos + osteoblastos sindrome osteomieloproliferativo
rifién —_— glomerulonefritis por Fel, V-inmunocomplejos
tero ———— Aborto/reabsorciones

b. Las enfermedades no neopldsicas inducidas por el virus serian secundarias al estado de
iInmunosupresion en la que se sume el animal infectado con FeLV y FIV. El mecanismo de dicha

inmunosupresidén FAIDS-FeLV asociada no es totalmente conocido, pero se cree que tiene distintas bases:

1. El proceso de replicacion viral y exocitosis en ¢l que el virus se recubre de la membrana celular, produce
Ia lisis o sensibilizacion de la célula para su posterior destruccion por el sistema inmune, Las células T

dependientes del timo son las primeras células diana.

2. Los Ag solubles, asi como los inmunocomplejos que circulan en sangre pueden causar por si mismos la
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innumnosupresion; in vitro las proteinas de la envuelta como la p15E disminuyen la transformacién bléstica
¢ interfieren en la procuccién de IL2, con consiguiente supresion de las células T helper. [Hardy JrWD et al,
1989]

Aungue ¢l mecanismo expuesto se ha demostrado sélo en gatos, nos ha parecido interesante insistir en
su dindmica ya que las especies canina y felina estan intimamente relacionadas, a pesar de que como ya sc ha
comentado, no esta demostrado a nivel canino.

F.3) CLASIFICACION CLINICO-ANATOMICA EN ANIMALES DOMESTICOS.

* Multicéntrico

* Alimentario

* Timico 0 mediastinico

* leucemia verdadera (médula 6sea-sangre solamente)
* Solitario (Cuténeo, renal, SNC-SNP, ocular,...)

Orden segiin frecuencia de aparicion:

PERRO: multicéntrico, Alimentario, Timico y extranodal (cutaneo, ....)

GATO: timico, alimentario, multicéntrico, forma leucémica y resto de presentaciones extranodales : ocular,
del tracto respiratorio superior, renal, cutdnea, SNC y SNP.,...etc [Couto CG et al, 1989; Hardy Jr WD et
al, 1989; Moulton JE et al, 1990, Teske E, 1993; Valli VEO et al, 1993; Couto CG et al, 1995].

F.4) ESTADIOS CLINICOS EN MAMIFEROS.

ESTADIAJE EN VETERINARIA:

1. Afectacion de un ganglio, o tejido linfoide de un 6rgano, sin incluir 1a médula osea.

II: Afectacion de varios ganglios dentro de un area regional (con/sin afectacion amigdalar).
11 Afectacidn generalizada de ganglios linfaticos.

IV: Afectacién de higado y/o bazo (con/sin estadio II1).

V: Extension a sangre y médula osea {con/sin los estadios I-IV).

Y cada estadio se divide a su vez en: A) sin sintomas sistémicos, B) con sintomas sistémicos [Hardy
Jr WD et al, 1989; Moulton JE et al, 1990; Teske E, 1993; Valli VEO et al, 1993, Couto CG et al, 1995].

ESTADIAJE EN MEDICINA: (Clasificacion de Ann Arbor)

I: Enfermedad limitada a una tinica region ganglionar o una localizacion extralinfatica (Ig).

II: Enfermedad que afecta a dos o mas regiones ganglionares a un lado del diafragma o con afectacion limitada
de un érgano o tejido extralinfitico adyacente.
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1II: Enfermedad que afecta a regiones ganglionares a ambos lados del diafragma (III), lo que puede incluir
afectacion del bazo (T1l) o afectacién limitada de un tejido u drgano linfatico adyacente (Tlls).

IV: Enfermedad diseminada, que afecta a uno o més 6rganos extralinfaticos, con o sin afectacion linfatica
[Carbone PP et al, 1971; Peto R et al, 1977; Fisher RI, 1981; Diaz Rubio E et al, 1991; Gonzdlez Baron
M, 1992; Espaha P, 1993; Souhami RL et al, 1993].

F.5) HISTORIA CLINICA Y DIAGNOSTICO

Para el diagndstico correcto de esta neoplasia y su forma de presentacion, se valora la exploracion fisica,
1a citologia por puncién aspiracion con aguja fina (PAAF) [Carter RF et al, 1988; Delverdier M et al, 1988;
Hawkins EG et al, 1993; Fisher DJ et al, 1995; Canniatti M et al, 1996], la analitica sanguinea, radiografia,

ecografia abdominal y en iltimo caso la biopsia.

Las formas multicéntrica, alimentaria y mediastinica del linfoma son las mas frecuentes, suponiendo
¢l 90% de todas las presentaciones [Dobson JM et al, 1993]. Las formas cutdnea, epidural y renal son poco
frecuentes en ambas especies, constituyendo un 10% de todas las formas de presentacién. En su totalidad las
localizaciones extranodales que aparecen en perro y gato son: cutdnea, renal, ocular, del tracto respiratorio
superior, del sistema nervioso central y periférico -linfoma epidural- [Spodrick GJ et al, 19927, o de

cualquier 6rgano o tejido del organismo.

En la exploracién fisica, ¢l animal con la forma multicéntrica del iinfoma presenta linfadenopatia
superficial generalizada de todos los ganglios palpables (submandibular, cervical, preescapular, axilar,
inguinal y popliteo, v mas excepcionalmente del facial, retrofaringeo ¢ iliaco) con extensién frecuente a
amigdalas incluidas las palatinas. Al tacto los ganglios son duros ¢ indoloros, con un aumento de 5 a 10 veces
su tamafio original, con temperatura normal {"linfadenopatia fria") y frecuentemente se presentan adheridos
a planos profundos. La linfadenopatia generalizada puede asociarse a otros sintomas como apatia, cansancio,
anorexia, pérdida de peso y actividad fisica.En la necropsia de un linfoma multicéntrico se observa que los
ganglios mesentéricos, sublumbares y frecuentemente el bazo suelen tener las mismas caracteristicas, aungue
su afectacion depende del estadio clinico de linfoma en el que sea diagnosticado. Es frecuente que el animal
acuda a consulta en un estadio I11 o IV, donde todos los ganglios internos, bazo e higado estan afectados, o
incluso en estadio V, con extension a organos vecinos, médula Osea y/o sangre [Dobson JM et al, 1993,
Teske E et al, 1994].

- La forma alimentaria o digestiva suele presentar malabsorcion, obstruccion intestinal, vomitos, y
diarrea (en un 80% de los casos, incluso hemorragica con sangre en heces). Los ganglios superficiales
y el bazo pueden no estar involucrados. En estadios avanzados puede afectar todo el tracto digestivo,
bazo, higado, rifién, corazon, amigdalas, pancreas y médula osea. Hay descritas metastasis en piel, ojo,
musculo esquelético, SNC,... etc [Couto CG et al, 1989; Hart JR et al, 1994].
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- La forma timica o mediastinica es poco frecuente en el perro pero mas habitual en gato; en su
extensién pueden afectarse los ganglios esternales y mediastinicos, Ia pleura adyacente y el pulmén.
Presentan sintomas generales: abatimiento, anorexia y pérdida de peso, asi como respiratorios: tos,
disnea o taquipnea. Muestran disminucion de la tolerancia al ejercicio, disfagia o regurgitacion y
compromiso cardio-circulatorio con cianosis, desplazamiento del sonido cardiaco dorso-caudal, liquido
serohemorragico/hemorragico, distintos grados de hidrotérax o quilotérax como resultado de la
infiliracién y ocupacion del espacio torécico por el crecimiento tumoral en la region antero-superior del
mediastino [Shimoda T, 1993].

- En la forma cutdnea se diferencian dos grupos segiin su localizacion topografica: dermotropicos o
epidermotropicos. Los primeros estan caracterizados por lesiones en piel a modo de placas que
engloban la dermis papilar y en ocasiones Ia reticular, con inclusiones focales en la epidermis para
formar los abscesos de Pautrier caracteristicos de la micosis fungoides (MF) descrita en patologia
humana. Los linfomas con epidermotropismo cansan un marcado adelgazamiento de la capa epidérmica
con infiltracion difusa de la capa cornea como en la enfermedad de Woringer Polopp en medicina
humana /Rivas C, 1980; Burg G et al, 1983; Lever WF, 1990; Norton A et al, 1994]. El cuadro clinico
varia dependiendo del estadio y del animal. Generalmente se presenta como eritrodermia generalizada,
dermatitis exfoliativa, placas dérmicas o nodulos, y tilceras mucocutaneas confluentes que pueden darse
en cualquier fase de la enfermedad /Baker JL et al, 1989; Moore PF et al, 1994; Couto CG et al, 1995;
DayMJ, 1995; French RA et al, 1996].

- La forma epidural se presenta con paralisis del tercio posterior (sindrome de neurona motora
superior,...etc) por infiltracion de médula espinal o espacio epidural [Turner JL et al, 1989; Spodnick
GJetal, 1992].

- La forma solitaria renal puede darse en ambas especies aunque con mayor incidencia en el gato.
Presenta sintomas asociados a obstruccion urnaria remal y posirenal, insuficiencia renal
aguda/cronica,...etc, ya que suele crecer de forma difusa sin respetar la fisiologia del parénquima
[Moulton JE et al, 1990].

La analitica sanguinea que comprenda formulas leucocitaria y eritrocitania, perfil bioquimico, enzimas

hepaticas y renales, asi como un aspirado de médula Osea, puede presentar una gran gama de alteraciones

hematolégicas. La lencocitosis es un signo de aparicion relativamente constante, a veces como neutrofilia

hacia la izquierda por un incremento de neutréfilos circulantes, o como linfocitosis, debida a una leucemia

linfocitica sin masa tumoral reconocible (representa menos del 10% de los linfomas en €] perro); en estadios

avanzados puede observarse una poblacion linfoide inmadura en sangre en perro, en gatos también se da dicha

forma leucémica en un 12% de los casos. También es posible encontrar una marcada linfopenia en un 50%

de los linfomas felinos. La anemia es ¢l signo mas comin dentro del sindrome paraneoplasico asociado a

19



Introduccién

procesos linfoproliferativos. Suele ser no regencrativa, normocrémica y normocitica en perro y
normo/macrocitica en gato; en la forma digestiva es facil hallarla por ulceracion de la mucosa digestiva, y a
veces con neutrofilia; se acompafia de trombocitopenia en casos de reemplazo de la médula 6sea por
infiltracién tumoral, e incluso pancitopenia. La anemia autoinmune sc da en casos de infecciones por
retrovirus en gatos 0 en neoplasias primarias de médula 6sea en ambas especies. La patogenia de la
hipercalcemia (20%; poco frecuente en gatos) es confusa porque no presenta hiperplasia de la paratiroides,
ni hipervitaminosis D ni ruptura dsea por metéstasis dseas, puede deberse a la produccion endogena de una
pseudohormona paratiroidea (parathormona ectopica) con accion hipercalcemiante; se asocia a las formas
mediastinica y multicéntrica, y con mayor frecuencia a linfomas de estirpe T. La nefropatia por hipercalcemia
con posterior insuficiencia renal es un cuadro muy frecuente en los gatos con linfoma, que produce, entre
otros, sintomas como polidipsia y poliuria. La Aiperglobulinemia monoclonal ocurre en perros con leucemia
linfatica crénica y ocasionalmente en perros con linfoma. La policlonal también puede darse en linfomas
[Couto CG, 1985; Teske E et al, 1990; Dobson JM et al, 1993; Furie WS, 1993; Teske E, 1993; Teske E,
1994: Teske E et al, 1994, Couto CG et al, 1995].

Las pruebas diagnosticas de rutina bajo la sospecha de un linfoma son la radiografia, sobre todo la
toracica latero-lateral, para evaluar posible compromiso mediastinico o pulmonar ademas de posibles
desplazamientos del eséfago, traquea o corazon, la ecografia abdominal, para el estudio del tracto digestivo,
ganglios mesentéricos, periportales, etc... cualquier 6rgano con ecogenicidad anormal en el que pueda estar
metastatizando el linfoma. La citologia sucle ser la forma mas fiable para un diagnostico definitivo de
linfoma, caracterizandose en la mayoria de los casos por un infiltrado monomorfo de células linfoides
mmaduras de tamafio superior al linfocito maduro, con la cromatina mas laxa, y uno o varios nucleolos
evidentes. La biopsia de ganglio se utiliza cuando Ja citologia ha sido poco conclusiva, y para realizar el
diagnostico histologico exacto, base necesaria para aplicar un posible tratamiento quimioterapico [Hardy Jr
WD et al, 1989, Teske E, 1994; Couto CG et al, 1995].

F.6) TRATAMIENTO. QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia (QT) ha sido ¢l principal método de tratamiento del cancer en los dltimos cincuenta
afios. Mas de cincuenta agentes (incluidas las hormonas) ticnen gran utilidad en medicina humana, pero el
numero utilizado en la practica veterinaria es mucho menor [Crow SE, 1982; Hardy Jr WD et al, 1989,
Espana P, 1993; Teske E, 1993, Rosenthal RC et al, 1995].

La cirugia es el tratamiento de eleccion para muchos tumores sélidos y en alguna ocasion la radioterapia

¢s efectiva para neoplasias localizadas, pero en ningun caso pueden aplicarse en enfermedades generalizadas

© con metdstasis.
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La finalidad de 1a QT es curar al paciente, pero la obtencion de una cura real en medicina veterinaria es
muy dudosa. El Tumor Venéreo Transmisible (TVT) parece ser la excepcion a esta afirmacién por obtenerse
una curacion total con distintas drogas anti-céncer [Rosenthal RC,1995]. En medicina Veterinaria la QT se
aplica para obtener otros beneficios como el control de enfermedades generalizadas imposibles de operar o
radiar aumentando el periodo libre de enfermedad, prevencién de la progresion de una neoplasia tratando de
evitar las metastasis tempranas, y produce una mejoria sintomatica del paciente que presenta un sindrome

paraneoplasico afiadido.

Los farmacos anti-cancer se suelen utilizar combinados, ya que cada uno produce la destruccion de una
fraccion constante de las células tumorales que es independiente a la destruida por otro farmaco, asi se
combinan las drogas para que actien en las distintas fases del ciclo celular. Con ello también se intenta evitar
la aparicidén por mutacion, de cepas resistentes a los farmacos antitumorales (resistencia tumoral). Este
fenémeno se desarrolla por varias razones, entre otras se cree debido a la desactivacion de las células
tumorales, impermeabilidad de las mismas a los farmacos, asi como aparicion de rutas alternativas de

metabolismo y reparacion celular.

A la hora de disefiar un protocolo de quimioterapia hay que aplicar los siguientes principios basicos en
la utilizacion de farmacos: que sean efectivos en solitario, con distintos mecanismos de accion, con diferente

toxicidad y con protocolo de tratamiento intermitente.

Previamente a la aplicacion del tratamiento quimioterapico, hay que valorar una serie de factores como:

1. Historia clinica y exploracion fisica detallada.

2. Diagnoéstico histologico de malignidad.

3. Seleccion de drogas efectivas frente al tumor y conocimiento de su mecanismo de accién (factores
CcOmo concentracion necesaria, ruta de administracion, biotransformacion, interacciones, resistencias y
toxicidades, asi como su ¢liminacion).

4. Analisis de efectos adversos; toxicidad, dosis en las especies canina y felina.

5. Entendimiento y cooperacion del duefio.

Para obtener el éxito terapéutico hay que hacer entender al duefio que la curacién (RC) no es la finalidad
del tratamiento, sino inducir remisiones prolongadas, parciales (RP) o totales, que conlleven la menor
toxicidad posible, intentando conservar la calidad de vida del paciente oncolégico. Esta calidad de vida, mas
que la cantidad, se convierte en la consideracién primordial en la practica veterinaria a la hora de aplicar la
QT como método realista de tratamiento contra el cancer /Couto CG, 1985; Hardy Jr WD et al, 1989, Couto
CGetal 1995].
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La estrategia quimioterapica se divide en cuatro fases principales:

1. Induccién a la remision,
2. Intensificacién,
3. Mantenimiento,

4. Reinduccion de 1a remision o rescate.

En la induecién se utiliza una terapia intensiva por combinacién de drogas encaminadas a conseguir una
remision completa (RC) reduciéndo de froma significativa la masa tumoral. Es un tratamiento fuerte y
frecuente comparado con el impuesto en ¢l periodo de mantenimiento. Si no se produce la RC, ¢l animal se
somete a la terapia de intensificacion. En medicina veterinaria se utilizan distintos protocolos para la
induccién en los linfomas, como las terapias COP (ciclofosfamida PO, vincristina IV y prednisona PO),
COAP (ciclofosfamida PO, vincristina IV, citosina arabindsido IV/SQ y prednisona PO), CHOP
(ciclofosfamida PO, adriamicina [V, vincristina IV y prednisona PO) o basados en PEG-L-Asparaginasa/L-
Asparaginasa ¢n el perro, y COAP, CHOP 0 DOMAC (dexametasona PO, vincristina IV, mitoxantrona
IV, citosina arabindsido PO y ciclofosfamida PO) en el gato [Couto CG, 1985; Hardy Jr WD et al, 1989;
McEwen EG, 1990; Teske E et al, 1990; Teske E, 1994; Teske E et al, 1994; Couto CG et al, 1995].

La intensificacién se aplica cuando no se obtiene una RC en el periodo anterior; es un tratamiento
agresivo continuado normalmente a base de L-asparaginasa SQ y Doxorrubicina, siempre bajo control de
toxicidades paralelas -farmacos no mielotoxicos o que ataquen a una fase celular distinta- [Hardy Jr WD et
al, 1989; Couto CG et al, 1995].

La fase de mantenimiento se aplica cuando se ha alcanzado la RC y se basa en un protocolo de
agresividad moderada, como el LMP (clorambucil, metotrexate y prednisona, oral y méas comodo) o el

COAP, ambos para perros y gatos.

En e] caso de que la enfermedad se reproduzca de forma progresiva (recidiva), se empieza la siguiente
fase de la QT, la reinduccién de la remision o rescate, donde s¢ aplican las mismas drogas utilizadas para
la induccion si hubo RC (o combinaciones con doxorrubicina o adriamicina) aunque es mucho mas facil
mentener la primera remision que producir la segunda. Si la RC no se alcanza, debe seguir ¢l mismo
tratamicnto hasta que no haya una evidencia clara de la progresion tumoral. En el perro normalmente se
utilizan los protocolos ADIC y D-MAC, ambos efectivos pero con mayor toxicidad que el COAP fHardy Jr
WD et al, 1989; Teske E et al, 199Q; Teske E, 1994, Teske E et al, 1994, Couto CG et al, 1995; Rosenthal
RC et al, 1995].
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G) TECNICAS ESPECIALES DE ESTUDIO

Uno de los objetivos principales de esta tesis es el conocimiento de la cinética y del ciclo celular de los
linfomas caninos para comprender su comportamiento biologico y, por tanto, clinico [Teske E et al, 1993;
Teske E, 1994]. La agresividad podra condicionar la terapia administrada asi como orientar al prondstico de
la enfermedad [Garcia R et al, 1989; Marcos B et al, 1993; Garcia R et al, 1994; Obeso G et al, 1994;
Marcos B et al, 1997]. Asi pues se utiliza la proliferacion tumoral y la citometria.

La proliferacidén de un tumor se expresa por el tanto por ciento de células que se considera que ¢stan
dividiéndose o bien estan proximas a ello (G,, G,, M); dicho porcentaje se obtiene gracias a los marcadores
proliferativos PC10 y MIB1, ciclinas nucleares que se expresan en todas las fases del ciclo celular a excepeion
de g (fase de reposo). La cuantificacién del érea nuclear positiva a estos marcadores se realiza con el
programa "proliferation index"” del analizador de imagen CAS-200 sobre la preparacién, con ello se pretende
reducir el tiempo empleado y el posible error de medida a mano, ya que el nimero total de campos estudiados
(10 campos analizados por cada preparacion) hace la labor ardua y densa; ademas ofrece la expresion de los

resultados estadisticos de forma automatica.

El estudio citométrico informa sobre el contenido de ADN de una muestra problema. Es sabido que las
células diploides en fase G,G, poseen una cantidad de ADN que va aumentando a medida que la célula
progresa hacia la fase S, hasta que llega a la G,+M. En esta ultima fase, la célula tiene el doble de cantidad
de ADN que en la fase G,. Atendiendo a los distintos contenidos de ADN, el citometro permite identificar la

proporcion de células en cada fase del ciclo celular, asi como la ploidia.

El uso practico de la citometria se basa en tres principios basicos: 1} que las células tiencn distintas
cantidades de ADN en cada estadio del ciclo celular; 2) la disponibilidad de técnicas en las qgue se utilizan
reactivos que se unen estequiométricamente con al ADN;, 3) la gran mayoria de células normales son diploides
fLee Setal, 1994].

Actualmente, la citometria (de flujo y estatica) de tumores solidos puede efectuarse sobre células
recuperadas del material parafinado [Hedley DW et al, 1985] ademas del tejido fresco convencional con
practicamente el mismo resultado, lo que supone una gran ventaja a la hora de utilizar matenal retrospectivo
[Alanen KA, et al, 1989; Claud RD et al, 1989; Bauer TW et al, 1990; Alanen KA et al, 1993; Bowman R
etal, 1993; Brayian RC, 1993; Bocking A et al, 1995; Boudry R et al, 1997].

La citometria de flujo s¢ basa en una suspension celular donde los niicleos son tefiidos con loduro de
propidio, fluorocromo que se une a los pares de bases del ADN. Al pasarlo al citometro, un haz de luz laser
excita la fluorescencia de los micleos tefiidos, donde la intensidad de la fluorescencia emitida es directamente

proporcional al contenido de ADN, que es recogida y medida por un ordenador. Los resultados se expresan
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con curvas que equivalen al porcentaje de células con contenidos de ADN diferentes [Frierson HF, 1988 y
1991].

En la citometria estdtica se parte de extensiones celulares o improntas, cuyos nucleos se marcan en la
tincién de Feulgen, donde el acido clorhidrico hidroliza las bandas ribosa-purina dando residuos azicar-
aldehido; El reactivo de Schiff (colorante azul) reacciona con dicho residuo, dando un precipitado de color
azul (Azure A) que es reconocido por el analizador de imagen CAS-200 (programa de ploidia QDNA -
quantitative DNA analysis-). Los resultados son expresados con curvas semejantes a las de citometria de
flujo, nubes de puntos,...etc [Mascos et al, 1997].

En ambas citometrias los valores estan referidos a los de ganglio control de perro y de gato procesados

al mismo tiempo, ya que ambos programas estan disefiados peara linfocitos humanos, y se ha tratado de

minimizar al maximo el posible error [Marcos B et al, 1993; Marcos B et al, 1997; Sanz C et al, 1998].
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Material y Métodos

A.- CASUISTICA

El material utilizado procede del archivo del servicio de Anatomia Patologica ¢ Histologia del
departamento de Patologia Animal II de 1a Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid;
asimismo también se cuenta con biopsias llegadas al departamento de Anatomia Patologica de la Fundacion
Jiménez Diaz de Madrid (Universidad Auténoma de Madrid).

Partimos de 30 linfomas caninos (Tabla 1V), de los cuales 4 son sélo biopsias, y 26 son necropsias
seriadas, del periodo 1995-1997. Los casos en que se ha podido realizar necropsia proceden de dos fuentes
distintas: 19 casos del servicio de Patologia Médica (Patologia Animal I) de la facultad de Veterinaria de
Madrid, y los 7 restantes de centros privados (los cuales cuentan con una historia clinica reducida). Todas las
necropsias se realizan en el servicio de Anatomia Patolégica del dpto. de Patologia Animal II de la Facultad
de Veterinaria de Madrid. En ellas se recoge tejido linfoide y tejido hamatopoyético, y distintos érganos en
fimcién de la afectacion por el linfoma. Posteriormente se fijan en formaldehido tamponado al 10% e incluyen

en bloques de parafina.

Para el estudio proliferativo y comprobacién de su fiabilidad, se recogen ademas 15 biopsias ya incluidas
en parafina, pertenecientes al periodo 89-94.

De la historia clinica se recoge [a informacion posibie sobre distintos factores relativos al animal o a la
propia enfermedad, como edad, sexo, sintomatologia {(asociada o no al linfoma), tumores secundarios, estadio

clinico, analitica sanguinea bésica, posibilidad de tratamiento, con tipo de respuesta y supervivencia.

Como controles se utilizan 8 linfomas felinos para verificar analogias o diferencias con las contrapartidas
caninas. Se utilizan 7 ganglios control de perro y 3 de gato para consideracién morfologica, dptica

einmunohistoquimica.

B.- MORFOLOGIA OPTICA

El estudio morfolégico de rutina se realizo tras la inclusion del tejido en parafina y en secciones de cuatro
micras tefiidas con técnicas de: Hematoxilina Eosina (HE) convencional y Giemsa modificado (Lennert K,
1978).

TINCION DE GIEMSA MODIFICADO (LENNERT)

Reactivos:

1. Solucién Giemsa: 80% agua destilada, 20% Giemsa puro (Merk, Alemania, ref. 9204)
2. 100 ml H,O destilada con 5 6 6 gotas de acido acético glacial.

3. Alcohol Isopropilico.
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Procedimiento:

1. Desparafinar los cortes histolégicos (paséndolos por xilol, alcohol al 100% - 96% - 70% sucesivaments) |
e hidratarlos en agua destilada.

2. Scsumergen en la solucién de Giemsa durante una hora (la duracion tiene un rango variable entre 20 min.
y 1 h. en modificaciones posteriores).

3. Sesacan los cortes de la solucién de Giemsa para pasar al H,O destilada acetilada, agitando unos 2 6 3
segundos para su diferenciacion (se debe controlar muy bien esie paso).

4. Se pasan inmediatamente por alcohol de 96°, dejandolos hasta obtener el color deseado (controlar con
Microscopio Optico).

5. E! proceso de diferenciacion se para sumergiéndo 3 veces (2 min. cada vez) los cortes en alcohol
isopropilico.

6. Se pasan por xilol tres veces (2 min. cada vez)

7. Se montan en Eukitt.

C.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

Todos cortes electronicos estudiados han sido seleccionados sobre secciones Opticas de control de una

micra de grosor, tefiidas con Giemsa.

Material y Reactivos:
1. Gelatine capsules. (size 1/6.5mm diametro/0.5ml). Cod. C089. TAAB.
2. Acetona.
3. Vestopal-W resin. Cod. VO08. TAAB.

Solucién de trabajo:

Solucidén madre de Vestopatl:

Vestopal-W ............... 10 cc

Iniciador .......cccoovei. 0.1cc

Activador ................... 02¢cc

Mezclar el Vestopal-W con el iniciador, agitar con una varilla de vidrio antes de afiadir el activador.
4. Iniciador del V-W: Tert-buty! perbenzoate. Cod. B035. TAAB.
5. Activador del V-W: Cobalt napthenate (6% cobalt). Cod. C031. TAAB.
6. Rejillas: (specimen grids-PKT/100). Cod. 4629A-4. LXB.
7. Tetroxido de osmio. Cod. 24505. Merck.
8. Buffer Cacodilato:

Cacodilato sodico ................ 85.6¢gr

Aguadestilada ...................... 400 ¢cc

Solucién de trabajo:

De la solucién anterior se toman 400 cc, en 1.600 cc de agua destilada. pH 7.3.
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10.
11.
12.

13.

Glutaraldehido 25%. Cod. 49630. Fluka,

Citrato de plomo. pH 12 (en 100cc) segin Reynolds:

Acetato de Uranilo. 3% en agua destilada.

Solucion de Palade:

Mezclar partes iguales de tetréxido de osmio al 2% y buffer cacodilato.

Otros: material de laboratorio fungible e inventariable: pipetas Pasteur, balanza, agitador magnético,
estufa, "knife-marker” para cuchillas de vidrio, tiras de vidrio, lamparilla de alcohol, ultramicrotomo etc.

PROCEDIMIENTO
Fijacion:

1.
2.

Fijar en glutaradehido al 1.5 6 2.5% un minimo de dos horas en nevera a 4°C.

Seccionar la muestra, en bloques de 2 mm, 3 aproximadamente. Se aconseja un minimo de 8 bloques de
cada biopsia.

Lavar los bloques mediante varios cambios de buffer cacodilato. Dejar lavando durante media hora.
Afiadir tetréxido de osmio (solucion de Palade) de 1 a 2 horas a 4°C en nevera.

Lavar en buffer cacodilato de 5 a 10 minutos.

Inclusion:

6.

10.
1L

Deshidratar los blogues haciéndolos pasar durante 30 minutos por soluciones acuosas de acetons de
concentraciones crecientes (50%, 70%, 80%, de 90% y de 100%) una hora en cada una.

Preparar una mezcla con tres partes de acetona y una de la solucion de Vestopal-W. Mezclar bien y dejar
evaporar la acetona hasta ¢l dia siguiente.

Cambiar el material a frascos limpios y secos, afiadiendo a cada uno 10 gotas de la solucion de Vestopal
puro.

Inchuir en capsulas, Colocar 3 gotas de la solucion de Vestopal-W. Transferir la muestra a la cdpsula y
llenar esta con Vestopal-W.

Dejar reposar de 1 a 2 horas a temperatura ambiente.

Meter las capsulas en estufa a 62°C durante 48 horas para su polimerizacién. Una vez finalizado este

paso estan listas para los cortes en ultramicrotomo.

Ultramicrotomia:

12,

13.
14.
15.

Antes de realizar las secciones en el ultramicrotomo, se tallan los bloques en piramide para descubrir 1a
muestra y delimitar la forma y dimension de la seccion que se desea obtener, controlandola
posteriormente al microscopio optico.

En el ultramicrotomo LKB se realizan cortes de 1 micra a 300 angstrém.

Tincién con Giemsa de los cortes de control pasandolos por xilol.

Cortes semifinos (color amarillo doradoe) que se toman en una rejilla y dejar secar.
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Contraste:

16.

17.
18.
19.

20.

21
22.
23.
24,

D.-

Tincién con acetato de uranilo: depositar en los los discos Petri, con ayuda de una pipeta Pasteur,
tantas gotas de la solucion de acetato de uranilo como rejillas deseen contrastarse.

Situar una rejilla sobre cada gota.

Cubrir el disco Petri y esperar 20 minutos.

Transcurrido este tiempo tomar las rejillas. Lavar 3 veces en agua destilada y secar en secar en papel de
filtro.

Tincién con citrato de plome: depositar sobre el disco de Petri tantas gotas de la solucion de citrato de
plomo como rejillas deseen contrastarse. (Es conveniente que el disco de Petri que se use contenga en su
interior algunas lentejas de NaOH y haya estado cerrado desde algunos minutos antes, para reducir el
nivel de CO,, que puede interferir en el proceso de "tincién" formando precipitados de carbonato de
plomo).

Colocar las reiillas por el lado que contienen las secciones sobre la gota del reactivo.

Lavarlas tres veces con agua destilada. Secar en papel de filtro (en el interior de la placa de Petri).
Observacion en M. Electronico de transmision Hitachi HU-12A.

Se fotografian las zonas demostrativas.

Se han estudiado 15 casos de CBCC, 2 de CBy 12 de LMF.

INMUNOHISTOQUIMICA

El estudio inmunohistoquimico fug realizado en todos los casos en tejido incluido en parafina utilizando

los métodos de Avidina-Biotmna (ABC) y Estreptavidina-Biotina (STABC) segun la metédica explicada a

continuacién. Los anticuerpos utilizados, comerciales o experimentales, se citan en la Tabla V.

D.1.- PROCEDIMIENTO IHQ MANUAL:

1.- Secciones de parafina y preparado de los cortes

a.

Cortar secciones de 4-6 micras de grosor y extenderlas en portaobjetos tratados con poli-L-lisina
(SIGMA, Cod. P-1274). Mantener en estufa a 60°C durante una noche.

Desparafinar ¢ hidratar.

Incubar 5 min. en agua oxigenada al 3%.

Lavar en agua.

Se realiza Tratamiento con calor como método recuperador antigénico segin el AcMo. primario donde

sea necesario.

2.-Tratamiento por calor

Utilizacion de calor como recuperador antigénico en:

a. Casos de material antiguo o con parafinas no adecuadas
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b. Con los anticuerpos débiles para incrementar su positividad: MIB1, p53,...[Cattoretti G
et al, 1992; Norton AJ et al, 1994, Butler D et al, 1997].

Tipos: '

* QOlla a presion.

* Microondas.

Buffer empleado (en ambos):

* Buffer citrato sédico pH 6 (citrato de tri-sodio dihidrato C,H:Na,0,.2H,0; Merk Cod. A763243).

Olla a presion

- Colocar los cortes en cestillas metalicas dejando dos espacios entre ellas para dejar fluir comodamente el
buffer citrato entre ellas; se dejan en H,O destilada hasta que la olla a presion esté preparada.

- La olla (capacidad: unos 2 litros) se coloca en un homnillo eléctrico sin cerrar hasta que entra en ebullicion,
entonces se introducen las cestillas en el interior totaimente sumergidas en el buffer y se cierra la olla.

- La olla dispone de un sistema de control manual para sefialar la correcta presion con la subida de una
valvula. Una vez alcanzada dicha presion se cronometran 2 minutos (tiempo aproximado en alcanzar la
segunda valvula de presion). Transcurrido el tiempo se debe pasar la olla al agua fria para bajar su
temperatura y presion y posterior apertura (no antes).

- Una vez abierta la olla se pasan las cestillas al agua destilada lo mas rapido posible impidiendo que se
sequen las preparaciones; éstas se pasan a buffer TRIS (T.B.S. Tris Saline Buffer Wash Concentrate;
Lipshaw/immunon. Cod. 484850; 30 ml/botella a diluir en 1 litro de H,0O destilada; pH=7.2-7.8) y ya estan
listas para la técnica de inmunohistoquimica.

- Los anticuerpos que requieren la olla a presion como método recuperador antigénico de los aqui utilizados
son el MIB1, CD3, CD79a, $100 (aunque también responde sin tratamiento) y J Chain, La mayoria se
utilizaban antes con microondas, pero se obtiene mejor patrén de tincion sometiéndolos al calor por presion

de la olla.

Microondas

- En este caso, las cestillas (de cristal o plastico) donde se colocan las preparaciones alternas, tienen que ir en
un contenedor de plastico rellenado con buffer Citrato Sodico pH 6 (el mismo buffer que para la olla 2
presion) que debe cubrir en exceso las mismas. El contenedor debe ir tapado para evitar en lo posible la salida
del buffer, aunque no herméticamente para que pueda salir el vapor.

- Se utiliza un microondas de uso doméstico con la maxima potencia, y ¢l nimero de pulsos dependera del
AcMo utilizado.

- Para los Ac KAPPA y LAMBDA se¢ trata de tres pulsos de 10, 10 y 5 minutos respectivamente. Se controla

entre cada paso para evitar la evaporacion del buffer con ¢l consiguiente secado de las preparaciones.

3.-Incubacion con el anticuerpo primario

a. Anticuerpo monoclonal: incubar directamente el anticuerpo primario, a la dilucién 6ptima del mismo
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en T.B.S., durante 40-60 min. dependiendo del AcMo que se trate.

b. Ac policlonal: si el anticuerpo primario es policlonal, incubar en Normal Swine Serum (NSS) 1:10
(DAKO, X901) durante 10 minutos, para evitar inespecificaciones y fondo. Decantarlo sin lavar en
T.B.S. e incubar el anticuerpo a su dilucion especifica durante 40-60 min.

4.- Incubacidn con el anticuerpo secundario

Tipo de anticuerpo secundario:
a. Siel Ac primario es monoclonal:
Biotinylated affinity isolated rabbit immunoglobulins TO MOUSE IMMUNOGLOBULINS. 1 ML. Cod.
E354. Dako. Solucion de trabajo: 1:250.
b. Siel Ac primario es policlonal:
Biotinylated affinity isolated swine immunoglobulins TO RABBIT IMMUNOGLOBULINS. 1 ML. Cod.
E3353. Dako. Solucion de trabajo: 1:250.

Duracion: se incuban las preparaciones de 40-60 minutos con posterior lavado en T.B.S.

5.-Incubacion con el anticuerpo terciario:

Reactivos:

a. Técnica de Avidina-Biotina (ABC); ABComplex/HRP (Dako. Code No. K355) que contiene:
1.Reactivo a: Avidin 1ml. en 0,01 M Phosphate buffer, 0,15 M NaCl, 15 mM NaN,, pH 7.2
2 Reactivo b: Biotinylated horseradish peroxidase 1ml en 0,01 M Phosphaie buffer, 0,15 M NaCl pH 7.2,
15 mM NaN;.
3. Una botella para realizar la mezcla {1 mixing / storage bottle).

Solucion de trabajo: una gota de a + otra de b + 5 m{ buffer TB.S.

b. Técnica de Streptavidina-Biotina (STABC); StreptABComplex/HRP (Dako. Code No. K377) que
contiene:
1.Reactivo a: Streptavidin 1ml. en 0,01 M Phosphate buffer, 0,15 M NaCl, 15 mM NaN,, pH 7.2.
2 Reactivo b. Biotinylated horseradish peroxidase 1ml en 0,01 M Phosphate buffer, 0,15 M NaCl pH 7,2,
15 mM NaN,.
3. Una botella para realizar la mezcla (1 mixing / storage bottle).

Solucion de trabajo: una gota de a +otra de b + 5 ml buffer T.B.S.

Técnica:

- Los pasos previos son iguales en ambas técnicas; entre ellos se deben hacer intensos lavados en buffer T.B.S.
de al menos 5 min. de duracion.

- Se incuban las preparaciones con el anticuerpo terciario de 40-60 minutos y posteriormente se lavan en
TB.S.
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6.- Revelado con Diamino-Benzidina (DAB) y contraste final

- Cromogeno:
D.A B. (3,3¢-Diamino-benzidin-tetrahydroclorid) (25 gr). Cod. 32750. Fluka.
Solucion de trabajo:
Buffer TRIS para D.A.B. pH 7.6:
TRIS 0,2 molar ............... 12¢cc
Acido clorhidrico 0,1 N ..... 19¢cc
Agua destilada ................ 19cc
Solucién de D.A.B.:

a. D.AB. 5 mgr + 10 cc buffer D.AB.
b. Agua destilada 2,9 cc + 0,1 H,0,.
Mezclar y filtrar.
DAB comercial DAB TABLETS. (SIGMA FAST,D-4293):
1 tableta de DAB +
1 tableta de UREA H,0, +
5 ml H,0 destilada
Técnica:
Las preparaciones se incuban en DAB durante 2 a 10 min. (control con microscopio) y posteriormente se
lavan en TBS y se pasan al agua corriente para ser contrastadas con Hematoxilina de Carazzi. Se deshidratan

y montan en medio no acuoso (Eukitt).

Hematoxilina de Carazzi:

Hematoxilina ................. 2gr
Yodato potasico .............. 0,4 gr
Alumbre potasico ........... 100 gr
Glicerina .................... 400 gr
Aguadestilada ............... 1.600 cc

D.2.- PROCEDIMIENTO AUTOMATICO.

INMUNOTENIDOR: DAKQ TECH.Mate™ 500/1000.
Reactivos: DAKO Chem-Mate™ Detection Kit. Code No. K 5001.

El funcionamiento del inmunotefiidor esté4 basado en reacciones de capilaridad que hace ascender ¢l
reactivo dispuesto en bandejas especiales en cada paso del proceso, automatizado por un programa
informaético, por preparaciones enfrentadas verticalmente creando una cdmara virtual entre ellas. Asi se

homogeneizan las condiciones de manejo durante todo el procesado, y por consiguiente se igualan los
resultados.
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El TECHMATE consta de 89 pasos autométicos. El Kit Dako Chem-Mate est4 basado en el método
complejo Streptavidina-Biotina (STABComplex) como conjunto de anticuerpos secundarios utilizados para
amplificar reacciones primarias de Ag-Ac en tejidos, creando una estructura terciaria de red en los lugares
donde el Ac primario se ha unido al epitope especifico del Ag detectado. Las enzimas Peroxidasa del complejo
STABC catalizan la reaccion substrato-cromégeno para formar un producto de reaccion coloreada.

La automatizacion y estandarizacion del proceso intenta obtener una mejor calidad y reproductibilidad
de la tincion. El TECH-MATE est4 disefiado para proporcionar voliimenes adecuados de reactivo en tiempo
y forma precisos. La secuencia de lavado automatica disminuye ¢l potencial de reactividad no especifica. Se
disminuye el coste ya que los reactivos se dispensan mediante un sistema de capilaridad. Los protocolos del
ordenador proporcionan una adecuada guia al usuario y para control de calidad. Las titulaciones de los

reactivos han sido seleccionadas para un optimo resultado.

Principios del procedimiento

El Kit CHEM-MATE utiliza una técnica inmunohistoquimica conocida como "técnica sandwich”, en la
que el tejido reacciona primero con una proteina bloqueante que dismminuye la union inespecifica a otros Ag,
seguida por la incubacién con el Ac primario, que se une a los Ag especificos que haya presentes. El Ac
secundario biotinilado reacciona con el primario, y se sigue con la incubacion con la solucién estreptavidina -
biotina - enzima, para unir la enzima a cualquier lugar que haya reaccionado previamente con el Ac primario
y secundario. Se afiade ¢l cromogeno DAB (3, 3' Diamino Benzidina) que reacciona con la peroxidasa unida
al complejo Ac - Enzima STABC. La actividad de la peroxidasa sobre el cromégeno produce un deposito de
precipitados marrones-negros en los lugares antigénicos que contienen los epitopos especificos reconocidos
por el Ac primario [Abbott CD, 1997).

D.3.- CONSIDERACIONES TECNICAS PARA LA REALIZACION Y VALORACION DE
LA IHQ.

El empleo de anticuerpos monoclonales permite la identificacion de tipos celulares basados en el
reconocimiento de antigenos (epitopos) de superficie, intracitoplasmaticos y nucleares, que caracterizan no

s6lo una determinada estirpe, sino distintos estados funcionales dentro de un mismo tipo celular.

Para poder comprender el porqué de las diferentes variantes de las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ)

y su metodologia, se debe tener presente los conceptos basicos de inmunidad adquirida y la respuesta

antigeno-atiticuerpo.

Se han utilizado las técnicas de avidina-biotina y estreptavidina-biotina por tratarse de métodos con mayor
sensibilidad. Los resultados en parafina permitido realizar un estudio retrospectivo y prospectivo [Knapp W
et al, 1989; Hedley DW et al, 1983]. Para obtener resultados 6ptimos, las técnicas THQ tienen una serie de
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requerimientos durante toda la metodica que son indispensables para una posterior valoracion:

* La fijacion del material debera ser correcta y rapida, asi se preservard la integridad de los antigenos
(Ag), la morfologia celular y tisular, sc impide la difusién de Ag de un compartimento celular a extracelular
lo que puede interferir en la reaccion Ag-Ac. Un fijador de eleccion fue el formol preferentemente tamponado
en buffer a Ph 7,2. El proceso de fijacion se puede alterar por distintos factores; pH del fijador, temperatura,

concentracion y tiempo de fijacion.

* Deben ser considerados los Tratamientos previos a las técnicas de IHQ: como desparafinacion y
rehidratacion del tejido. En ocasiones, si el fijador utilizado es del tipo aldehido, se pueden formar enlaces con
¢l Ag que se quiere detectar; por este motivo es preciso efectuar una digestion proteolitica (tripsina) en
aquellos antigenos que lo requieran. Otro proceso a efectuar es el bloqueo de enzimas endégenos (peroxidasa
enddgena o fosfatasa), debiéndose enmascarar/eliminar o inhibir la actividad enzimatica endogena que

presenta el tejido normal (ésto se realiza con H,0,).

* Control de la propia técnica de THQ; tiempos de incubacion, lavados, revelado, evitando que en

ningiun momento del proceso la preparacion se quede seca, incubando siempre en camara humeda a

temperatura ambiente.

* De los anticuerpos monoclonales utilizados se consideraran: caracteristicas, calidad, requerimientos,
especificidad, concentracion y, dilucion ptima. Se deben tener en cuenta dos hechos: 1a tincion especifica y

el fondo no-especifico que se debe evitar.
* Los reveladores o cromégenos como el DAB (B, B diaminobenzidina tetrahidroclorada) que produce
un precipitado de color marrdn, ha sido utilizado como sustrato de las técnicas de avidina-biotina y

estreptavidina-biotina.

* Los controles, tanto positivos como negativos ensayados en paralelo con las muestras son exigidos con

el fin de comprobar posibles reacciones inespecificas.

Lo mas complejo de las técnicas de IHQ es la valoracién final (tincion especifica, inespecifica, intensidad
de tincion, artefactos ...), aunque las premisas técnicas y la experiencia suministra una informacion
indispensable para interpretar los hallazgos en los LNH.

D.4.- ANTICUERPOS UTILIZADOS EN INMUNOHISTOQUIMICA

El listado completo de todos los Ac utilizados en esta tesis se detallan en la tabla V.,
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PROLIFERACION: Descripcion detallada en seccion proliferacion.
MARCADORES LINFOHISTIOCITARIOS:

1.- CD3, Pan T (Dako Rabbit Anti-Human T Cell, Code No.A 452). Policlonal. Dilucién 1/50.
ESPECIFICIDAD: Reacciona con la porcion intracitoplasmatica del antigeno CD3 expresado en las células
T. La proteina consiste en una cadena de cinco polipéptidos designados como gamma, delta, epsilon, zeta y
eta de 16 a 28 kD. El antigeno CD3 se detecta en principio en los timocitos tempranos, lo que representa una
de las primeras sefiales de la estirpe linfoide. En timocitos corticales el antigeno esta presente sobre todo como
componente intracitopldsmico, Aparece en la superficie celular en el estadio de timocito medular. Las células
de Purkinge del cerebelo parecen expresar también el antigeno CD3. Es ¢l marcador més especifico para
células T en material fijado y parafinado.

REACTIVIDAD: Células T timicas y de tejidos linfoides periféricos. Reacciona con la mayoria de los linfomas
T, a excepcion de parte de los anaplésicos de alto grado.

2.- CD79a (DAKO clon HM57; Code No.M 7051). Monoclonal. Dilucion 1/50

CARACTERISTICAS: Es un heterodimero formado por los polipéptidos mb1 y B29, asociado de forma no
covalente con el receptor de membrana de las Ig de las células B; es por tanto un complejo antigénico de
menbrana de las células B, Cuando ¢l antigeno se une a este complejo se produce una transduccion
intracitoplasmica acompafiada de una fosforilizacion de distintos componentes. Asi pues el dimero mb-1/B29
es aleacélula Blogueel CD3 es alacélula T.

ESPECIFICIDAD: Es un antigeno temprano de la estirpe B y que persiste desde el estadio pre-B al de célula
plasmatica en ¢l que aparece a nivel citoplasmatico. Aparece en humanos y en distintas especies de mamiferos.
Marca leucemias B de células precursoras, linfomas B y algunos mielomas. Este anticuerpo es vélido en cortes
de parafina y extensiones citologicas, pero no para cultivo de tejidos [Milner RJ et al, 1996].

3.- §-100 (DAKO Code No. Z 311). Policlonal. Dilucion 1/400.

CARACTERISTICAS: S100 se ha aislado del cerebro de vaca (segin el método de BW Moore) con distintos
buffers que contienen 2.5 mM de EDTA y 0.1 mM de 2-Mercaptohetanol. Se realiza posterior purificacion
por cromatografia de afinidad, utilizando anticuerpos para contaminar las proteinas cerebrales. El antisuero
se ha purificado por absorcién con fase sélida con plasma humano y suero bovino.

ESPECIFICIDAD: El antisuero reacciona con la S100 A y B bovina, y tiene una fuerte reaccion cruzada con
1a S100 A y B humana. También se ha demostrado esta reaccion cruzada con la rata y el canguro. El antisuero
se ha testado en varios tejidos incluidos en parafina y mostraron ser especificos de forma estricta a la S100;
también son positivas las células de Schwann del sistema nervioso periférico, en piel los melanocitos,
tumores melanociticos y las células de Langerhans. En ganglio linfatico, las células reticulares interdigitantes
son positivas a este Ac [Fondevila D et al, 1989],
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4,- MAC 387 histiocitario (DAKQ. Code No. M 747). Monoclonal. Dilucién 1/100.
ESPECIFICIDAD: Dako MAC 387 reacciona con el antigeno leucocitario L1 expresado en neutrofilos,
monacitos, algunos macréfagos reactivos, epitelio escamoso en mucosa y epidermis reactiva. El antigeno L1
esta formado por tres cadenas polipeptidicas unidas por enlaces no covalentes, con un peso molecular total
de 365 kD.

REACTIVIDAD: Se encuentra en citoplasma de muchas células mielomonociticas. El Ac reacciona con el
sustrato predominante de macrofagos reactivos y también se observa en histiocitosis (maligna o sindrome
hemofagocitico).

5.- Kappa Light Chains (DAKO. Code No. A 191). Policlonal. Dilucion 1/400.

PRESENTACION: Fraccién de inmunoglobulinas purificadas del suero de conejo anti- cadenas ligeras
KAPPA humanas.

INMUNOGENQ: Cadenas ligeras KAPPA humanas aisladas de orina de pacientes con proteinuria Bence
Jones (mueloma Bence Jones)

ESPECIFICIDAD: El Ac reacciona con la cadena Kappa libre, asi como las unidas a moléculas de
inmunoglobulinas. Tifie preferentemente la Ig intracitoplasmatica.

APLICACIONES: Tipificacién de cadenas KAPPA libres o unidas a Igs.

6.- Lambda Light Chains (DAKO. Code No. A 193). Policlonal. Dilucion 1/400.

PRESENTACION.: Fraccion de inmunoglobulinas purificadas del suero de conejo anti- cadenas ligeras
Lambda humanas.

INMUNOGENO: Cadenas ligeras LAMBDA humanas aisladas de orina de pacientes con proteinuria Bence
Jones (micloma Bence Jones)

ESPECIFICIDAD: El Ac reacciona con la cadena LAMBDA libre, asi como las unidas a moléculas de
inmunoglobulinas. Tifie preferentemente la Ig intracitoplasmatica.

APLICACIONES: Tipificacién de cadenas LAMBDA libres o unidas a Igs.

7.- J-Chain policlonal prediluida. Biomeda.
La cadena J es un componente unido a las inmunoglobulinas poliméricas. Tiene un peso molecular de 15000
y una estructura diferente a los demas polipéptidos de las Ig. Es rica en residuos de cisteina y esta unida por

puentes disulfiro a las subunidades IgA e IgM en relacién de una cadena J por polimero, independientemente

del tamafio de éste.

E.- ACTIVIDAD PROLIFERATIVA NUCLEAR
Reactivos:
1. Anticuerpos monoclonales:

PC-10 6 PCNA. 2 ML. Cod. M879. Dako.
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MIB1. 1 ML. Cod. 0503, Immunotech.
2. Analizador de Imagen CAS-2 en el PROGRAMA DE PROLIFERACION NUCLEAR

Procedimiento:

Se determina la actividad proliferativa del tejido con IHQ utilizando los AcMo. PC-10y MIB1 [Gerdes J,

Dallenbach F et al, 1984; Gerdes J, Lemke H et al, 1984, Hall PA et al, 1990; Waseem NH et al, 1990;

Gerdes J et al, 1991; Marcos Bet al, 1993; Sabattini E et al, 1993; Mazerolles C et al, 1994; Li T~J et al,

1995; Ross W et al, 1995]. Antes de proceder a la cuantificacion con el analizador de imagen CAS-200 se

han de seguir una serie de condiciones:

1, Comprobar la calidad de la IHQ,

2. Evitar mediciones en dreas periféricas, zonas desvitalizadas, con componentes inflamatorios,
calcificaciones, necrosis ¢ artefactos.

3. Seleccionar 4reas con mas cantidad de nucleos por campo y mayor actividad proliferativa.

E.1.- ANTICUERPOS MONOCLONALES DE PROLIFERACION. CARACTERISTICAS.

* PCNA . PC-10 (Dako Code No.M 879)

CARACTERISTICAS: El antigeno de proliferacion nuclear (PCNA o ciclina) se define como un polipéptido
nuclear, cuya sintesis alcanza su maximo durante la fase S del ciclo celular. Se ha identificado recientemente
como una proteina accesoria de la polimerasa Delta. El PCNA es esencial para la sintesis de ADN celular y
es requerida para la replicacion y reparaciéon del ADN. El gen humano PCNA ya ha sido aislado y
secuenciado (Travalh). PC-10 reacciona con PCNA de todas las especies de vertebrados, insectos y levaduras
(Schizosaccaromyces pombe).

CLON: PC.10 (inmundgeno: PCNA de rata hecho en proteina A expresado en el vector pR1T2T).
SUBCLASE:1g G2a, Kappa.

CONCENTRACION DE Ig DE RATON: 480 mgug/l

CONCENTRACION DE PROTEINA: 15,1 g/l

REACTIVIDAD: El PC-10 reacciona con células proliferantes en todos los tejidos. En los linfomas no-
Hodgkin, se ha comprobado que existe una relacion lineal entre el MIB1 y el PCNA'. Pueden existir ciertas
alteraciones ¢n la regulacion de la expresion del gen del PCNA debido al incremento de la vida media del
RNAm, de forma que puede aumentar también el nivel de PCNA en algunas células neoplasicas /Garcia RL
et ql, 1989; Hall PA et al, 1990; Kamel OW et al, 1991, Mc Cormick D et al, 1992].

*. MIB1 (Ki-67 en parafina) . Inmunotech. Code No. 0505
ESPECIFICIDAD: El anticuerpo monoclonal MIB1 reacciona con el antigeno nuclear Ki-67 asociado a la
proliferacién nuclear y al desarrollo del ciclo celular (fases G, S, G, y M) y ausente en la fase de reposo

nuclear {G,). Este anticuerpo reconoce la forma nativa del antigeno Ki-67 y los fragmentos recombinantes
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de 1a molécula del Ki-67.

CLON: Micloma X63 Ag 8,653 x Balb/c de células de bazo.

SUBCLASE: 1gG1 de ratdén.

REACTIVIDAD: Reacciona con células proliferantes de todos los tejidos. En el timo, la mayoria de los
timocitos corticales lo expresan, mientras que los de la médula sélo ocasionalmente. En el tejido linfoide: los
centros germinales lo expresan en gran cantidad de sus células, siendo inferior el nimero en otras 4reas. En
el tracto gastrointestinal reacciona con las células epiteliales mucosas en el cuello y la region basal (las células
mas superficiales son negativas). En el epitelio escamoso se unen preferentemente a las células basales
[Gerdes J, Dallenbach F et al, 1984; Gerdes J, lemke H et al, 1984; Gerdes J et al, 1991, Gerdes J et al,
1992; Cattoretti G et al, 1992; Fournel-Fleury C et al, 1997].

E.2.- ANALIZADOR DE IMAGEN.

Un Analizador de Imagen es la unién del microscopio optico v del ordenador al mundo de la Patologia
diagnostica, con el fin de facilitar la medida, cuantificacion y analisis de las células por medio de la

densitometria y ¢l analisis estadistico [Bacus JW et al, 1987].

El Analizador de Imagen cuenta con:
a. Microscopio optico convencional modificado al incorporar dos camaras de television que
producen seiiales en funcién de la longitud de onda que transmite ¢l microscopio al observar las

muestras. Convierte la sefial en distintas longitudes de onda, las digitaliza v las disefia en imagenes.
b. Un ordenador con al menos 30 Mbytes en disco duro.

c. Dos monitores en color para el sistema de control y seleccién de los memis y otro para recuperar
las imagenes, tanto digitalizadas como normales, del procesador de imagen. Ambos monitores cuentan

con una resolucion de 256x256 "pixeles" o mimero de puntos.
El sistema de imagen consta por lo tanto de:

Sistema de captacion de imagen (microscopio dptico).
Procesador digital que transforma las imagenes para el manejo por el sistema informatico.
Dispositivo de presentacion de la imagen (monitor).

Sistema de almacenamiento y/o de transmision de imagenes.

oW

Ordenador que ejecuta los programas de analisis y manipula las imagenes hasta obtener los
resultados deseados.

El Analizador de Imagen contiene varios programas de software, de los cuales han sido utilizados para
esta tesis: programa de proliferacion nuclear o indice proliferativo (proliferation index programme -PI-) y el
programa de analisis de]l ADN (Quantitative DNA Analysis). Se efectu6 una cuantificacion de la actividad
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proliferativa en cada uno de los subtipos histolgicos con ¢l programa "Indice proliferativo® (PI) para valorar
los anticuerpos monoclonales: MIB1 y PC-10.

Programa de Proliferacion nuclear (PI).

- Nos va a permitir cuantificar e} area de proliferacion nuclear expresado en tanto por ciento. En este
programa se puede elegir la opcion de cuantificacion sobre improntas, extensiones o cories histologicos.

- El programa muestra una regleta con distintas opciones; antes de realizar la cuantificacion, es necesario
calibrar las camaras v el analizador (Set Light), ajustando los sensores de las dos camaras de TV incorporadas
al microscopio. Este paso se lleva a cabo con el portaobjetos en la platina donde se enfoca un 4rea libre de
tejido. A continuacion, se procede a incluir los datos de identificacion (Label). El siguiente paso, es ajustar
el perimetro nuclear (Nuclear Threshold) delimitando los micleos del citoplasma o estroma celular,
remarcando en color verde. Dentro de esta opcion se encuentran varias posibilidades:

a) TOGGLE, enseiia de forma intermitente la muestra, conforme ajustamos el perimetro nuclear.

b) INCREASE, aumenta el contraste del perimetro nuclear.

¢) DECREASE, disminuye el contraste del perimetro nuclear.

d) SET STEP SIZE, tamafio estandarizado de contraste. Viene prefijada por defecto en 0,01

e) HELP, opcion de ayuda.

f) EXIT, salida al mem inicial.

A continuacion, se procede a fijar los umbrales de positividad (Antibody Threshold) en los que se
diferencian los micleos marcados positivamente con el AcMo de los negativos. Los niicleos quedan en color
marron sobre el verde anterior. Finalizados estos ajustes, se procede a cuantificar la actividad proliferativa
(Analisis) de forma semiautomatica en la opcion MEASURE o conformidad para la medida, dentro de la cual
se ofrece ayuda con:

1.- IMAGE SEGMENTATION permite eliminar zonas con necrosis o artefacto, evitando falsas
positividades.

2.- AVERAGE NUCLEAR AREA Y AVERAGE ANTIBODY AREA tamarfio medio de 54 y 27,°
prefijado, que se corresponden con el tamafio medio del linfocito.

3.- TOGGLE MASK, UNDQ CIRCLED AREAS y CLEAR AVERAGE AREAS permite borrar partes

del campo.

La opcion posterior MERGE acumula los resultados de cada uno de los campos medidos. En cada uno de

los casos, se medieron 10 campos de 1000 p? cada uno, para conseguir uniformidad de medida.

Expresion de los resultados.
El analizador de imagen valora la actividad proliferativa el programa "Indice de proliferacion”

(Proliferation index) cuantificando o valorando el area nuclear positiva en relacién al area nuclear total
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expresado en tanto por ciento (% ANP).

Los resultados aparecen expresados con dos regletas; la primera, refleja los resultados de todos los
campos v la inferior, los datos del ultimo campo medido.

a) Total de campos contados,

b) Suma de la proliferacion nuclear expresada en %, es decir, micleos positivos contabilizados en
fimcion del 4rea total,

micleos positivos

X 109
area total

¢) Total de nicleos contabilizados,

d) Area de protiferacion nuclear, es decir, nicleos marcados positivamente entre nicleos totales y partido

del area total, expresado en Y.

nucleos positivos / nucleos totales

X100

drea total

€) Area nuclear total expresada en micras (p2).
F.- ESTUDIO CITOMETRICO.

Material regquerido

- Para el estudio en ambos métodos citométricos se utiliz6 tejido incluido en parafina, para lo cual se procedio
a una desparafinacion, hidratacion y disgregacion hasta obtener células aisladas en suspensidn celular tanto
para estudios de citometria de flujo (CMF) como estatica (CME).

- El tejido incluido en parafina produce histogramas de peor calidad /Esteban JM et al, 1991], pero se
pretendia obtener resultados mas homogéneos teniendo solo en cuenta material en parafina [Frierson HF,
1988:Kallionemi OP, 1988, Alanen KA et al, 1989; Laskey RA, 1989; Esteban JM et al, 1991; Garcia R
et al, 1994;]. Se empled el método de Hedley vy cols. [Hedley et al, 1984, Hedley et al, 1985] para procesar
el material, aunque la digestion con pepsina puede alterar la valoracion del ADN, disminuyendo la

sensibilidad del micleo al fluorocromo, dando falsas diploidias en verdaderas aneuploidias [Alanen KA et al,
1989; Garcia R et al, 1994],
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Tratamiento del material incluido en parafina para obtener la suspension celular segin el método de
Hedley y cols (1985).

1. Realizar varios cortes a 25 micras.

2. Desparafinar en xilol durante 24 a 48 h. dependiendo de la antiguedad del material e hidratar
sucesivamente en alcoholes 100%, 70%, 50% y 30% durante 30 min cada uno.

3. Dos cambios en T.B.S. o P.B.S.

4. Disgregar el material mecénicamente en 2 ml. de pepsina 0,5% a pH 1,5 e incubar a 37°C durante 30
min. en un bafio de agua que previamente tiene esta temperatura.

5. Aumentar el volumen a 20 ml. con medio RPMI-1640 (en frio). Parar la reaccion con unas gotas de
TRIS pH 11.

6. Esta suspension celular es la base para ambos métodos citoméiricos, y se separa en dos partes porque
a partir de ella se procesan por separado.

PEPSINA

* Pesar 250 mg. de pepsina (SIGMA).

* Disolver en 50 ml. de CINa 0,9%

* Ajustar a pH=1,5 (con CIH 12N)

* Incubar a 37° C durante 30 min. (agitando de vez en cuando)
* Guardar en alicuotas de 2 ml. a -20°C

TRISpH=11

* Pesar 12,11 gr. de Tristhydroxymethyl)-aminomethan. (Merck)
* Dasolver en 100 ml. de agua destilada.

* Ajustar a pH=11.

F.1.- CITOMETRIA ESTATICA (CME).

Esta técnica permite marcar y reconocer el ADN, mostrando ias distintas fases del ciclo celular. Esta
basada en la técnica de Feulgen, reaccion especifica y cuantitativa de tincidén de ADN donde el acido
clorhidrico (5N) hidroliza las bandas ribosa-purina dando residuos azicar-aldehidos y ¢l reactivo de Schiff
(colorante azul) reacciona con el aldehido-azicar dando un precipitado de color azul (Azure A), reconocida
por ¢l analizador de imagen CAS-200. Es importante el analisis del contenido del ADN, en relacion con la
proliferacién de las células neoplasicas, habiéndose comprobado una cierta tendencia a un contenido anormal
en numerosos tipos de tumores: mama, pulmén, tracto gastrointestinal, linfomas,...etc [Montironi R et ai,
1992; Grace Jet al, 1993, Lee S et al, 1994; Backing A et al, 1995].
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Procedimiento: Tomando como base la suspension celular ya citada:
- Filtrar el material por una malla de 0,2 2.
- Lavar por centrifugacion suave durante 6 min.
- Decantar ¢l sobrenadante.
- Lavar en PBS o CINa 0,9%
- Citocentrifugar durante 5 min.
- Decantar el sobrenadante.
- Secar las preparaciones de 10 min. a 2 h.
- Fijar en formol neutro al 10% durante 30 min.
- Lavar en agua destilada y secar las preparaciones a T° ambiente.
- Posteriormente ias preparaciones se tifien con una variante de {a técnica de Feuigen, que lleva Azure A
como colorante para el contenido en ADN, ya que produce la longitud de onda que reconoce el Analizador

de Imagen CAS 200, con con el programa de ploidia QDA (Quantitative DNA Analisis - Analisis
cuantitativo del ADN),

TECNICA DE FEULGEN (variante de la técnica cldsica) :
Material
Extensiones cclﬁlares, shide de calibracidn con hepatocitos de rata, agitador magnético, papel de filtro,
erlenmeyer, pinzas...
Reactivos:

1. Selucion de coloracion

Azure A (Cod. A6270 Sigma)..........cccoecrvveven. 2,28 g1
Bisulfito Sédico Na,S,0; (Cod. 9000 Sigma).... 8gr.
Acido Clorhidrico 12N .......c.coovvirivecciinecnnn. 5ml
Aguadestilada .......oooovireii i 595 ml.

2. Solucion de lavado

Bisulfito Sédico Na,S,0, (Cod. 9000 Sigma}.. 7,68 gr.
Acido Clorhidrico 12N .............cooooooereirirere, 7,5 ml.
Aguadestilada.............cocovvviircens 1792,5 mi.

3. Alcoho! dcido

Acido Clorhidrico 12N ....ooovoeooeoeeee, 6 ml,
Etanol @1 70%....oo.eooeeerreeemesoeeeeoeeeesoeee s 600 ml,
4. Acido clorhidrico 5N

Acido Clorhidrico 12N oo..ooovooooooo. 300 m}
Aguadestilada..............cccooooviiiei 720 ml.
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La sohucion de coloracion debe estar protegida de Ja luz, agitindose durante 2 h. como minimo, filtrarla
con cuidado porque se evapora ¢l SO, La solucion de coloracion y la de lavado son estables durante 4-6 h.
a T* ambiente.

Es una técnica donde el nucleolo v el citoplasma no se tifien; el contenido normal de ADN es 1; en las
células malignas el contenido de ADN puede incrementarse o incluso disminuir,

Procedimiento (variacion de la Tincion de Feulgen cldsica):
- Sumergir en HC1 5N durante 65 min. agitando.
- Pasar a la "solucién de coloracion” durante 60 min. agitando.
- Hacer tres lavados en "la solucion de lavado” durante 30 sg, 5 min y 10 min, sucesivamente.
- Hacer tres cambios de 5 min. en agua destilada.
- Alcohol 4cido durante 5 min,
- Alcohol de 100 durante 10 min.
- Xilol durante 10 min.
- Montar en medio sintético (Eukitt).

Programa de ploidia.

Este programa requiere calibrar las camaras como en ¢l programa Pl ya comentado.
Se calibra ¢l indice de ADN con un control de hepatocitos de rata ya que tienen una cantidad de ADN
semejante al humano (el programa enta disefiado en funcién de la cantidad de ADN humano), y con una
extension control de ganglio canino para ajustar los limites normales de diploidia en perro. Es necesario hacer
un recuento nuclear en correctas condiciones de conservacion, es decir, con micleos enteros y uniformes, para

valorar los casos. El coeficiente de variacion de los hepatocitos no debe ser superior al 3%.

Las opciones que presenta este programa para la valoracion del ADN son:
- LABEL.: Fichar los datos
- SET-LIGHT: Calibrar las camaras
- MEASURE:
- valor 0 - acepta todos los micleos automaticamente
- valor 1 a 8 - acepta los micleos clasificéndolos por distintos tamafios de forma totalmente subjetiva (los
fija el observador)
- valor 9 - anula ese nicleo para que no sea contabilizado
- ANALYZE: procede a la medicion de las muestras donde nos encontramos con las siguientes opciones:
- CHECK-LIGHT: comprobar la iluminacion de los casos
- BOUNDARY: ajusta el perimetro nuclear para ser identificados.
- CLASSIFY': clasifica los micleos en seis categorias distintas, numeradas de 1 a 6.

Dentro de esta opcidn, se permite cortar y aislar micleos que se encuentren muy proximos evitando
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dobletes y tripletes asi como el recuento de niicleos rotos o solapados.

- SELECT-2ND: posibilita identificar un segundo pico de ADN.

- SCALE: escala los histogramas.

- AREA ABCD: marca las distintas area de contenido de ADN en G,G;, S, G,+M.
- ESTADISTICA

- CLEAR: borrado de los datos.

Los resultados se expresan por medio de distintos pardmetros:

a.- en forma del histograma
b.- cantidad de ADN en cada una de las dreas
c.- coeficiente de variacion del area A

d.- presencia de mas de un pico de ADN dentro del histograma.
F.2.- CITOMETRIA DE FLUJO (CMF).

La Citometria de Flujo se realizo sobre la suspension celular obtenida del matenial parafinado,
sometiendo el tejido a un proceso de desparafinizacion e hidratacion ya detallado para citometria estatica. Las
muestras fueron tefiidas medidas en un citémetro de flujo EPICS-C (Coulter) con el programa PARA-1, que
calcula el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular G, G,, S y G,M [Hedley W et ai,
1983, 1984 y 1985, Frierson HF, 1988; Rutteman GR et al, 1988; Garland P et al, 1989; Joensuu H et al,
1990; Minke JMHM et al, 1990; Frierson HF, 1991; Scanziani E et al, 1991; Macartmey JC, 1993; Teske
Eetal 1993; Garcia R et ai, 1994; Garcia R et al, 1997].

Tincidn de las muestras,

- Suspender las células aisladas del tejido en P.B.S. Se tratan con Ribonucleasa A antes de la tincién con
Ioduro de Propidio utilizando 1 ml. de muestra en aproximadamente un millon de células al que se le afiade
10 pl. de RNasa, dejando actuar el enzima durante 30 min. a 37 °C en agitacion.

- Lavar las células tres veces en P.B.S.

- Tefiir las células con 500 pl. de loduro de Propidio {mantener la muestra a 4 °C).

* Leer en el Citémeiro de Flujo entre 30 min. y 24 h. después de la tincidn.

Se utilizaron como controles de ploidia, suspensiones de ganglio linfatico canino tratadas de la misma
forma que las muestras. La tincion del ADN con loduro de Propidio se utiliza para calcular el ciclo celular,
determinando ¢l porcentaje de células que se encuentran en fase GO, G1, S 6 G,+M. Los resultados aparecen
en forma de histogramas.
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El analisis del ciclo celular ha sido estudiado mediante el programa PARA-1, con el que se calculd el
porcentaje de células que estaban en cada fase del ciclo celular. El andlisis del contenido en ADN -indice de
ADN- se realiza segin una formula establecida:

Canal de la muestra problema
indice de ADN =

Canal de la muestra control

Segiin esta formula, se calculan los rangos para la diploidia y aneuploidia.

F.3.- VALORACION DEL CICLO CELULAR EN CITOMETRIA:

El criterio considerado en ambos métodos citométricos se ha basado en un estudio cualitativo conjunto
del histograma y el indice numérico (Tabla VI). La mayor informacion sobre el ciclo esta en la forma,
contenido y simetria de la grifica, dato que prepondera en si mismo (ya que a veces una diploidia puede estar
definida por una gréfica simétrica o una aneuploidia por una grafica asimétrica aunque los indices numéricos

se escapen de los limites establecidos para diploidia y aneuploidia).

El indice de una poblacion diploide normal es 1, y toda variacion mayor o menor constituye una
aneuploidia. Sin embargo, los controles normales producen rangos variables cuando se trata con tumores
solidos que requieren un tratamiento enzimatico en su procesamiento. Una muestra se considera aneuploide
cuando el indice de ADN -DNA Index: DI - es mayor de 1,2 (HIPERDIPLOIDE), o cuando el indice DI es
menor de 0,8 (HIPODIPLOIDE), o bien cuando el pico G, +G, sea astmétrico aunque su DI s¢ encuentre
dentro del rango de diploidia para el material en parafina [Garcia R et al, 1994; Obeso G et al, 1994; Garcia
Retal, 1997].

Se define otro grupo conocido como DIPLOIDE CON FASE S ALTA, en caso de diploidias con un alto
valor en la fase S (mayor del 15%), como si mostraran el solapamiento con otra poblacién con mayor tasa
proliferativa que pudiera enmascarar una ancuploidia [Garcia R et al, 1997; Garcia R et al, 1994, Laskey
RA et al, 1989; Obeso G et al, 1994]. Se considera una fase S baja la media del valor de la fase S en los
ganglios reactivos control (5-6%), intermedia (6-15%) y alta mayor del 15%.

Los Coeficientes de Variacion (CV) se desestiman en el caso de la Citometria Estdtica por tratarse de
graficas continuas de menor resolucion, donde no es posible ia divisién real en fases del ciclo celular, excepto
en controles diploides tratados con las condiciones dptimas de manejo. Ademas, el material en parafina da
peores histogramas con mayores CV fClaud RD et al, 1989]. En Citometria de Flujo, el criterio normal de
los CV sc mantiene (10-12% para material en parafina) fGarcia R et al, 1994, Obeso G et al, 1994; Bocking
Aetal 1995; Marcos B et al, 1998],
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G.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos han sido analizados con el programa de estadistica SPSS para variables bioldgicas.
Ademas de la estadistica basica, con correlacion estadistica por los métodos Pearson, Kendall y Spearman,
realiza las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, para las cuales considera un nuevo grupo formado por
todos aquellos animales que hayan superado en dias de vida el dia 1, es decir, desecha todos los animales que
han sido sacrificados el mismo dia del diagnostico. Se considera dia 1 la entrada o admision en el centro
veterinanio, descartando la vision subjetiva del duefio sobre la fecha de comienzo de 1a sintomatologia propia
del linfoma, para intentar homogeneizar todos los resultados. Ef otro problema afiadido es que todos los
animales han sido sacrificados, por lo que la supervivencia se transforma en un dato relativo. Las distintas
variables recogidas como edad, sexo, raza, estadio, tratamiento (si/no),... se analizan con respecto a la posible
supervivencia observada. Los casos felinos no han sido considerados en el estudio estadistico por ser solo

ocho en niamero.

Los resultados obtenidos en proliferacion, CMF y CME s¢ han analizado estadisticamente mediante dos
pruebas no paramétricas: la prueba de Wilcoxon para variables dependientes y la prueba de Mann-Whitney

y de Kruskal-Wallis para comparar la homogeneidad de dos medias en el caso de muestras diferentes o

independientes.

Estas pruebas no presuponen ningun tipo de distribucion de probabilidades para los datos, de ahi que
reciban ¢l calificativo de no paramétricas y son aplicables a muestras de pequefio tamafio. Para este analisis
se ha utilizado el programa R-SIGMA..

La prueba de Wilcoxon no sélo considera el signo de las diferencias sino también, en cierta medida, su
magnitud. Se utiliza en caso de muestras interrelacionadas; los individuos de las dos muestras son los mismos,

ante dos situaciones diferentes.

La prueba de Mann-Whitney permite determinar si existen diferencias, en cuanto a las medidas de

centralizacion entre dos muestras independientes.
En cada parametro se ha tomado como nivel valorable de significacion: p<0,05 o p<0,01 que son los

valores habituales estadisticos en un trabajo con datos tan dispares en cantidad y heterogeneidad
[Kaplan EL et al, 1985; Carrasco JL, 1989].
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A. HALLAZGOS CLINICOS (edad, sexo, raza, laboratorio, estadio clinico, tratamiento):

* EDAD: Las edades de este grupo de animales oscilan entre 2 y 12 afios, con un valor medio de 8.5 y una
mediana de 9. En cuanto a las frecuencias de aparicidn segin las décadas, un 22.2% tiene 12 afios (6/27),
un 7.4% 11 afios (2/27), un 14.8% (4/27) 10 afios, 11.1% (3/27) 9 aflos, 11.1% (3/27) 8 aflos, 7.4% (2/27)
7 afios, 3.7% (1/27) 6 aflos, 14.8% (4/27) 5 afios 3.7% (1/27) 3 afos y 3.7% (1/27) 2 afios.

* SEXO: 1a proporcion de presentacion del linfoma en este grupo es de 20 machos por 10 hembras (2:1); es
decir, un 66.6% en machos frente a un 33.3% en hembras.

* RAZA_: las frecuencias de aparicién de las distintas razas es de 8/30 (26.6%) para el Pastor Aleman; 3/30
(10%) para Cocker, Boxer y cruces diversos; 2/30 (6.6%) en el Labrador, y 1/30 (3.3%) para las razas
Spaniel Breton, Pequinés, West Highland, Chow-Chow, Pastor Belga, Airdale Terrier, Caniche, Griffon,
Pastor Alsaciano, Podenco y Bulldog.

* ANALITICA SANGUINEA: La anemia se observé en 9 casos de los 21 andlisis estudiados (42.8%),
aunque solo en 6 de esos 9 casos habia una clara afectacion tumoral medular. En 7/21 ocasiones, se recogid
un leucograma de stress con neutrofilia y linfopenmia, pero sélo 4 casos mostraban afectacion medular
neoplasica. Los globulos blancos elevados se presentaron en 10/21 casos, con correspondencia medular en
8 (origen diverso: casos severos de disnea y tos, infecciones ...). Los 6 casos de linfocitosis (de un total de 17
analisis con posibilidad de valorar los linfocitos en sangre; 35.2%) coincidieron con 6 afectaciones medulares,
y en 4 de ellos se present6 un cuadro leucémico con blastos linfoides en sangre, Neutrofilia se produjo en
14/17 casos (82.3%) y de ellos solo 8 presentaban la médula infiltrada.

* ESTADIO CLINICO: La valoracion del estadiaje clinico de este grupo de linfomas se expresa bajo el perfil
veterinario y médico, ya que ¢l estadio IV en veterinaria incluye bazo y/o higado dentro de un mismo bloque
por considerar ambos organos paralelos en la evolucion del tumor, y en medicina humana se gradian por
separado por dar mas importancia al higado como drgano hematdgeno (111 bazo y ganglios; IV higado v otros
organos). El estudio estadistico demostré que la supervivencia global de los animales fue significativamente
superior en ¢l caso de no estar el higado afecto, factor que no se refleja en el estadiaje en veterinaria, ya que
se considerarian en estadio IV. De los 26 casos en los cuales el estadio clinico pudo ser evaluado, un 76.9%
(20/26) presentaban un estadio V (TV en medicina humana), un 19.2% (5/26) estadio IV (I en patologia
humana) v un 3.8% (1/26) fue estadio IV (también IV en humana).

* TRATAMIENTO: Solo nueve de los 30 animales recibieron poliquimioterapia por combinacion de
vincristing, ciclofosfamida y prednisona (COP), con metotrexate o adriamicina intercalado en ocasiones. Las
supervivencias globales de tratados y no tratados, oscilaron en un rango de 0 dias (sacrificio en el mismo dia

del diagnéstico) hasta un total de 203 dias. Los tratados tuvieron un rango de duracién de 12 a 203 dias, con
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un valor medio de 92.4 dias. El tipo de respuesta en la induccion fue completa (RC) en 5/9, parcial en 119y
no hubo respuesta en 3/9.

* FORMAS CLINICAS ENCONTRADAS:
A) perro: 20 multicéntricos (66.6%), 4 multicéntricos con expresion principalmente leucémica (13.3%),
4 timicos (13.3%), un cutdneo (3.3%) y un intestinal (3.3%).

B) casos felinos control: De los 8 casos recogidos como control, 2/8 (25%) fueron linfomas primarios
renales de naturaleza B, 3/8 (37.5%) primarios timicos de naturaleza T, 1/8 (12.5%) del SNC B y los dos
ultimos multicéntricos B (25%).

B. AFECTACION NECROPSICA TUMORAL:

Macroscopia de los distintos érganos con infiltracion por linfoma.

1. GANGLIQ: 30/30 (100%) de los casos en perro estan infiltrados. Se observa un marcado incremento de
tamafio, de 3 a 10 veces el original. El ganglio con linfoma es facilmente palpable, firme, bien definido,
indoloro, frio (T® corporal) y generalmente mévil por no estar adherido a piel o a planos profundos. La capsula
esta tensa y lisa, y al corte protuye el interior, que se caracteriza por tener un patron de crecimiento solido
difuso con coloracién blanquecino-rosacea; es un tejido carnoso friable, menos estructurado y firme que el
ganglio normal, que desprende gran cantidad de material "lechoso" denso. 51 ¢l tamafio es muy grande, suele
haber necrosis central con mucha menor consistencia, incluso semisoélida. En mediastino y mesenterio, cuando
varios ganglios vecinos estan infilirados, pueden unificarse a una sola masa grande (bulky mass). El tipo de
infiltracion tumoral es difuso con permanencia mayor o menor de la estructura normal del ganglio
dependiendo del grado, estadio y tipo histoldgico.

De los 8 gatos controles, en 6 casos s¢ ha podido valorar el ganglio, donde el crecimiento era difuso, y en

un caso con naturaleza T todavia estaban ios foliculos conservados (Figura 2c).

2. BAZO: Todos los casos donde el bazo ha sido valorable (26/26) ha estado implicado por ¢l linfoma. Se
caracteriza por un aumento de tamafio en mayor o menor grado - esplenomegalia - que en ocasiones puede
hasta hacerse palpable, permaneciéndo indoloro. La capsula se¢ presenta tensa, con superficie rugosa
("grumosa™) que deja ver pequefios nédulos miltiples. Al corte protuye al exterior; ¢l tejido es friable, sin
estructura, blando y carnoso, que desprende abundante material "barroso”. Muestra un claro incremento de
la pulpa blanca formando nodulos multiples de 5-10-20 mm, con incremento también de la pulpa roja, que
toma un aspecto carnoso himedo con coloracion rosacea (6/26); en corte histolégico se observa un infiltrado
homogéneo blastico difuso (14/26) o también en pulpa blanca que se extiende a senos de la pulpa roja (6/26);
cuando ésta \iltima no est4 comprometida presenta hemorragia, congestion, edema y fibrosis muy avanzada

(5/26). Puede haber infiltracion difusa con un aumento homogéneo del! parénquima sin diferenciar pulpa
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bianca y roja (15/26). Raraments hace nédulos macroscopicos (2/26), aunque pucden identificarse en cabeza
y cola, con coloracion blanquecina y tamafios de incluso 5 6 6 centimetros. En ocasiones se produce una
atrofia total de la pulpa blanca con infiliracién parcial de la roja (1/26) (Figuras 1d y 1e). El bazo en el gato
control se ha comportado de forma similar, con crecimiento difuso nodular (dos ocasiones), atrofia total
esplénica (1 caso) o parcial de la pulpa blanca (1 caso) o de 1a pulpa roja (dos casos) con hemorragia y edema,

paralelo a un incremento de la blanca.

3. HIGADO: Aumento de tamafio - Hepatomegalia - general y uniforme, incluso puede hacerse paipable por
debajo del arco costal. La infiltracién masiva dibuja el patron lobulillar, portat y periacinar del parénquima
hepatico hasta hacerse claramente visible (16/26). Aunque es muy rara, se ha visto una infiltracion difusa
parenquimatosa con la formacion de nodulos macroscopicos subcapsulares. En los casos de no haber
infiltracin neoplasica, si suele darse una marcada degeneracion grasa con tipico aspecto amarillento friable
(10/26). En el gato se han dado dos casos de infiltracion periportal, con ademas infiltracion difusa

parenguimatosa, con nodulo macroscopico, ¢n 3 ocasiones (Figura 1b).

4. AMIGDALAS: En todos los casos estudiados (16/16 - 100%) al igual que en el ganglio, también se
produce un aumento de tamafio generalizado, con crecimiento difiso sélido que protuye hasta hacer
desaparecer las criptas, desplazando completamente la glandula salivar accesoria. La superficie esta tensa,
y al corte s¢ observa una coloracion blanquecina. En corte histolégico se observa un infiltrado difuso, donde

en ocasiones permanecen foliculos, mantos o trabéculas (2/16) (Figura 2a).

5. MEDULA OSEA: Toma el aspecto homogéneo de "médula empaquetada” macroscopicamente
corresponde a una médula rica, carnosa, blanda y mds palida de lo habitual. Histoldgicamente es un infiltrado
difuso intraparenquimatoso (11/18), que en ocasiones conserva cierta proporcion de tejido hematopoyético
normal todavia funcionante y tejido graso habitual (5/18). Puede no estar infiltrada (2/18). En el gato solo
dos presentan incremento de tamafio con crecimiento difuso, y en un caso los foliculos estan conservados. Las

cinco médulas recogidas de gato presentan infiltracion por el linfoma en mayor o menor grado.

6. INTESTINO: No ha presentado afectacion en 14/21 de los casos. La macroscopia del intestino afectado
en la forma primaria de linfoma intestinal (1/30) muestra ndédulos blanquecinos aislados de 5-10 cm, o
incluso segmentos/tramos enteros de 20-30 em, donde todo ¢l grosor de la pared esta comprometido, desde
mucosa a serosa, protuyendo en la forma severa a ambos lados, con ulceracion de la mucosa (con diarrea
hemorragica en la mayoria de los casos) y rigidez caracteristica. Dependiendo del grado de compromiso de
la pared produce o no obstruccion intestinal. Las placas de Peyer del tejido intestinal adyacente suelen estar
claramente visibles por afectacion tumoral. Cuando no es la forma intestinal del linfoma, puede haber un
infiltrado tumoral con una marcada diferenciacion plasmacitica-plasmablastica sobre la 1amina basal, o
inciuso rompiéndola, que se extiende en mayor o menor medida a la submucosa del epitelio, 0 a muscular y

serosa (6/21 en perro - 1/8 en gato control). El pancreas vecino suele estar también comprometido cuando hay
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infiltracion en digestivo (4/5 péncreas recogidos en perro). En gato sélo un timico T presentaba infiltracién
del pancreas, que no coincidia con infiltracion intestinal (Figuras 2b,2¢,2d y 2e).

7. RINON: El 1ifién con la forma primaria de linfoma renal (0/30; 2/8 en los controles felinos) aparece con
cierto aumento de tamafio, dependiendo det grado de infiltracion. La frecuencia en perro es muy inferior a la
presentada en el gato. Mucstra nddulos pélidos en corteza, elevados con respecto a la superficie renal normal.
Al corte muestra dreas/segmentos blanquecinos, generalmente corticales, que se difunden al interior medular,
El rifién también puede aumentar de forma global por infiltracion difusa, dando un aspecto pélido. La capsula
queda adherida y se desprende con dificultad. En linfomas generalizados encontramos infiltrados
petivasculares o intraparenquimatosos, tanto en médula como en cépsula (10/21). No ha habido afectacion

alguna en 11/21 de los casos caninos.

8 FORMA TIMICA (MEDIASTINO): (4/30 perros). La forma timica T se caracteriza por ser una masa
firme, blanquecina-palida que ocupa la region toracica craneo-ventral. En gatos puede ser tan grande que
desplace dorsalmente la traquea y esofago, y caudalmente corazon y pulmén. En estos casos puede presentar
implantes blanquecinos muiltiples en pleura parietal y visceral, peri y miocardio, diafragma, con incluso
metastasis nodulares en pulmon y atelectasias. En los linfomas felinos de estirpe T se ha infiltrado ¢l pulmén
adyacente. En en perro el desplazamiento no es tan llamativo. El mediastino también puede estar
comprometido en linfomas generalizados de naturaleza B por la cadena ganglionar y presentar también

extension a estructuras vecinas.

9. FORMA EPIDURAL: el espacio epidural aparece puntualmente relieno de un material blanquecino
semisolido con compresion medular (presenta el cuadro clinico correspondiente), LCR algo aumentado por
deformacion del espacio virtual normat. No se suele enconirar 1a masa primaria que ongina la metastasis, asi
que se considera primario. La forma primaria de /infoma epidural sélo se ha presentado en un caso de gato

control.

I0. PIEL: El linfoma primario cutareo (1/30 en perro) presenta desde un engrosamiento de la piel en placas
con eritema-macula-papula, hasta la formacion de nodulos tumorales verdaderos con ulceracion y posibles
piodermas secundarias. La forma multicénirica presenta con frecuencia un edema subcutaneo marcado con
aspecto gelatinoso por compromiso del sistemna linfatico. Ningin gato control ha presentado mi forma primaria

ni extension a piel de otra forma de linfoma.
11. GENITALES/PROSTATA: Dos perros presentan ademés tumores de Leidig testiculares, y de las 6

prostatas recogidas, 3 mostraban infiltraciéon por ¢l linfoma, ademas de una hiperplasia marcada. No ha
habido infiltracion por linfoma en ningin caso de linfoma felino.
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12. OTROS ORGANOS: El pancreas sucle estar comprometido de forma paralela al duodeno, ya sea con
afectacion primaria o generalizada; en un caso presenta un quiste asintomético en cabeza, pero no corresponde
con infiltracion clara duodenal. La glandula adrenal ha estado infiltrada en el caso de infiltracion masiva
renal, no en un rifién con infiltracion inicial. La vejiga presenté émbolos tumorales en un caso de los cinco
estudiados; en dos casos hubo una marcada displasia epitelial con cistitis aguda abscesificada. La mama
estuvo infiltrada de forma difusa en un caso de linfoma multicéntrico generalizado. Un hallazgo de necropsia

fue la calcificacion distrofica de la epiglotis en en caso con marcado compromiso respiratorio.

* TUMORES SECUNDARIOS: En varias ocasiones el linfoma se¢ ve acompafiado por la presencia de otros
tumores: un caso con un hepatocarcinoma; otro con un tumor mamario previamente extirpado; en dos
ocasiones el perro presenta una patologia politumoral con adenocarcinoma bronquiolo-aiveolar y tumor de
células de Leidig testicular, u otro caso con 2 mastocitomas, tumor de células de Leidig testicular y

adenocarcinoma de glandulas perianales.
C. MORFOLOGIA OPTICO - ELECTRONICA

Todos los casos estudiados han sido de alto grado, donde se diferencian citologias de los distintos
subtipos: 13/30 (43.3%) linfoblasticos LB - de los cuales 5 son B (Figuras 3a6)y 7son T (Figuras 7 a
9}, 10/30 (33.3%) inmunoblasticos IB (Figuras 10 a 12), 5/30 (16.66%) centroblasticos CB (Figuras 13
a 15), y 2/30 (6.6%) extranodales, uno cutianeo T (Figuras 16 a 18) y otro un MALT intestinal
plasmablastico B de alto grado (Figuras 19 y 20). Por tratarse de neoplasias de alto grado, el patrén de cielo

estrellado se encuentra de forma constante sin relacion alguna con los distintos subtipos histolégicos
(Figura 21).

El linfoblasto LB es un blasto linfoide mediano (10 micras) con micleo redondo u oval en la estirpe B
y convoluto o cerebriforme en la estirpe T. Los B muestran nucleolos multiples ¢ hiperplasicos y cromatina
dispersa , en parte marginada. Los T exhiben cromatina en aciimulos densos irregulares siendo los nucleolos
pequeitos y multiples, lo que les confiere un aspecto de nicleo denso, hipercromatico ¢ hiperlobulado con
M.O. El citoplasma es mediano y baséfilo por la cuantia polirmibosémica, asi mismo con escasas organelas,
aunque destacan las mitocondrias despolarizadas, algunos acimulos lipoides, centriolos y excepcionales
lisosomas. Puede observarse cierta diferenciacion a plasmatica en la estirpe B, Suele ir acompaiiado con un
patron de cielo estrellado por lisis celular debido a la dinamica tumoral con mitosis abundantes v a la
fagocitosis de restos nucleares por histiocitos. Se diferencian dos grupos principales: €l tipo Burkitt B

(Figuras 3,4, 5 y 6) y el tipo convoluto T (Figuras 7,8 y 9).

El inmunoblasto IB tiene un tamafio grande (aprox. 12 micras), con nucleo de 8 a 10 micras, cromatina
de predominio dispersa, escasa marginada a membrana nuclear y nucleolo hiperplasico en niimero variable

(1-3) mas frecuente en el centro del nucleolema,; el citoplasma es amplio y baséfilo con poca densidad de
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organelas, abundantes ribosomas, escasas mitocondrias y en 1a estirpe B, frecuente diferenciacion plasmacitica
con gran desarrollo del RER, paralelo a la membrana celular, con dilatacion de las cisternas rellenas de
material proteico, formando estructuras de aspecto "cristaloide”, visibles al M.O. como acumulos gutulares
(Figura 20). En algunos casos (Figuras 11 y 12), el crecimiento tumoral se acompafia de un notorio
desarrollo de células plasmaticas con distinto grado de diferenciacion (plasmablastos). En la estirpe T el
citoplasma exhibe una claridad caracteristica por imbibicién de solutos (Ib de células claras).

El centroblasto CB es similar al fisiologico del centro germinal pero més anaplasico; también es una
célula de tamaiio grande (10-12 micras) con mticleo similar al IB, més claro por la cromatina atin més dispersa
y los nucleolos suclen estar en la periferia; excepcionalmente el contorno nuclear puede estar hendido. El
citoplasma es escaso, también baséfilo por la cuantia de polirribosomas, con muy escasas organelas entre las
que son constantes las mitocondrias despolarizadas, siendo minimo el RER (Figuras 14 y 15). El linfoma
centroblastico recibe la denominacién monomorfo o polimorfo (Figura 13) si dicha linea celular se encuentra
mezclada con inmunoblastos o centrocitos en mayor o menor cuantia. En esta serie corresponden a linfomas
centroblasticos polimorfos, siempre acompafiados no solo por inmunobléasticos sino también por células

plasmaticas.

No se han observado signos caracteristicos ultraestructurales nucleares en relacién con los cambios
neoplasicos. No obstante existen cambios nucleolares compatibles con "nuclear bodies" o segregacién:
separacién de los componentes proteico y fibrilar. En cuanto a las imagenes de muerte celular programada
0 apoptosis no s¢ han visto aumentadas y exhiben disminucién del tamafio, desnaturalizacién de las organclas

y picnosis nuclear, sin signos inflamatorios vecinos (Figura 22).

En todos los casos la arquitectura ganglionar esta borrada, mostrando el linfoma un patrén difuso, a veces
“pseudonodular por infiltracion medular y sinusal que sélamente respeta parcialmente las trabéculas (Figura
23 ¢); la arquitectura general no se conserva y presenta cierto aumento de la trama reticulinica, y suele haber

infiltracién de la capsula en los estadios mas avanzados.

D. PATRONES DE TINCION EN INMUNOHISTOQUIMICA
Un 80% de los linfomas de esta serie ha sido By un 20% T.

1.- CD79a (clon HM57): Reacciona con el antigeno (dimero mb-1/B29) de membrana temprano de la estirpe
B y que persiste desde el estadio pre-B al de célula plasmatica en el que aparece a nivel citoplasmatico,
Aparece en humanos y en distintas especies de mamiferos. En patologia humana marca leucemias B de células
precursoras, linfomas B y algunos mielomas. En ganglio reactivo animal marca las células B del foliculo,

senos medulares y manguitos perivasculares. Dentro del foliculo, las células del manto lo expresan con una
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clara positividad en citoplasma, en forma de anillos perinucleares y/o acimulos en RER y Golgi; el centro
germinal marca los blastos B preferentemente en forma de anillo perinuclear, y el citoplasma de las células
plasmiticas fuertemente teflido. En linfomas animales (perro y gato) marca del 60 al 70% de las células
tumorales B, con una intensidad de tincién variable (débil-moderada-intensa), que depende de la fijacion y
condiciones del material. La positividad a este marcador coincide con la positividad a la cadena Lambda de
las Ig, aunque e CD79a en perro es mucho mas especifico. En gato presenta también, en muchos casos, una
reaccion cruzada con proteinas nucleares, no sélo del tejido linfoide, lo que dificulta su lectura (Figura 23),
De los 24 linfomas B en perro, el Ac HM57 (CD79a) ha sido positive en 22, de los cuales 10 casos han
presentado positividad muy fuerte, y 12 de ligera a moderada,

2- KAPPA LIGHT CHAINS / LAMBDA LIGHT CHAINS: cadenas ligeras KAPPA /[LAMBDA humanas.
Se utilizan para hacer diagnostico diferencial entre infiltrados homogéneos de naturaleza B: tumoral
monoclonal que solo exprese una cadena (Kappa o Lambda), o reactivo policlonal que exprese ambas. En
hombre la mayor proporeidn de tumores de estirpe B es Kappa+/Lambda-, a excepcién de los linfomas MALT
digestivos que son Lambda-+/Kappa-. Nuestra experiencia en animales es la contraria: todos los linfomas B
son Lambda+/Kappa-, y el unico caso de linfoma intestinal es Kappa+/Lambda-. El Ac reacciona con las
cadenas Kappa/Lambda libres, asi como las unidas a moléculas de inmunoglobulinas. Tifie preferentemente
la Ig intracitoplasmatica. Se aplica para tipificar las cadenas KAPPA/LAMBDA libres o unidas a Igs
presentes, por separado, en las células hinfoides B en distinto grado de maduraciéon. En nuestros tejidos
animales marca con gran intensidad en las plasmaticas sinusales, foliculares y en el manto, con menor
intensidad y en aciimuios intracitoptasmaticos y/o anillo perinuclear se dispone el Ac en los blastos linfoides
del foliculo y manto. En los blastos tumorales dibuja un halo alrededor del nicleo, y en ocasiones forma de
acamulos de diferente tamafio en la zona del aparato de Golgi y cicl reticulo rugoso (Figuras 24, 25 y 26).
De los 24 casos de linfomas B en perro, 23/24 han mostrado positividad para la cadena L.ambda, de los cuales
6 muestran positividad excesiva no valorada, v solo 1/24 muestra una clara positividad a la cadena Kappa.

3.- J CHAIN policlonal prediluida: La cadena J es un componente unido a las inmunoglobulinas poliméricas
y esta unida por puentes disulfuro a las subunidades IgA e IgM en relacion de una cadena J por polimero,
independientemente del tamafio de éste. Las células positivas a este anticuerpo en ganglio reactivo son
preferenternente plasmaticas sinusales, foliculares y del manto; en gato ha marcado ocasionales plasmaticas
sinusales. En linfomas las plasmaticas positivas se disponen pobremente en el tejido conjuntivo y restos
sinusales que quedan entre los nodulos tumorales linfoides {Figura 27), Solo 5 cases han mostrado
positividad parcial a este Ac.

* Un ensayo con IgM e IgD especificas de perro marco en ganglio reactivo las células plasméticas
excepcionalmente. El resultado esperado en células B inmaduras fue escaso y defectuoso, inferior incluso a

las cadenas K y L, v con el incontveniente de encontrar un gran fondo base.
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4.- CD3, PAN T: Reacciona con el receptor de membrana de células T timicas y de tejidos linfoides
periféricos. En patologia humana reacciona con la mayoria de los linfomas T, a excepeidn de parte de los
anaplasicos de alto grado. En ganglio reactivo de perro marca la zona T interfolicular; en ocasiones dicho
infiltrado T coloniza el manto adyacente y dispone de forma dispersa (15%) dentro de! centro germinal del
foliculo B. En gangtio reactivo de gato el infiltrado T sobre las zonas B (foliculo y senos medulares) es mas
numeroso (25%) donde los foliculos se disponen de forma mas desordenada en la arquitectura del ganglio,
no solo en la corteza. Tanto en perro como en gato, ha tefiido casi el 100% de las células de los linfomas T;
en los linfomas B las células T se han dispuesto "salpicadas", dispersas de forma intermitente dentro del
infiltrado homogéneo B (Figuras 28 y 29). Los 6 casos de linfoma T en perro y 3 en gato presentan 100%
de positividad para el Ac CD3.

5.- §~100: El anticuerpo reacciona con la S-100 A y B bovina, humana, de rata y canguro. El Ac se ha testado
en varios tejidos incluidos en parafina y mostraron ser especificos de forma estricta a ta S100; también son
positivas las células de Schwann del sistema nervioso periférico, en piel los melanocitos, tumores
melanociticos y las células de Langerhans. En ganglio linfatico, las células reticulares interdigitantes son
positivas a este Ac. En ganglio reactivo animal marca las dendriticas foliculares y del manto con sus
prolongaciones citoplasmaticas, y en menor medida las dendriticas medulares. En linfomas caninos marca
células de estirpe monohistiocitaria redondas y estrelladas de forma variable: monocitos sinusales, dendriticas
interfoliculares y sinusales. No sigue un patrén constante; depende de la agresividad, grado de fibrosis, ciclo
estrellado, ete... (Figura 30). So6lo ha sido negativo en 2 de los 30 linfomas, y el resto presentaba distintos

grados de positividad de leve-moderado-alto en funcién del patrén que presentara en cada caso.

6.- MAC 387 HISTIOCITARIO: El Ac MAC 387 reacciona con el antigeno leucocitario L1 expresado en
neutrofilos, monocitos, algunos macrofagos reactivos, epitelio escamoso en mucosa y epidermis reactiva. Se
encuentra en citoplasma de muchas células mielomonociticas. En tejidos humanos ¢l Ac reacciona con ¢l
sustrato predominante de macréfagos reactivos y también se observa en histiocitosis (maligna o sindrome
hemofagocitico). En ganglio reactivo de perro y gato marca histiocitos sinusales con fuerte positividad
(c€lulas monocitarias redondas). En el linfoma canino y felino parece estar relegado a monocitos-histiocitos

sinusales con menor positividad que el anterior (Figura 31). Ha marcado en 25 de los 30 linfomas de perro.

7.- MIB1 (Ki-67 en parafina): Reacciona con ¢€lulas proliferantes (fases Gy, S, G, y M) de todos los tejidos.
En el timo, la mayoria de los timocitos corticales lo expresan, mientras que los de la médula sélo
ocasionalmente. En el tracto gastrointestinal reacciona con las células epiteliales mucosas en ¢l cuello y la
region basal (las células més superficiales son negativas). En ¢l epitelio escamoso se unen preferentemente
a las células basales. En el tejido linfoide: los centros germinales lo expresan en gran cantidad de sus células,
siendo inferior ¢l numero en otras 4reas. En ganglio reactivo animal, dentro del area B, el centro germinal
parece mostrar una positividad del 60% (notablemente inferior a la descrita en humana, que es casi de un

100%), el manto de 5 a 10%, y los senos medulares un 20% en perro y un 30% en gato. El area T expresa ¢l
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Ac enun 10% de las células. En linfomas se detectan valores falsamente inferiores al Ac PC10 por ¢l patrén
de tincion heterogéneo, en nucleolo y cromatina marginada, que es captado con mayor dificultad por el
analizador de imagen CAS 200 (Figura 32). Ha teflido todas las muestras, aunque en una ocasion no ha sido
valorable por estar retraido el tejido.

8.- PCNA/PC-10: El Ac PC-10 reacciona con células proliferantes en todos los tejidos (el Ac PC-10
reacciona con el Ag de la ciclina PCNA de todas las especies de vertebrados, insectos y levaduras). En la
practica, aunque la ciclina PCNA alcanza su sintesis maxima en la fase S del ciclo celular, los niveles
detectados en tejidos normales y tumorales igualan o incluso exceden a los detectados con el Ac MIBI, el que
marca todas las fases del ciclo celular con excepeion de la G,. De todas formas, ambos marcadores tienen una
relacion lineal de los valores del Ac. El patrén de tincion es homogéneo, nuclear-nucleolar, y no permite
visualizar las estructuras nucleares (Figura 33). Ha presentado posittvidad en todos los cortes, aunque en tres

casos no ha alcanzado la intensidad necesaria para el sensor del CAS 200.
E) CINETICA TUMORAL: PROLIFERACION Y CITOMETRIA

Todos los resultados obtenidos en proliferacion y ambas citometrias de los 30 casos s¢ detallan en la
tabla VIL

El patron de tincién con ambos marcadores proliferativos (PC10 y MIB1) es nuclear y nucleolar,
homogeéneo en el caso del PC10 y marginado-irregular en el caso del MIB1, con positividad variable

dependiendo del caso a considerar.

El estudio proliferativo con estos marcadores se ha realizado en un analizador de imagen CAS-200. Los

resultados finales se han agrupado segin varios criterios como:

* Histologia: Primera division en los distintos grupos histologicos descritos en la clasificacion de Kiel
(Lennert, 1990) para corroborar la similar cinética:
- Los linfomas linfoblasticos (13/30) tienen un rango de 25 a 42%, con un valor medio de 33.75% y una
mediana de 34% con el marcador PC10. Con el marcador MIB1 tienen un rango de 25 a 47%, una media
de 36.75% y una mediana de 38.5%.

- Los linfomas centrobldsticos (5/30) tienen con el marcador PC10 un rango de 21 a 43%, una media de
32% y una mediana de 32%. Con MIB! tienen un rango de 25 a 39%, un valor medio de 33.6% y una
mediana de 35%.

- Los linfomas inmunoblasticos (10/30) muestran un rango de 19 a 42%, una media de 34.375% y una
mediana de 35.5% con ¢l Ac PC10; con el Ac MIB1 tienen una media de 38.1%, una mediana de 40%
y un rango de 26 a 46%.
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- Los linfomas extranodales (2/30) tienen un valor medio (v mediana) de 38% y un rango de 26 a 50%
con el Ac PC10. Con el Ac MIB1 tienen una media (v mediana) de 30.5% v un rango de 17 a 44%.

* Estirpe tumoral: B/ T :
- Los linfomas B (24/30) tienen un rango de 19 a 50%, una media de 34.72% y una mediana de 35% con
el PC10, y un rango de 25 a 46%, media de 35.75 y mediana de 41 con ¢l MIBI.
- Los linfomas T (6/30) tienen un rango de valores de 25 a 42%, una media de 30.4%, y una mediana de
26% con ¢l PC10; con el MIB1 los linfomas T tienen un rango de 17 a 47%, una media de 29.8% y una
mediana de 27%.

Si consideramos los 30 casos en conjunto, con el Ac PC10 tiene un valor medio de 33.92% y con el MIB1
tiene un valor medio de 36.24%.

La proliferacion en el grupo de 15 casos constituido por material antiguo (Tabla VIII) tiene un intervalo
de valores de 20 a 73%, media de 29.7% y mediana de 27% con el PC10; con ¢l MIB1 tiene un rango de 26
a 72%, media de 36.46% y mediana de 33%.

En ¢l estudio citométrico, con CME (programa quantitative DNA analysis del analizador de imagen CAS
200), de los 30 casos de linfoma estudiados, 40% eran diploides (12/30) y 53.3% aneuploides (16/30), con
2/30 no valorables (Figura 34). Con CMF (programa PARA-1 del citémetro de flyjo EPICS-C) la diploidia
se ha encontrado en 46.6% {14/30) de los casos y aneuploidia en 43.3% (13/30) de los casos, con 3/30 no

valorables (por necrosis, manejo inadequado del material o excestva fijacion en formot) (Figura 35).

Los ocho casos felinos control han presentado un comportamiento mucho més agresivo e inestable: la
aneuploidia con CMF ha estado presente en 6/7 (un caso no ha podido valorarse por lisis de la muestra) y con
CME en 6/8. La proliferacién con PC10 tiene un rango de 53 a 26%, con una media de 38.8 y una mediana
de 37%. Con el marcador MIB1 tiene un rango de 54 a 37%, con media de 45.4 y mediana de 47%.

F. ESTUDIO ESTADISTICO:

Todos los datos han sido analizados con el programa de estadistica SPSS para variables biolégicas.
Ademas de la estadistica basica, realiza las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, para las cuales
considera un nuevo grupo formado por todos aquelios animales que hayan superado en dias de vida el dia 1,
es decir, desecha todos los animales que han sido sacrificados el mismo dia del diagnéstico (Figura 36). Se
considera dia 1 la entrada o admision en el centro veterinario, descartando la vision subjetiva del duefio sobre
la fecha de comienzo de la sintomatologia propia del linfoma, para intentar homogeneizar todos los resultados.
El otro problema afiadido es que todos los animales han sido sacrificados, por lo que la supervivencia se

transforma en un dato relativo. Las distintas variables recogidas como edad, sexo, raza, estadio, tratamiento
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(si/no),... se analizan con respecto a la posible supervivencia observada. Los casos felinos no han sido
considerados en ¢l estudio estadistico por ser sdlo ocho en nimero.

* La diferencia entre la supervivencia de los animales tratados frente a la de los no tratados si fue claramente
significativa (p=0.0002), por lo que obviamente la variable tratamiento si tiene valor pronostico. La variable
tratamiento con el protocolo COP no se analiza desde un punto de vista cualitativo, es decir, no se busca
conocer ni el tipo de respuesta que pueda producir ni la fiabilidad del mismo, sélo si ha variado la
supervivencia total en alguna medida con respecto al grupo de animales no tratados (Figura 37).

* Al dividir el grupo total en funcion de valores medios de la edad como media y mediana (8, 9) y en funcion
de cada tipo de edad, no s¢ han encontrado diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de los
intervalos resultantes, por lo que no se puede decir que la edad de presentacidn tenga valor pronostico en este
grupo de estudio (Figura 38).

* Con respecto a la variable sexo, las curvas de supervivencia tienen un comportamiento similar en ambos,
por lo que no se ha encontrado su valor prondstico. La proporcion de presentacion segun ¢l sexo es de 2:1

de machos frente a hembras, pero no tiene significacion estadistica como dato aislado (Figura 39).

* Aunque el Pastor Aleman tiene una frecuencia muy superior al resto de razas, su curva de supervivencia es
similar con respecto a la de los demas, considerados en conjunto por tener todos frecuencias muy bajas. Por

no encontrar diferencias significativas, no se puede decir que la raza tenga valor pronostico en este grupo de
estudio.

* No se encontrd valor prondstico en la variable inmunofenotipo ya que las curvas de supervivencia de los
casos B y T fueron similares; en parte pudo ser debido al escaso numero de casos T (6) frente a los B (24)
(Figura 40).

* La afectacién hepatica st tiene valor prondstico en este grupo de animales, ya que la supervivencia global
de los casos en los que el higado no estaba implicado es significativamente mayor (p=0.0009) que la de los
casos en los que el higado si estaba afecto. Por lo tanto, no se debe considerar al bazo y al higado en ¢l mismo
estadio clinico, no solo por la diferencia en su supervivencia, sino por la mayor importancia del higado como

organo hematogeno (Figura 41).

* El valor de la proliferacién con el marcader PC10 resulto tener valor prondstico frente a la supervivencia
global; La proliferacion con ¢l marcador PC10 dividida en dos intervalos segin la mediana (> 34; < 6 = 34),
mostrd supervivencias significativamente diferentes (p=0.017) (Figura 42). Incluso en el grupo de animales
tratados con quimioterapia, la supervivencia fue significativamente superior para el intervalo PC10: <6 = 34
(p=0.016) (Figura 43). No fue asi con el marcador MIB1, donde la division por intervalo de valores segin
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la mediana (> 38; < 6 = 38) no dio supervivencias significativamente distintas (Figura 44).

* No hay diferencias significativas entre los valores de la proliferacién con ambos marcadores en las distintas
divisiones aqui establecidas (globalmente, por grupo histolégico, inmunofenotipo, tiempo de fijacién...). La
correlacion por los métodos Pearson, Kendall y Spearman del programa SPSS es de 0.61, 0.429 y 0.61
respectivamente, con nivel de sinificancia de 0.01 (Figura 45). Aunque los indices con el PC10 parecen més
altos considerando cada caso por separado, ambas medias permanecen homologas. Aunque a simple vista
tiene valores absolutos inferiores, el marcador MIB1 muestra un mejor patrén de tincion inmunohistoquimico,
con independencia al tiempo de fijacion en formol y mejor respuesta a la olla a presion como método

recuperador antigénico.

* Existe correlacion estadistica entre el indice de proliferacion con PC10 y el indice numérico de contenido
de ADN por citometria de flujo, con valores de 0.54, 0.323 y 0.426 por Pearson, Kendall y Spearman
respectivamente, con nivel de significancia de 0.01 y 0.05 (Figura 46).

* Si consideramos la ploidia como una variable cualitativa, existe una correlacion precisa entre ambas técnicas
citométricas en 25/27 -92.6%- (va que tres casos de los 30 no fueron valorables). La correlacion es de 0.862
por Pearson, Kendall v Spearman, con nivel de significancia de 0.01 (Figura 47). No hubo correlacién entre
los valores con ambas técnicas en 2/27 -7.4%-. Los dos casos de discordancia entre ambas téenicas eran de

estirpe T, aunque no se puede establecer ninguna relacion por el escaso mimero de casos (Tabla IX).

* No existe correlacion alguna entre la fase S y la proliferacion, grado histologico e inmunofenotipo, por lo
que se considera una variable independiente. Si se relaciona la fase S con la valoracion global cualitativa de
la ploidia con ambos métodos citométricos (correlacion estadistica de 0.6, 0.5 y 0.6 con nivel de significancia
de 0.01) (Figura 48). En este estudio los altos valores de fase S se han relacionado con la aneuploidia (Fase
S > 15%), aunque no todas las aneuploidias tienen fase S alta. Los altos valores de fase S no se¢ han

relacionados con los valores mas altos de proliferacion.

* No hay correlacion estadistica significativa entre la ploidia y la proliferaciéon, m tampoco con el grupo
histolégico. La proliferacion mantuvo un rango medio independientemente de la ploidia que presentaba cada
caso; no hubo diferencias signficativas entre los valores medios de proliferacion de los casos diploides y
aneuploides tomados por separado. La posible asociacion entre diploidia con bajo indice proliferativo o
ancuploidia con alto indice proliferativo no ha podido demostrarse, ya que el nimero total de casos estudiados
es muy pequefio, y ademas la mediana se aproxima mucho al valor medio, lo que significa que la mayoria de

los valores se sitiian alrededor de la media (son similares).
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TABLAI

CLASIFICACION DE KIEL REVISADA (Lonnstt, 1988)

LINFOMAS NO-HODGKIN DE BAJO GRADO B

* Linfoma Lirfocits
Leucemia Linfitica Crénica (LLC)
Leucemin de célules Peludas

* Linfoma Linfop] ftico (nmmocitoma)

LINFOMAS NO HODGKIN DE BAJO GRADO T

s . .
Linforta linfocitico

I‘I uoemia lindktics A crbnics

* Linfoma da oéiula pequefia cerebriforme
Micosis fangoide, sindrome do Sézery

* Linfome linfoepitelioide (linfoma do Lennert)
* Linfoma Angioinmunoblistioo

* Linfomna de la zona T

LINFOMAS NO-HODGKIN DE ALTO GRADO B

* Linfoms Centrobldstico

* Linfoma Inmunobléstico

" Linfoma Anaplisico de Células Grandes (Ki-1+)
* Lmfoma Linfoblastico

" Linfoma de Burkitt

LINFOMAS NO HODGKIN DE ALTO GRADO T

* Linfoma pleomorio de oélula modiana y grands (HILV-] +)
* Linfoma Inmunoblastico (HTLY-1 +)

* Linfoma Anaplésico de célule grande (Ki-1+)

* Linfoma Linfoblastico

* Considerado hoy semojante al Linfoma de Células del Manto (Weissenburger DD et al, 1981)

TABLA 11

CLASIFICACION DE LA WORKING FORMULATION

LINFOMAS DE BAJO GRADO:
1. Linfocitico de célula pequeRa
.ConLLC

. Plasmocitoide

2. Folicular, con predominio de células pequafias hendidas
. Escleroniy

3. Foliculor de odlules pequeia hendida y célula grande
. Areas difiuzas

. Esclerosia

LINFOMAS DE GRADO INTERMEDIO
1. Folicular con predominio de célules grandes
. Areas difinas

. escleross
2. Difieso con cdlulas poquefion hendidas
. Escleroan
3. Dijfuso, mixto con células poqueiins y prandes
. Esclerosix
. Células apitzlicides
4. Difuso de cdlulas grandes
. Células hendidas
. Células no hendidas

LINFOMAS DE ALTO GRADO
1. Inmunoblistico de célula grande
. Plasmocitoide
. De células claras
. Polimorf
. Con células epitelicides)
2. Linfobldstico
. Convoluto
. No convoluto)
3. Do céluls pequefia no hendida
. Tipo Burktt
. Con éreas foliculares)
MISCELANEOS
Micosis Fungoides
Histiocits
P . B 3
Inclasificables
Otroe
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TABLAIIl

CLASIFICACION DE LNH (REAL, 1994 - OMS, 1997)

L Linfomas B
1. Leucemia/Linfoma Linfobléstico B precursor

2. Tumores de células B perifévicas:

Leucemia Litfocitica Crénica B /Linfoma de [infocitos pequefios B
Leucemia Prolinfocitica

Linfoma Lmfoplasmocitoids

Linforna del Manto Folicular

Linfoma Centro Folicula

Linfomg B da la zona marginal: Extranodal (MALT da bejo grado B)
{ Nodal / Esplénica

Leucemia de Células Poludes

Linfoma B de Células grandes

Linforna B primario de mediastino

Linfoma Burkitt

Linfoma B de alto grado, Burlatt-like

Linfoma de ¢étulas grandes anaplésico, T o Nulos.

3. Enfarmedades i toras (variantes clinicas o morfologicas)

Mieloma.

Plasmocitoma.

Gammapatia monoclonal

Macroglobutinemia de Waldenstrom (inmunocitoma)
Enfermedad de las cadenas pesadas

Enfermedad de depdmito de kgs

s 8 A = 3

I Linfomss T

1. Linfoma / leucermia Linfoléstica de célula T precursors

2. Tumores do células T periféricas y oélulas NK:

2a. Formas predomn ! ioas/diseminad

*  Leucemia prolinfocitica T (célula pequefia o cerebriforme}
*  Leuceinia linfocitica granuiar

®  Leucemia agrosiva NX

*  Sindrome de Sézary

*  Linfoma/deucemn de células T del adulto (FITLVI+)

Linforma T hepatoesplénica gamma/deita
2b. Formas predominantemente ganglionares
Lmnfoma T angiommunoblastico
*  Linfoma de edhudas T petiféricas no especifico
(Linfoepitslioide/de zona T/pleomorfo/lnmunoblastica)
*  Linfoma anaplésico de célula grande (LACGXT y null)

Zc. Formas predomi extranodail

*  Linfoma nasal y tmo nesal de célyles NK

*  Micosis fungpide (Reticulosis pagetoide/mucmosis folicular
ssociada/ent. cuténes laxg gramilomatosa)

*  Enof Limfoproliferativas cutaneas primarian CD30+ {Papulosis
linfomatoide A y B/LACG cuténeo primario/lesiones “border-
line™ )

*  Linfoma T subcuténeo tipo paniculitico

*  Linfoma mestinal de céiulas T (+/- enteropatia)
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TABLA IV
i MATERIAL UTILIZADO
N° BIOPSIA FJD | NECROPSIA UCM | _PAT. MEDICA _| M. ELECTRONICA
1. 87A55 CP. CP. 87E113
2. 87A61 C>. CP. 87E106
3.95A48 N253/95 392394 | 95E12
 4.95M49 C>. CP. 9SE13 |
5.95A70 N325/95 CP.
6.95A86 N344/95 1613/94 95E20
7.95A107 N473/95 5950/95 95E40
8.95A238 CP. CP. 95E48
9. 954248 BIOPSIA BIOPSIA 95E66
10, 95A264 N107/96 5806/95 | o5E74
11.95A266 N126/96 6689/95 95E79
12 96A6 | N249/96 943/94 O6E4
13.96A7 | N253/96 7556/96 96E6
| 14.96A23 N262/96 755219 | 96ES
15, 96A28 BIOPSIA BIOPSIA |
16 96A30 N326/96 7917/9% | 96E46
17.96A32 N339/96 7175/95 | 96E48
18_96A50 N455/96 8604/9 | 96E29
19 96A51 N457/96 8090/9 | 96E31
20,9652 N469/96 8032/96 96E37
21. 96A53 N445/96 8524/96 9GEA49
22 96A105___| __ N576/9 78839 | 96ES4
23 96A108 N614/96 9592/96 96E
24. 96A109 N650/96 9746/96 96E66
259746 N54/97 10150/97 97E12
26 97Al1 N138/97 10673/97 97E31
27 97A12 N154/97 10755/97 97E34
28.07A13 | N150/97 1074597 |
290.97A45 | N268/97 10444/97 | ceeee
30.96A48 BIOPSIA BIOPSIA | oo

N’ Biopsia F.J.D.: Numero de protocolo dado en el Dpto. de Anatomia Patologica de la Fundacién Jimenez
Diaz. Necropsia UCM: Numero de necropsia asignado en el Dpto. de Anatomia Patologica de Patologia
Animal [ de la Facultad de Veterinaria de la UCM. Pat, Médica: Namero de protocolo asignado en el Dpto.
de Patologia Médica de Patologia Animal II de la Facultad de Veterinaria de la UCM. M. Electrénica:
Niimero de protocolo de Microscopia Electronica dado en el Dpto. de Anatomia Patologica de 1a Fundacion
Jimenez Diaz. CP: Procedencia de Centro Privado, directamente a la Fundacién Jimenez Diaz. Biopsia: Caso
sin necropsia seriada. (-—--) carece de estudio de M.Electrénica.



TABLAV
ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO DE LINFOMAS ANIMALES |
Ac Tipo CD Dilucién Fuente Especificidad
| Pan T Po CD3 1/50 DAKO Linfocitos T
HM57 Mo CD79a 1/50 DAKO* 1 Linfocitos B
S-100 Po - 1 1/100 DAKO Histiocitosa
| MAC387 Mo - 1/100 DAKO Histiocitos
KAPPA Po - 1/400 DAKO células B
LAMBDA Po - 1/400 i DAKO i células B
J-Chain Po | - | Predilut | BIOMEDA | células B
MIBI Mo - 1/50 DAKO nicleos en G,, |
PCI10 Mo i - 1/50 DAKO nucleos en G,,

* Cortesia del Dr. David Mason.

TABLA VI
VALORACION DEL CICLO CELULAR
ANEUPLOIDE
DIPLOIDE
DIPLOIDE-FASE S ALTA ANEUPLOIDE
GRAFICA SIMETRICA CICLO DIPLOIDE GRAFICA ASIMETRICA
Y Y Y/O

0.8 <DNAI>12 FASE S ALTA DNA <0.8: HpD
(S > 15%) DNA > 1.2: HrD

(HpD:Hipodiploide; HrD:Hiperdiploide)
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TABLA VII
PLOIDiA Y PROLIFERACION
CMF CME PROLIFERACION
N°DE AP
LADN FASES PLOIDiA | LADN | PLOIDIA PC10 MIB1

1.87A55 | 0.69 28.2 A 0.99 A 43 39
2.87A61 | N.V. N.V. N.V. 0.5 N.V. N.V 44
395448 | 1.55 11.1 A 0.51 A 42 44
495A49 | 111 | 119 D ] D 36 |39
595A70 { 0.5 15.8 D | o8 D 2 | 27
6.95A86 | 095 13.6 D 0.91 D 31 43
7.95A197 | 0.98 8 D 0.90 D 29 1 2

8954238 | 097 12.3 D 109 | D 35 38|
9.95A248 | 0.71 17.3 A 1.02 | A 21 25
10954264 | 1.2 10.4 A 1.21 A 34 25
11.95A266 | 1.3 16.3 A 0.96 A 32 29
12.96A6 | 1.19 20.1 A 1.03 A 35 46
13.96A7 | 1.28 18.8 A 1.35 A 42 37
1496A23 | 129 187 A 1.38 A 38 32
15.96A28 | 1.03 7.5 D 0.94 D 40 41
16.96A30 | 0.99 20.4 A 0.88 A 25 32
17.96A32 | N.V. N.V. N.V. N.V. N.V. 25 16
18.96A50 | 0.96 7.2 D 0.85 D 26 17
19.96A51 | 1.01 2.4 D 0.92 D 16 | 27
20.96A52 | 1.05 6.9 D 0.84 D 19 34

21.96A53 | 1.02 13 D 0.81 D 39 45 |
| 22.96A105 | 1.2 33.9 A 0.53 A 34 46
_23.96A108 | 1.87 0 A 1.21 A 50 44
24.96A109 | 1.13 13.2 D 2.29 A 42 47
259746 | 1.09 11 D 0.85 A 33 31
26.97A11 | 0.97 7.3 D 0.98 D 39 35
27.97A12 | 0.94 10.8 D 1.09 D 33 41
_28.97A13 | 0.96 6 D 1.04 D 35 39
29.97A45 | 0.97 16.6 D* 1.09 D* 32 37
30.96A48 |_N.V. NV, NV N.V. NV, NV, 41

CMF: Citometria de Flujo. CME: Citometria Estatica. Proliferacién: Indice Proliferativo en el
Analizador de Imagen CAS-200 con los marcadores MIB1 y PC10. Ploidia: Valoracion cualitativa de los
indices de ADN en ambos métodos citométricos.
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TABLA VIII

PROLIFERACION EN MATERIAL RETROSPECTIVO

N’ BIOPSIA MIB1 PC10
1.- 94A197 31 21
2.- 94A199 43 32
3.- 94A200 26 21
4.- 94A204 26 20
5.- 94A209 40 48
6.- 94A224 36 25
7.- 94A226 31 20
8.- 94A231 38 28
9.-94A232 33 27
10.- 94A234 30 30
11.- 94A239 72 73
12.-94A240 42 22
13.- 94A244 31 24
14.- 94A260 29 28
15.- 94A261 39 27
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TABLA IX

LA CITOMETRIA ESTATICA FRENTE A LA CITOMETRIA DE FLUJO

VENTAJAS

INCONVENIENTES

Método muy simple.
Se requiere muy poca cantidad de material.
Posibilidad de util:zar material parafinado.

la parafina no interfiere con el manejo del
equipo.

Elige las células que van a ser analizadas
directamente.

Puede clasificar las células en funcion de su
forma, tamaiio,...etc.

Capacidad para eliminar directamente nucleos
rotos, debris, dobletes, elementos
inflamatorios,... ete.

Posibilidad de identificar poblaciones
pequefias aneuploides enmascaradas por una
diploide mayoritaria.

Problemas en manejo: los cambios en 1z
intensidad de tincion puede dar falsos
resultados

La objetividad puede disminuir al elegir
las células; es preciso medir los
suficientes campos para evitar el sesgo.

Al ser una curva continua de menor
resolucion, es dificil identificar las
distintas fases del ciclo celular G, Sy
G,M.

Los coeficientes de variacion son
mayores con material parafinado, por lo
que se desestiman en ¢l caso de la
citometria estética.

El miunero total de células necesarias para
¢l analisis del ADN es mucho menor, lo
que supone un ahorro de tiempo y de
material, aunque podria disminuir su
eficacia (CME:300 células
aproximadamente; CMF:50000).




leuogralia

Figura 1: Macroscopia de distintos organcs. A-C: Adenomegalias de ganglios penféncos popliteoy
submandibular. B; Macroscopia hepatica con infiltracién periportal v perivascular, D-E: Bazo;
esplenomegalia miasiva, Bazo de linfoma con zonas hemorrdgicas subcapsulares.
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Figura 2: Macroscopia de distintos érganos. A: Tumoracion amigdalar bilaterul. B: Adenomepalias
tumorales mesentéricas. C: Adenomegalia con desestructuracién homogenea tumoral. E-F: Tumoracion
inicial en placas de Pever. Engrosamiento parietal homogenso difuso de ileon distal v colon,

B






leonagrafia

Figura 4: Linfoma linfobléstico B. ME. A) panoramica de médula osea con megacariocito depenerado y
blastos intermedios de cromatina irregular con nucleclos hiperplasicos 96E49 (96A53) x 2.500. B) detalle
de celularidad con mayer atipia nuclear $7E34 (97A12) x 2.500.
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escasez de
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tico B 5
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, ME: 87E113 (87A

dsti

a 5: Linfoma linfobl
organulos x 5.000 y x 10.000.
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Figura 6: Linfoma linfoblastico B; ME: 97E34 (97A12), A) célula tumoral con micleo de cromatina
marginada con hiperplasia nucleolar de la pars fibrosa v despolanizacion mitocondrial. B) linfoblastos:
rodeando un capilar de endotelio hiperplasico x 12.500 y x 4. 500,
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Figura 7: Linfoma Iinfoblastico T: MO: 96A109: panordamica v detalle celular dptico que muestra la
inegularidad nuelear v ¢l escaso citoplasma. Giemsa. A x20; B x100.



Tconiymalia

Figura 8: Linfoma Linfoblastico T timoeitico: ME 97E66 (96A109). A) Panordmica x 4.123, B) Nucleo
de contorno convolulo con acumulos irregulares de la cromatina, Golg hiperplisico, escasos lisosomas

polares x 12.500.
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Figura 9: Linfoma linfoblastico T, ME 96EG6 (96A109), A v B) detalle celular x 12,300,
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[eonopratio

Fignra 10 Linfoma inmunablistco (IB) B: M.O. A polimorfo; 93A197; Giemsax 60 By
monomorfo Y6448 HE x 20y 100




leonografia

Figura 11 Linfoma [B B polimorfo; ME 95E40 (95A197). Ay B) blastos irregularcs y plasmaticas con
desarrollo del RER x 10.000.
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Figura 12: Linfoma 1B B polimorte: ME 95E40 (93A197). Ay B) células tumorales con RER. En B
nucleolo con hiperplasia de la pars proteica x 7.500 v x 15.000.
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Figura 13: Linfoma centroblastico. A) CB caracteristicos @ imagen en cislo estrellado 87A55. Giemsa
x100. B) impronta 97A 11, Giemsa x 120,



LT T

Figura 14: Linfoma Centroblastico: ME 93EG6 (95A248) Ay B) Panoramica y detalle de CBs con
nticleo de contorno liso, cromatina dispersa, nucleolos hiperplasicos a veces marginados v auseneia de
RER x 4.373 y x 10.000,
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Figura 15: Linfoma CB: ME 93E66 (93A248). A, B, Cy D) Detalle ds (CBs semgjantes 8 los de la Figura
14, con hiperplasia de la pars fibrosa nucleolar x 10.000
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Figura 16: Linfoma T cutdanen 86450 A} Panordinica de infiltracion dérmica superficial. B) detalle dal
epidermolropisimo, eon abseesos de Pautrier confluentes: (iemsa x20 v x6()
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Figura 17; Linfoma T cutdneo, ME 96E29 (96A50). A) panoramica. B) detalle de blastos tumorales T
con nucleo de cromatina marginada y reticulada, con diferente respuesta nucleolar, Escasos organulos
citoplismicos, x 7.500 y x 18.750.
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Figura 18: Linfoma T cutanco; ME 96E29 (96A50). A v B) detalle de blastos tumoarales semejantes a la
fig 17B. x 12,500 yx 12,500,
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Figura 19° Linfoma B MALT de alto grade mtestinal 96A108. A) panordmiva. B) detalle de las lesiones
linfoepiteliales (LLE). Giemsa x 20 v x 60,






[eofwgralis

Figura 21: Linfomas B, CB v LB. Pairén de cielo estrellado. A) 93A33, CB x20 B) Y7A1Z, LB x40,



Figura 22; ME, Alteraciones celulares en el linfoma A) Y5E12 (95448) segregacion nucleolar, B)
Nuclear body fibrils pranular, 95E12 (95A48) x40 000 C v D) Apoptosis 95E40 (95A197) x 20000 y x
30.000.
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Figura 23: Lmfoma B Tincion del anticuerpo monoclonal CD79a (cion HMST) A 3 €) 95448 1B %20,
B)96A48 IBx20 D) 1B OSARE x40,



leonoprafin

Figura 24: Tincién del anticusrpo policlonal de 1a cadens LAMBDA. A v C) LB 95A238 «20 vl R
IB 96448 x200,
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Figura 25, Linfoma ID B monomorfo LAMBDA v KAPPA- 95448 x80.
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Figura 26: Linfoma MALT de alto grado con restriceion de la cadena KAPPA_ Positividad polar por
aciinulos citoplasmicos sinsilares a los mosirados en la figura 20, 96A 108 x80 y 2200
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Figura 27; Tincién con ¢l anticuerpo policlonal de la cadena J (J-chiain), 96A353, 96A51, x 20,

B



leopapraliy

A: linfoma T CD3+ 96A109 x20, B, células T CD3 |

Paliclonal CD3.

s enun linfoma de estirpe B 93A248 20,

Figura 28: Tincidn del marcador
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Figura 29: Linfoma T cutdne CD3+ A y B) Detalle del epitehiotropismo v los abscesos de Paulrier.
DOAS0 %30,
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Figura 30 Tmcibn del marcador para Ia $-100, A, B) distintos patronss dsl componenie
histiomonocitario. 974435, 96A48 x20. C) detalle 97A43 «30.
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Figura 31: Tincidn del marcador MAC387. A) Células de Langerhans en p:ct 9RAS0 x20. B vy ()
[listiocitos sinusates 96A23 x30 x40,
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leonwpratin

Fipura 32: Tincion del marcader monoclonal nucloar MIB1. A) USAB6 x80. B y C) 96453 x20 x30.

96



leonogralia

P

A

—

%
)

L.
= @ s O,
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Figura 34: Estudio de Ia ploidia de las células tumorales con citometria estatica. Graficas de distribucion
de la cantidad de ADN en histogramas proporcionadas por el programa de ploidia del CAS 200. A)
Poblacién diploide. B) Poblacion diploide con fase S alta. C) Poblacién aneuploide.
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Figura 35: Estudio de 1a ploidia de las células tumorales con citometria de flyjo. Graficas continuas
obtenidas con el programa PARA-1 del citometro de flujo EPICS-C. A) Poblacion diploide. B) Poblacion
diploide con fase S alta. C) Poblacion diploide con un pico aneuploide hipodiploide de menor altura.
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Figura 36: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global con la totalidad del grupo; se han

descartado aquellos casos en los que se sacrifica al animal el mismo dia del diagnostico, por considerar su
supervivencia=0 (total=19 casos).
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Figura 37: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién a la variable

tratamiento (tratados con quimioterapia frente a los no tratados). La diferencia es significativa con
p=0.0002.
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Figura 38: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcion de la variable
edad, suponiendo el valor 8 de la mediana (x<8; x>6=8) el limite de los dos intervalos por ser el valor que
mas se presenta. No hay diferencias significativas en el tipo de evolucion de ambos grupos.
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Figura 39: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién de la variable
sexo; no hay diferencias significativas en el tipo de evolucion de ambos grupos. Se necesita un n mayor.
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Figura 40: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién de la variable
inmunofenotipo; no hay diferencias significativas en el tipo de evolucién de ambos grupos, posiblemente
debido a el escaso numero de linfomas T dentro de la serie limitada a 30 casos.
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Figura 41: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién de la variable
afectacion hepatica; la diferencia es claramente significativa con un p=0.0009. Basandose en este dato, se
puede asegurar que el higado debe ir en un estadiaje diferente al bazo.
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Figura 42: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién de la variable
proliferacién con PC10; si se considera el valor de la mediana 34 como el limite entre dos intervalos
(x<34; x>6=34), existen diferencias estadisticamente significativas (p=0.017) entre la evolucion de

ambos grupos.
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Figura 43: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales tratados con
quimioterapia COP en funcién de la variable proliferacion con PC10; hay diferencias significativas con

p=0.016.
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Figura 44: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los animales en funcién de la variable
proliferacion con MIB1; no hay diferencias significativas en la evolucion de ambos grupos.
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Figura 45: Relacion entre los indices proliferativos del marcador PC10 y MIBI; existe correlacion
estadistica con p=0.001 y r=0.611 con los métodos de Pearson, Kendall y Spearman.
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Figura 46: Correlacion significativa entre el indice numérico de citometria de flujo con el indice

55

50 -

45

40 A

35 A

30 A

25

20 A

r=.544
p=.004

15
0.00

T

0.25

0.50

T

T T

T

075 100 125 150 175

CMF Index

T T

200 .2.25

2.50

proliferativo con el marcador PC10 con los métodos de Pearson, Kendall y Spearman.

18

16

14

Numero de Casos

12

10

Aneuploide

Diploide

Em CME
I CMF

Figura 47: Representacion grafica con histogramas de la correlacion estadistica significativa entre
citometria estatica y de flujo con los métodos de Pearson, Kendall y Spearman.
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Figura 48: Correlacion estadistica de la fase S con ambos métodos citométricos con los métodos de
Pearson, Kendall y Spearman. Se aprecia que en ambas citometrias, los valores bajos de fase S se agrupan
en la columna diploide, y los valores altos en los aneuploides.
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Discusiéon

A.- CONSIDERACIONES GENERALES

A pesar de la baja frecuencia de los linfomas en el perro {(menos de un 1% 6 un 11-24% por cada 100.000
animales) /Mouiton JE et al, 1990; Valli VEO et al, 1993] esta patologia es de gran interés por su aumento
creciente en los nltimos afios, tanto a nivel animal como humano. En el perro la etiologia no es totalmente
conocida; en ¢l hombre se relaciona con los estados secundarios de inmunodeficiencia (SIDA y transplantes
[Rivas C et al, 1989; Albalate M et al, 1998]), hecho también aceptado en la especie felina por distintas
virosis [Hardy Jr WD et al 1989; Moulton JE et al, 1990].

El presente trabajo representaba un reto dentro del estudio de la patologia veterinaria ya que, por las
caracteristicas del tejido linfoide tanto en reacciones como en tumores, necesitaba un enfoque
multidisciplinario. Este comprende, no sélo una correcta consideracion morfologica macro y microscopica,
sino inmunchistoquimica y dinimica global (proliferacion y citometria) para relacionar de forma correcta los
datos obtenidos con la clinica y evolucion [Linden MD et al, 1992].

Para realizar las nuevas metodicas (ITHQ, ME v CITOMETRIA) ha sido imprescindible un control
minucioso de los tejidos afectos en todo su mangjo, prefiriendo material reciente (no mas de 4 horas post-
mortem) y fijaciones inferiores a 48 horas en formol tamponado [Frierson HF, 1988; Kallionemi OP, ]1988;
Esteban JM et al, 1991; Frierson HF, 1991]. Como el tejido linfoide es muy labil, presenta varios
inconvenientes en estudios retrospectivos a la hora de trabajar con material postmortem, dado que ala posiblé
autolisis puede afiadirse una sobrefijacion formolica con retraccion tisular y celular, que dificulta una correcta
tipificacion histologica [Esteban JM et al, 1991; Alanen KA et al, 1993]. Cuidando ademas todos los pasos
del proceso de inclusion en parafina, v controlando sobre todo la temperatura, se puede " a priori" asegurar

un buen resultado en las técnicas especiales posteriores.

El material retrospectivo por tanto, no ha cumplido las exigencias requeridas y no ha respondido
adecuadamente ante estas nuevas técnicas, siendo en ocasiones impostble tanto su tratamiento como la
interpretacion de los resultados. Asi pues, las conclusiones se han basado sobre todo en el grupo obtenido de
forma mds correcta v homogénea -30 linfomas en perro v 8 en gato- recogidos en el periodo 1995-1997. Los
15 linfomas retrospectivos caninos del periodo 1987-1994 s6lo han servido para verificar diagnéstico de

neoplasias linfoides malignas difusas y para el estudio proliferativo.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido reconsiderar y aceptar una clasificacion de los linfomas
caninos desde un punto de vista morfolégico e inmunofenotipico, relacionando los datos con la agresividad,
valorada con marcadores proliferativos. En patologia humana, la controversia existente por la diferente
semantica utilizada en los distintos subtipos, ha ocasionado durante muchas décadas un retraso en el
entendimiento de estos tumores. La agrupacion de subtipos diferentes como enfermedades idénticas por

rasgos morfolégicos celulares mas o menos parecidos ha complicado la concepcidn patogénica, dado que las
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evoluciones y las terapias no eran acordes. Las distintas clasificaciones (Rappaport, Lukes-Collins, Kiel,
Working Formulation, REAL u OMS [Rappaport H, 1966, Lennert K et al, 1975; Lukes RJ 1975; Robb-
Smith AHT et al, 1981; Lennert K et al, 1990; Harris N et al, 1993; Chan JK et al, 1994; WHO 1997])
demuestran una multitud de opiniones, pero para los estudiosos en linfomas son bastante unitarias y, gracias
a las nuevas metodologias, se puede establecer la estirpe y la agresividad con mayor seguridad.

Dado que el alto y bajo grado morfologico de los linfomas B en la clasificacion de Kiel se correlacion6
con baja y alta agresividad clinica, nos ha parecido que este camino, la demostracién de los distintos grados
de agresividad, era quizés el mas adecuado para la consideracion del presente trabajo. Asi pues este grupo
ha quedado reducido a linfomas de alto grado, de celularidad blastica variable, nodales y extranodales
[Lennert K et al 1990].

Es importante incluir en las clasificaciones las entidades extranodales que se empiezan a presentar en
animales domésticos v, que en un principio no estaban contempladas por su poca frecuencia o rareza; algunas
son de naturaleza B [Isaacson PG et al, 1983; Spencer J et al, 1986] pero hoy se conocen otras, por ejemplo
las T de naturaleza CD8+, hoy incluidos como variantes T citotoxicas [WHO, 1997], algunas de células
granulares [Franks PT et al, 1986; Wellman ML et al, 1989; Moore PF et al, 1994; French RA et al, 1996].

Con respecto a las clasificaciones histologicas de patologia humana que se han asumido como correctas
por la OMS fWHO 1997], y a su vez han sido adaptadas a patologia veterinaria /Parodi AL, 1988; Carter
RF er al, 1986; Greenlee PG et al, 1990; Teske E, 1993; Fournel-Fleury C et al, 1997}, es necesario

puntyalizar que:

* La mayoria de los blastos linfoides en perro son mas pequefios que en ¢l hombre, especialmenie los
inmunoblastos y los centroblastos tanto reactivos como tumorales [Carter et al, 1986, Teske E, 1993].

* La clara diferenciacion entre IB v CB es dudosa en algunos casos, dato asi mismo comentado en
humanos y que ha llevado a considerar los linfomas de ambas células como "B de células grandes"
[Lennert K, 1978; National Cancer Institute, 1982; REAL: Harris NL et al, 1993; Chan JK et al,
1994].

* En cualquier forma histoldgica, el sustrato acompafiante es mucho mas rico en plasmaticas que su
homénimo en patologia humana, hecho ain mas llamativo en gatos [Feder BM et al, 1990; Hutson CA

etal 1991; Parodi AL et al, 1994; Poli A et al, 1994; Callanan JJ et al, 1996].

Estos hechos hacen dificil presuponer a priori una total correlacion entre los subtipos caninos y humanos

aunque se ha tratado de hacer una aproximacion lo mas acertada posible.
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La marfologia 6ptica de rutina permite un diagnostico correcto del patrén nodular o difuso, {a existencia
o no de cielo estrellado, la blastosis celular y las mitosis. En muestras bien fijadas con buena citologia
afiadida, proporciona un diagnéstico preciso.

La ME, abandonada por muchos patélogos en la actualidad, ha aportado grandes ventajas en €l estudio
morfo-citologico, sobre todo en gjemplos incorrectamente fijados, con lisis celular o artefacto de retraccion
(casos tratados con quimioterapia). Teniendo en cuenta la semejanza optica y ¢l alto grado de malignidad de
toda la serie, la ultraestructura ha tenido un papel muy importante como complemento, detatiando las
caracteristicas niicleo-citoplasmaticas de las células neoplasicas y ofreciendo asi matices de diferenciacion
celular que permiten diferenciar IB de CB y LB. Se confirma pues, como ocurrié antes de la era
inmunohistoquimica, que los hallazgos de ME aportan datos fidedignos, y que por elio ayudan en casos en
los que la [HQ no ha podido realizarse o sus resultados no han sido completos [Henry K, 1975; Kaiserling
E, 1977; Rivas C et al, 1980; Rozman C et al, 1993].

Hay que resaltar la importancia del inmunofenotipo, hecho ampliamente demostrado en patologia
veterinaria y humana. De un lado permite la exacta caracterizacion de la estirpe y con ello del prondstico, y
de otro la agresividad. Aunque se ha definido un peor prondstico en los linfomas de naturaleza T {de forma
global) y biologia cambiante en los extranodales [Castrillo JM et al, 1992; Teske E, 1993, Teske E et al,
1994], en este estudio, estos hallazgos no han podido verificarse, quizas por €l menor nimero de linfomas
T en nuestra geografia y en la serie (20%), en contra de las referencias de distintos articulos de patologia
veterinaria, donde los linfomas T son mucho mas frecuentes [Teske E et al, 1993]. Por ello, la correlacion
estadistica no ha podido resultar significativa, otro hecho objetivo que denota la dificultad de comparacion
de forma absoluta de los linfomas de perro y hombre [Montatban C et al, 1993; Teske E, 1993-1994 dos

articulos].

Siguiendo con la IHQ, ¢! inmunofenctipo tampoco es comparabie al de los linfomas humanos ya que el
numero total efectivo de Ac Moy Po parafinados ha sido mucho menor. Por ello distintos subtipos T o0 B han
exhibido caracteres citolégicos compartidos, lo que ha Llevado al sclapamiento de algunos casos, con
dificultad de interpretacion por la IHQ aislada (CB-IB-LB).

La inmunchistoquimica facilita la agrupacién de subtipos por estirpe v agresividad [Zinden MD et al,
1992}, siendo facil entender que los linfomas son nodales o extranodales, B, T o mulos, de alto, intermedio
o bajo grado segun los valores de los marcadores proliferativos. No se ha considerado 1a IHQ en congelacion,
comenzaca en patologia humana en 1981 (entonces las baterias de AcMo eran més especificas y numerosas,
pero la visualizacion ¢ interpretacidn de los resultados era dificil y con posibilidad de errores en muchos
casos), aunque haya evolucionado mucho en la actualidad y existan mayor niimero de Ac anti Ag animales
[Stein H, Mason DY, 1985, Teske E, 1993y 1994, Fisher DJ et al, 1995; Rabanal RM et al, 1995].
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Este trabajo se ha realizado s6lo con material parafinado para unificar los hallazgos. Con los AcMo de
parafina, cada vez mds abundantes y especificos, los resultados han sido fiables y facilmente valorables. Se
han utilizado AcMo y Po humanos que producen reaccion cruzada con antigenos animales y ain asi ofertan
buenas imagenes. El marcador T-CD3 se ha utilizado policlonal por su buena positividad en los linfocitos T
animales. La estirpe B no cuenta con buenos marcadores monoclonales, pero el CD79a (clon HM57) y las
cadenas ligeras policlonales Kappa y Lambda han sido satisfactorios (a pesar de lo publicado en patologia
veterinaria sobre todo con las cadenas ligeras policlonales /Breuer Wet al, 1993; TesKe E, 1993; Fisher DJ
et al, 1995; Caniatti M et al, 1996]. El AcPo J-chain, no ha proporcionado positividad mas que en
plasmaticas, al contrario que en tejido humano, donde es capaz de tefiir células B productoras de Ac, sobre
todo las IB. De los AcMo histiocitarios, se ha desechado el CD68, de macrofagos, por la negatividad
constante a pesar de los métodos recuperadores antigénicos por calor utilizados [Norton AJ et al, 1994;
Butler Det ai, 1997]. EL MAC 387 y la proteina S-100 han detectado células de la estirpe HM en distintos
momentos funcionales. Para resumir: ¢! conocimiento del inmunofenctipo con CD79a y CD3 como bateria
rapida, es suficiente y fiable, algo ya plasmado en estudios anteriores [Milner RJ et al, 1996],

Otro de los objetivos ha sido probar y cuantificar la accion de los marcadores proliferativos sobre
linfomas caninos. Este estudio biodinAmico no ha presentado excesivos problemas, ya que dichos marcadores
MIB1 y PC10, se han conservado intactos en la mayoria de los casos, incluso en los expuestos a una

sobrefijacion, sobre todo el MIB1. Por la cinética y clinica, todos los casos han sido de alto grado.

Parece conveniente recordar aqui que tanto en perro como en gato hay ocasiones en las que un linfoma,
por su alta actividad proliferativa se presenta de inicio con extension periférica. Este hecho sefialado también
anivel humano [Suchi T et al, 1979] sirve para hacer énfasis en Ja dificultad de distinguir entre leucemia con
afectacion ganglionar multiple o linfoma con extension a MQ y sangre; son los casos denominados leucemia-
linfoma, ya que no es posible la distincion entre una y otro, y que entrafian un prondstico desfavorable [Suchi
Tetal, 1979; Rosemberg MP et al, 1991, Dobson JM et al, 1993; Morris JS et al 1993].

Otro hecho para comentar es la idea de estudiar como "controles" un grupo de linfomas de gato, de
etiologia conocida y aceptada, comparados a su vez con ganglios felinos reactivos inespecificos o en animales
portadores del FeLV. No nos parece posible hacer comparacion entre ambas especies. De un lado los ganglios
reactivos inespecificos pueden ser semejantes, pero los portadores de FeLV muestran mayor plasmocitosis
y linfocitosis intrasinusal dificil de valorar [Feder BM et af, 1990; Hutson CA et al, 1991; Parodi AL et al,
1994; Poli A et al, 1994; Callanan JJ et al, 1996]. Los linfomas felinos difieren en subtipo histologico,
inmunofenotipo, ME, proliferacion y ciclo celular. La morfologia recuerda a los LNH en inmunosuprimidos
[Rivas C, 1989; Albalate M et al, 1998] vy los ganglios pueden afectarse de forma total o parcial, planteando

en el segundo caso problemas de diagnostico diferencial con reacciones benignas.
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B.- CONSIDERACIONES DEL GRUPO DE ESTUDIO

La edad de presentacion no ha resultado tener valor pronostico, siendo las que mas se repiten doce y diez

afios, aunque el rango general se mueve entre los dos y los doce afios.

El sexo del animal ha seguido la proporcion 2:1 de machos frente a hembras, aunque las curvas de
supervivencia de los dos grupos no mostraron diferencias significativas, por lo que la variable sexo no es
factor pronostico en esta serie, dato que ya se habia comentado con anterioridad en la bibliografia [Teske E,
et al, 1994].

La raza tampoco ha mostrado diferencias significativas ni en cuanto a la presentacion ni a la
supervivencia; ha habido marcadas diferencias en las frecuencias, quizas maés atribuible a modas sociales que
a factores genéticos en si [Teske E et al, 1993-1994].

Los valores de la analitica sanguinea y bioquimica no han sido de utilidad para el diagndstico {Dobson
JMet al, 1993].

El estadio clinico ha sido expresado bajo el perfil médico y veterinario, ya que segin los resultados
evolutivos en medicina humana ante la afectacion del bazo y el higado, el pronostico es diferente [Carbone
PP, 1971]. En esta serie, con solo bazo afecto e higado libre de enfermedad, la evolucidon ha sido mas
favorable, por lo que deberian definirse por separado los casos con y sin afectacion hepatica (diferencias
estadisticamente significativas con p=0.0002). Cabe destacar la alta frecuencia de estadio V (IV en medicina
humana) al diagnéstico, datos semejantes a los publicados [Dobson JM et al, 1993, Teske E et al, 1994].
Seria por tanto, necesario el desarrollo de distintos métodos de diagnostico precoz como citologia y aspiracion
[Hawkins EC et al, 1993] como medida inicial, dado que por la rapida progresion del linfoma y estadios tan

avanzados ¢l tratamiento paliativo con quimioterapia tiene poca utilidad.

El estudio necropsico corrobora la extension generalizada; segin el baremo veterinario, veinte casos
mostraron E-V, cuatro E-IV y ningun caso E-IIl o inferiores (¢l 80% fueron linfomas multicéntricos, de los
cuales el 13.3% tuvo afectacion leucémica como forma clinica principal; 13.3% presento linfomas con la
forma mediastinica de naturaleza T, y sélo el 6.6% fueron linfomas extranodales). Sélo en cuatro casos han
existido tumores de otra estirpe, por lo gue se considera independiente a la presentacion del linfoma. Segin
el estadiaje de medicina humana, que separa la afectacién esplénica y hepatica, se encontraron cinco casos
con afectacion ganglionar y esplénica (E-III), y el resto tuvo, ademas, afectacién hepatica o de otros érganos
(E-IV). En esta serie de tumores el estadio clinico al diagndstico tiene valor pronostico (con significacion
estadistica; p= 0.0009), por la superior supervivencia del estadio III frente al IV, lo que ha coincidido con una

diseminacion generalizada con peor evolucién.
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El tipo de respuesta al tratamiento COP no ha sido un dato valorado en si, sino como una variable para
poder clasificar los linfomas en funcién de su comportamiento clinico con respecto a un protocolo comun. La
respuesta ha sido uniforme: en la mayoria de los casos se produce una remision total en ¢l periodo de
induccion para luego recaer en el mantenimiento, comportamiento habitual en los linfomas agresivos [Vicente
J, 1980; Teske E et al, 1993; Armitage JO, 1993; Teske E et al, 1994]. Aun asi la diferencia entre la
supervivencia de los animales tratados frente a los no tratados fue claramente significativa (p=0.0009), por
lo que parece conveniente considerar la variable tratamiento como factor pronostico, pese a sus limitados
resultados. En la practica de esta serie, e! tratamiento no ha variado la supervivencia global en mas de 203
dias; esto contrasta con los datos publicados en veterinaria sobre supervivencias medias de un linfoma tratado
con quimioterapia, de 8 meses aproximadamente [Teske E et al, 1990; Teske E et al, 1993, Rosenthal RC
et al, 1995; Hardy WD et al, 1989]. Esto podria deberse al estadio tan avanzado de la enfermedad al
diagnéstico, o también a la falta en su composicion de la adriamicina como principal droga frente a los
procesos linfoproliferativos, descrito en medicina humana [Diaz Rubio E et al, 1991; Gonzdlez Barén M,
1992; Espafia P, 1993; Wilson WH et al, 1998]. Como conclusion, en esta serie no se puede saber si la
respuesta al tratamiento es o no dependiente del grado histologico de malignidad [Teske E et al, 1994]. Dada
la ausencia de subtipos de bajo grado que ofrecicran otro patron de respuesta y en nimero suficiente, no se

pueden comparar resultados.

Desde un punto de vista morfolégico, todos los casos estudiados han sido linfomas no Hodgkin de alto
grado -LNH- [Maeda H et al, 1993], cont una proporcion alta de inmunoblésticos IB (33.3%;) y linfoblasticos
LB (43.3%), mostrando los centroblasticos menor porcentaje (16.6%); s6lo ha habido dos casos de linfomas
extranodales (6.6%). Estos resultados en morfologia no concuerdan con la mayoria de los datos publicados
anteriormente en patologia veterinaria canina, donde se describen todos los subtipos histologicos de la
clasificacién de Kiel (alto, intermedio y bajo grado), aunque predomina el alto grado [Parodi et al, 1988;
Moulton JE et al, 1990; Teske E, 1993; Teske E et al, 1993; Valli VEO et al, 1993], aunque si coincide con
otros {Dobson JM et al, 1993]. El subtipo histolégico no ha sido un factor prondstico en si, sino ¢l grado de
malignidad segin la clasificacion de Kiel, dato que coincide con lo anteriormente publicado al ser todos
linfomas de alto grado [Teske E, 1993]. La morfologia de los casos felinos control no ha coincidido con la
presentada en el perro, ya que ¢l gato FeLV+ parece compartir una morfologia compatible con "centroblastico
polimorfo" en la mayoria de casos, ya definida por otros autores [Teske E et al, 1993; Fournel-Flury C et
al, 1997].

En nuestra serie los casos con positividad al virus de la leucemia felina FeLV+ han presentado una
morfologia de predominio inmuno-plasmablastico, que recuerda a las neoplasias B humanas en estados de

inmunodeficiencia adquirida SIDA y trasplantes [Rivas C, 1989; Spodnick GJ et al, 1992; Cui LX et al,
1995, Albalate M et al, 1998].
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Con respecto a la estirpe tumoral, el 80% de los linfomas caninos ha sido de naturaleza B, y el 20% de
naturaleza T, frecuencias diferentes a las citadas en bibliografia [Teske E et al, 1993]. En los gatos control
3/8 fueron B (37.5%) y 5/8 T (62.5%). No se ha podido encontrar valor prondstico de la variable

inmunofenotipo en esta serie por el escaso namero de casos T para confrontar resultados.

El patrén de crecimiento ha sido difuso en todos los casos, a excepcion de uno con patron parcialmente
nodular (posible CB post CB-CC). El patrén de cielo estrellado (respuesta fagocitaria de los histiocitos a una
tasa elevada de muerte celular o apoptosis) se ha encontrado en todos los subtipos celulares, aunque mas
frecuente en el subtipo linfoblastico, como se describe en patologia humana [Lennert K, 1978; Rivas C et al,
1980]. El cielo estrellado no guarda relacion directa ni con la histologia ni con el mimero de mitosis por
campo, dato anteriormente publicado [Teske £ et al, 1993].

La ME se correlaciond con la dptica, mostrando en general rasgos comunes con cambios celulares
polimorfos con inmumoblastos y plasmaticas, o caracter blastico mediano poco diferenciado. Como hallazgos
especiales nucleares y celulares los signos de apoptosis, la segregacion nucleolar y los "cuerpos nucleares"
no son especificos; podrian indicar activacién nucleolar maxima, signos téxicos y morfologia de muerte

programada, que en estos tumores no ha sido exagerada.
C.- CONSIDERACIONES BIODINAMICAS

Existe una correlacion precisa entre la optica de alto grado encontrada y la proliferacién [Fournel-
Fleury C et al, 1997]. Ambas ciclinas muestran una clara positividad, que ha sido evaluada cualitativa y
cuantitativamente. El Ac MIB1 combinado con recuperacion antigénica por calor [Norton AJ, Jordan AS et
al, 1994, Butler D et al, 1997] mejora notablemente la positividad, de forma independiente al tiempo de
fijacion, asi que debe anteponerse al PC10. La distribucién del marcaje es més fiable en el MIB1 ya que
perfila la disposicion cromatinica y nucleolar del nucleo, mientras que el patrén de tincion con PC10 ha sido

mas homogéneo ¢ indefinido.

Los valores proliferativos limite para los rangos de agresividad han seguido el patron aplicado en
patologia humana /Rivas C et al, 1992]. menos de 15%, entre 15 y 25 y més de 25% para grados bajo,
intermedio vy alto respectivamente; aunque también se ha tenido en cuenta lo anteriormente publicado en
patologia veterinaria [Fournel-Fleury C et al, 1997] en la que se utiliza como valor limite entre bajo v alto
grado un 21%. Segun esto todos los linfomas de esta serie corresponden al alto grado de malignidad.

Los valores proliferativos obtenidos con ambos marcadores han sido cualitativamente iguales, aunque
los valores cuantitativos absolutos cambien y fueron similares a nuestra experiencia previa en linfomas
humanos /[Marcos et al, 1993]. Se puede establecer una relacion entre valores obtenidos con un mismo

marcador, pero no con los valores obtenidos a partir del otro. De la misma forma, los valores PC10 y MIB1
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fueron similares para cada caso de linfoma canino, felino y ganglio reactivo.

El valor proliferativo global en linfomas caninos y grupos control ha sido inferior al encontrado en los
mismos subtipos en patologia humana [Piris et al, 1988; Marcos et al, 1993; Obeso et al, 1994]. Hay que
afiadir ademas que la proliferacién global de los subtipos linfoblasticos no fue superior a los del grupo CB-IB
{en patologia humana 1a proliferacion en el linfobléstico tipo Burkitt estéd proxima a 90%-100%; [Piris et al,
1988]). Estas variaciones pueden deberse a la mayor especificidad para Ag humanos, o bien a problemas
técnicos relacionados con la sobrefijacion del material con tinciones débiles o muy fuertes, cuya valoracién
con ¢l analizador de imagen se ha limitado por las caracteristicas que para la misma exige el aparato, y que

posteriormente se comentan [Crocker J, 1993].

Existe una buena correlacién entre ambos marcadores proliferativos PC10 Y MIB1 [Sabattini E et al,
1993], aunque nos parece, como ya se ha comentado parcialmente, que es preferible el MiB1 por su mejor
respuesta IHQ: mejor patron de tincién, independencia al tiempo de fijacion en formol y se comporta mejor
con la olla a presién como método recuperador antigénico [Sabattini E et al, 1993; Mazerolles C et al, 1994;
Ostrowski M et al, 1995]. No existieron diferencias significativas de forma global entre los valores
proliferativos con ambos marcadores, segun los distintos baremos considerados (subtipo histologico,
inmunofenotipo, tiempo de fijacion, etc...), pero €l marcador més estable a cualquier cambio en el manejo
ordinario de la metodica ha sido el MIBI, por lo que opinamos debe ser ¢l marcador proliferativo de eleccion
[Gerdes J, Dallenbach F et al, 1984, Gerdes J, Lemke H et al, 1984; Gerdes J et al, 1991; Gerdes J et al
1993; Ross Wet al, 1995].

Sin embargo un dato importante encontrado ha sido poder relacionar el valor proliferativo con el
marcador PC10 como factor pronéstico desde un punto de vista estadistico frente a la supervivencia global.
Se define asi con el valor del PC10 superior o igual a 34%, un grupo de alto riesgo dentro de la poblacion
total. Creemos que este hallazgo podria constituir ¢l punto base para la aplicacion de protocolos de

quimioterapia mas agresivos, como viene haciéndose en medicina humana.

Para un completo entendimiento del método de valoracion cuantitativa parece necesario comentar €l tipo
de funcionamiento que tiene el programa “proliferation index" del analizador de imagen CAS-200. Est4
preparado para captar el contraste entre dos colores con longitudes de onda opuestas, como son el marrén y
el verde. El marrén indica la positividad a Ac por revelado con diamino-benzidina; el verde debe ser el color
de eleccion de contraste en el campo de la preparacion de IHQ. E! problema puede surgir al utilizar la
hematoxilina como método de contraste rutinario, ya que la técnica de tincion verde de metilo suele ser larga
y pesada; esta hematoxilina debe ser muy débil para evitar la formacion de falsos positivos, ya que un azul
muy intenso podria confundir al sensor, y al estar €l azul mas proximo en la escala de colores, podria captarse

como un positivo final.
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En esta serie se han realizado contrastes débiles a mano (el inmunotefiidor sucle contrastar intensamente
por gusto del patblogo) para evitar estos problemas de manejo e igualar los resultados al verde de metilo
requerido, ajustando adecuadamente los umbrales nucleares negativos y positivos. Las mediciones deben
realizarse siempre por Ia misma persona para evitar cambios subjetivos en dichos umbrales que modifiquen
considerablemente los resultados finales de la seric. También ¢l tipo de funcionamiento de este programa
puede explicar la variacion de valores entre ambos marcadores proliferativos, constatada ya en la bibliografia
[Wied GL et al, 1989; Hall P et al, 1990; Waseem NH et al, 1990].

E! tipo de tincion del PC10 es continuo y homogéneo, por lo que es captado por ¢l sensor del analizador
como un area completa circular [Sebo TJ et al, 1993]. El MIB1 marca el micleo de forma discontinua,
dibujando la cromatina marginada a la membrana nuclear, por lo que el sensor no capta un circulo positivo
sino, en ocasiones, una circunferencia. Esto hace que el area total positiva del MIB1 sea menor en valor
absoluto que la del PC10, y también explique la diferencia del valor captado a simple vista por el ojo humano,

a la expresada por ¢l ordenador.

La parafina y los tejidos postmortem no han supuesto ningiin problema para los resultados de ambas
técnicas citométricas [Frierson HF, 1988; Kallionemi OP, 1988; Frierson HF, 1991]. Requiere prestar
especial atencidn al tiempo de fijado en formol [Esteban JM et al, 1991], revisar las piczas con microscopia
Gptica para elegir un bloque adecuado, tiempo de recogida de muestras inferior a 5 horas después de la muerte
del animal [dlanen KA et al, /993] y un desparafinado intensivo.

La frecuencia de aparicion de aneuploidia fue de un 44% con CMF y de un 56% con CME, un tanto
superiores a lo estudios previos en linfomas caninos y humanos [Teske E et al, 1993] pero podria deberse

a la constitucion del grupo por linfomas de alto grado en su totalidad.

La aneuploidia no s¢ ha relacionado con los altos valores proliferativos ni la diploidia con los bajos como
ya lo han expuesto otros autores (/Bauer TW er al, 1990; Minke JMHM et al, 1990; Teske E et al, 1993;
Garcia R et al, 1994]). Tampoco guarda relacion con el alto grado citologico presente en esta serie, dato
estudiado con anterioridad fRutteman GR et al, 1988; Bauer TW et al, 1990, Minke JMHM et al, 1990,
Rutteman GR et al, 1991 ; Teske E et al, 1993; Garcia R et al, 1994]. Si existe correlacion estadistica entre
el indice de proliferacion del marcador PC10 y el indice numérico del contenido de ADN por citometria de

flyjo.

La fraccion en fase S presente en CMF no se relaciona con ningin otro parametro como cabria esperar
(proliferacién [Woods AL et ai, 1991; Teske E et al, 1993; Wojcik EM et ai, 1993; Ostrowski M et al, 1995],
ploidia [Frierson HF, 1991; Scanziani E et al, 1991; Ostrowski M et al, 1995]); no guarda relacién ni con
la proliferacion con MIB1 y PC10, ni con Ia ploidia con ambos métodos citométricos [Teske E et al, 1993].
De Jos 8 valores de fase S alta, 7 fucron aneuploides y 1 diploide con fase S alta, pero no se puede establecer
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una correlacion estadistica por tratarse de un mimero pequefio de casos. Sin embargo la aneuploidia parece
ser un marcador bastante fiable de alteraciones citogenéticas [Seckinger D et al, 1989; Minke JMHM er al,
1990; Garcia R et al, 1994; Obeso G et al, 1994].

La tasa proliferativa parece aproximarse mas a la agresividad tumoral que la fase S, ya que si parece
presentar un valor intermedio-alto que guarda relacion con ¢l alto grado citolégico presente en esta serie
[Woods AL et al, 1993]. Sélo parte de estos casos presentan un alto valor de fase S fGarcia R et al, 1994;
Obeso G et al, 1994]. Un dato indiscutible es que los marcadores MIB1 y PC10 marcan mas células en el
tejido que el % expresado por la fase S de FCM [Garcia R et al, 1994; Obeso G et al, 1994].

Existe muy buena correlacion entre ambos métodos citométricos /[Bowman R et al, 1993; Claud RD et
al, 1993; Marcos B et al, 19980; Wojcik EM et al, 1993] por lo que pueden considerarse homélogos

(coincidencia de valores en 22/25 casos).

La citometria estitica CME es un método eficaz para el estudio del ADN [Boudry C et al, 1989; Wojcik
EM et al, 1993]. Comparada con la citometria de flujo, como se detalla en la tabla IX {Claud RD et al, 1989;
Marcos Bet al, 1997], es un método muy sencillo de manejar que requiere muy poco material (500 células
frente las 10000 necesarias en CMF con el consiguiente ahorro del mismo. El uso de material parafinado no
interfiere en los resultados de ambas técnicas, aunque hay que considerar que los coeficientes de variacion
establecidos para CMF en fresco aumentan, y en CME son dificilmente valorables por tratarse de gréaficas
continuas de menor resolucion (en las que no son claramente diferenciables los ditintos periodos del ciclo
celular) aunque los resultados finales scan ugualmente fiables a los de CMF. Antes de medir las células, como
la imagen captada del microscopio queda digitalizada, permite elegir las celulas conservadas, clasificarlas
en funcion de su forma o tamafio, eliminar nucleos rotos, debris, dobletes, tripletes, células inflamatorias,
etc..., algo no posible con CMF, porque toda la solucion se analiza al mismo tiempo. Es importante sobre todo
en tumores heterogéneos, con apoptosis o necrosis en los que es necesario escoger las células a analizar
[Boudry C et al, 1997]. Se pueden identificar poblaciones aneuploides pequefias inmersas en una gran
poblacion diploide, que pueden pasar desapercibidas en FCM [Claud RD et al, 1989].

En la serie considerada, y tal vez por el namero de los casos, no se ha podido establecer diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas morfologias celulares con el resto de los parametros
considerados, sobre todos los dinamicos. Al tratarse de linfomas de alto grado en su totalidad, han presentado
valores medios similares en proliferacion, ploidia, estadio clinico, comportamiento (con o sin tratamiento)

y supervivencia, considerados individualmente, por subtipos o en total.

En cuanto a que todos los casos sean de alto grado, y a pesar que algunas publicaciones también apuntan
a la mayoria de linfomas agresivos animales, no se puede infravalorar el hecho de que probablemente en series
mayores tal vez se podria haber encontrado algiin caso de linfoma de bajo grado /Carter RF et al, 1986,

116



Discusién

Parodi AL, 1988; Greenlee PG et al, 1990; Teske E, 1993; Fisher DJ et al, 1995; Fournel-Fleury C et al,
1997]. Por otra parte y conociendo que cualquier linfoma poco agresivo dejado a su evolucion natural puede
cambiar a un alto grado, [Lennert K et al, 1978], tal vez la sintomatologia que lleva a consulta a los perros
portadores de linfomas ocurre en estados muy avanzados, cuando ya han pasado a ser agresivos, quizds por
una mayor tolerancia del animal a neoplasias de bajo grado o intermedio.

La necesidad de un diagnéstico precoz [Carter RF et al, 1986; Carter RF et al, 1988; Jacobs RM, 1988;
Hawkins EG et al, 1993; Fisher DJ et al, 1995; Caniatti M, et al, 1996] con promocidén de los métodos
citologicos y bidpsicos se perfila como imprescindible en esta patologia porque con estadios tan avanzados
¢l tratamiento paliativo con quimioterapia tiene poca utilidad. Por otra parte habria que concienciar al duefio

de 1a realidad de un animal geriatrico, donde la aparicion de cualquier masa ganglionar debe ser consultada.
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Conclusicnes

1. Todos los linfomas caninos estudiados son LHN de alto grado.

2. El estadio tumoral necrépsico corrobora ia extensién avanzada por la afectacion de: 20 casos en estadio
V, 6 en estadio IV y ningiin caso en estadio III (26 casos necropsiados: 23 multicéntricos, 5 timicos, 1 cutdneo
y 1 intestinal), Con el estadiaje humano, 21 presentaron un estadio IV y 5 un Il

3. La macroscopia de los érganos hematopoyéticos (ganglio, bazo, médula ¢ higado) demuestra
organomegalia difusa, sin tumor ni Unico ni multiple. La presentacion extranodal cutanca e intestinal exhibid

tumores nodulares macroscopicos.

4. La citologia no es totalmente superponible a los subtipos humanos, por lo que las clasificaciones aplicables

a los animales deberian ser simplificadas.

5. Desde el punto de vista citologico se han encontrado subtipos linfoblasticos (43.33%), inmunoblasticos
{33.33%) y menor cuantia de centroblasticos (16.66%) y extranodales (6.66%). Para la subtipificacion ha sido
imprescindibie la ME, aunque aisladamente no existen caracteres ultraestructurales especificos de malignidad
linfoide.

6. Los linfomas caninos son en su mayor parte de naturaleza B (80%) existiendo solo un 20% de neoplasias
T. Veintiocho casos fueron nodales (93.33%) v 2 extranodales (6.6%). El panel de anticuerpos hurnanos
utilizados, de facil adquisicion y apto para material parafinado, ha mostrado resultados satisfactorios.

7. En relacidn con la agresividad neoplasica comprobada por 1a morfologia y el estudio con marcadores
proliferativos, con el marcador MIB1 sélo el linfoma cutdneo fue de grado intermedio y el 96.66% restante
de alto grado. Con el PC10 un caso de linfoma IB tuvo agresividad intermedia y el resto de linfomas fue de
alto grado. Este hecho difiere de otros estudios previos, que consideran subtipos de alio, bajo v grado

intermedio,

8. El estudio del ciclo celular con citometria demostré aneupioidia en 53.3% de los casos con CME y en
43.3% con CMF. La ploidia no se correlaciona con los subtipos histoldgicos, es comin y uniforme en todos
los casos y se confirma como un factor de agresividad. Ambas técnicas citométricas son homélogas, con una
correlaciéon de 0.8 y un nivel de significancia de 0.01. La fase S no guarda relacién con ninguno de los
pardmetros estudiados, por lo que se considera una variable independiente. Sélo se relaciona con 1a definicion

de aneuploidia.

9. En estadios IV la afectacion hepatica demostrd ser estadisticamente significativa como signo de mal
pronostico (p=0.0009). Por ello, se deberia pensar considerar bazo e higado por separado en el estadiaje.
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10, El factor tratamiento con quimioterapia mejord estadisticamente la supervivencia giobal de los animales
(p=0.0002),

11. Los altos valores de la proliferacion con ¢l marcador PC10 resuitaron ser un signo de mal pronéstico con
significacion estadistica (p=0.017), incluso dentro del grupo de animales tratados con quimioterapia
{p=0.016). E! valor proliferativo del marcador MIB1 no es prondstico desde el punto de vista estadistico,

12. Existe correlacion estadistica entre los valores de proliferacion obtenidos con ambos marcadores
(correlacion de 0.6, nivel de significancia 0.01). El MIB1 muestra mejor patron de tinciéon IHQ, mayor
independencis a la fijacién y mejor respuesta al tratamiento por calor como recuperador antigénico. No hay
correlacidn estadistica entre 1a proliferacion y ¢l grupo histologico. El indice proliferativo con PC10 tiene
correlacion estadistica con el indice numérico de ADN (CMF) (p=0.54; nivel de significancia 0.01).

13. No se encontrd valor pronostico a las variables edad, raza, sexo o inmunofenotipo, seguramente debido

al pequefio tamafio de esta serie.

14. Los controles felinos no deben utilizarse como comparativos ya que difieren en subtipo histolégico,

inmunofenotipo, ME y ciclo celular. La morfologia recuerda a los LNH secundarios a inmunodeficiencia.

15. El mal prondstice de la enfermedad en pequefios animales, con o sin terapia, en los casos tan avanzados

sirve para enfatizar la necesidad de un diagndstico precoz.
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