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1. RESUMEN.

El linfoma canino es una de las neoplasias mas frecuentes con una incidencia estimada de 20 a 100 casos por
cada 100.000 perros y, en muchos aspectos, es comparable con el linfoma no Hodgkin en seres humanos. A
pesar de que se desconoce la causa exacta, se cree que los factores ambientales y la susceptibilidad genética
juegan un papel importante.

No es una enfermedad Unica, puesto que estan descritas diferentes presentaciones clinicas y subtipos
histolégicos. Sin embargo, la mayoria de los perros presentan linfadenopatia generalizada (forma multicéntrica)
y linfoma de grado intermedio a alto, mas frecuentemente de origen de células B.

El diagndstico de linfoma canino es un proceso complejo que conlleva la realizacion de un examen fisico,
pruebas de imagen, citologia, hematologia, perfil bioquimico, histopatologia y cada vez mas, técnicas de
diagnostico molecular como la citometria de flujo (CF). La aplicacidon conjunta de CF y citologia consigue
aumentar la precisidn del diagndstico de la mayoria de los subtipos de linfoma. Ademas, puede aportar una
serie de datos que pueden llegar a ser verdaderamente Utiles como son determinar el inmunofenotipo, la
cuantificacidn del antigeno o la evaluacién de patrones aberrantes, entre otros.

La quimioterapia continda siendo el tratamiento de eleccién aunque las Ultimas tendencias ofrecen distintos
protocolos en funcién del inmunofenotipo y el grado histolégico del tumor. Gracias a ella, se consigue una
remisién completa en la mayoria de los pacientes. A su vez, se han estudiado una gran variedad de factores

prondsticos de los cuales, el grado histoldgico y el inmunofenotipo son los de mayor importancia.

ABSTRACT.

Canine lymphoma is one of the most frequent neoplasms with an estimated incidence of 20 to 100 cases per
100,000 dogs and, in many aspects, is comparable with non-Hodgkin lymphoma in humans. Although the exact
cause is unknown, it is believed that environmental factors and genetic susceptibility play an important role. It is

not a single disease, since different clinical presentations and histological subtypes are described. However, most
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dogs have generalized lymphadenopathy (multicentric form) and intermediate to high grade lymphoma, most
frequently of B cell origin.

The diagnosis of canine lymphoma is a complex process that involves the performance of a physical examination,
imaging tests, cytology, hematology, biochemical profile, histopathology and, increasingly, molecular diagnostic
techniques such as flow cytometry (CF). The joint application of CF and cytology manages to increase the
diagnostic accuracy of most lymphoma subtypes. In addition, it can provide a series of data that can become
truly useful, such as determining the immunophenotype, quantifying the antigen or evaluating aberrant
patterns, among others.

Chemotherapy continues to be the treatment of choice although the latest trends offer different protocols
depending on the immunophenotype and the histological grade of the tumor. Thanks to it, a complete remission
is achieved in most patients. In turn, a great variety of prognostic factors have been studied, of which the

histological grade and the immunophenotype are the most important.

2. INTRODUCCION.

Los nuevos avances en la medicina veterinaria asi como la mayor concienciacion de los propietarios por la salud
de sus mascotas han propiciado un aumento en la esperanza de vida de sus animales.

Debido a este hecho, se ha observado un incremento en la frecuencia de presentacién de algunas patologias
como son las neoplasias.

Una de las neoplasias de mayor relevancia en la oncologia canina es el linfoma. Se trata de una enfermedad
sistémica de caracter heterogéneo, es decir, con una gran variedad de presentaciones (tanto clinicas como
histoldgicas) lo que puede dificultar el diagnéstico.

Actualmente, disponemos de técnicas basadas en el diagndstico molecular como la Citometria de flujo y la PCR
para el reordenamiento de receptor de antigeno (PARR) que cada vez estdan ganando mas importancia debido a
las ventajas que ofrecen respecto a las técnicas convencionales tanto para el diagndstico como para el
prondstico.

Por suerte, las células del linfoma son sensibles a la quimioterapia, pudiendo conseguirse remisiones completas,
manteniendo una buena calidad de vida y alargando de esta forma, el tiempo de supervivencia. Ademas del
tratamiento a base de farmacos citostdticos, estan apareciendo otras posibilidades entre las que podemos
destacar los anticuerpos monoclonales o la radioterapia.

Por estas razones es necesario definir un plan de diagndstico apropiado y completo a la hora de seleccionar el

tratamiento mds adecuado para el paciente, asi como para informar del prondstico esperado.



3. OBJETIVOS.

Los objetivos de este trabajo son:

- Conocer la etiologia y las distintas presentaciones clinicas del linfoma canino asi como los tipos de
clasificaciones que hay en la actualidad.

- Comparar y evaluar los diferentes procedimientos diagndsticos con los que contamos y saber cuando es mas
conveniente utilizarlos.

- Valorar cudl es el tratamiento de eleccién en funcidn de los resultados obtenidos en el diagndstico.

- Saber interpretar los resultados obtenidos en el diagndstico para establecer el prondstico mas acertado.

4. METODOLOGIA.

Se realizard una revision bibliografica de articulos y publicaciones recientes de ambito cientifico acerca del
linfoma canino centrdndonos en las nuevas técnicas diagndsticas para dicha enfermedad asi como del
tratamiento de eleccidn.

Para ello se utilizardn bases de datos como Pubmed, Google Académico y Web of Science con las siguientes
palabras clave: “Canine Lymphoma”; “Immunophenotype”; “Treatment”; “Diagnosis”; “Flow Cytometry”; “PARR”.
Ademas, se hard el estudio de dos casos procedentes del Hospital Veterinario de la Universidad de Zaragoza
(HVUZ) donde se explicara la forma de abordar cada caso y las diferencias que supone el inmunofenotipo y el

grado histoldgico a la hora de elegir el tratamiento mas adecuado.

5. INCIDENCIA Y EPIDEMIOLOGIA.

El linfoma es un conjunto de neoplasias que tienen en comun su origen en las células linforeticulares.

Generalmente, se originan en el tejido linfoide (ganglios linfaticos, médula ésea y bazo); sin embargo pueden

originarse a partir de cualquier tejido del organismo 18,291,

Se trata de uno de los tumores mds comunes, constituyendo aproximadamente entre un 7-24% de todas las

neoplasias caninas 18, 19, 21]

Ademas, es el tumor hematopoyético mas corriente en el perro representando el
83% de todas las alteraciones malignas hematopoyéticas ™. El linfoma puede ser diagnosticado a cualquier
edad pero suele ser mas frecuente en perros de edad media o avanzada, especialmente entre los 6-9 afos. Por

. . . 1
lo que se deduce que la tasa de incidencia aumenta con la edad .

Existe cierta predisposicion racial, especialmente en aquellas de talla mediana y grande. Por el contrario, el sexo
no se considera un factor de riesgo. Aunque se ha visto que las perras no esterilizadas tienen una menor
posibilidad de padecer la enfermedad mientras que las que estan esterilizadas con menos de 1 afio presentan un

mayor riesgo %%, Esto ultimo se ha observado en la raza Golden Retriever *'y Vizsla 2%,



También se ha demostrado que algunas razas son mas propensas a desarrollar un inmunofenotipo especifico .
De manera que, las razas Boxer, Siberian Husky se asocian a un linfoma de células T mientras que las razas
Doberman y Pinscher al de células B

En las ultimas décadas, la incidencia de esta neoplasia ha aumentado, viéndose una tendencia similar en
humanos, lo que hace que sea posible la existencia de ciertos factores de riesgo comunes, principalmente
ambientales .

El linfoma canino se ha establecido como modelo para el linfoma no Hodgkin (NHL) del ser humano ya que

presentan caracteristicas clinicas, patoldgicas e histolédgicas similares. 4

6. ETIOLOGIA.

Actualmente la etiologia del linfoma canino sigue considerandose desconocida en su mayor parte, sin embargo,

hay estudios que han demostrado la existencia de factores que propician su desarrollo 8
6.1 Factores genéticos y moleculares

Gracias al desciframiento del genoma canino, se han identificado diversas aberraciones cromosdémicas en los
perros que presentan linfoma, algunas incluso, se asocian con el prondstico 2.

Los ultimos avances en citogenética molecular y la disponibilidad de diversas técnicas de investigacién genética
han permitido que se conozcan mejor las alteraciones genéticas que ocurren en esta enfermedad 7). Algunas de

estas aberraciones son:

Ganancia del cromosoma canino 13.

Aungque la ganancia del cromosoma 13 en perros parece ser un hallazgo constante en el linfoma, también se ha
descubierto en otras neoplasias. Ademads, se asocian con el prondstico, de manera que los perros con trisomia

del cromosoma 13 presentan una mayor duracion de la primera remision y del tiempo medio de supervivencia
[8]

Mutaciones genéticas

Se han descrito mutaciones en las lineas germinales de las células somaticas y alteraciones de la expresién de

oncogenes y genes supresores de tumores como el p53 . La hipometilacién del DNA (Acido

. . . s e s s . 1
desoxirribonucleico) es una caracteristica frecuente de las células neoplésicas ™.



6.2 Factores medioambientales

Herbicidas

Parece que la exposicién a herbicidas (dcido 2-4-diclorofenoxiacético) estd relacionada con el desarrollo de la
neoplasia. De hecho, el uso de pesticidas se ha asociado con un 70% de riesgo de padecerlo . Sin embargo,
existe cierta discrepancia puesto que en otro estudio se detecté que no habia diferencias ® por lo que se deduce
que se necesita realizar mas estudios para evaluar si ciertos productos quimicos estan relacionados con el riesgo

de linfoma canino .

Areas industriales y uso de quimicos

La vida en zonas industriales y el uso de quimicos por parte de los propietarios se han asociado con un aumento
del riesgo de desarrollo de linfoma, mientras que la exposicién a productos anti-pulgas y garrapatas no se ha

relacionado con el riesgo de desarrollarlo .
Polucion ambiental y desechos radiactivos

Animales que viven cerca de incineradores de residuos, sitios radiactivos o contaminados presentan un mayor

riesgo de padecer la enfermedad (8]

6.3 Factores inmunoldgicos

Se han identificado alteraciones del sistema inmunitario como la trombocitopenia inmunomediada donde se ha
descubierto que los perros que padecen esta enfermedad tienen una mayor predisposicion de desarrollar
linfoma de lo que se deduce que las enfermedades autoinmunes son mas frecuentes en perros con dicha

neoplasia %,

6.4 Factores infecciosos
Recientemente, se ha sugerido la asociacién del herpesvirus tipo 4 (Epstein Barr) con la presencia de linfoma ya

que se han detectado anticuerpos frente a este virus en perros con la enfermedad, asi como proteinas virales en

29 A pesar de estos hallazgos, no existe una evidencia definitiva de asociacién entre las

infecciones viricas o bacterianas y la patogénesis del linfoma .

sus ganglios linfaticos

6.5 Otros factores
El protooncogén c-kit es un factor importante tanto en la proliferacion, supervivencia como en la diferenciacion
de las células madre hematopoyéticas. La expresion de c-kit en esta neoplasia es tipicamente baja, pero se

encontré que aumentaba en algunos linfomas de células T de alto grado .



La familia Bcl-2 estd compuesta por aproximadamente 25 proteinas que regulan la apoptosis a través del control
de la formaciéon del poro de permeabilizaciéon de la membrana externa mitocondrial (MOMPP). El Bcl-2 canino

antiapoptético no se regula positivamente en los casos de linfoma de células B caninas (28]

El inhibidor 2 de la via del factor tisular del gen supresor tumoral (TFPI-2) esta asociado con la inhibicidn de la
invasién tumoral y la hipermetilacion del gen, se identificd la regulacion a la baja de la expresion del TFPI-2 en la

mayoria de los linfomas caninos de células B de alto grado 7.

La activacion de NF-kB, un regulador de genes que controlan la proliferacién celular y la apoptosis, y el aumento
de la expresion del gen diana NF-kB se demostré en un subconjunto de perros con linfoma de células B. Ademas,
se ha descubierto que el inhibidor del proteasoma bortezomib reduce la expresion de NF-kB e inhibe la

proliferacion celular en lineas celulares linfoides neoplésicas caninas ©.

7. CLASIFICACION.

Debido a la complejidad de esta enfermedad contamos con diferentes criterios a la hora de clasificarla. Dicha

clasificacién se basa en su localizacidon anatémica, las caracteristicas inmunofenotipicas y el criterio histolégico

[19]

7.1 Clasificacion anatomica

Existe una gran variedad de formas descritas en el linfoma canino, siendo las mds importantes: linfoma
multicéntrico (80%), linfoma mediastinico (5%), linfoma cutdneo (6,3%), linfoma alimentario (5-7%), linfoma

extranodal ™. Sin embargo, en este trabajo nos centraremos en la forma multicéntrica.

Linfoma multicéntrico

Se trata de la presentacion clinica mds comun en esta especie puesto que supone el 80% de los casos. Afecta
a multiples 6rganos, principalmente ganglios linfaticos periféricos .

La forma mads corriente con la que se presenta es una linfadenopatia generalizada no dolorosa, con
hepatoesplenomegalia e invasién de la medula ésea. Otros signos que se pueden encontrar son anorexia,
pérdida de peso, vomitos, fiebre, sindrome poliuria-polidipsia. Sin embargo, muchos de los pacientes

presentan exclusivamente una adenopatia, por este motivo hay un subestadiaje que se describira

posteriormente (8],



El diagndstico diferencial de la linfadenopatia dependera de la historia del perro: donde vive, si ha viajado o

no, tamafio, consistencia y localizacion de los ganglios afectados, asi como los érganos afectados. Otras

causas que pueden provocar linfadenopatia son: **!

- Agentes infecciosos como bacterias, virus o pardsitos (Toxoplasma spp y Leishmania spp), ricketsias
(Ehrlichia spp), infecciones fungicas o piodermas.

- Enfermedades inmunomediadas como pénfigo o lupus eritematoso.

- Otras neoplasias hematopoyéticas, como leucemias, enfermedades histiociticas, incluso metastasis de

otros tumores como mastocitomas o carcinomas.

7.2 Caracteristicas inmunofenotipicas
Segun el inmunofenotipo de las células a partir de las cuales se desarrolla el linfoma canino, la neoplasia se

divide en linfomas de células B y T. Esta clasificacion es de gran importancia puesto que estd asociada a

diferente prondstico y respuesta al tratamiento [0

En medicina veterinaria, la mayoria de los linfomas caninos son de células B, los cuales representan entorno al
60-80%, le siguen los de células T con un 10-38%, los linfomas de células By T son menos frecuentes con un 22%

y por ultimo los llamados null cell con tan solo un 5% "%,

7.3 Criterio histologico
Es importante determinar el grado histolégico de linfoma canino como bajo, intermedio o alto asi como la

arquitectura entre folicular o difusa. Para ello, se requiere la toma de una biopsia (8],

Los linfomas de bajo grado estdn compuestos por células pequefias presentando una tasa mitética baja,
generalmente progresan lentamente y se asocian con tiempos de supervivencia largos pero son incurables. Los
linfomas de alto grado presentan una tasa mitdtica alta, progresando rapidamente, pero responden mejor a la
quimioterapia "®. En 2009 aparece una nueva clasificacion histolégica de la WHO (World Health Organization),
este nuevo sistema incorpora un criterio anatémico, histoldgico e inmunofenotipico, con la finalidad de permitir

un diagndstico reproducible entre los diferentes patélogos y dar mas informacién del prondstico ®.

Clasificacion World Health Organization (WHO)

Es la clasificacion que se usa actualmente para el diagndstico del linfoma en humanos. Debido a su éxito en
medicina humana, fue adaptada a la veterinaria. Gracias a la incorporacién de este sistema de clasificacion, los
patdlogos coinciden en un 83% de los casos y cuando se trata de los tipos mas frecuentes, la precisién aumenta

hasta el 87% Y.



Las entidades neoplasicas mas comunes de acuerdo con esta clasificacion son: ™

- Linfoma difuso de células grandes (54%).
- Linfoma de la zona marginal (4%).

- Linfoma periférico de células T no especificado (16%).

Linfoma nodal de la zona T (14%).

- Linfoma linfoblastico T (5%).

De todas estas entidades, el linfoma difuso de células grandes es el subtipo mas frecuente. Se trata de un tumor
de alto grado, generalmente de origen de células B. con nucleos uniformemente grandes (> de 2 hematies),

redondeados y citoplasma escaso [,

8. DIAGNOSTICO.

A la mayoria de los perros a los que se les diagnostica la enfermedad se realiza de forma rutinaria una analitica
completa donde se pueden observar una amplia gama de anomalias, ademas de las siguientes pruebas que se

mencionan a continuacion: ©

8.1 Examen fisico
Se debe realizar una exploracién minuciosa de todos los ganglios linfaticos accesibles (submandibulares,

preescapulares, axilares, inguinales y popliteos) puesto que uno de los signos clinicos mas frecuentes es una
linfadenopatia generalizada. Cuando se evallan los ganglios, debemos siempre medir el tamafio y anotarlo. Es
fundamental anotar el tamafio desde la primera visita y de forma periddica en cada una de las revisiones porque
nos va a servir como sistema de evaluacién de respuesta al tratamiento. Puede ser util inspeccionar las mucosas
en busca de palidez, ictericia, petequias o Ulceras, signos que nos pueden hacer sospechar de una posible
anemia o trombocitopenia 61,

Una correcta palpacion abdominal nos puede revelar la existencia de organomegalia (esplenomegalia) o
linfadenopatia mesentérica. Por ultimo, medir la temperatura rectal y comprobar si hay pérdida de peso o

anorexia ',

8.2 Hemograma con examen del frotis
La mayoria de los perros presentan una anemia moderada no regenerativa normocitica-normocrémica por

enfermedad crénica . Ademds, se pueden observar anomalias morfoldgicas en los eritrocitos que incluyen

esquistocitos y acantocitos [33],

Aunque los recuentos de leucocitos son tipicamente normales, se ha descrito tanto leucocitosis como

leucopenia. En la mayoria de los casos, la leucocitosis representa una respuesta inflamatoria, observandose

[6] [19]

neutrofilia ®. La trombocitopenia leve y asintomatica es comin ™ encontrandose en el 30-50% de los casos
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La mayoria de los perros con esta neoplasia presentaran anomalias leves en su perfil hemostatico que tienden a

persistir durante la quimioterapia .

8.3 Perfil bioquimico con proteinograma

La bioquimica refleja, frecuentemente, el sitio anatémico implicado. Aunque los aumentos de los valores de las
enzimas hepaticas o renales pueden ser el resultado de que el linfoma afecta a alguno de estos érganos, con
frecuencia son secundarios a la enfermedad e indican una hepatopatia reactiva y deshidratacion 6

Los niveles de proteina sérica pueden disminuir debido a la pérdida de sangre o a nivel gastrointestinal como
ocurre en la forma digestiva, pero también pueden aumentar debido a la gammapatia monoclonal (se ha

descrito en el 6% de los perros con linfoma ..

La hipercalcemia se observa en un 15% de los casos (en 30-40% de los linfomas mediastinicos y en el 35% de los
linfomas de células T). Se caracteriza clinicamente por anorexia, pérdida de peso, debilidad muscular, letargia,
poliuria y polidipsia. Se debe a la produccién por parte de las células tumorales de una molécula que se llama

péptido-relacionado con la hormona paratiroidea ™.

8.4 Urianalisis
El andlisis de orina no se realiza de forma rutinaria, pero la proteinuria parece ser un hallazgo frecuente en

perros con forma multicéntrica. Por lo general, es leve, independiente del estadio y no tiene impacto en el

pronéstico 2.

8.5 Radiografias toracicas
Las radiografias toracicas y abdominales de perros con linfoma multicéntrico a menudo muestran

anormalidades, aunque éstas son tipicamente inespecificas y simplemente sugieren dicha enfermedad como
posible diagnéstico diferencial ©. Las radiografias toracicas revelan hallazgos anormales en el 70% de los casos
de linfoma e incluyen linfadenopatia tordcica (ganglios esternales y traqueobronquiales afectados), infiltrados

pulmonares y la presencia de una masa mediastinica craneal ™.

8.6 Ecografia abdominal

La ecografia del abdomen y los ganglios linfaticos periféricos es util para evaluar con precisidn el tamafio y la
arquitectura de los ganglios linfaticos asi como si hay afectacion hepética y esplénica .

Permite detectar una anormalidad focal o difusa en el tracto gastrointestinal (engrosamiento de una pared o
capa, pérdida de la apariencia normal de las capas), una masa (intestinal, gdastrica, ganglio mesentérico,
pancreatica, hepatica, esplénica) o alteraciones focales o difusas en la ecogenicidad y tamafio de uno o ambos

rifiones, higado, bazo y glandulas adrenales & Ademads, es dtil para ayudar en la toma de muestras mediante

aspiracion con aguja fina eco-guiada.
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8.7 Aspirado de médula 6sea
La afectacidon de la médula dsea se cita en hasta el 55% de los perros y no puede predecirse con precision a

partir de los recuentos de sangre periférica 2.

Dado que las biopsias de médula dsea o citometria de flujo de muestras de médula ésea no se realizan de forma
rutinaria en medicina veterinaria, el examen citolégico de una sola muestra de aspiracion de médula dsea sigue

siendo la técnica mas utilizada 2.

8.8 Citologia

El examen citoldgico se trata de una prueba rapida, econdmica, y minimamente invasiva, convirtiéndose en una
técnica de gran utilidad siempre y cuando se obtenga una buena muestra y sea examinada por un patélogo con
[20]

experiencia

Imagen 1. Ganglio linfatico de perro con linfoma. Se observa una poblacion homogénea de células linfoides grandes con

nucléolos prominentes y citoplasma baséfilo. Estas células son mas grandes que los neutroéfilos (flecha negra). Las figuras

mitdticas (flecha blanca delgada) y los macréfagos (flechas blancas gruesas) también estan presentes (el

Si en la muestra obtenida se observa una poblacién
homogénea y mayoritaria de linfocitos grandes, es decir,
con un didmetro del nucleo 3 veces el de un eritrocito, es
susceptible de ser un caso de linfoma canino. Ademas de
este hallazgo, existen una serie de factores que se pueden
tener en cuenta a lo hora de facilitar el diagndstico como

son: ® (Imagen 1)

- Laausencia de células plasmaticas y células inflamatorias como los neutréfilos, junto con la presencia de una
poblacién homogénea de células pequeiias o intermedias de linfocitos.

- La presencia de una poblacién importante de células linfoides grandes en un linfonodo en el que abundan
los linfocitos pequefios sin apreciar formas intermedias.

- La presencia de una poblacidn importante de células linfoides atipicas, aun siendo estas de pequefio tamafio
(ej. Las células en “espejo de mano” caracteristicas de linfoma T).

- La presencia de células con caracteristicas morfoldgicas uUnicas, como los linfomas de células grandes

granulares (LGL).
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A su vez, es posible evaluar el grado del tumor gracias a la citologia. (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas citoldgicas para evaluar el grado de la neoplasia de acuerdo a la WHO =2

TAMANO CELULAR iNDICE MITOTICO GRADO DE LINFOMA
Células pequefias (1-1.5 veces Células pequefias (1-1.5 veces Bajo grado
el diametro de un eritrocito) el diametro de un eritrocito)
Células medianas (2-2.25 veces | Células medianas (2-2.25 veces Alto grado
el diametro de un eritrocito) el diametro de un eritrocito)
Células grandes (3 veces el Células grandes (3 veces el Alto grado
diametro de un eritrocito) diametro de un eritrocito)

Algunos especialistas han aplicado ciertos criterios establecidos por la WHO, consiguiendo una concordancia de

(8]

hasta el 90% en la diferenciacion entre los fenotipos B y T *. En la bibliografia, disponemos de una serie de

criterios morfolégicos para diferenciar entre un origen B o T (Tabla 2).

Los criterios sugerentes de linfoma de células T son: (0]

- Ndcleos irregulares.
- Patrén de cromatina fina.

- Citoplasma claro/moderadamente baséfilo.

Tabla 2. Criterios citoldgicos que ayudan a establecer el inmunofenotipo del linfoma. [20]

CELULASB VST
Macréfagos Mas en B (P=0,09)
Cuerpos linfoglandulares Mas en B (P<0,00001)
Mitosis No diferencias significativas

Citoplasma vacuolado No diferencias significativas

Células plasmaticas Mas en T (P=0,0001)

8.9 Histologia

El estudio histolégico continta siendo la técnica de referencia en el diagnéstico del linfoma. Para la forma
multicéntrica, se recomienda la escisién quirurgica de un linfonodo completo, incluyendo la cdpsula para
mejorar el diagndstico histoldgico %. Las ventajas que ofrece la histologia residen en que permite alcanzar un
diagndstico definitivo en la mayoria de los casos. El principal inconveniente es que se trata de una técnica
invasiva que puede no estar indicada en pacientes clinicamente inestables, ademds, requiere aplicar una
clasificacion muy compleja por parte de los anatomopatdlogos ™.

Histolégicamente, el linfoma canino se caracteriza en funcién de una serie de criterios morfoldgicos que incluyen
el patron de crecimiento, el tamano nuclear, la morfologia nuclear (patrén de cromatina, el nimero y la

ubicacién de los nucléolos), el indice mitético y el inmunofenotipo.
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Con base a estas caracteristicas, el tumor se clasifica utilizando un esquema de clasificacién (201 Eyisten multitud

de estos sistemas pero actualmente el que se utiliza como referencia es el de la WHO.

8.10 Inmunofenotipo

El inmunofenotipo se usa, generalmente, para determinar el tipo de células de las que proviene el linfoma. En
algunas ocasiones, sirve ademas para obtener el diagndstico de linfoma, porque cuando se espera que en un
tejido haya una poblacién diversa de linfocitos y lo que se encuentra es una poblacién homogénea de células con
el mismo inmunofenotipo, ese resultado apoya el diagndstico de neoplasia, aunque hay que tener en cuenta que
algunas enfermedades inflamatorias e infecciosas, pueden producir también una expansién homogénea de
células linfoides (por ejemplo, Ehrlichia canis expansion de CD8+ T cells) ).

Para la determinacion del inmunofenotipo, se utilizan anticuerpos frente a los marcadores de superficie de los
linfocitos y se aplican sobre secciones de tejido (inmunohistoquimica), muestras de citologia
(inmunocitoquimica) o células individuales que se encuentran en un medio liquido (citometria de flujo).

Los anticuerpos mas usados incluyen CD20, CD21, CD79a y PAX5 para el linfoma de células By CD3, CD4 y CD8

para linfomas de células T ¥/,

8.11 Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares se utilizan para obtener el diagndstico de linfoma, o para caracterizar el tumor después
de que el diagnéstico inicial haya sido efectuado. Ocasionalmente, el diagnéstico de linfoma y la diferenciacién
entre proliferacion benigna o maligna de linfocitos no es posible (basdandonos en los criterios estandar de

histologia o citologia). En esos casos, es necesario un analisis molecular avanzado para confirmar el diagnéstico

[14]

8.11.1 Citometria de flujo.

Se trata de una técnica que consiste en la caracterizacion de los linfocitos presentes en muestras en suspension
mediante la forma en que dispersan la luz y el uso de marcadores fenotipicos 2%.

En primer lugar, las células se marcan con anticuerpos, marcados a su vez con una molécula de fluoresceina
(fluoréforo) para que puedan ser detectados. Estos anticuerpos se unen a receptores de superficie o
intracelulares; después se hacen pasar por un conducto en el que se hace incidir una luz laser 2% 4%,

La maquina (Imagen 2) una serie de detectores, de manera que cuando cada célula independiente pasa por el
laser, los anticuerpos monoclonales de la superficie que tienen el fluoréforo son excitadas y emiten luz.

Los diferentes receptores recogen la cantidad de luz dispersada, asi como la forma de dispersiéon y la

. ey . . 7 20,2
fluorescencia emitida por los anticuerpos unidos a las células > **. (Tabla 3).

14



Imagen 2. Representacion simplificada de los componentes y el funcionamiento de un citémetro de flujo.
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Esta informacion obtenida es analizada y se representa en graficas
y valores numéricos, con lo que se obtiene informacién sobre el
tamafio de las células, su complejidad interna y los anticuerpos que
se han unido o no a ellas (marcadores celulares presentes en la

muestra). 2%,

Tabla 3. Receptores cominmente usados en citometria de flujo para el estudio inmunofenotipico del linfoma y células que

20
los expresan (201,

ANTIGENO Antigeno encontrado en:
CD 45 Todos los leucocitos
CD 34 Células inmaduras (progenitor de células
hematopoyéticas o leucemia)
CDh3 Linfocitos T
Ch4 Linfocitos T (helper) y neutréfilos
CD5 Linfocitos T
CD 8 Linfocitos T (citotdxicos)
CD21 Linfocitos B maduros
CD 792 Linfocitos B en todos los estadios
[20,40]

Requerimientos de la muestra:

- La muestra debe ser recogida antes de haber empezado con el tratamiento para que la poblacién neoplasica

de linfocitos no aparezca alterada.

- Las células deben estar en suspension, no enviar fragmentos de tejido ni extensiones citoldgicas pues no son

aptas.

- Debe haber un nimero suficiente de células puesto que las muestras con poca celularidad no aportan

resultados fiables. Para obtener unos resultados adecuados ha de tomarse una muestra de una zona

representativa con un minimo de celularidad (ideal >4,5 X 10° células/L).

- El envio tiene que ser rapido y en refrigeracién, nunca deben congelarse ya que se produciria la destruccion

de las células.

La muestra se envia con una parte de suero salino fisiolégico (SSF) y otra de suero del propio paciente. La

viabilidad de las muestras es de unas 24-36 horas.
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Utilidad en el linfoma canino: 1>

Determinacion del inmunofenotipo: las poblaciones de linfocitos presentes en los linfonodos deben ser
similares a las que hay presentes en sangre periférica (tanto la proporcion que hay de linfocitos By T, como las
subpoblaciones de linfocitos T).

El aspirado de linfonodos y posterior andlisis inmunofenotipico mediante citometria de flujo ha demostrado ser

una técnica fiable para el diagnostico del linfoma.

Maduracién tumoral:

- Los precursores linfoides y mieloides expresan CD34. Cuando hay presencia de células neopldsicas en
médula ésea o en sangre, el uso de este marcador permite distinguir entre una leucemia aguda (si las células
son positivas) o un linfoma en estadio V (si las células son negativas). La diferenciacién entre linfoma estadio
V y leucemia crénica es mas compleja y debe basarse, principalmente, en los signos clinicos. Ademas,
algunos linfomas pueden manifestar un cierto porcentaje de células positivas a CD34, lo que se considera un
patrén de expresidn aberrante.

- Los marcadores CD21 y CD79a ayudan a diferenciar entre linfocitos B maduros (CD21°CD79a") o linfocitos B
inmaduros (CD21°CD79a").

- Los linfocitos T se forman como células doblemente negativas (CD4 CD8’) hasta su maduracién en la corteza
del timo, donde pasan a ser doblemente positivos (CD4°CD8"). En este mismo lugar, mediante la interaccién
con las células presentadoras de antigenos, se produce su diferenciacion hacia linfocitos T colaboradores
(CD4'CD8) o citotdxicos (CD4CD8") y su movimiento hacia érganos linfoides secundarios, sangre y medula
Osea. Este proceso de maduracion es util a la hora de distinguir un linfoma timico, en el que suele haber
expansion clonal de un inmunofenotipo concreto, y un timoma, en el que puede aparecer un alto nimero

de células CD4*CDS8".

Deteccidn de patrones aberrantes:

Un patrén aberrante es la expresién cualitativa o cuantitativa anormal de un antigeno en las células linfoides
neoplasicas .

Resulta atil a la hora de detectar enfermedad minima residual y para establecer un prondstico cuando ciertos
patrones estan presentes, no siendo siempre el prondstico peor cuando se detecta el patrén aberrante (Tabla 4).
Dentro de los patrones aberrantes mas frecuentes en el linfoma, se encuentran la coexpresidon de antigenos de
linfocitos By T (CD3'CD79" y CD3*CD21"), la expresién de CD34, la coexpresidon de CD4 y CD8 en linfomas Ty la
pérdida de marcadores de leucocitos como el CD45 o el cD18 ™2,

La deteccidn de la expresidon aberrante de CD45 (antigeno leucocitario comun) es un rasgo bastante frecuente en

las neoplasias linfoides. Estas caracteristicas son mucho mas frecuentes en neoplasias precursores y en
16



neoplasias de células T pudiendo ser utiles a la hora de ayudar a diferenciar si se trata de una enfermedad
. , . [12]
reactiva o neoplasica .

Tabla 4. Ejemplos de expresion aberrante de marcadores de superficie y su prondstico asociado. [11]

PATRON ABERRANTE PRONOSTICO
Baja expresion de CMH Il en linfoma B Mayor mortalidad y menor tiempo hasta recaida.
Pérdida de CD45 en linfoma de zona T Supervivencia mucho mayor que los que expresaban
CD45
Pérdida de la expresion de CD 45 Curso clinico indolente
Disminucién de CMH Il en linfomas T CD4* Curso clinico agresivo

*CMH Il: Complejo mayor de histocompatibilidad clase 2.
Estadiaje y enfermedad minima residual:

La citometria de flujo permite evaluar la extensién de la enfermedad mediante la identificacion de células
neoplasicas en sangre periférica, médula ésea, higado o bazo (201 Ademas, la presencia de linfocitos con un
patrén aberrante ayuda a su identificacién como neopldsicos entre una poblacién de linfocitos normales (251,

La presencia de mas del 3% de linfocitos B grandes en médula ésea de pacientes con linfoma B de células
grandes se ha asociado a menor supervivencia (115 frente a 322 dias) y una progresidon mas rapida de la
enfermedad (69 frente a 149 dias) comparado con aquellos pacientes con menos del 3% de estas células en
médula ésea .

La deteccidon de marcadores de proliferacién celular como el Ki67 también ha demostrado cierta finalidad para
predecir el prondstico en perros con linfoma de células B de alto grado, con aquellos pacientes con una
marcacion de Ki67 que supongan menos del 20,1% de las células neopldsicas muestran una mayor supervivencia

que aquellos con una marcacion superior %,

Ventajas de la técnica.

- Realizar mediciones multiples de forma simultanea en un gran numero de células.

- La posibilidad de reunir una gran variedad de informacién de cada célula.

- Lafacilidad de la técnica, en comparacién con otros métodos de inmunofenotipado.
- Larapidez con la que se obtienen los resultados.

- Determinar inmunofenotipo (linfoma de células B vs T).

- Diferenciar timoma (CD4+CD8+) de linfoma mediastinico de bajo grado (CD4+CD8-).
- Diferenciar linfoma estadio V (CD34-) de leucemia aguda (CD34+).

- Diferenciar poblaciones monomarficas no neoplasicas, por ejemplo, foliculo linfoide esplénico.
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Los principales inconvenientes son: [20]

- La necesidad de emplear muestras frescas y de suficiente celularidad.
- Suelevado precio debido al alto coste de los anticuerpos y los equipos de analisis.

- La necesidad de personal especializado para una correcta interpretacidn de los resultados.

9.11.2 PCR para el reordenamiento de receptor de antigeno — ensayos de clonalidad (PARR).

Los linfomas son tumores hematopoyéticos causados por la expansion clonal de linfocitos. La deteccidon de la
clonalidad se basa en el hecho de que los linfocitos contienen regiones de ADN que son Unicas en longitud y
secuencia. Estas regiones Unicas estan mayoritariamente localizadas en los genes que codifican para la regién
CDR3 (Complementary Determining Region 3) tanto de las inmunoglobulinas como del receptor de células T
gamma (TCRy) 2034,

La poblacidon maligna de células deriva de una expansién a partir de un Unico clon maligno. Por ejemplo, en un
perro con linfoma de células T, todas las células malignas deben tener la misma secuencia de ADN para la region
variable del gen del receptor de célula T (TCR). En el caso de un linfoma de células B, las células tumorales tienen
gue tener la misma secuencia de ADN en la region variable del receptor de inmunoglobulina; por el contrario, si

se trata de una linfocitosis reactiva, las células tendran que ser policlonales para sus receptores de antigenos (20

,34].

A partir de este concepto surge la PARR, una técnica de diagndstico molecular capaz de amplificar el gen que
codifica para la regidn variable de la célula T (TCR) y del receptor de inmunoglobulina, y asi detectar poblaciones
de linfocitos clonales. Es decir, se utiliza para saber si hay clonalidad o falta de ella en una poblacién de
linfocitos T o B que son sospechosos de ser neoplasicos 2%,

En circunstancias normales, los receptores de linfocitos B y T presentan una variedad tan amplia como los
distintos antigenos que son capaces de reconocer y, por lo tanto, la expansion del ADN que codifica para esos

receptores reflejard esa variedad en los resultados de la PARR (expansion policlonal) 2°3%.

En los procesos reactivos, los linfocitos derivan de multiples células precursoras que difieren (en este caso) en
distintos tamafios y combinaciones de la regién complementaria 3 (CDR3, receptor de linfocitos T), lo que resulta
en segmentos amplificados de distintos tamafios en la electroforesis que siguen una distribucidon en campana de
Gauss. En los procesos neoplasicos, los linfocitos derivan de una Unica célula precursora y, por lo tanto, tienen
idéntica longitud de CDR3, lo que resulta en segmentos amplificados de igual tamafio y un pico en la elec-

troforesis °** (Imagen 3).
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La presencia de pico monoclonal u oligoclonal es altamente sugestivo de linfoma canino y aunque esta prueba
tiene una alta sensibilidad (75%) y alta especificidad (95%), existen algunas infecciones como la ehrlichiosis
monocitica y otras enfermedades neoplasicas como la leucemia mieloide aguda que pueden conducir a falsos

positivos [20],

Imagen 3. Representacion esquematica del principio de clonalidad. [34]
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Requisitos de la muestra:

Para llevar a cabo la prueba es necesario que haya un numero suficiente de linfocitos con el fin de conseguir una

cantidad significativa de ADN (un minimo aproximado de 50 mil células). Puede realizarse a partir de muestras

de tejido fijado en formalina, congelado, extensiones citoldgicas o muestras de fluido. *!

Esta técnica es tan sensible que puede dar un falso positivo en presencia de muy pocos linfocitos ya que si solo

hay un linfocito, sera una poblacién clonal ¥,

Indicaciones en el linfoma canino:

La técnica PARR se utiliza como una herramienta de diagndstico adicional, siendo su principal aplicacién

diferenciar entre proliferaciones linfoides reactivas y neoplasicas cuando el examen citoldgico y/o histoldgico no

es concluyente ™.

Es importante recalcar que la PARR no debe utilizarse como Unica prueba para determinar el inmunofenotipo

debido a la posibilidad de que aparezcan falsos positivos y negativos. Ademas, existen otras técnicas como la

[14]

citometria de flujo que aportan mucha mas informacidn acerca del prondstico “". La deteccién de la expresion

aberrante de CD18 o CD45 en células neoplasicas es sugestiva de clonalidad y también puede ser util para

confirmar la malignidad (2]
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Posibles resultados e interpretacién:

Tanto los resultados como su interpretacién se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados mas probables que se pueden obtener al realizar la técnica PARR y su interpretacion.

RESULTADO OBTENIDO INTERPRETACION
Expansién monoclonal/biclonal de linfocitos B/T Compatible con Linfoma B/T
Expansion policlonal de linfocitos B/T Compatible con tejido linfoide normal o hiperpldsico
Expansion monoclonal/biclonal de linfocitos B/T con | Compatible con Linfoma B/T (a menor cantidad de
presencia de fondo policlonal del mismo tipo de fondo, mayor certeza).
linfocitos y expansion policlonal de la otra poblacion
Insuficiente cantidad de ADN Escaso numero de linfocitos en la muestra

Usos de PARR: 2034

- Determinar si hay una proliferacion clonal de células linfoides en un tejido en particular.

Confirmar o descartar la presencia de neoplasia linfoide (expansién monoclonal).

Diferenciar entre un proceso reactivo (expansion policlonal) o neoplasico (expansién monoclonal).

- Monitorizar enfermedad residual en pacientes con linfoma.

Las ventajas de la técnica son superiores a los inconvenientes, siempre que se use con la finalidad para la que

estd indicada. %

- Posibilidad de realizar la prueba en gran variedad de muestras, incluso mucho tiempo después de haber sido
tomadas.

- Permite hacer un examen citoldgico y/o histoldgico previo de la muestra, lo que permite evaluar la
celularidad.

- Es poco invasiva, al poder realizarse a partir de aspirados citoldgicos.

- Econdmica en comparacidn con otras pruebas.

Los inconvenientes estan asociados, principalmente a la técnica: 2

- Necesidad de utilizar cebadores especificos de la especie.

- Requiere personal con conocimientos y experiencia en el campo de la genética.

Tabla 6. Principales diferencias entre la Citometria de flujo y la PARR.

CITOMETRIA DE FLUJO PARR
Determina el inmunofenotipo de una poblacidn. Determina si la poblacidn de la muestra es reactiva o
neoplasica.
Requiere de células en suspensién y en un medio No requiere mucha celularidad.
adecuado.
Muestra (exclusivamente células vivas). Muestra (variedad de muestras: células, tejidos,
extensiones citoldgicas)
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Mas recientemente, se ha defendido el uso de la PARR como una alternativa para inmunohistoquimica o
citometria de flujo, pero la citometria de flujo demostrd ser superior a la PARR (la concordancia total entre las
o . . [35]
pruebas fue del 60%), aunque en ausencia de muestras frescas, el PARR puede ser una alternativa aceptable "*>'.
Aunque la PARR se ha utilizado para estadiar pacientes con linfoma, el estadio clinico demostré ser un mejor
indicador de prondstico que el estadio PARR y, como resultado, no se recomienda para la estadificacién de
rutina. La PARR puede usarse para el inmunofenotipo, pero es menos preciso que las técnicas basadas en
anticuerpos y debe reservarse para aquellos casos en los que no hay muestras disponibles para la inmunotincién

o la citometria de flujo .

9. ESTADIO CLINICO.

Una vez que el diagndstico de linfoma se confirma, es necesario establecer el estadio clinico del paciente. El
estadio clinico implica una evaluacién completa de la extensidn de la enfermedad a la vez que ofrece
informacién sobre el estado general del animal, prondstico, monitorizacién de la respuesta al tratamiento y
toma de decisiones. La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) ha establecido una clasificacién del estadio

clinico sobre el linfoma canino de acuerdo con el lugar anatémico que se encuentre afectado: &

- Estadio I: solo esta implicado un nddulo linfatico o tejido linfoide de un Unico érgano.

Estadio II: afectacidn regional de varios nddulos linfaticos del organismo.

Estadio Ill: hay una afeccién generalizada de nddulos linfaticos no dolorosa.

Estadio IV: afectacion generalizada de nédulos linfaticos asi como higado y/o bazo.

- Estadio V: implicacién de la sangre, medula dsea y/o otros drganos.

Existe a su vez, un subestadiaje “a” para indicar la ausencia de signos sistémicos, y “b” para indicar la presencia

de signos sistémicos tales como fiebre, pérdida de peso, o hipercalcemia #*7.

10. TRATAMIENTO.

10.1 Cirugia

La cirugia se utiliza a menudo para conseguir un diagndstico a través de una biopsia incisional, excisional o
incluso una linfadenectomia. Se realiza también para aliviar una situacidon que compromete al paciente y que no
puede esperar a que la quimioterapia haga su efecto. Hay que tener en cuenta que la cirugia no tiene ningin

efecto sobre el tiempo de supervivencia o
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Esta indicada en pacientes con linfoma en estadio |, por ejemplo, un solo ganglio linfatico afectado o una lesidn
cutanea bien delimitada, sin embargo, no se recomienda como Unica forma de tratamiento puesto que la

mayoria progresan a enfermedad sistémica y ello hace aconsejable la quimioterapia sistémica adyuvante 2.

10.2 Radioterapia

Las células nepldsicas son radiosensibles y por tanto podria estar indicado. Sin embargo, tiene un papel limitado
puesto que no hay un soporte hematoldgico y trasplante de medula dsea adecuados 8

La radioterapia se usa mas cominmente como terapia adyuvante para la quimioterapia sistémica y se puede
realizar en una Unica sesion de irradiacidon de cuerpo entero (WBI) o en dos sesiones separadas de irradiacién de
medio cuerpo (HBI). Esta ultima presenta menos efectos secundarios que la WBI por lo que es preferida por los
oncélogos .

Un protocolo HBI utilizado para el tratamiento de linfoma en 94 perros, obtuvo un tiempo de supervivencia de
486 dias ™. Asi también, se describen tiempos medios de remisién y de supervivencia en 6 perros tratados con
quimioterapia y radioterapia a medio cuerpo de 455 y 550 dias respectivamente. Estos resultados sugieren que
la radioterapia a medio cuerpo junto con un protocolo de quimioterapia puede incrementar la duracién de la
remision comparado con protocolos quimioterdpicos solos [6]

Debido a su alto coste de adquisicion y mantenimiento, unido a la necesidad de formacion de especialistas y
personal de mantenimiento para hacer funcionar las mdquinas, éstas estdn generalmente disponibles solo en

centros oncoldgicos de referencia, en Espaiia solo existe un centro de estas caracteristicas localizado en Cérdoba

(Ciovet).
10.3 Quimioterapia

Generalidades:

La quimioterapia es una técnica terapéutica que consiste en la administracidon de farmacos citostaticos para el
tratamiento del cancer, que actuan interfiriendo el ciclo celular, de esta forma se consigue mantener controlado
el crecimiento neopldsico. Las células del linfoma son sensibles a los farmacos quimioterapicos por lo que se
considera la terapia de eleccién 2.

Sin embargo, la mayoria de los pacientes con linfoma canino no se curan con este tratamiento; el objetivo de la
quimioterapia es por lo tanto lograr una remisién completa a largo plazo con resolucién de los signos clinicos y
mejora /mantenimiento de la calidad de vida del paciente al mismo tiempo que se proporciona una toxicidad
minima al paciente "%,

Los farmacos quimioterapicos usados para tratar pacientes con linfoma canino son similares a los utilizados en

humanos, aunque existen diferencias importantes en el calendario de tratamiento, eficacia y toxicidad “%.
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Efectos secundarios/toxicidad:

La toxicidad de la quimioterapia es uno de los principales problemas y de preocupaciéon por parte de los
propietarios ya que lo asocian a los efectos secundarios que produce en humanos. Por este motivo, hay que
hacer especial hincapié en que se utilizan dosis mds bajas y protocolos menos intensos que para el tratamiento
de neoplasias humanas, por lo que generalmente es bien tolerada =

Los efectos secundarios mds frecuentes son la falta de apetito y letargia. Ademas de estos, podemos destacar la
toxicidad hematoldgica que puede cursar con neutropenia, trombocitopenia y anemia; toxicidad gastrointestinal

(vomitos y diarreas); reacciones alérgicas (urticaria, prurito) entre otras. Sin embargo, la mayor parte de estos

efectos secundarios pueden prevenirse y/o tratarse de forma adecuada % (Tabla 7).

Tabla 7. Algunos quimioterapicos comunes junto con su toxicidad [40]

FARMACO TOXICIDAD

Ciclofosfamida Gastrointestinal, mielosupresidn, cistitis
hemorragica estéril

Clorambucilo Mielosupresion

Lomustina Mielosupresion (neutropenia aguda y
trombocitopenia crénica), hepatoxicidad

Dacarbacina Gastrointestinal

Doxorubicina Gastrointestinal, mielosupresién, reaccién de
hipersensibilidad aguda, cardiotoxicidad

Vincristina Gastrointestinal, mielosupresién, neuropatia
periférica

L-asparginasa Hipersensibilidad: reaccién anafilactica en la
primera hora post-administracion.

Eleccion del protocolo:

Debido a la cantidad de protocolos quimioterapicos disponibles, se deben considerar muchos factores que
deben ser discutidos con el propietario para hacer la mejor eleccidon (coste de tratamiento, la experiencia del
clinico, el nimero de visitas, uso de protocolo multi-agente o de agente Gnico, tipo de linfoma) .

En general, los protocolos quimioterapicos mas complejos son mas caros, requieren de mas tiempo, ademas de
presentar mayor toxicidad en comparacidn con protocolos simples (solo un agente). A pesar de esto, la terapia
combinada continta siendo la de eleccidn porque utilizan drogas con distintos mecanismos de accién, evitando
el desarrollo de multiresistencias .

Como se ha ido presentando anteriormente, el linfoma canino no es una Unica entidad, sino que existen

diferentes tipos, por lo que en la actualidad cada uno recibe un tratamiento especifico que se explica a

continuacion.
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Tratamiento del linfoma indolente

El linfoma indolente o de bajo grado es una neoplasia de proliferacidn lenta, por lo que la quimioterapia se debe
usar con precaucion ya que afecta principalmente a las células que se replican activamente. En medicina

humana, la mayoria de los linfomas indolentes inicialmente no reciben tratamiento y, por lo general, se

recomienda una estrategia de ‘watchful waiting’ '>%.

Solo en etapas avanzadas de la enfermedad, es decir, ante la presencia de signos sistémicos, depresion de la

médula dsea... se recomienda quimioterapia. De acuerdo con la estrategia que se sigue en humanos, los perros

asintomaticos con linfomas indolentes solo deben ser monitorizados %%

Recientemente, se ha demostrado que los perros con linfomas de bajo grado tienen un buen prondstico a largo

plazo y que el uso de protocolos basados en CHOP no ofrece ningln beneficio de supervivencia (36l

En otro estudio se observd que, perros sin tratamiento para TZL vivieron una media de 22.6 meses, los que si
fueron tratados con doxorubicina alcanzaron medias de 13.4 meses y los que recibieron quimioterapia sin
doxorubicina fue de 10,3 meses ..

Por lo tanto, se recomienda que solo se hagan controles del tamafio de los ganglios linfaticos y de la hematologia

y no se traten o en el caso de ser tratados (cuando la enfermedad progresa o el paciente muestra signos clinicos)

[3] ) [40]

, se utilicen protocolos de baja intensidad como clorambucilo y prednisolona (CP

Tratamiento del linfoma de grado intermedio/alto

Dentro del linfoma de grado intermedio/alto, el tratamiento es diferente en funcién del origen de las células, es
decir, si es de linfocitos B o T ya que no responden igual al mismo tipo de quimioterdpicos.
Por un lado, el tratamiento estandar para el linfoma de células B se basa en un protocolo CHOP ya que presenta

una tasa de respuesta cercana al 90% %l

Recientemente ha aparecido un protocolo que se basa en la
alternancia de rabacfosadina y doxorubicina. Este protocolo presenta una tasa de respuesta del 84% con un
intervalo libre de progresion de 194 dias de media. Aunque la rabacfosadina no esta todavia comercializada en
Europa !,

Sin embargo, Los pacientes con linfoma de células T de alto grado tratados con protocolo CHOP presentan una
tasa de remisién mas baja (del 40%), una remisidn menos duradera, es decir, recaen mas temprano y presentan
una tasa de supervivencia menor (5.3 meses) que los perros con linfoma de células B tratados con el mismo
protocolo . Ademas, la efectividad de la doxorubicina es deficiente, solo el 50% de los perros respondieron en
comparacion con el 100% en casos de linfomas de células B &l En otro estudio se observé que utilizar un
protocolo basado en L-CHOP produjo una remisidn completa en el 88% de los pacientes, sin embargo, el periodo

[37]

medio de supervivencia fue bastante corto, de apenas 3.4 meses ~"'. Una posible causa de la falta de respuesta

ante el protocolo CHOP es la resistencia a multiples farmacos.
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Los farmacos exportados por MDR-1 (doxorubicina, vincristina) serian menos efectivos. La inclusiéon de agentes
alquilantes en un protocolo para el tratamiento de linfoma T de alto grado es légico puesto que estos agentes no
se ven afectados por MDR-1 y muestran poca resistencia cruzada 131,

Por ello, se ha sugerido que los protocolos basados en agentes alquilantes como L-asparaginasa podrian ser
superiores a un protocolo cldsico basado en CHOP donde se observa una mejora en el periodo libre de
enfermedad (remision) ®#. En un estudio de 50 perros con linfoma de células T de alto grado tratados con L-
MOPP se observd una tasa superior de respuesta y tiempo de supervivencia en comparacion con los tratados
con CHOP ¥,

Otra posibilidad, es usar un protocolo tipo LOPP, ya que en un estudio reciente, 31 perros fueron tratados con

LOPP obteniéndose los resultados que se observan en la tabla 8 (18]

Tabla 8. Comparacion de los resultados de 4 protocolos combinados utilizados para tratar el linfoma de células T.

Protocolo | Protocolo L-MOPP ! | Protocolo CHOP ®*”' | Protocolo
VELCAP- Lopp 18
Tsc®
Numero de perros 70 50 24 31
% remision completa 64% 78% 88% 97%
Supervivencia media 237 278 234 176
en dias
1 afo de 31% - 14% 39%
supervivencia
2 afios de 20,2% >25% 5% 25%
supervivencia
Toxicidad 90% 67% - 42%

*VELCAP-TSC: vincristina, L-asparginasa, ciclofosfamida, doxorubicina, mitoxantrona, actinomicina D, procarbacina,
prednisolona y lomustina.

* L-MOPP: L-asparaginasa, mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina.

* CHOP: Ciclofosfamida, Doxorubicina, Vincristina y Prednisona.

*LOPP: lomustina, vincristina, procarbacina, prednisolona.

Limitaciones de la quimioterapia

La eficacia de la quimioterapia esta limitada por el desarrollo de la resistencia (DR) a los farmacos
quimioterapicos. El DR puede tener muchas causas pero se cree que los transportadores de farmacos de la
superfamilia de cassettes ATP-binding, incluyendo P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1) y BCRP (ABCG2) juegan un papel
importante 181,

Un estudio prospectivo reciente mostrd que, aunque la expresion del ARNm del transportador ABC es comun en
el linfoma canino, es poco probable que sea la Unica causa. El DR fue mas comun en las células T que en el
linfoma de células B ¥,

Dichas limitaciones de la quimioterapia condicionan la necesidad de valorar el empleo de otras modalidades

terapéuticas que traten de atacar las células tumorales por otras vias.
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10.4 Inmunoterapia

Esta terapia se basa en el uso de los anticuerpos, proteinas producidas por el sistema inmunitario qué se unen a
su antigeno especifico en la superficie celular (diana) y el sistema inmune es capaz de identificarlo y eliminar las
células donde el anticuerpo se haya unido .

En la actualidad existen 2 anticuerpos monoclonales para el tratamiento del linfoma canino. Aunque todavia
estan bajo estudios clinicos y hay pocos datos sobre su eficacia, todo parece indicar que los nuevos avances en el
tratamiento del linfoma se centran en combinar la inmunoterapia con la quimioterapia 2%

Uno de los anticuerpos monoclonales esta dirigido para el linfoma de células B (AT004) y el otro esta dirigido al
linfoma de células T (ATO05). El ATO0O4 es un anticuerpo dirigido frente al antigeno CD20 (antigeno que se
expresa en células B de perros con linfoma) que combinado con quimioterapia aumenta el porcentaje de
remision completa y el periodo libre de enfermedad ®*°. El AT005 se trata de un anticuerpo dirigido frente al

antigeno CD52 que se expresa en células T de perros con linfoma .

11. PRONOSTICO.

Aproximadamente entre el 70-80% de los casos con linfoma multicéntrico alcanzan remisiones completas con un
tratamiento adecuado y permanecen en esa fase de 6 a 9 meses de media. Una vez que la enfermedad

reaparece, el prondstico empeora, ya que menos del 50% de los casos responde a la terapia de rescate @
El prondstico del linfoma varia y depende de diferentes factores que se nombran a continuacion (tabla 9):

Tabla 9. Factores prondstico asociados al linfoma canino.

FACTOR COMENTARIOS
Subestadio clinico (WHO) Subestadio b se asocia con una menor supervivencia
Grado histologico Grado intermedio/alto = alta respuesta al

tratamiento pero reducida supervivencia.
Linfoma indolente = supervivencia prolongada
incluso sin tratamiento.

Inmunofenotipo Linfoma de células T = supervivencia reducida.

Hipercalcemia Se asocia con un peor prondstico

Estadio clinico* Estadio | y Il > favorable ; Estadio V > desfavorable

Anemia Asociado a peor prondstico

Linfocitosis (Linfoma T) Recuentos superiores a 9.2 tienen un mayor tiempo
de supervivencia.

Pretratamiento con glucocorticoides El tiempo de supervivencia estd reducido en los

pacientes que han sido tratados previamente con
glucocorticoides.

(*): Requiere una mayor investigacion.
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Signos clinicos/Estadio clinico

Los perros con linfoma que presentan diversos signos clinicos o con enfermedades concomitantes a nivel
cardiaco, pulmonar, renal... influyen en gran medida en el protocolo de tratamiento y la supervivencia. Estos

aspectos se asocian con un subestadio b, es decir, con un prondstico mas desfavorable BI,
Inmunofenotipo

Segln multitud de estudios, los linfomas de células B son mds frecuentes y se asocian a mayor tiempo de
supervivencia y de remisidn en comparacion con los linfomas de células T. Algunos de estos estudios describen
una supervivencia media de 389 dias para los linfomas B respecto a los 159 dias de media de los linfomas T [20]
Grado histoldgico (imagen 4)

Los linfomas de intermedio-alto grado de células B responden mejor a la quimioterapia. Perros con linfoma de
bajo grado, pueden tener largos tiempos de supervivencia sin necesidad de una terapia agresiva 4,

Segun un estudio reciente que estudiaba la asociacidén entre la clasificacion histoldgica, el estadio del tumor, el
subtipo del tumor, el indice mitético y el tratamiento del linfoma canino con la supervivencia, se comprobé que
el grado histoldgico basado en el indice mitético era una de las caracteristicas mas importantes para predecir el
prondstico de la enfermedad ..

De esta forma se observd, que el linfoma de alto grado de células T era el subtipo con un peor prondstico (162
dias de supervivencia de media), mientras que el linfoma de bajo grado de células T mostraba el mejor

pronostico (622 dias de media) compartiendo ambos el mismo inmunofenotipo e,

Imagen 4. Probabilidad de supervivencia en 7 grupos distintos ..

BLH: Hiperplasia linfoide benigna.
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Pre-tratamiento con glucocorticoides

El tratamiento a base de glucocorticoides antes de iniciar el tratamiento quimioterapico reduce la tasa de

respuesta a la quimioterapia [6. 38]
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La falta de respuesta a la terapia (sin respuesta completa) ya sea al inicio de la terapia o después de una recaida,
afecta negativamente el resultado del tratamiento y por consiguiente al valor prondstico. En todas estas

situaciones, se cree que el fracaso del tratamiento es el resultado de la resistencia a los quimioterapicos .

Presencia de hipercalcemia

Se trata un indicador de mal pronéstico *® pero también esté asociado con el inmunofenotipo de células T ®y
se ha demostrado que la presencia de hipercalcemia en los linfomas de células T no tiene ningin efecto

negativo en la respuesta al tratamiento o la supervivencia 37,

indices proliferativos

Los indices proliferativos incluyen indice mitético, PCNA, Ki-67 y regiones organizadoras nucleolares agrofilicas
(AgNOR), de los cuales Ki-67 y AgNOR se pueden evaluar tanto en muestras histolégicas como citoldgicas. La
expresion de Ki-67, PCNA y AgNOR es mas alta en pacientes con linfoma canino que en proliferaciones linfoides

benignas ®.

[39]

Ademas, los niveles de expresién de AgNOR y Ki-67 se relacionaron con el grado ' y demostraron tener valor

prondstico a diferencia del indice mitético y la expresién de PCNA ).

12. RESULTADOS Y DISCUSION.

A continuacidn, se presentan 2 casos procedentes del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Zaragoza.

Caso 1.

Rony, un Shar-pei de 14 afios, castrado acude a consulta de medicina interna (08/01/2018) porque ha perdido
peso (25,5kg a 22,4 kg), ha tenido algin vomito y lo notan mds apdatico. Durante la exploracién, lo Unico
resefiable es una linfadenopatia generalizada (preescapulares, submandibulares y popliteos aumentados de
tamafio). Se realiza hemograma, bioquimico y citologia (imdgenes 5 y 6), la cual es compatible con un linfoma de
alto grado. Posteriormente se propone a los duefios llevar a cabo una Citometria de Flujo para conocer el
inmunofenotipo del linfoma, remitiéndose aspirado de ganglio linfatico. Ademas, gracias a esta técnica podemos
constatar que se trata de un linfoma de células grandes puesto que el tamafio de los linfocitos B (tumorales) es
1,88 veces el de los linfocitos T (sanos) y que el valor Ki67 supera el 40%. Ambos hallazgos son considerados
factores prondsticos negativos Y.

Tras obtener los resultados de la citometria de flujo (imdgenes 7 y 8), se confirma un linfoma de células B de alto

grado y se empieza a tratar con protocolo UW Madison CHOP. A dia 05/09/2018 continua en remisidn.
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Imdgenes 5y 6. Citologias del ganglio popliteo izquierdo y preescapular de Rony. Se observa una poblacién homogénea de

linfoblastos (flechas negras). Se pueden apreciar figuras de mitosis (flecha blanca).

Imdgenes 7 y 8: Resultados obtenidos en la citometria de flujo donde se muestra que la poblacion celular predominante en

el ganglio de Rony son células linfoides tipo B (CD45*/CD21*/CD37/CD5).
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Caso 2.

Noli, una Yorkshire terrier de 14 afos, esterilizada acude a consulta de oncologia remitida por su veterinario
(15/06/2017) porque presentaba un “bulto” y la notan muy apatica. Durante la exploracidn, lo Unico resefiable
es una linfadenopatia generalizada (submandibulares y popliteos aumentados de tamafio). Se realiza una
citologia (Imdgenes 9 y 10), la cual es compatible con un linfoma de bajo grado. Posteriormente, se propone a
los propietarios la realizacién de una citometria de flujo (21/06/2017). Para ello, se obtiene una muestra por
puncién con aguja fina (PAF) del ganglio. Los resultados de la prueba muestran que se trata de un linfoma de
bajo grado de células T. (Imdgenes 11 y 12). Al tratarse de un linfoma indolente que muestra signos clinicos se
decide empezar a tratar con prednisona y clorambucilo (28/06/2017). El 26/05/2018 muere en UCI debido a una

insuficiencia respiratoria asociada a colapso traqueal.
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Imdgenes 9y 10. Las citologias provienen de los ganglios submandibular y popliteo derecho. Podemos observar abundante
celularidad formada por una poblacién homogénea de células linfoides de pequefio tamafo (Imagen izquierda), de las
cuales, muchas de ellas presentan la tipica imagen de “espejo de mano” (flechas negras). Este hallazgo hace que sea

compatible con un linfoma de células T de bajo grado.

Imdgenes 11 y 12. Resultados obtenidos en la citometria de flujo donde se muestra que la poblaciéon celular predominante

en el ganglio de Noly son linfoblastos tipo T helper (CD45*/CD217/CD3"/CD4").
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A la hora de abordar ambos casos, tanto el protocolo de actuacidon como el diagndstico son similares. Gracias a la
citologia podemos establecer el grado del linfoma evaluando el tamafo celular, basofilia citoplasmatica,
presencia de nucléolos evidentes y de mitosis. En el Caso 1 podemos observar que los nucleos de las células son
mas grandes que un glébulo rojo (>2-3 veces) y encontramos abundantes mitosis (> 3 por campo) por lo que es
compatible con un linfoma de alto grado mientras que en el Caso 2, el tamafio de los nucleos es pequeiio (solo
1-1,5 veces mas grandes que un globulo rojo) y no se observan apenas mitosis (<1 por campo) siendo

compatible con un linfoma de bajo grado.
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Ademas, la citologia puede ayudar a orientar el inmunofenotipo, en el Caso 1 se observan gran cantidad de
células linfoglandulares, basofilia y presencia de nucléolos evidentes lo cual es tipico en un linfoma de células B
mientras que en el Caso 2 aparecen células con la imagen de “espejo de mano” lo cual es frecuente en un
linfoma de células T. La citometria de flujo nos confirma el inmunofenotipo, puesto que en el Caso 1 se
representa la marcacién en el eje vertical para CD21 y en el eje horizontal para CD5, siendo la mayoria de las
células positivas a CD21 (marcador de células B) mientras que en el Caso 2, la mayoria de las células son positivas
para el marcador CD4 (marcador de células T). Una vez conocido tanto el inmunofenotipo como el grado del
linfoma, es necesario elegir el tratamiento mas adecuado en funcidn a estas caracteristicas.

En el Caso 1 (linfoma de alto grado de células B) el tratamiento de eleccidn es un protocolo CHOP que se empezd
a aplicar el dia 11/01/2018 y hasta hoy (05/09/2018) continda en remisién completa con un tiempo de
supervivencia de 230 dias sin sintomatologia y ninguna recaida. En el Caso 2 (linfoma de bajo grado de células T)
se decide realizar un protocolo a base de clorambucilo y prednisona (CP) que se empieza el 28/06/2017 llegando
a estar en remisidon completa hasta que fallece (26/05/2018) alcanzando un tiempo de supervivencia de 333
dias. La causa de la muerte, es ajena al linfoma puesto que se debid a una insuficiencia respiratoria asociada a un

colapso traqueal.

En ambos casos, el uso combinado de la citologia y la citometria de flujo permitieron elegir el protocolo mds
eficaz para cada paciente. Por este motivo, el conocer el inmunofenotipo y el grado del tumor es importante a la

hora de decidir el tratamiento, a la vez que se consigue establecer un prondéstico mas fiable.

13. CONCLUSIONES.

1) Ellinfoma canino no es una entidad Unica si no que se trata de un grupo de enfermedades con diferente
prondstico incluso con diferente tratamiento.

2) La Citometria de Flujo se ha convertido en una importante herramienta de diagndstico en medicina
veterinaria como método minimamente invasivo utilizado para apoyar un diagndstico citolégico de
linfoma y para determinar el inmunofenotipo a la hora de establecer el prondstico.

3) La técnica PARR se utiliza principalmente para diferenciar entre proliferaciones linfoides reactivas y
neoplasicas cuando el examen citoldgico y/o histoldgico no es concluyente.

4) Las técnicas moleculares han demostrado tener un gran potencial para ayudar en el diagnéstico y
caracterizacién del linfoma, permitiendo al veterinario proporcionar una estimacion de la supervivencia
y un prondstico mas precisos.

5) El linfoma B de alto/intermedio grado suele responder mejor a la quimioterapia, mientras que el linfoma
T de bajo grado puede tener supervivencias medias mas largas sin necesidad de tratamientos

quimioterapicos agresivos.
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6) Los dos factores mas fiables a la hora de establecer el prondstico en el linfoma canino son el grado
histolégico y el inmunofenotipo. Esto confirma que ambos factores se deben tener en cuenta de forma

conjunta.
CONCLUSIONS.

1) Canine lymphoma is not a single entity but it is a group of diseases with different prognosis, even with

different treatment.

2) Flow Cytometry has become an important diagnostic tool in veterinary medicine as a minimally invasive
method used to support a cytological diagnosis of lymphoma and to determine the immunophenotype when

establishing the prognosis.

3) The PARR technique is used mainly to differentiate between reactive and neoplastic lymphoid

proliferations when cytological and / or histological examination is inconclusive.

4) Molecular techniques have been shown to have great potential to aid in the diagnosis and characterization

of lymphoma, allowing the veterinarian to provide a more accurate estimate of survival and prognosis.

5) High / intermediate grade B lymphoma usually responds better to chemotherapy, while low grade T

lymphoma may have longer average survival without the need for aggressive chemotherapy treatments.

6) The two most reliable factors when establishing the prognosis in canine lymphoma are the histological

grade and the immunophenotype. This confirms that both factors must be taken into account jointly.

14. VALORACION PERSONAL.

Elegi el linfoma canino para realizar mi trabajo de fin de grado porque la oncologia es una de las especialidades
gue mas me interesa y queria profundizar en él, mas alla de lo que se da en el grado.

Llevar a cabo este trabajo me ha ayudado a conocer mas profundamente lo que es el linfoma canino y todos los
aspectos que le rodean, a su vez me ha servido para darme cuenta de que no existe un diagndstico y
tratamiento perfectos, si no que es necesario evaluar cada paciente y en funcidn de eso escoger el mas indicado
para ese caso en concreto.

A su vez, he podido profundizar en otros temas como la citologia para ser capaz de distinguir las diferentes
células que podemos encontrar asi como su morfologia. También describir los resultados que podemos obtener
en la citometria de flujo y PARR e interpretarlos. Por ultimo, me ha servido para saber moverme a la hora de

buscar en bases de datos y a citar correctamente la bibliografia.
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