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Resumen del proyecto

El linfoma es uno de los tumores malignos mds comunes en el perro y de causa multifactorial. Representa el 7-24% de
todas las neoplasias caninas y el 80% de los tumores hematopoyéticos. La clasificacién inmunofenotipica es usada para
determinar el tipo celular responsable de la enfermedad (linfocitos B, TCD45+, TCD45-), el cual se correlaciona con la
malignidad del tumor. Actualmente, la Facultad de Veterinaria (UdelaR) realiza la inmunofenotipificacion de los linfomas
mediante citometria de flujo. Esto representé un avance significativo en el diagndstico y tratamiento de los linfomas
caninos, y nos permitié constatar que la frecuencia de linfomas de peor prondstico (fenotipo TCD45+) superd lo reportado a
nivel internacional. Este proyecto nos permitié profundizar en el diagnéstico de la enfermedad poniendo a punto técnicas no
disponibles en Medicina Veterinaria en Uruguay, como la apreciacién de la clonalidad por PCR-PARR, la evaluacién del
MHC-II y Ki-67 por citometria de flujo, y la determinacién de gammapatias por electroforesis capilar. Estas herramientas
nos permitieron determinar con mayor certeza el tratamiento y prondstico de la enfermedad. Por otra parte, la respuesta
al tratamiento de los linfomas es limitada, presentando los pacientes con linfoma T de alto grado sobrevidas
significativamente mds cortas, que los pacientes con linfoma B. En el presente evaluamos el nivel de expresion del gen
MDR-1 (multidrug resistance) en pacientes con linfomas de distinto fenotipo, cuya sobreexpresion podria estar vinculada a
respuestas terapéuticas pobres o insuficientes. A partir de muestras de pacientes caninos con diagndstico de linfoma que
asistieron al Hospital de Facultad de Veterinaria estudiamos nuevas variables que definen mejor el diagndstico, el
prondstico y el tratamiento del linfoma multicéntrico canino. Nuestros resultados permitieron mejorar el manejo
terapéutico de la enfermedad y nos permitieron brindarles a los médicos veterinarios tratantes nuevas herramientas con
gran valor en la toma de decisiones.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Oncologia en pequefios animales

Palabras clave: sindromes paraneopldsicos / clonalidad / prondstico /

Introduccion

La aparicién de neoplasias es un problema frecuente en la prdctica veterinaria dada la longevidad alcanzada en animales
de compaiiia. El linfoma es un tumor maligno linfoide que se origina en drganos sélidos (linfonddulos, higado y bazo) y
representa una de las neoplasias malignas mds comunes (Ratcliffe y col., 2009), comprendiendo del 7 al 24% del total de
neoplasias caninas (Withrow y col., 2013). Es ademds la neoplasia hematopoyética mds frecuente en esta especie (Meza y
Garcia, 2014). Se ha sugerido que el linfoma canino muestra fuertes similitudes con el Linfoma no-Hodgkin (LNH) humano,
basados especialmente en la genética tumoral, la progresién de la enfermedad y la respuesta al tratamiento (Marconato y
col., 2012; Seelig y col., 2016). En ambas especies la incidencia de esta neoplasia ha aumentado significativamente en las
Gltimas décadas, por lo que se han puesto mayores esfuerzos vinculados a su diagndstico y tratamiento (Seelig y col.,
2016).

Generalmente en perros, los linfomas se caracterizan por presentar una linfadenopatia generalizada (linfonédulos
superficiales y profundos), afectando eventualmente el parénquima hepatico, el esplénico y/o la médula dsea (Marconato y
col., 2012). La presentacion clinica del linfoma puede acompafnarse de determinados sindromes paraneopldsicos, cuyo
monitoreo puede ser de utilidad en el manejo clinico de la enfermedad. Se ha reportado que la hipercalcemia y las
gammapatias son algunos de los sindromes mds frecuentes en el perro. La hipercalcemia podria estar asociada a la
produccidn de un péptido similar a la parathormona por parte de los linfocitos TCD4 neopldsicos (Ruslander y col., 1997),
aunque también se ha reportado hipercalcemia en linfomas B. Por otra parte, las gammapatias se han observado en
perros con mieloma multiple, plasmocitoma esplénico y hepdtico y con linfoma (Tappin y col., 2011). Como resultado de la
proliferacién clonal de linfocitos B se detecta la producciéon una Gnica inmunoglobulina o una Unica subunidad (Giraudel y
col., 2002). Las gammapatias se han descrito en varios trastornos de linfocitos By T en humanos (Mims, 2018). Sin
embargo, en caninos con linfoma pocos informes describen variaciones en las fracciones proteicas, y ninguno de ellos
considera inmunofenotipo (Gavazza y col., 2009; Tappin y col., 2011). Si bien las gammapatias se asocian a enfermedades
linfoproliferativas, algunas enfermedades de causa infecciosa también pueden presentarlas (Giraudel y col., 2002; De
Caprariis y col., 2009).

En los ultimos anos, la citometria de flujo se usa de forma rutinaria para determinar el fenotipo de linfomas y leucemias
en medicina veterinaria, al proporcionar datos objetivos sobre el tamano de las células y el nivel de expresion de los
antigenos, asi como también colabora en el diagndstico de casos ambiguos (Gelain y col., 2008). Se ha reportado tanto en
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caninos como en humanos que la incidencia del linfoma B es ampliamente superior (80-85% de los casos) a los linfomas
originados a partir de linfocitos T (Anoliek y col., 2014, Seelig y col., 2016). Dentro de los linfomas T se han descrito
diferentes subtipos con diferentes grados de agresividad. La mayoria de los linfomas T son CD4+ CD45+, de alto grado, con
un curso de enfermedad agresivo, mientras que una minoria suelen ser linfomas T CD4+ CD45-, denominados linfomas de
zona T, de bajo grado y con un prondstico mucho mds favorable (Avery y col., 2014). Recientemente, en la Facultad de
Veterinaria, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado la inmunofenotipificacidn por citometria de flujo como herramienta
para el diagnéstico de los linfomas, pudiéndose ahora establecer el origen celular de los linfomas caninos en Uruguay.
Hemos evidenciado que en nuestro pais hay una mayor proporcion de linfomas T agresivos (TCD45+) respecto a lo
reportado internacionalmente. Estos avances ayudaron al clinico veterinario en la toma de decisiones terapéuticas y
prondsticas de sus pacientes.

Actualmente el uso de esta técnica se ha visto expandido gracias a la busqueda de marcadores de valor prondstico. En
este sentido, la baja expresidon de MHC-II evaluada por citometria de flujo demuestra ser un fuerte predictor de mal
prondstico en los linfomas B caninos, tal como ya habia sido reportado en humanos (Rimsza y col., 2004; Veelken y col.,
2007; Rao y col., 2011; Poggi y col., 2013; Poggi y col., 2016). Sin embargo, en el linfoma de células T la expresidn es variable.
Respecto a los linfomas T CD45+/CD4+, la mayoria son presentan baja expresion de MHC II (Avery y col., 2014; Deraviy
col., 2017; Harris y col., 2019). Por analogia con los trastornos linfoproliferativos de células T humanas, estas
caracteristicas sugieren que la contraparte normal de esta neoplasia es una célula T que ha completado su maduracién y
es un timocito simple positivo o un linfocito T periférico maduro (Han y Bueso-Ramos, 2007). Dentro de los TCL existen
subgrupos minoritarios (CD8+ y CD4/CD8—), en los cuales los niveles de expresion de MHC II no varian con respecto a los
linfocitos neopldsicos CD4+, ni afectan la sobrevida, asocidndose a prondsticos pobres con sobrevidas similares a las
reportadas para TCL CD4+ (Harris y col., 2019, 2020). Estos autores presumen que los TCL CD4?CD8?, quienes presentaron
niveles de MHC II menores respecto a los CD8+, pueden surgir de un precursor timico antes de la expresién de CD4 y CD8,
mientras que los TCL CD4+ surgen de un timocito ligeramente mds maduro que se ha comprometido con el linaje CD4. El
fenotipo descrito para el linfoma T CD45-, se caracteriza por expresar altos niveles de MHC II, CD25 y CD21, todos los
cuales apuntan a un fenotipo activado (Avery y col., 2014; Seelig y col., 2014). Es importante resaltar que las
comparaciones con la enfermedad humana deben hacerse con cautela porque en general la expresion de MHC II es
constitutiva en perros (Doveren y col., 1985), aunque niveles de expresion pueden indicar activacién celular (Out y col.,
2002), mientras que es una caracteristica exclusiva de las células T humanas activadas (Holling y col., 2002). Teniendo en
cuenta que existen informes de casos de linfoma T de alto grado inmunofenotipicamente compatibles con el linfoma de la
zona T (TZL, CD45-) (Paracchini winter y col., 2019), los niveles de expresion de CD21y MHC II, que son componentes de
muchos paneles de citometria de flujo, pueden colaborar en el diagnéstico, estableciendo o descartando el TZL. Como se
describié anteriormente, la alta expresiéon de MHC II por citometria de flujo en caninos refleja una inmunovigilancia mds
conservada en linfomas B y también podria contribuir a una supervivencia mds prolongada en algunos subgrupos de
linfoma T (Rao y col., 2011; Avery y col., 2014). Por todo lo descrito anteriormente, y al no existir trabajos que comparen la
expresion de este marcador entre fenotipos, en este proyecto nos propusimos como uno de nuestros objetivos determinar
si la expresion de MHC-II estaba relacionada con los subgrupos de linfoma (LB, LTCD45+ y LTCD457?).

El uso del KI67 como marcador diagndstico y prondstico en diversas neoplasias malignas humanas ha sido bien
documentado (Brown y Gatter, 1990; Scholzen y Gerdes, 2000; Schwarting, 2000). En particular, en el linfoma no Hodgkin, se
ha encontrado que Kié7 es un factor prondstico independiente, evidencidndose una alta correlacién entre el porcentaje de
células positivas a Kié7 y el grado histoldgico (Grogan y col., 1988; Broyde y col., 2009; Ali y col., 2010). La literatura actual
sugiere la combinacién del inmunofenotipo y la determinacién de Ki-67 por citometria de flujo (CF) como una herramienta
confiable y complementaria a la citologia, para clasificar los linfomas caninos (Poggi y col., 2015). En el linfoma canino la
expresion de Ki6é7 ha mostrado una correlacion significativa con el grado de malignidad (Fournel-Fleury y col., 1997b;
Patruno y col., 2006; Poggi y col., 2015). Poggi y col. (2015) informaron por primera vez la determinacion de KI67 por CF en
linfomas caninos, indicando un punto de corte de 12,2% para distinguir entre linfomas de alto y bajo grado,
independientemente del inmunofenotipo. Este trabajo describe un amplio rango de positividad Kié7 en linfomas caninos con
diferencias entre categorias y cierta heterogeneidad dentro de los linfomas de alto grado, mostrando los linfomas de
células T niveles mds altos de Ki67. Esta heterogeneidad abre la puerta a un posible papel de Kié7 en la subclasificacion de
casos o en la estratificacién de grupos pronésticos dentro de categorias especificas. Ademds, la presencia de linfomas de
alto grado que muestran Kié7 bajo sugieren un posible papel de la determinacién de Ki67 en la deteccién temprana de
linfomas que se transforman de formas de bajo a alto grado.

Con la generacion de nuevos conocimientos surgieron nuevas interrogantes y la necesidad continuar estudiando esta
patologia. En relacién al diagndstico, se hizo necesario contar con informacién adicional a través del desarrollo de
técnicas complementarias. Por ejemplo, en medicina veterinaria existen algunos casos de linfoma donde hay cierta

3/10



ambigliedad diagnéstica, donde las técnicas morfoldgicas de rutina no permiten diferenciar las células linfoideas
neopldsicas de aquellas de origen inflamatorio (Lana y col., 2006). La deteccién de la clonalidad por la técnica de PCR-
PARR (PCR for antigen receptor gene rearrangements) recientemente desarrollada en la Facultad de Veterinaria en el
marco de este proyecto, permite esta diferenciaciéon. La misma se basa en que los linfocitos B o T pertenecientes al mismo
linaje contienen regiones de ADN Unicas en longitud y secuencia (Lana y col., 2006). En las células B, esta region resulta de
la recombinaciéon de segmentos del gen V, Dy J para producir la region CDR3 (regién 3 determinante de
complementariedad) que codifica la porcién de unién a antigeno de la cadena pesada de inmunoglobulina. En las células T,
la regién CDR3 que codifica el receptor gamma de células T, se produce por recombinacion de las regiones Vy J. La
deteccion de un pico monoclonal u oligoclonal por esta técnica es altamente sugestivo de linfoma (Burnett y col. 2003).

Se ha reportado que, los pacientes con linfomas T cuando son tratados con protocolos quimioterdpicos preestablecidos
tienen peor prondstico y menor tiempo de supervivencia que los pacientes con linfoma B de alto grado (Teske y col., 1994;
Valliy col., 2013). Es asi que el protocolo CHOP (ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, prednisona), usado de rutina
para tratar los linfomas B, tiene menor éxito en linfomas T de alto grado (Marconato, 2011). Esta respuesta diferencial
podria deberse a que los linfocitos T neopldsicos presentan una sobreexpresidn del gen que codifica a la glicoproteina P
(MDR-1), la cual disminuye la concentracion intracelular de fdrmacos como la doxorrubicina o vincristina, incluidos en los
protocolos mencionados (Klimecki y col., 1994).

Basados en estos antecedentes, buscaremos profundizar en el diagnéstico de esta enfermedad en caninos y asi contribuir
a mejorar la calidad de vida de los animales de compahia. Finalmente, la informacién generada nos permite contribuir a la
investigacion traslacional de la clinica oncolégica humana dada las similitudes existentes entre el linfoma de alto grado
canino y el humano.

Metodologia/diseiio del estudio

Toma de muestras: A cada paciente se le extrajo una muestra de sangre de la vena cefdlica y tres biopsias por puncién
con aguja fina del tejido tumoral (linfonddulo) (linfoma B, n=15; linfoma TCD45+, n=15; LTCD45-, n=10), asi como a pacientes
eutanasiados por causas no oncoldgicas, que oficiaron como grupo control (n=10). Las muestras de tejido tumoral se
dividieron en 3 submuestras. Una de ellas para realizar la citologia y andlisis de clonalidad por PCR-PARR. Otra
submuestra para citometria de flujo (inmunofenotipo y marcadores prondsticos). La tercera submuestra se congeld y
almacend a -80°C; para evaluar la expresion del transcripto MDR-1 por PCR en tiempo real, acorde a la metodologia
previamente validada por nuestro grupo de trabajo (Pessina y col., 2012).

Citometria de flujo: Todas las muestras se procesaron dentro de las 12 horas de extraidas (Jalla y col., 2004). Los
linfocitos se obtuvieron a partir de 50 microlitros de puncione de linfonddulos (concentracién 500.000-1.000.000 células
totales, Sudrez y col., 2015) incluyendo muestras con viabilidad celular superior al 80% (Ioduro de propidio, Thermo Fisher
Scientific). El inmunofenotipo se determiné utilizando los marcadores de diferenciacion linfoide: CD3, CD4, CD5, CD8, CD21,
CD34, CD45. Se analizaron, ademds, los marcadores prondsticos MHC I y Ki 67. Este ultimo por ser intracelular, requirié
un paso adicional de fijacidén y permeabilizacion (Citofix/Citoperm, BD) antes de ser incubado con el anticuerpo. La
incubacion de todos los anticuerpos se realizé siguiendo las recomendaciones del fabricante (BIO-RAD), en un ambiente
oscuro durante 45 minutos y a temperatura ambiente. A continuacion, se realizé la lisis de eritrocitos, utilizando 1ml de
buffer de lisis (Quiklysis, Visur), en oscuridad durante 10 minutos. Luego las células nucleadas estuvieron prontas para ser
adquiridas en el citémetro BD Accuri Cé (Becton Dicknson). Las muestras se analizaron en duplicado y junto a un tubo sin
marcacion que oficié de control negativo.

Determinacion de transcriptos de MDR-1: EL ARN total se extrajo usando TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
CA), se precipité con LiCl para remover inhibidores de la sintesis de cDNA y se traté con ADNasa para remover ADN
contaminante (Naderi y col., 2004). La reaccién de transcripcion reversa se realizé usando SuperScript III First-Strand
Synthesis System Kit (Invitrogen, Carlsbad-CA) con primers no especificos. La concentracién de RNA se determiné por
absorbancia a 260 nm y la pureza e integridad del mismo a través de la relacién de absorbancia 260/280 nm y por
electroforesis. La cuantificacion del transcripto se determiné en RT-PCR en tiempo real (Rotor-GeneTM 6000; Corbett Life
Sciences, Sydney-Australia) usando SYBR green (Quantimix;Biotools, Madrid-Spain) y primers disefiados especificamente
para el gen de interés, usando PRL19 y HPRT como controles internos. EL nUmero de ciclos requeridos para alcanzar la
“threshold” (CT) se determiné para cada gen en cada animal. Los datos de expresiéon de mARN del gen de interés ser
normalizaron respecto al gen usado como control interno (DeltaCT-[CT(gene interés)-CT(control interno)]) y se expresé en
relacién a la muestra utilizada como control positivo (deltadeltaCT=deltaCT-deltaCT(control positivo), cuantificacién
relativa; Livak and Schmittgen, 2001).

Se realizd un Proc Univariate (SAS) para identificar “outliers” y verificar la normalidad de los residuales. Para el andlisis
de los datos se utilizé el procedimiento mixto (ProcMixed, Statistical Andlisis System, SAS), incluyendo en el modelo el
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grupo (sanos, linfoma B, Linfoma T CD45- y linfoma TCD45+), el sexo y su interaccién, como efectos fijos y la corrida de
PCR como efecto aleatorio. Los datos se presentardn como promedios+SEM. El nivel de significacién serd P<0.05

PCR-PARR: Para la extraccidn de células, las ldminas post-tincién utilizadas para citologia, se trataron con isopropanol
segun lo descrito por Mdarquez y col. (2011). Para la extracciéon de ADN se us6 el método convencional descrito por
Sambrook & Green (2012). La restauracion del ADN se llevé a cabo segln la metodologia descrita por Mdrquez et al. (2011),
incubando las muestras de ADN con Tris/HCL, MgCl2, Tritén 2%, dNTP y H20dd. Posteriormente, se adiciond Taq-
polimerasa (polimerizacion a 72°C, 20 minutos en incubadora) y luego se desnaturalizé a 95°C (5 minutos). EL PCR-PARR se
realizé segun lo validado por Berczki y col. (2007). El programa de amplificacién consistié en: desnaturalizacion inicial (5
minutos, 94°C); 35 ciclos 94°C 30 segundos, 54°C para linfomas Ty 56°C para linfomas B, 30 segundos y 72°C, 30
segundos; y una extension final a 72°C por 10 minutos. Para visualizar el resultado de la amplificacién por PCR se utilizé
electroforesis en gel de agarosa a 2% en Tampén TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) con tincién Red Gel 10.000X.
Las muestras de ADN se mezclaron con buffer Blue II 6 X antes de ser cargadas en el gel. La electroforesis se realizé a
80-100mV. Las bandas de ADN se visualizaron sobre un transiluminador UV (FOTODYNE, FOTO/Phoresis UV
Transilluminator). De forma preliminar, ademds se evalud la clonalidad por real time PCR, siguiendo los lineamientos de
Langner y col. (2014).

Para evaluar la presencia de clonalidad se realizé estadistica descriptiva.

Por otra parte las muestras de sangre se colocaron en tubos secos para la determinacién de la calcemia y la busqueda de
gammapatias. La calcemia se valorard por espectrofotometria (Cb350i, Wiener-Rosario-Argentina) utilizando kits
comerciales Wiener. La presencia de gammapatias se evalué mediante la técnica Proteinograma electroforético capilar
(Minicap, Sebia-Barcelona-Espaiia), utilizando kits comerciales Minicap Proteiné (Enol, Montevideo-Uruguay). Para evaluar
la proporcién de pacientes con gammapatias e hipercalcemia se utilizé el test de Fisher. Se realizaron correlaciones de
Pearson para estudiar asociaciones entre varia

Resultados, andlisis y discusién

De los 47 perros con linfoma multicéntrico incluidos en el primer articulo que se desprendid de este proyecto, el fenotipo de
células B se diagnosticé en el 55,3% de los casos. En cambio, el 42,5% de los linfomas fueron de origen celular T (10,64%
TZL y 31,9% agresivo linfoma T). La mayoria de los trabajos anteriores mostraban una alta prevalencia de fenotipo B
sobre linfomas T (Teske y col., 1994; Ponce y col., 2010; Valli y col., 2011; Valli y col., 2013). Sin embargo, el porcentaje
informado de linfomas de células T en caninos difiere entre regiones. Por ejemplo, estudios europeos y norteamericanos
mostraron que la incidencia de linfomas de células T es aproximadamente del 30% (Fournel-Fleury y col., 1997; Ruslander
y col., 1997; Calvalido y col., 2016; Pawlak y col., 2016). Por otra parte, estudios de varios grupos en América Latina
encontraron inmunofenotipos T iguales o superiores a los reportados en el presente estudio (Moreno y Bracarense, 2007;
A'lvarez-Berger y col., 2009; Neuwald y col., 2014). El trasfondo genético de las poblaciones de perros y los factores
ambientales podrian contribuir a estas diferencias regionales (Ruple y col., 2017). Dentro de los linfomas T, el 25% T fueron
clasificada como linfoma de células claras pequenas (linfoma de zona T, TZL) debido a la apariencia y presencia de
linfocitos TCD45? por citometria de flujo (Seelig y col., 2014; Martini y col., 2016). Aunque los linfomas T agresivos fueron
prevalentes (75%), la importancia del diagndstico de linfoma TCD45? se basa en su mejor prondstico y curso clinico menos
agresivo (subtipo indolente) (Ponce y col., 2004; Valli y col., 2006; Valli y col., 2013; Avery y col., 2014).

En este trabajo, ademds, buscamos diferencias entre fenotipos en cuanto a las variables hematoldgicas y bioquimicas. El
recuento de glébulos rojos, el hematocrito y los niveles de hemoglobina no difirieron entre los grupos. Sin embargo, el
grupo LTCD457? tuvo niveles de linfocitos significativamente mas altos que los grupos LTCD45+ y LB (p = 0,01y 0,006,
respectivamente). Los niveles de albimina, las globulinas alfa-1y alfa-2 no difirieron entre los grupos. Por otra parte, los
niveles de gammaglobulinas en el LTCD45? fueron mds altos que en los otros grupos de linfoma. Aunque este hallazgo
puede resultar paraddjico, se ha descrito en varios trastornos de linfocitos By T en humanos (Mims, 2018). Este perfil
podria estar relacionado con las diferencias encontradas en los niveles de linfocitos circulantes y el papel de CD45 en la
regulacion del sistema inmunoldgico. Sin embargo, pocos informes describen variaciones en las fracciones proteicas, y
ninguno de ellas considera el inmunofenotipo (Gavazza y col., 2009; Tappin y col., 2011). La presencia de hipercalcemia y
niveles elevados de LDH en plasma se asociaron con la gravedad del paciente. Solo el grupo TCD45+ presenté
hipercalcemia, aunque tanto el LB como el TCD45+ grupos tenian elevaciones en la actividad de LDH. La hipercalcemia es
un trastorno metabdlico frecuentemente asociado con enfermedad maligna avanzada y en estudios previos también se
describié unicamente en pacientes con fenotipo T (Ruslander y col., 1997; Marconato y col., 2011; Aresuy col., 2015; Harris y
col., 2020). La hipercalcemia se debe a la produccién de un péptido relacionado con la hormona paratiroidea por parte de
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los linfocitos T CD4 neopldsicos (Bryan, 2016; Goldner, 2016). Curiosamente, hubo una relacién directa entre los valores
altos de LDH (mayor de 500 UI/l) y menor supervivencia en los linfomas TCD45+.

En referencia a los niveles de expresiéon del MHC-II nuestros resultados estuvieron acordes a lo descrito en la literatura
(Rao y col., 2011; Avery y col., 2014; Deravi y col., 2017; Harris y col., 2019). Nuestros perros con fenotipo LTCD45+
presentaron la expresidn mds baja de este marcador, mientras que no se observaron diferencias entre LBy LTCD45-.
Ademds, al evaluar los porcentajes de positividad de MHC-II, independientemente del MFI (mean fluorescence intensity),
este supero el 98% en todos los linfomas By TCD45-, sin embargo, en el 57% de los linfomas TCD45+ no llegd al 10%. Se
notificod, ademads, una baja expresiéon de MHC-II en ninguno, 7,4 % y 43 % de LTCD45-, LBy LTCD45+, respectivamente.
Como se describié anteriormente, la alta expresiéon de MHC II por citometria de flujo en caninos refleja una
inmunovigilancia mds conservada en LB y también podria contribuir a una supervivencia mds prolongada en el subgrupo
TZL de linfoma T (Rao y col., 2011; Avery y col., 2014).

En los ultimos anos, numerosos estudios han destacado la importancia prondstica de la evaluacién de la biologia tumoral.
En este contexto, el papel de la actividad proliferativa ha recibido especial atencidn. Uno de los métodos mds utilizados
para evaluar la fraccidn de crecimiento de poblaciones neopldsicas es la deteccidon de marcadores de proliferaciéon como
el antigeno Kié7 (Schluter y col., 1993). En medicina veterinaria, el valor diagnéstico y prondstico de Ki-67 se demostré en
muchos tipos tumorales y particularmente, en el linfoma canino la expresidn de Kié7 ha mostrado una correlacion
significativa con el grado de malignidad (Fournel-Fleury y col., 1997b; Patruno y col., 2006; Poggi y col., 2015). La
determinacidn de KI67 por citometria de flujo en linfomas caninos se utilizé por primera vez en el afio 2015 por Poggi y col.
guienes indicaron un punto de corte de 12,2% para distinguir entre linfomas de alto y bajo grado, independientemente del
inmunofenotipo. Basados en el trabajo mencionado anteriormente, evaluamos el Ki-67 por citometria de flujo en muestras
de puncidn de linfonodos, y los resultados obtenidos fueron utilizados para clasificar a los linfomas segun el grado (bajo o
alto), complementando el diagndstico brindado hasta el momento. Ademds, hallamos un amplio rango de positividad para
Ki67 en las muestras de linfoma y cierta heterogeneidad dentro de los linfomas de alto grado, mostrando los linfomas de
células T niveles mds altos de Kié7, como ya habia sido reportado previamente (Poggi y col., 2015). Ademds, la presencia
de linfomas de alto grado que muestran Kié7 bajo sugieren un posible papel de la determinacién de Ki67 en la deteccién
temprana de linfomas que se transforman de formas de bajo a alto grado.

Con respecto al desarrollo del PCR-PARR pusimos a punto la técnica de qPCR para la evaluacién de la clonalidad, aspecto
fundamental para confirmar el diagnéstico de linfoma en casos ambiguos donde solia confundirse con hiperplasias
reactivas. Los ensayos de clonalidad molecular se basan en las caracteristicas Unicas de los linfocitos para alterar
somdticamente la estructura de la linea germinal de sus genes receptores de antigenos. Este proceso se conoce como
reordenamiento del gen del receptor de antigeno y es un medio para crear una amplia gama de especificidades de
receptor a partir de un repertorio de linea germinal limitado. Es importante senalar que, en caninos, y a diferencia de lo
gue ocurre en humanos, la evaluacién de la clonalidad no puede llevarse a cabo por citometria de flujo. En los linfomas B
particularmente, es debido a que la relacidon Kappa/lambda es muy restringida; representando la cadena lambda hasta el
90% en los perros sanos. Respecto a la evaluacién de la clonalidad de los linfomas T por citometria de flujo, en nuestro
pais ni siquiera se realiza en humanos debido a la dificultad que conlleva y los altos costos. Por lo antes expuesto, para la
evaluacién de la clonalidad desarrollamos el PCR-PARR, en colaboracién con un laboratorio veterinario privado donde se
llevaron a cabo las pruebas. Cabe sefalar que esta técnica proporciona el inmunofenotipo (B vs T) al mismo tiempo que
evalua la clonalidad. Hasta el momento hemos evaluado 30 caninos con linfoma (19 B y 11T), de los cuales se conocia
previamente su inmunofenotipo (citometria de flujo) y los resultados fueron concordantes en la mayoria de los casos con la
excepcion de un linfoma T que mostro resultados dispares. Se ha reportado previamente cierto grado de dificultad de este
método para la evaluaciéon de la clonalidad en linfomas de fenotipo T (Langner y col., 2014), con la posibilidad de obtener
mejores resultados con el uso de diferentes juegos de primers. Tal como esperdbamos, ninguno de los 8 perros con
hiperplasia reactiva, anadidos como control, presentd rearreglos clonales. Actualmente estamos perfecciondndonos en la
interpretacion de los resultados y proximamente estaremos en condiciones de poner el servicio de evaluacion de
clonalidad por gPCR, a disposicion de los veterinarios clinicos.

Finalmente, en este proyecto nos propusimos también determinar los niveles de expresiéon de mRNA de factores vinculados
a la resistencia a drogas (MDR-1) a partir de punciones de nddulos linfdticos de pacientes diagnosticados con linfoma. Al
mismo tiempo, buscamos estudiar si dicha expresion difiere entre grupos (linfoma B, linfoma TCD45+, linfoma TCD45- y
sano). Hasta el momento de la elaboracién de este informe, los resultados obtenidos son metodoldgicos ya que se realizé
con éxito la extraccidn de ARN de todas las muestras y se ha realizado el andlisis de la expresidn de transcriptos de
algunos pacientes. Resta concretar la totalidad de las corridas de gPCR y realizar el andlisis de los datos para poder
sacar conclusiones.

Cabe mencionar que gracias a las metodologias desarrolladas en este proyecto pudimos publicar un articulo cientifico en
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una revista internacional arbitrada sobre un caso clinico de leucemia linfoide crénica en una perra con linfocitosis. Este
caso destaca que la combinacién de la prueba de inmunofenotipificacién, el mielograma, el perfil hematolégico y
bioquimico son importantes en el complejo proceso de diagnéstico de la LLC. La citometria de flujo, cada vez mds utilizada
en medicina veterinaria, es un método diagndstico rdpido y minimamente invasivo que permite no solo confirmar el
diagndstico de LLC sino también diferenciarla de otros procesos reactivos que provocan linfocitosis. La presencia de
tincion positiva de anticuerpos primarios especificos para las especies caninas CD45, CD3, CD5 y CD8 y la ausencia de
tincion para CD4, CD21y CD34, confirmaron el diagndstico de LLC con origen en linfocitos T citotéxicos en nuestro paciente.
Este articulo nos permitié expandir nuestro conocimiento en torno a las neoplasias hematopoyéticas.

Conclusiones y recomendaciones

El linfoma canino representa un grupo heterogéneo de neoplasias que surgen de la transformacién maligna de células
linfoides. El enfoque multifocal del linfoma canino es un paso crucial en el diagndstico con gran impacto pronéstico, asi
como también para predecir su comportamiento biolégico y la respuesta a la terapia.

En Uruguay, la frecuencia de presentacién de los linfomas multicéntricos de estirpe T fue superior a lo reportado
internacionalmente (42,5% LT, 55,3% LBy 2.2% null). Dentro de los linfomas T, el 25% fue de bajo grado (CD45-) o indolentes
asociados a un mejor prondstico y una mayor sobrevida.

Los patrones hematolégicos y bioquimicos difirieron entre los inmunofenotipos de linfomas caninos. Los pacientes con
fenotipo LTCD45? mostraron recuentos de linfocitos y niveles de gammaglobulina mds elevados y una supervivencia mds
prolongada. La hipercalcemia fue observada Gnicamente en pacientes con linfoma TCD45+. La actividad de la LDH sérica
puede proporcionar informacién prondstica adicional en el linfoma de células T de alto grado.

La expresion de MHC-II difirid entre los inmunofenotipos de linfoma canino. LTCD45+ mostré la expresidn mds baja de
MHC-II. Los porcentajes de positividad de MHC-II superé el 98% en todos los linfomas B y TCD45-, sin embargo, en el 57%
de los linfomas TCD45+ no llegd al 10%. Aunque se necesitan mds estudios con un mayor nimero de animales,
consideramos que la evaluacién de MHC-II por citometria de flujo es una herramienta sencilla que presenta valor
prondstico.

Sugerimos anadir el KI-67 en el panel diagndstico de citometria de flujo para agregar valor de diagndstico y prondstico,
permitiendo discriminar entre linfomas de bajo y alto grado. Los pacientes con TZL, obtuvieron los valores de marcacién
mds bajos, no pudiendo superar el 2% de positividad en ninguno de los casos incluidos en este trabajo. Los valores mds
altos se registraron en pacientes con linfoma TCD45+.

La PCR en tiempo real con andlisis de las curvas de Melting es un método conveniente y confiable para la evaluacién de la
clonalidad pudiendo ayudar a la deteccién del reordenamiento del gen del receptor de antigeno clonal en pacientes con
linfoma canino en un entorno clinico también en presencia de pequenas cantidades de células neopldsicas.
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