Revista de la Facultad de Medicina

REVIStE « . Veterinaria y de Zootecnia

Facultad de Medicina Veterinaria
v Zootecnia ISSN: 0120-2952

rev_fmvzbog@unal.edu.co

Universidad Nacional de Colombia Sede
Bogota

Colombia

Veloza, L. C.; Collazos, M.; Olaya, N.; Salas, S.; Corredor, A.; Diez, H.; Castellanos, I.;
Gutiérrez, M. F.
PRESENCIA DEL MARCADOR LMP-1 DEL VIRUS EPSTEIN-BARR EN LINFOMAS DE
CANINOS
Revista de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, vol. 64, nim. 3,
septiembre-diciembre, 2017, pp. 11-21
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota
Bogoté, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=407654941002

) . ) ) 8
Cémo citar el articulo (A KD

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4076
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4076
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4076
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=407654941002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=407654941002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4076&numero=54941
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=407654941002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4076
http://www.redalyc.org

DOIL: 10.15446/REMVZ.V64N3.68691

INVESTIGACION Rev Med Vet Zoot. 64(3), SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2017: 11-21

PRESENCIA DEL MARCADOR LMP-1 DEL VIRUS EPSTEIN-BARR
EN LINFOMAS DE CANINOS

L. C. Veloza', M. Collazos', N. Olaya', S. Salas', A. Corredor', H. Diez',
L Castellanos®, M. E Gutiérrez’

Articulo recibido: 8 de junio de 2017 ® Aprobado: 11 de octubre de 2017

RESUMEN

El virus Epstein-Barr (EBV) es un virus de alta prevalencia en humanos que se asocia
con tumores de la linea linfoide B. En caninos se dispone de pocos reportes sobre la
presencia del EBV y su rol en esta especie. El objetivo del presente estudio fue determinar
la presencia de la proteina latente de membrana del EBv (Lmp-1) en tejidos obtenidos
de 20 linfomas de caninos cuyo diagnéstico se habia realizado durante un periodo de
10 afos, entre 2004 y 2014. Los linfomas se reclasificaron mediante las nuevas clasifi-
caciones histopatoldgicas para linfomas y se sometieron a inmunohistoquimica (IHQ)
con los anticuerpos anti-cb79a, anti-cD3, anticuerpos especificos para linfocitos B y
T, ademds de un anti-LMp-1 como marcador de la presencia del EBv. Se encontré que
el linfoma mds comun fue el linfoma nodal de zona T con un 75% de los casos. Al
realizar la inmunomarcacidn se encontraron 18 casos positivos a CD3, 2 casos positivos
acDp79ay 6 casos positivos a LMP-1, lo que representa el 30% de positividad del EBv en
linfomas. El andlisis Ji cuadrado demostrd significancia estadistica entre la presencia del
virus y la presencia del linfoma lo que sugiere, no solamente que el virus estd circulando
en la poblacién canina, sino que ademds puede tener relacién con la ocurrencia de esta
neoplasia. Con relacién a las variables demograficas, sélo en la raza Golden Retriever
se demostré relacion con la presencia del linfoma, pero no con la presencia del virus.

Palabras clave: virus Epstein-Barr (8v), linfomas, caninos, Lmp-1, cp3, cp79a.

PRESENCE OF LMP-1 PROTEIN OF EPSTEIN-BARR VIRUS
IN LYMPHOMAS OF CANINE ORIGIN

ABSTRACT

Epstein Barr virus (Bv) is a human high prevalent virus associated with lymphoid B
cells tumors development. In canines, few reports have been published regarding the
presence of the virus in dogs but its role in this species remains unclear. The aim of this
study was to determine the presence of Lmp-1 protein of EBV in 20 canine lymphomas
tissues which were previously diagnosed in a period of time between 2004 -2014. Lym-

phomas were reclassified in accordance with the new histopathological classifications
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for lymphomas and were stained by IHQ with anti-cp79a, anti-cp3 and anti-Lmp-1;

in addition, specific antibodies for B lymphocytes, T lymphocytes and EBV biomarker,

respectively. It was found that the most common lymphoma was T-zone lymphoma in

75% of the cases of the study. The distribution of the cases regarding the immunostaining

was: 18 positive cases with anti-cp3, 2 positive cases with anti-cp79a and 6 positive

cases with anti- LMp-1. Positive cases of LMp-1 as a biomarker of the presence of EBv

corresponded to the 30% of the cases of the study. Chi-square test showed statistical

significance between the presence of the virus and the presence of lymphomas, which

suggests not only that the virus is circulating in the canine population but also that

could have implications in the development of the disease. Regarding demographic

parameters, only the Golden Retriever breed showed a relationship with the presence

of lymphoma, but not with the presence of the virus.

Key words: Epstein-Barr virus (EBv), lymphoma, canines, Lmp-1, cp3, cD79a.

INTRODUCCION

El EBV es un virus DNA perteneciente a
la familia Herpesviridae, género herpes-
virus tipo 4, que infecta cerca del 90%
de la poblacién humana, en su mayoria
adulta, y cuyas manifestaciones clinicas
pueden variar: en algunos casos perma-
nece asintomatica, en otros se manifiesta
como mononucleosis infecciosa y suele
estar presente en el desarrollo de procesos
neopldsicos. Pocos reportes se encuentran
sobre la presencia de EBV en caninos; sin
embargo, se han reportado anticuerpos
contra este virus en perros con linfoma,
asi como proteinas virales en sus nédulos
linfiticos malignos lo que ha sugerido
una asociacién del virus con este tipo de
neoplasias (Milman ez /. 2011; Huang
et al. 2012).

Los linfomas se describen como un
grupo heterogéneo de enfermedades que
se caracterizan por exhibir proliferacién
de células linfoides malignas. Este tipo de
patologias, muy conocidas en el hombre,
suceden también en perros y su diagndstico
se realiza de una manera similar en las dos
especies (Ito ez al. 2014). En caninos los
linfomas son las neoplasias hematopoyé-
ticas mds comunes, con prevalencias entre

el 7'y el 24% del total de neoplasias. De
ellas, entre 60 y 80% son de origen celular
B y entre el 10 y el 38% son de origen
celular T (Calvalido ez /. 2016).

Al revisar autores que trabajan en he-
matologfa canina se encuentra que Valli
y colaboradores (2011) examinaron 992
caninos con linfoma y hallaron que el 95%
correspondian a patologias de diferentes
tipos y grados de malignidad, siendo las
mds comunes el linfoma linfobldstico,
el linfoma de células T periféricas y el
linfoma similar al Burkitt. Por su parte,
Sostarik-Zuckermann y su grupo (2013)
encontraron en 791 caninos con tumores
malignos, que el 90,9% correspondieron
a linfomas (So$tari¢-Zuckermann ez 4.
2013); asi mismo, Bonnefort-Rebeix ez a/.
(2016) hallaron una incidencia de linfomas
no Hodgkin en caninos de 15-30/100.000
perros/afio. Merlo (2008) reporté una
prevalencia de anticuerpos del 40% en
perros, siendo esta mayor en hembras
que en machos. En Taiwan, Chiou ez al.
(2005) reportaron 88% de seroprevalencia
en caninos cachorros y de 71% en adul-
tos de la misma poblacién. Milman y su
grupo mostraron seroprevalencias de 64%

en USA y de 38,4% en UK (Milman ez
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al. 2011). Otros autores sugieren que el
EBV podria estar circulando y se podria
asociar con algunas patologfas, lo cual se
demostré al determinar la presencia de DN
viral y proteinas de latencia en linfomas
de caninos (Huang ez a/. 2012).

Respecto a la relacién de estos linfo-
mas con virus, en humanos se han visto
algunos retrovirus presentes en estas pa-
tologias, en especial al EBV en neoplasias
como el linfoma de Hodgkin, el linfoma
de Burkitt y el carcinoma nasofaringeo.
Por su parte, en caninos se ha encontrado
recientemente este virus en linfomas B
sin demostrar ain la relacién con la etio-
logia del tumor (Ito ez al. 2014,). Como
muchos de los virus pertenecientes al
género de los Herpesvirus, el EBv cuenta
con diferentes patrones de expresién
de sus genes seglin se encuentre en fase
litica, en fase lisogénica o en periodo
de latencia. Durante este periodo de
latencia expresa la proteina EBNA-1 co-
rrespondiente al antigeno nuclear y las
proteinas LMP-1 y 2 que son proteinas
de membrana en latencia involucradas
en evitar el reconocimiento viral por
parte de la respuesta inmune (Milman
etal. 2011). Ademds, la proteina Lmr-1
se expresa consistentemente asociada con
enfermedad maligna linfoproliferativa
puesto que juega un papel importante
en la transformacién de los linfocitos
(Huang ez al. 2012). Su presencia du-
rante la malignidad la convierte en un
buen antigeno de deteccién del EBv en
pruebas diagndsticas.

Con el objeto de incrementar el co-
nocimiento respecto a la patogénesis y
etiologia de los linfomas en caninos y su
posible relacién con el EBv, en este trabajo
se evalud la presencia del EBv en diferentes
tipos de linfomas en perros de distintas
edades, razas y géneros.

Rev Med Vet Zoot. 64(3), SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2017: 11-21

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio descriptivo y retrospectivo que
utilizé el archivo de histopatologia de un
laboratorio especializado en diagnéstico
veterinario (Ecopvet). De alli se seleccio-
naron 20 muestras de tejidos linféticos
obtenidos de los casos diagnosticados
como linfoma durante un periodo de
10 anos, del 2004 al 2014. A los tejidos
se les realizaron andlisis histopatoldgicos
para clasificar los tipos de linfoma y se les
realiz6 una prueba inmunohistoquimica
para detectar la presencia de marcadores
celulares y la presencia del EBv. Los resul-
tados de las dos técnicas (histopatologia e
inmunohistoquimica) fueron analizados
estadisticamente y se correlacionaron con
la presencia viral. Por dltimo, se involu-
craron las variables demograficas propias
de cada animal (edad, género, raza) para
determinar si estas tenfan relacién con la
presencia de linfoma y del virus Esv.

Muestreo, criterios de inclusion

y clasificaciaon histopatolégica

de los linfomas.

La seleccién de casos se restringié segin
los tres criterios de inclusién siguientes:
la existencia de linfoma en la histopato-
logfa, que en el laboratorio existieran al
menos cinco ldminas que se encontraran
listas para ser usadas para las pruebas de
histopatologia e inmunohistoquimica,
y que en los registros se contara con los
datos de edad, género y raza del perro que
sufrié dicho linfoma.

Después de revisar la totalidad de
muestras con estas caracteristicas, se selec-
cionaron 20 que cumplian con los criterios
de inclusién. A la totalidad de las muestras
se les revisaron nuevamente las ldminas
histopatolégicas y se reclasificaron los

VELOZA ET AL. PRESENCE OF LMP-1 PROTEIN OF EPSTEIN-BARR VIRUS
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casos de acuerdo con la publicacién de las
nuevas clasificaciones histopatoldgicas de
linfomas propuesta por Valli ezal. en 2011.

Deteccion de marcadores celulares
y de la presencia viral en los tejidos
Para determinar si el linfoma en el cual
se iba a buscar la presencia de EBvV era de
linaje linfocitario T o B, se realizé una
prueba de inmunoperoxidasa a partir
de los bloques de parafina de los tejidos
seleccionados. En la primera limina se
agregd un anticuerpo anti-cp3 (Flex
Polyclonal Rabbit Anti-human CD3,
code IS503, Dako), en dilucién 1:50
durante una hora; este es un anticuerpo
policlonal dirigido contra la cadena ép-
silon de la molécula cp3, especifico para
determinar células T, pretratado con Tris
buffer salino y marcado con biotina. A la
segunda ldmina se le agregé el anticuerpo
anti—cp79a (Monoclonal Mouse Anti-
human cp79a, clone JCB117, code-Nr.
M7050), en dilucién 1:1.000 durante
30 minutos a 4 °C, que es un anticuerpo
contra las células B también marcado con
biotina y pretratado con Tris buffer salino.
Para revelar las dos reacciones se utilizd
el cromégeno streptavidina-peroxidasa.
La tercera prueba de inmunoperoxida-
sa se realiz6 para determinar la presencia
del EBv en las células de la totalidad de los
linfomas estudiados. Para esto se utiliz6
el anticuerpo anti-LmMp-1 (Monoclonal
Mouse Anti-Epstein-Barr Virus, LMP,
clones CS.1-4, code-Nr. M 0897, Dako)
también marcado con biotina y utilizado
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Como control positivo, tanto del
linaje T como del B, se utilizaron dos
casos de linfomas caninos confirma-
dos clinicamente por necropsia y por
histopatologia, que al ser observados al
microscopio después de la tincién con el

INvESTIGACION

anticuerpo anti-cb3 y con el anticuerpo
anti—cD79a, presentaron mds del 80% de
tincién color café rojizo en el citoplasma.
Como controles negativos se utilizaron
dos ganglios linfdticos de caninos sanos,
tanto por clinica como por histopatolo-
gia, que al ser observados al microscopio
después de la tincién con cada uno de
los anticuerpos citados, no presentaron
tincidén alguna en el citoplasma de las
células. Para la lectura de las muestras
se consider6 positiva toda ldmina que
presenté mds del 10% de células inmu-
nomarcadas (Jeon ef al. 2015).

Como control positivo para la proteina
LMp-1 se utilizé un ganglio linfético de
un caso positivo a la proteina del EBv de
humano seropositivo y confirmado por
biopsia. Los controles negativos corres-
pondieron a tejidos linfiticos de caninos
negativos a linfoma y a Lmp-1.

Analisis de resultados
Teniendo en cuenta que los resultados
se expresaron de forma categérica y di-
cotémica, para el andlisis estadistico se
utilizé el software SPSS® versién 10.1,
mientras que se aplicé la prueba de Ji
cuadrado (X?) como método estadistico
a fin de establecer una relacién de depen-
dencia entre las variables independientes
(raza, edad y género) y las dependientes
(tipo de linfoma y presencia viral). Esta
relacién entre variables se clasificé como
significativa cuando el valor de “p” fue
menor o igual a 0,05. La prueba se aplicé
para cuatro andlisis en los que se deseaba
correlacionar la presencia de:

i) los tipos de linfoma (clasificados por
histopatologia) con la presencia de
EBV.

ii) los tipos de linfoma (clasificados por
histopatologfa) con las variables de-
mograficas.

[14]
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iii) El linaje del linfoma y las variables
demogrificas.

iv) La presencia del virus EBV con tumo-
res positivos para linfoma y variables
demogrificas.

Se tuvieron en cuenta dos variables
dependientes, correspondientes a Y1 =
presencia de linfoma y Y2 = presencia del
EBV, en funcidn a tres variables indepen-
dientes (X1 = raza, X2 = género y X3 =
edad), con la finalidad de poder relacionar
estadisticamente cada variable categdrica
(raza, género, edad) que se asocia con cada
una de las patologias (linfoma y EBv).

RESULTADOS

Clasificacion y caracteristicas
histopatoldgicas de los linfomas

Los 20 casos de linfomas seleccionados se
observaron bajo microscopio de luz para
corroborar su clasificacién histopatolégica
de acuerdo con la propuesta de Valli ez
al. en 2011. Los resultados mostraron
predominio del linfoma nodal de zona T
que represent6 75% de los casos (Tabla 1).

A continuacién se presenta la des-
cripcién histopatoldgica de cada uno de
los casos:

* Linfoma nodal de zona T. Histolé-
gicamente se caracteriz6 por pérdida

TABLA 1. Clases de linfomas y porcentaje de
presentacion de casos.

No. casos (%)
15 (75%)

Clase de linfoma

Linfoma nodal de zona T
Linfoma de células T periféricas 3(15%)

Linfoma de zona marginal 1(5%)

Linfoma difuso de células B

grandes 1(5%)

Rev Med Vet Zoot. 64(3), SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2017: 11-21

marcada de la arquitectura del 6rgano,
adelgazamiento severo de la cdpsula
del ganglio linfdtico con infiltracién
de linfocitos neopldsicos, atrofia severa
de los centros germinales, presencia de
linfocitos en zonas medulares, linfoci-
tos con leve pleomorfismo celular, pér-
dida de la relacién nucleo-citoplasma
(1:1,5), moderada anisocitosis con
linfocitos pequenos en su mayoria,
hipercromatismo nuclear, marcado
pleomorfismo nuclear con presencia
de nicleos hendidos, membrana nu-
clear evidente, dos a tres mitosis en
10 campos de 40x.

Linfoma de células T periféricas. Se
constat9 el adelgazamiento de la cdpsula
con algunos centros germinales eviden-
tes, obliteracién de los senos medulares
que se hallan infiltrados con células
neopldsicas, igualmente se encontré un
grado severo de anaplasia, con pérdida
de la relacién niicleo-citoplasma (1:2,5),
anisocitosis severa, hipercromatismo
nuclear, cromatina dispersa, nucléolos
muy evidentes; se observan dos y hasta
tres nucléolos por nucleo, asi como de
8 a 10 mitosis en 10 campos de 40x y
abundante presencia de macréfagos al
interior de la neoplasia.

Linfoma de zona marginal. Se eviden-
ci6 la pérdida completa de la arquitec-
tura del tejido con desvanecimiento
completo de los centros germinales
hasta no poder diferenciarse corteza
de médula; adelgazamiento severo
de la cdpsula del ganglio linfético
con infiltracién del seno subcapsular.
La morfologia celular correspondi6
a células heterogéneas caracterizadas
por pleomorfismo celular de modera-
do a severo, cariomegalia marcada y
cromatina condensada con nucléolos
muy prominentes.

VELOZA ET AL. PRESENCE OF LMP-1 PROTEIN OF EPSTEIN-BARR VIRUS 15
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* Linfomadifuso de células B grandes. Se

hallaron células de citoplasma amplio
y anfofilico, con megalocitosis y
anisocitosis severas, y megalocariosis
marcada con multiples nucléolos
evidentes; la cromatina se observd
dispersa, con 15 mitosis en 10 cam-
pos de 40x.

Con relacién a la clasificacién del
linfoma segtin su linaje, los resultados de
la prueba inmunohistoquimica para los
diferentes tipos de linfomas mostraron
que 18 casos (90%) fueron positivos
para linaje T y dos casos (10%) fueron
positivos para linaje B (ver Figuras 2 y 3).

Relacion de la presencia del EBV

con las caracteristicas del tumor

y del canino

i. Correlacién entre la clasificacién histo-
patolégica del linfoma y la presencia
del virus EBv: al realizar los anilisis
estadisticos de X* no fue posible en-
contrar una relacién estadisticamen-
te significativa entre la presencia del
virus y la clase de linfoma clasificado
(p =0,079).

ii. Correlacién entre el tipo de linfoma'y
las variables demograficas: con respecto
agénero y edad, no se evidenciaron re-
sultados estadisticamente significativos
de correlacién entre estas variables y la
presencia de linfomas, a diferencia de
lo hallado en la raza Golden Retriever
en la que se encontrd correlacién de
la raza con la presencia del linfoma
zonal de células T y una significancia
estadistica de p = 0,006 (Tabla 2), lo
que indicarfa que esta raza puede tener
mayor riesgo de presentar linfomas,
sin importar el tipo de linfoma. En
las razas Labrador, Pitbull, Rottwei-
ler y Weimaraner no se encontraron
diferencias estadisticas significativas.

INvESTIGACION

iii. Correlacién entre el linaje del linfomay
las variables demogréficas: se encontré
que la raza Golden Retriever presentd
correlacién con la presencia del linfoma
de células T(cp3) y B(cp79a) con una
signiﬁcancia estadistica p = 0,000 y
2 =0,000 respectivamente, lo que indica
que esta raza tiene mayor probabilidad
de presentar estas patologias mds que
las razas Labrador, Pitbull, Rottweiler y
Weimaraner, en las que no se encontra-
ron diferencias estadisticas significativas.
Con respecto al género y la edad no se
encontraron correlaciones estadistica-
mente significativas (Tabla 2).

iv. Correlacién entre la presencia del virus
EBV con linfomas y variables demogra-
ficas: de los 20 casos de linfoma, seis se
encontraron positivos para el EBv lo que
corresponde al 30% (Figura 1). De ellos,
cuatro casos correspondieron al linaje T
(Figura 2) y dos al linaje B (Figura 3).
En todos los casos positivos para EBV
se encontré una relacion del virus con
la presencia del linfoma de células T
(p=0,023) y B (p = 0,026) (Tabla 3).
Por otra parte, no se encontraron co-

rrelaciones estadisticas significativas entre

la presencia del virus y las variables demo-
gréficas (raza, género y edad).

DISCUSION

El EBV es uno de los ocho herpesvirus
que se considera infectan humanos y cuya
estrategia de infeccién radica en colonizar
linfocitos B y generar, bien sea una activa-
ci6n clonal de estas células —que al perder
el control del ciclo celular pueden generar
los linfomas— o una insercién del DNA
viral en el DNA celular —que ocasiona
inicialmente una transformacién celular
que da lugar a que el virus se mantenga
latente en estas células desde donde pe-

16
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TABLA 2. Relacion entre los tipos de linfoma, los linajes celulares y la presencia del v comparados

con el género, la raza y la edad.

Género Raza Edad
Macho Hembra  GoldenR Otras <7 aios >7 aiios
14 6 9 "1 2 18
Tipo de linfoma por 500, 30% 45% 55% 10% 90%
histopatologia
p = 0,006* p = 0,07 p=0,08 p=0,08 p=022 p=022
13 5 9 9 1 17
Linaje Tpor 72,2% 21,1% 50% 50% 5,5% 94,5%
inmunohistoquimica
p=0,112 p=0112 p=0006 p=0079 p=0521 p=0,521
1 1 0 2 0 2
Linaje B por 50% 50% 0% 100% 0% 70%
inmunohistoquimica
p=0,515 p=0,515 p=0,099 p=0222
4 2 4 2 1 5
Presencia del EBV 66,6% 33,3% 66,6% 33,3% 16,6% 83,3%
p=0613 p=0360 p=0,134 p=0099 p=0360 p=0,360

* Linfoma nodal de zona T.

TABLA 3. Resultados de la relacion entre la presencia del EBV y la presencia de los inmunomarcadores

c¢p3y cn79a (prueba Ji cuadrado).

Inmunomarcadores EBV + EBV - TOTAL
4(22%) 0

cn3 (+) p=(0,023) 14 (78%) 18
2(100%) 0

cn79a (+) p=(0,026) 0(0%) 2

riddicamente se reactiva y produce una
buena cantidad de virus—.

En humanos el EBV se caracteriza por
estar presente en un alto porcentaje de la
poblacién adulta, lo cual se demuestra
cuando se observa una distribucién global
del 90% (Thorley-Lawson ez al. 2013).
En la gran mayoria de las infecciones su
comportamiento es silencioso, aunque

también puede manifestarse clinicamente
en enfermedades como la mononucleosis
y en procesos neopldsicos donde se ha
propuesto que puede encontrarse asociado
al desarrollo de cdncer. Si bien su tropismo
se habia restringido a humanos, se ha de-
mostrado su presencia en monos adultos,
ratones (Chatterjee ef al. 2014), perros y
gatos (Milman ez a/. 2011).
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FIGURA 1. Fotografias microscépicas: A. Control positivo de Lmp-1: se observa una coloracion rojiza
en el citoplasma celular (40x) . B. Control negativo de tmp-1(10x). C, D, Ey Flinfomas linaje T positivos
para la proteina Lmp-1 del ev.

FIGURA 2. Fotografias microscopicas: A. control positivo para co3: se observa una coloracion café
rojiza en los linfocitos T. B. Muestra positiva para cp3 (40x).

FIGURA 3. Fotografias microscopicas: A. Control positivo para co79a observado como una coloracion
café rojiza en los linfocitos B. B. Muestra positiva para co79a (40x).
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En este estudio se examinaron 20 lin-
fomas de caninos de los cuales 18 eran del
linaje T'y dos del linaje B, teniendo una
relacién T:B de 9:1 contrario a lo repor-
tado por Huang y colaboradores (2012)
quienes mostraron que en 36 caninos con
linfoma, 31 eran de linaje B y cinco de
linaje T (relacién T:B de 1:6), y por Valli
etal. (2011) quienes proponen al linfoma
de células B difusas grandes como el linaje
prevalente. No obstante, se ha observado
que estos animales desarrollan linfomas
de manera espontdnea y no pareceria que
prevalezca un linaje sobre el otro.

Un segundo resultado fue el de la pre-
sencia del EBV en seis de los 20 linfomas
estudiados, lo que corresponde al 30%.
Esta presencia viral se distribuyé en cuatro
de los 18 linfomas del linaje T (22%) y
en los dos correspondientes a linfoma B
(100%). Por su parte, Huang también
mostrd a este virus en caninos sanos asi
como en caninos con leucemia, reportando
dos casos positivos para la proteina Lmp-1
en seis linfomas (30%), confirmando que
esta especie animal también es hospedera
del EBV; sin embargo, la importancia
epidemioldgica de estos hallazgos atin no
estd clara (Huang ez a/. 2012).

Respecto a la raza, Huang y colabora-
dores reportaron en 2012 que razas como
la Golden Retriver pueden presentar anti-
cuerpos contra el EBV y también pueden
presentar linfoma. Ademds, proponen que
los perros con alto titulo de anticuerpos
contra EBV desarrollan linfomas de ma-
nera espontdnea y expresan el LMp-1 en
el tejido linfoide maligno (Huang ez al.
2012).

Si bien la presencia viral no se ha
relacionado con una patologia especifica
en perros y no ha sido reportada como
causa de signos clinicos ni enfermedades
similares a la mononucleosis infecciosa,
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esto no excluye que el virus no afecte a los
caninos; por el contrario, no seria extra-
fio encontrarlo, igual que en el hombre,
generando una infeccién latente o poco
sintomdtica que disminuya su ritmo y
calidad de vida pero que no indisponga
al animal.

En humanos el EBV se asocia con el
desarrollo de al menos 200.000 casos de
cancer al ano (Hu ez 2/. 2016) relacionados
con malignidades de células B que incluyen
el linfoma post-trasplante, el linfoma de
Burkitt y el linfoma de Hodgkin, o ma-
lignidades de células epiteliales como el
carcinoma nasofaringeo (Hislop 2015).
En el reporte de Huang y colaboradores,
realizado a partir de linfoma de células
B difusas grandes, el tejido extraido de
los animales enfermos se manejé de una
manera similar a la de este estudio. Los
tejidos se fijaron en formalina, fueron
embebidos en parafina y se analizé la
presencia de LMP-1 por inmunohisto-
quimica con un anticuerpo monoclonal,
visualizando la coloracién celular en las
membranasy en el citoplasma en el 1% de
las células malignas de las muestras. Como
controles, Huang y su grupo utilizaron
células Reed—Sternberg, infectadas con
EBV obtenidas de nédulo linfoide humano,
mientras que en este estudio se usaron
células linfoides positivas para EBV que
cuentan con patrones similares de tincion
(Huang ez al. 2012). El haber utilizado la
misma técnica y en condiciones similares
permite una comparacién de los resultados
y un reforzamiento del conocimiento.

El eBv, al igual que otros virus de
la familia Herpesviridae, se caracteriza
por producir infecciones latentes que
permanecen toda la vida en el individuo
y que, eventualmente, se manifiestan de
forma clinica (Vera-Izaguirre ez al. 2003,
Thorley-Lawson et al. 2013). Con los
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resultados de este estudio se podria pensar
que los caninos positivos al virus pudieron
adquirirlo mucho tiempo antes de desa-
rrollar el linfoma y, en ellos, la infeccion
pudo cursar de manera asintomdtica. Esta
misma situacién podria ocurrir en otros
animales sin el desarrollo de las neoplasias
al igual que sucede en el humano (Klein
et al. 2007).

La proteina viral LMP -1 que expresan
los linfomas en humanos se ha correlacio-
nado con un prondstico agresivo y con
metdstasis rdpida a otros tejidos linfdticos
(Lara-Torres 2009; Hu ez al. 2016), repor-
tdndose una mayor agresividad cuando estd
presente en alta proporcion en el linfoma
de Hodgkin. Jeon ez a/(2015) encontraron
en humanos una disminucién en el tiempo
de sobrevivencia de pacientes con linfoma
que eran positivos para esta proteina viral
del BV (Jeon ez al. 2015). Estos hallazgos
deberdn ser revisados en caninos pues el
virus podria estar realizando un proceso
patoldgico similar causando sintomas
parecidos en esta especie animal que hasta
el momento no se conocen.

El hallazgo de la presencia viral en
perros con linfomas no confirma que el
virus esté asociado a cdncer ni mucho
menos que lo produzca, lo que si genera
es un par de preguntas de investigacion
relacionadas con el papel que juega el EBV
en estos linfomas y el porqué estd este
virus en el perro cuando pareceria tener
como hospedero natural al hombre. Por
ultimo, valdria la pena profundizar en el
estudio de cdmo es la infeccion del BV
en caninos.

Como conclusiones de este trabajo se
puede afirmar que el EBV se encuentra en
los linfomas de caninos, lo que sugeriria
que el virus estd circulando en esta pobla-
cién y que puede tener una relacién con
el desarrollo de esta patologia. También se

INvESTIGACION

concluye que los caninos de raza Golden
Retriever cuentan con mayor predispo-
sicién a la presencia de linfomas que las
otras razas estudiadas. Con este trabajo
se ratifica que el linfoma nodal de zona
T es el que predomina en la poblacién
canina estudiada.
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