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Use of CD79a and CD3 markers

in the lymphoblastic leukemia
immunological tipification secundary
to viral feline leukemia virus

Abstract

Case description. A male European domestic cat of 5 months old and previ-
ously exposed to the FLV virus, was admitted into the Veterinary Hospital of
the National Autonomous University of Mexico.

Clinical findings. During physical examination, no significant alterations were
found. A SNAP FIV/FelV IDEXX Combo test was performed, which showed
a positive result to FelV.

Treatment and evolution. An immunomodulatory protocol was initiated
and constant examinations were scheduled. On day 425, several symp-
toms such as depression, anorexia, generalized lymphadenomegaly and
oral mucosa paleness were reported. A hemogram was performed, where
leukocytosis (627.2x109/L) was observed by lymphocytosis, from which
407.7x10%/L corresponded to immature lymphocytes (prolymphocytes and
lymphoblasts) associated to acute lymphoblastic leukemia, secondary to
viral feline leukemia. Due to the poor condition of the patient, euthanasia
was performed and the body was referred to the pathology department
of the FMVZ-UNAM for a post mortem study. Necropsy revealed lymphoid
infiltrate in different organs, as well as, bone marrow hypercellularity. Bone
marrow immunotyping was positive to CD79a, whereby it was diagnosed as
a B-cell lymphoid neoplasia.

Clinical relevance. Unlike dogs, there is scarse information for cats regarding
the survival and prognosis of lymphoproliferative malignancies. Therefore,
immunotyping may be useful for complementing the histological staging
and contributing with information, in order to determine the behaviour of
these neoplastic processes, and even having an important prognostic value.

Keywords: viral feline leukemia, lymphoblastic leukemia, lymphoma,
immunohistochemistry, immunotyping, lymphoproliferative disorders in cats,
(D793, CD3.
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Descripcion del caso

En el Hospital Veterinario de Especialidades (HVE) de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (FMVZ-UNAM),
recibimos a un gato europeo doméstico, macho, de cinco meses de edad, rescata-
do de la calle un mes atrés. Tenfa una vacuna triple felina y desparasitacion vigente.
El motivo de la consulta fue porque convive con un gato positivo a leucemia viral
felina (LeVF).

Hallazgos clinicos e interpretacion

Realizamos el examen fisico general (EFG) donde no encontramos alteraciones
aparentes. Tomamos una muestra de sangre con EDTA como anticoagulante para
hacer una prueba de SNAP FIV/FelV (combo test IDEXX): un inmunoensayo rapido
que permite la identificacion de la proteina virica nuclear p27 del virus de la
leucemia felina en suero, plasma o sangre completa con anticoagulante (EDTA o
heparia); resulté positiva.

Analizamos un hemograma, en los resultados se aprecié trombocitopenia lige-
ra (190 x 109/L [300-700 x 109/L]), no le dimos relevancia debido a la presencia
de agregados plaquetarios que causan una subestimacion en el conteo. Leuco-
citosis por neutrofilia (13.7 x 109/L [2.5 - 12.5 x10%/L]) asociada a redistribu-
cién por efecto de catecolaminas. También observamos linfocitosis (10.5 x 109/L
[1.5-7.0 x 109/L]) con evidencia de ocasionales linfoblastos en circulacién y eosi-
nofilia (2.2 x 109/L[0-0.8 x 102/L]) lo cual corresponde con el proceso viral (LeVF).

Iniciamos un protocolo inmunomodulador y se establecieron revisiones cons-
tantes con valoraciones del leucograma y EFG.

Para el dia 185 posdiagndstico, realizamos otra prueba SNAP FIV/FelV combo
test IDEXX: también resulté positiva, por lo que lo estadificamos como virémico per-
sistente, sin embargo, no se apreciaron alteraciones en el EFG ni en el hemograma.

El paciente dejo de acudir a sus revisiones mensuales. El dia 425, los propieta-
rios lo llevaron de nuevo al HVE, debido a que lo notaron deprimido, con anorexia,
habfa perdido peso, y detectamos las mucosas orales pélidas. En el EFG se le apre-
ci6 consciente, deprimido, con condicion corporal 2/5, deshidratado un 7 %, con
las mucosas orales pélidas y con linfadenomegalia generalizada.

Tomamos muestras para hemograma, bioquimica clinica y uriandlisis. En el he-
mograma observamos anemia severa (0.13 L/L [0.27 - 0.45 L/L]) no regenerativa,
trombocitopenia severa (44 x 109/L [300 — 700 x 109/L]) y neutropenia absoluta
(0 x 109/L [2.5 - 12.5 x 109/L]), compatibles con disminucién en la produccién
por mieloptisis. Se aprecia leucocitosis severa (627.2 x 109/L [5.5 - 19.5 x 109/L])
por linfocitosis absoluta, con predominio de linfocitos inmaduros (65 %).

La presencia de mieloptisis y la leucocitosis severa por células linfoides en
diferentes estadios de maduracion (incluyendo linfoblastos) dos a tres veces més
grandes que un linfocito maduro normal con nucleo redondo, en ocasiones lige-
ramente identado, con cromatina fina granular, presencia de uno a dos nucléolos
prominentes; y con un borde delgado en forma de anillo incompleto de cito-
plasma basdfilo; indicaban que la médula 6sea estaba comprometida y sugerfan
un diagnostico de leucemia linfoblastica aguda secundaria a leucemia viral felina
(figuras 1y 2).
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Figura 1. Frotis sanguineo. Se aprecia una gran cantidad de leucocitos. 10x.Tincion de Wright.
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Figura 2. Frotis sanguineo. Se observa linfocitosis absoluta con linfocitos en distintas etapas de maduracion. 40x. Tincién

de Wright.
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La bioquimica clinica arrojo hiperglucemia ligera (11.7 mmol/L
[3.8 - 7.9 mmol/L]) transitoria por efecto de catecolaminas, o bien, por estimu-
lacion cronica de glucocorticoides; hiperazotemia prerrenal (urea: 11.0 mmol/L
[4.1 - 10.8 mmol/L]) por hemoconcentracién, incremento de fosfatasa al-
calina (137 U/L [< 107 U/L]) sugerente de dafio en los canaliculos biliares y
acidosis metabdlica (bicarbonato: 12 mmol/L [14 - 24 mmol/L]) hiperclorémi-
ca (cloro: 120 mmol/L, DIF: 27 mmol/L). También manifestd hipercaliemia
(5.5 mmol/L [3.6 - 5.3 mmol/L]) asociada a la liberacién de potasio intracelular
por la marcada leucocitosis, sin descartar un mecanismo transcelular compensato-
rio a la acidosis. En el uriandlisis no se aprecian alteraciones relevantes.

Tratamiento y evolucién

Hospitalizamos al paciente, le instauramos una terapia de reposicion de liquidos
e iniciamos quimioterapia segun el protocolo Madison Wisconsin con una primera
aplicacién de acetato de metil prednisolona.

Como el paciente estaba muy afectado de forma negativa, los propieta-
rios decidieron que se le practicara la eutanasia el segundo dia del protocolo
quimioterapéutico.

Remitimos el cuerpo al drea de necropsias del Departamento de Patologia
de la FMVZ-UNAM. Los hallazgos macroscopicos mas relevantes fueron hepato-
megalia leve con multiples 4reas blancas de aproximadamente un milimetro de
didmetro en todo el parénquima hepético, esplenomegalia leve y linfadenomegalia
generalizada.

Dentro de los hallazgos microscopicos hallamos abundante infiltrado mono-
nuclear en el higado, concentrado principalmente en la zona | (periportal) de los
lobulillos hepaticos. Las venas centrales tenian un infiltrado discreto (figura 3). En
los linfonodos, la cépsula estaba infiltrada por células mononucleares neoplési-
cas. La corteza presentaba abundantes células neoplésicas linfoides que formaban
sdbanas densas con pérdida de la estructura folicular normal, ademés, identifica-
mos espacios claros compatibles con necrosis (figura 4).

El rifidn y bazo también presentaban amplias zonas de infiltrado por células
neopldsicas en el parénquima. La médula dsea se apreciaba hipercelular con un
bajo nimero de megacariocitos por campo de 10x y con predominio marcado de
las células neoplasicas, lo que ocasioné una disminucién importante de las lineas
eritrocitica y granulocitica (figura 5).

Inmunotipificamos las células neoplésicas de un corte histoldgico de médula
6sea mediante los marcadores CD79a y CD3 (figuras 6 y 7). El resultado fue un
marcaje positivo para CD79a, lo que se asocia con un predominio de células del
lineaje tipo B.

Discusioén y relevancia clinica

El término leucemia linfocitica se refiere a una condicién neoplésica de linfocitos
presente en la médula dsea o en circulacién, que no se asocia con un tumor sélido.
La leucemia linfocitica se clasifica como aguda o linfobldstica (LLA), y crénica (LLC),
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Figura 4. Corte histologico de linfonodo. Se observa pérdida de la estructura folicular e infiltrado neoplasico que se extien-
de hasta la capsula del tejido linfoide. 40x, H&E.
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Figura 5. Corte histolégico de médula 6sea. Se aprecia hipercelular con predominio de células linfoides y disminucion en
otras lineas celulares. 40x, H&E.
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Figura 6. Inmunohistoquimica para CD79a de corte histologico de médula dsea. El color ocre indica un resultado positivo.


http://revistas.fmvz.unam.mx/index.php/Clinica-Veterinaria

http://revistas.fmvz.unam.mx/index.php/Clinica-Veterinaria Inmunotipificacion de leucemia linfoblastica en un gato Reporte de Caso @

Vol. 31 No. 18Enero-Abril 12017

o

% ';.“‘03 S

. & '.
w Al tedt < IR ¥ TS il AR

Nels te i

e

Figura 7. Inmunohistoquimica con marcador CD3 de corte histolégico de médula ésea. La ausencia de color ocre indica
un resultado negativo.

con base en la madurez de las células involucradas. La metéstasis de médula dsea
a linfonodo y viceversa (linfoma estadio V) es frecuente, por lo que en ocasiones
es complicado distinguir el proceso inicial.!

El mecanismo por el cual el virus de la leucemia viral felina causa malignidad,
puede explicarse por la insercién de su genoma en el genoma celular cerca de un
oncogén (cominmente myc), lo que resulta en la activacion y la sobreexpresion de
dicho gen. Estos efectos conducen a una proliferacion incontrolada de esa célula
(clona) y la malignidad resulta en ausencia de una respuesta inmune apropiada. El
virus de la leucemia viral felina tipo A también puede incorporar el oncogén para
formar un virus recombinante (por ejemplo, FelV-B, FeSV) que contiene secuen-
cias de oncogenes celulares que a continuacion se reordenan y activan. Cuando
entran en una célula, estos virus recombinantes son oncogénicos; por lo tanto, las
neoplasias inducidas por el virus de la leucemia viral felina son causadas, al menos
en parte, por mutagénesis de insercion somaticamente adquirida en la que los
provirus integrados pueden activar un protooncogén o interrumpir un gen supresor
de tumor.?

En gatos LeVF positivos es frecuente observar tanto LLA como linfoma; sin
embargo, también se han reportado otras neoplasias hematopoyéticas, como el
sindrome mielodisplésico (considerado un proceso preleucémico), leucemias mie-
lociticas con diversas variantes de lineas celulares e incluso existe un reporte de
leucemia eosinofilica en un paciente LeVF positivo.

Del 60 al 80 % de los gatos con LLA son positivos a LeVF, lo que se considera
un factor de mal pronéstico.®>* Mientras que la forma mas frecuente asociada al
LeVF es el linfoma mediastinico en gatos jévenes.* En este andlisis, el hallazgo prin-
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cipal fue la leucemia linfoblastica aguda sin evidencia de alteraciones mediastinicas
durante el diagnostico.

Tanto en medicina humana como en veterinaria, el uso de sistemas de clasifi-
cacion para las diferentes formas en que se presentan los desérdenes linfoprolife-
rativos, ha permitido un mayor entendimiento del comportamiento de los mismos.
El sistema Kiel de clasificacion fue considerado el més conveniente en oncologia
clinica veterinaria, debido a que determinaba los subtipos a partir de la morfologfa
celular y no siempre requeria del estudio histopatologico; este sistema fue actua-
lizado incorporando técnicas de inmunohistoquimica y biologfa molecular con la
finalidad de elucidar la linea celular y revelar su estado de actividad proliferativa.”

Existen escasos informes de la clasificacién actualizada de Kiel aplicada a lin-
fomas felinos. Callanan et al (1996) utilizaron el sistema Kiel para la clasificacion
de los desérdenes linfoproliferativos en gatos infectados con el virus de la inmu-
nodeficiencia felina.° En otro estudio, Chino et al (2013) clasificaron un grupo de
gatos con linfoma espinal bajo este método.” Sin embargo, cada informe incluye
solo ocho casos, lo cual esté lejos de describir el comportamiento de los linfomas
felinos y de brindar informacién para estimar el posible valor pronéstico.

Valli et al (2004) revisaron 602 casos de enfermedades linfoproliferativas en
gatos a lo largo de diez afios utilizando la clasificacion del Instituto Nacional de
Céncer de EUA (Working Formulation) para definir histolégicamente estas pato-
logfas. Estos investigadores encontraron que las caracteristicas morfolégicas son
similares a las presentadas en los desordenes linfoproliferativos de perros y hu-
manos, por lo que, en esta clasificacién, fue posible agruparlos de acuerdo a sus
caracteristicas en alto o bajo grado. A pesar de ello, el objetivo del estudio solo
fue la aplicacién del sistema de clasificacién sin evaluar el factor pronostico y la
respuesta al tratamiento; pero sugiere la inmunotipificacion como herramienta que
aporta informacion clinica relevante.®

Otro hallazgo importante fue el alto grado de mitosis en pacientes LeVF positi-
vOs, en comparacién con los negativos; esto corresponde con el hecho de que los
gatos LeVF negativos con linfoma tengan respuesta pobre a la terapia y periodos
cortos de remision. Vezzali et al (2009) utilizaron el mismo sistema de clasificacion
en 171 casos (48 gatos) e incluyeron la inmunotipificacion. Con esto, los inves-
tigadores concluyeron que se necesitan mds estudios conjuntos entre clinicos y
patélogos para mejorar la eficacia de las clasificaciones; asimismo, los resultados
sugieren una clasificacion diferente entre perros y gatos.”

En perros con desérdenes linfoproliferativos, la inmunotipificacion tiene un
importante valor prondstico y de respuesta al tratamiento. Hasta la fecha, son po-
cos los trabajos enfocados en la inmunotipificacion de los desérdenes linfoproli-
ferativos en gatos. En el 2004, Petterson-Kane et al (2004) publicaron un estudio
retrospectivo de 23 casos de linfoma alimentario en gatos, a los que se les practicd
inmunohistoquimica usando los marcadores CD3 y CD79a; estos investigadores
reportaron que el 65 % fueron positivos a CD79a, todos de alto grado (célu-
las grandes) (10), resultado que corresponde con nuestro caso de estudio. Sin
embargo, Harvey (2012) menciona mayor positividad para el CD3 en gatos con
LLA y positivos a LeVFE.! En el estudio retrospectivo no se demostré una diferen-
cia significativa en el tiempo de sobrevida entre los distintos fenotipos, lo que
puede atribuirse al tamafio de la muestra (una poblacion pequefia), por lo que
concluyeron que es necesario realizar estudios con poblaciones més significativas.
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En el 2016, ya existen distintas técnicas de inmunotipificacion de las célu-
las neoplésicas en desérdenes linfoproliferativos de perros y gatos. En perros, el
uso de citometria de flujo se ha convertido en un instrumento importante en el
diagnostico de linfoma/leucemia canino, contribuyendo a la evaluacién del linaje
celular y la clonalidad, la presentacién de formas aberrantes, asi como a la evalua-
cion de la enfermedad residual minima''; incluso se ha llegado a considerar una
herramienta fundamental para el pronéstico de estos pacientes.

Esta técnica no ha sido del todo estudiada en gatos, las més utilizadas han sido
la inmunohistoquimica e la inmunocitoquimica; reportadas en inmunotipificacion
de desdrdenes linfoproliferativos en esta especie.? 1012

El caso de estudio, que ahora investigamos, fue tipificado a través de técnicas
de inmunohistoquimica; pero en nuestra opinion, la citometria de flujo es un méto-
do méas completo y fiable en cuanto a inmunotipificacion se refiere, ya que permite
un estudio detallado de las células que se encuentran en la circulacion sanguinea
(para el caso de leucemias) u obtenidas por aspiracién con aguja delgada de los
linfonodos afectados; de manera que aportan informacién en cuanto a su morfo-
logia (tamarno y complejidad) y exhiben la presencia de distintos biomarcadores.

Una de sus principales limitantes es que requiere de equipos sofisticados, a
diferencia de la inmunohistoquimica o inmunocitoquimica que son procedimientos
de tipificacién méas accesibles y econémicos.

A partir del siglo xxi, se empez6 a utilizar la citometria de flujo en desordenes
linfoproliferativos en gatos con la finalidad de encontrar los patrones de expresion
en las células neopldsicas y su posible implicacion en el pronostico del pacien-
te. Guzera et al (2014), en su estudio retrospectivo, inmunotipificaron 19 casos
en gatos mediante citometria de flujo. A los gatos se les dividié en dos grupos:
uno con diagnostico previo de linfoma, y otro con desérdenes linfoproliferativos
no neopldsicos.

Guzera y su equipo utilizaron los marcadores CD4, CD5, CD8a./B y CD21 RPE,
analizaron las muestras de seis casos de linfomas alimentarios, tres de linfoma
multicéntrico, uno con linfoma extranodal y uno con leucemia/linfoma multicén-
trico. La citometria de flujo logré inmunotipificar 12 de los 13 casos de linfoma.
De estos, ocho casos (cinco linfomas alimentarios, un linfoma multicéntrico, un
linfoma mediastinal y un linfoma extranodal-retrobulvar) fueron de tipo B, mientras
que los otros cuatro (un linfoma alimentario, un linfoma/leucemia multicéntrico, un
linfoma multicéntrico y un linfoma mediastinal) fueron del tipo T.12

Si se consideran estos resultados y los datos en la literatura, los autores reco-
miendan el uso de la citometria de flujo como apoyo de la citologfa, por encima de
otros estudios que requieren de mayor tiempo y llegan a ser mds invasivos como
la histopatologfa.

Chino et al (2013), hallaron que todos los linfomas en gatos con infeccion por
retrovirus (LeVF o VIF) mostraron la morfologia de alto grado’; situacién que se
correlaciona con el caso aqui estudiado. Se considera que el retrovirus puede tener
un potencial en la carcinogénesis en la fase temprana de la diferenciacion linfoide.
En especial el LeFV tiende a infectar células en division.

En esta investigacion, los linfomas en gatos con infeccion por VIF tuvieron
alta prevalencia del subtipo de células B, lo que se cree puede estar asociado a la
estimulacién de estas células durante el proceso viral.
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Como vemos en la literatura, existe un interés creciente en la aplicacion de
distintas herramientas de diagndstico que ayuden a entender mejor el comporta-
miento de los desérdenes linfoproliferativos en gatos. Es necesario hacer estudios
de inmunotipificacién con una poblacion més amplia, debido a la prevalencia de
LeVF en nuestro pais para poder establecer valores prondsticos de esta técnica
en los gatos infectados con el virus que desarrollan desérdenes linfoproliferativos.

En el paciente de nuestro estudio, quien desarrollé una leucemia linfoblastica
aguda de células tipo B, el progreso del padecimiento fue 400 dias después del
diagnostico de la enfermedad viral. Debido a que no se dio un seguimiento opor-
tuno, no fue posible detectar cudndo iniciaron las alteraciones hematopoyéticas,
pero el curso de la enfermedad fue agudo con deterioro severo del estado general
del paciente.

Serfa importante reportar el curso, los signos clinicos vy las alteraciones hema-
topoyéticas, asf como la inmunotipificacion de los desérdenes linfoproliferativos
que pueden llegar a desarrollarse en un paciente LeVF positivo para correlacionar-
los con el presente caso de estudio. Aunque la presencia del virus per se, tiene
valor prondstico importante, sin duda la inmunotipificacién de neoplasias de origen
linfoide es una técnica cada vez mas utilizada en medicina veterinaria que abre una
ventana en el estudio de la naturaleza de estas alteraciones en los gatos.
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