EL LINFOMA VENEREO CANINO COMO MODELO

DE CANCER EXPERIMENTAL!

Hecror MirQuEZ-MONTER?

Se presenta el estudio experimental de cuatro linfomas vené-
recs caninos, El estudio histolégico y de ultraestructura sefiala
su histogénesis como de células reticulares malignas, por lo que
debe llamarse reticulosarcoma. Ademds, se identificaron parti-
culas semejantes a virus en algunas células neoplasicas y fend-
menos de citolisis y autofagia. El estudio citogenético del tumor
demostré un nimero modal y cariotipo semejante al descrito
en otras localidades geogrificas. Se describe la asociacidn nucleo-
lar de un cromosoma heteropienético, probablemente marcador,
en células neoplasicas en profase.

El estudio inmunolégico no demostré la produccién de glo-
bulinas anormales en el huésped por el tumor, pero se encontrd
abundante gamaglobulina entre las células tumorales. Finalmen-
te, la actividad reproductiva de las células del tumor, medida
por el método autorradiogrifico, se considerd elevada y sélo
compensada por la citolisis producida probablemente por me-
canismos inmunes del huésped o por efecto citocida de un pro-

bable virus. (Gac. Mfp. MEx. 100: 168, 1970).

EL LINFOMA VeNéreo canino o sarcoma
venéreo del perro es el tumor trans-
plantable mas antiguo.! Este tumor fue
transplantado en forma experimental
por Novisky en 1877 y los resultados
de este estudio fueron objeto de su tesis
profesional.® 3 Posteriormente 'Wehr en
1888 confirmé estos experimentos,® y
Sticker en 1904 lo caracterizé histolé-
majn de ingreso a la Academia Na-
cional de Medicina, presentado en la sesién
ordinaria del 15 de octubre de 1969,

2 Académico numerario. Departamento de

Tnvestigacion Cientifica. Instituto Mexicano
del Seguro Sacial.

gicamente, de ahi que se le conozca
también como sarcoma de Sticker.5

Se trata de una neoplasia constituida
por células reticulares con tendencia a
la diferenciacién a linfocitos y células
plasmaticas. En la mayoria de los casos
el tumor se localiza en la vulva y va-
gina en la hembra y en el pene en el
macho; permanece localizado en este
sitio y sélo en un niimero reducido se
disemina y causa la muerte del animal.
Su transmisién es por contacto sexual
v es posible su trasplante a animales
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jévenes por implantaciéon subcutinea
de células.” La evolucion del tumor es
generalmente a la curacién espontinea,
la cual se ha explicado como debida a
un rechazo de tipo inmune por parte
del huésped.®

Aun cuande se acepta generalmente
que se trata de un tumor transplanta-
ble, existe todavia la duda acerca de
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MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron biopsias excisionales
de cuatro linfomas venéreos en tres pe-
rras y un perro, todos de raza indeter-
minada, pertenecientes a la Divisién de
Cirugia Experimental del Departamen-
to de Investigacion Cientifica del Cen-
tro Médico Nacional (Figs. 1y 2).
Para el estudio histolégico, las biop-

Fie. 1.

su etiologia viral, Ademds, su compor-
tamiento peculiar en el sentido de esta-
blecer un equilibrio entre el huésped
y un tumocr maligno, constituyen pro-
blemas que merecen la aplicacién de
técnicas modernas para su estudio.

La existencia de este tipo de tumor
en México,? ha motivado su estudio
como modelo de cdncer experimental,
en su aspecto histolégico, ultraestructu-
ral, citogenético e inmunalégico.

Aspecto macroscopico de un linfoma venérec en el pene de un perro.

sias se fijaron en [ormol amortiguado
aun pH de 7, y se incluyeron en forma
rutinaria en parafina, para tinciones
con hematoxilina y eosina, reticulo,
azul de toluidina a pH 5 y 4cido pe-
riddico-Schiff. Para el estudio con mi-
croscopio electrénico, se subdividieron
los fragmentos en pequenos cubos de
2 mm?, los que se fijaron de inmediato
en tetréxido de osmio de acuerdo con
el método de Milloning.!® Después de
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Fie. 2. Linfoma venéreo en la vulva de una perra. Nétese el aspectu vegetante y
nodular del tumor, Este animal y el anterior tienen una evoluciéon aproximada de tres

y seis meses, respectivamente.

fijados se deshidrataron en alcoholes de
concentracion ascendente y se incluye-
ron en Epon-Araldita en forma con-
vencional. Algunos fragmentos se incu-
baron en medio F-10 por tres dias con
objeto de acentuar el estado de cito-
lisis y asi favorecer el desenmascara-
miento de un posible virus.

Otros fragmentos frescos del tumor
e utilizaron para el estudio citogené-
tico por el método directo. Este con-
sicte en la fragmentacion fina del
tumor para obtener dispersion de cd-
lulas aisladas, su incubacién en medio
F-10 con Colcemid por 2:30 horas y
pesteriormente en una solucién hipo-
ténica de CIK al 0.3¢% por 20 minu-
tos, fijacién subsecuente en Carnoy v
claboracién de frotis por secado al aire
v tincién con colorante de Giemsa. El

centrel cromosémico normal se  hizo
mediante el cultivo de linfocitos hema-
tices de los mismos animales, segtin
modificacién al método de Moorhead
v colaboradores.!!

Para el estudio inmunolégico se em-
pleé el métode de inmunoelectroforesis
utilizando suero de perros portadores
del tumor y medio de cultivo en donde
se habian incubado células tumorales,
contra antisuero anticanino de cone-
jo. El método inmunofluorescente de
Cocns'? se empled cen gamaglobulina
anticanina de conejo, marcada con
isotiocianato de fluoresceina, sobre cor-
tes frescos del tumor hechos a 4 micras
en un criotomo American Optical, pa-
ra determinar la presencia de gama-
glebulina canina en células tumorales.

Finalmente, para determinar la ac-
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Fig. 3.

tividad reproductiva de las células tu-
morales, se incubaron éstas con timi-
dina tritiada New England Nuclear a
concentracion de 1pCu/ml de medio
F-10 por 4 horas; después de fijadas se
procesaron por el método convencional
de autorradiegrafia cen emulsién Kodak
NTB3. Para expresar los resultados se
tabularon células mareadas y no mar-
cadas por el is6topo, en forma porcen-
tual.

Resurtabnos

Histologia y ultraestructura. En algu-
nos cortes del tumor se incluyé pared
vaginal, la cual estaba constituida por
cpitelio plano estratificado atréfico. El
tumor estaba formade por células re-
dondas o irregularmente poliédricas, de
nticleos redondos, vesiculosos. con cro-

Microfotografia del tumor de un corte a 2 p de material incluido en Epon-
Araldita, Existe uniformidad de los nficleos vesiculares con cromatina grumoesa y nueléolos
prominentes: en ¢l campo se observa una mitosis. Tincién de azul de toluidina X25.

matina grumoesa v nucléolo prominente.
Algunas células presentaban abundante
citoplasma baséfilo y nicleo excéntrico
que recordaban la forma de células
plasmiticas. Se encontraron numerosas
mitosis y células con signos de degene-
racién (Fig. 3). Se aprecié moderada
vascularizacién del tumor y con la tin-
cién del reticulo se apreciaron delga-
das bandas de reticulo, separando
amplics conglomerados de células neo-
plasicas. No se aprecié invasién vascu-
lar, y las células tumorales y el espacio
intersticial fueron negativas para la
metacromasia producida por el azul de
toluidina y también fueron Schiff ne-
gativos.

Con el microscopio electrénico las
células tumorales mostraron {recuente-
mente pérdida de la cohesién y en ge-
neral niicleo indentado y lobulado, con:
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Fro. 4. Microelectrografia que muestra células neopldsicas reticulares con nicleo irre-

gular,

distribucién irregular de la cromatina y nucléolo prominente, Caracteristicamente

las células neoplisicas tienden a mostrar pérdida de la cohesion que las une entre si en

condiciones normales.

crematina dispuesta en gruesos grumos
y con uno o varios nucléolos (Fig. 4).
El citoplasma mostrd lisosomas, mito-
condrias de aspecto normal y reticulo
endoplismico poco prominente y de
tipo rugoso. No se aprecié prominen-
cia del aparato de Golgi. /
lulas abundante
endopldsmico con numerosas cisternas,
con imagen correspondiente a células
plasmaticas. En el citoplasma de algu-
nas células se aprecié citofagocitosis
correspondiente a células con franca
picnosis nuelear y fendmenos degene-

Algunas cé-

mostraron reticulo

rativos del citoplasma (Fig. 5). En estas
células se encontraron formas de des-
integracién nuclear en las que se iden-
tificaron particulas de 300 a 400 A,
de centro osmiofilico, rodeado de un
halo claro y de un contorno denso a
los rayos de electrones, Estas particulas
eran escasas, de tamafio irregular y en
ocasiones se cncontraron en vesiculas
citopldsmicas incluidas en una matriz

de moderada densidad electrénica
(Fig. 6).
Citogendtica. Los cariotipos proce-

dentes de linfocitos hemdticos mostra-
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citoplasma, mitocondrias (m), y reticulo endopldsmico vesiculoso (RE). Una de las células
muestra fagocitosis de una célula tumoral en fase de desintegracién (C), con granos de
glucdgeno en una wacuola eitopldsmica (g), mitocondrias mal preservadas y niecleo (N)
con su membrana mal conservada y pérdida de su densidad electrénica.

ron un patrén normal de 78 cromoso-
mas y complemento gonosémico de XX
para las hembras y XY para el macho.
Con excepeidon de los gonosomas, todos
los cromosomas caninos corresponden
a formas acrccéntricas de
tamafio.

diferente

El nimero modal cromosémico de
las células tumorales correspondid a 59
cromoesomas en todos los casos. La mor-
fologia del cariotipo fue diferente de
las células normales por la presencia
de 15 cromosomas submetacéntricos,
o metacéntricos, incluyendo a un cro-

mosoma con una zona de heteropicnosis
negativa en sus ramas largas, por lo
que se le consideré como un marcador,
y el resto formade por cromosomas
acrocéntricos. No se pudieron identifi-
car en las mitosis estudiadas gonoso-
mas, ni sexocromatina en células tu-
merales en interfase.

Un hallazgo interesante fue un cro-
mosoma, metacéntrico o submetacéntri-
co, posiblemente un marcador con
hetercpicnosis temprana y asociacion
nucleolar en células en profase (Fig. 7).

Inmunologia. Los cortes frescos del
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Conjunto de particulas semejantes a virus.

Vor. 100, N* 2

Miden un promedio de 300 a

450 A, con niicleo denso, rodeado en algunas por un halo claro v otra zona de nayor

densidad electrénica.

tumor incubados con antigamaglobu-
lina de conejo contra perro, marcada
con isotiocianato de fluoresceina, mos-
traron abundantes depésitos de gama-
globulina de perro entre las células tu-
merales, sin que se pudiera localizar en
¢l citoplasma de éstas. La especificidad
de la reaccién se demostré por el blo-
gueo con antigamaglobulina de conejo
sin marcaje, la cual produjo resultados
negativos a la incubacién subsecuente
con antigamaglobulina marcada (Fig. 8)

El patrén inmunoelectroforético del

suero de animales portadores del tumor
no demostré la produccién de algin
tipo de globulina anormal producida
por las células tumorales (Fig. 9). Por
otra parte se identificé escasa gamaglo-
bulina, también por este mismo méto-
do. en el sobrenadante de células tu-
merales incubadas in wvitro por wvarios
dias.

Actividad reproductive. La incuba-
cién de células tumorales en medio con
timidina tritiada por 4 horas, mostré
la incorporacién de isétope en por-
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cientos que variaron de a 10 a 165. El
resto de las células no presentd cap-
tacién, ni tampoco hubo captacién por
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parte de
(Fig: 10).

cromosomas en  metafase.

COMENTARIO

Del estudio histolégico con microsco-
pio de luz y con el microscopio elec-
trénico, se considera que la mayor
parte del tumor estd formado por cé-
lulas reticulares de aspecto maligno:
dispersién de la cromatina nuclear,
nucléolo prominente, mitosis numero-
sas, mitocondrias normales, reticulo
endeplasmico poco prominente con ri-
hosornas libres v aparato de Golgi poco
desarrollado, asi como pérdida de la
cohesién entre las células neoplasicas.
Por consiguiente el tumor debe con-
siderarse como reticulosarcoma  desde
el punto de vista morfelégico. Por otra
parte, el componente celular integrado
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A: Cariotipo normal de una perra. B: Cariotipo de una célula tumoral. G:

Grupo de marcadores submetacéntricos con una zona de heteropicnosis negativa en sus
ramas largas, D: Cromosoma grande heteropicndtico con asociacion nucleolar.
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Fioura 7-D

por linfocitos pequefics y células plas-
miticas, puede explicarse por dos posi-
bilidades: bien se trata de formas de
transicién y maduracién de las células
reticulares o bien son células inflama-
torias intercurrentes entre las células
necpldsicas. En favor de la primera
posibilidad y de acuerdo con los estu-
dios de ultraestructura de Lombard v

Fioura 7-C.

Canabié¢® y Lombard y colaborado-
res,* y con microscopio de luz por
Thernburn vy asociados,’ existe el
hecho de que se encontraron células
plasmaticas con buena diferenciacién
citopldsmica, pero con caracteres inma-
durcs del nicleo, La presencia de cé-
lulas degenaradas o necrobidticas en el
citoplasma. de células reticulares neo-
plasicas, sefiala su capacidad fagoci-
taria.

En relacién al hallazgo de particulas
semejantes a virus, es conveniente men-
cionar que ya estudios preliminares por
Ajello y Gimbo,'® asi como ulterior-
mente por otros autores,' 1% Jag han
descrito también. Por otra parte, los
estudics encaminados al aislamiento de
virus del tumor han side infructuosos.

Ademas, la transmisién del tumor
por particulas subcelulares como lo ha
descrito Ajello,'™ y con dcido nucleico
por Thiery,'® no se ha podido repro-
ducir por Karlson y Mann,” ni en nues-
tro laberatorio. Por consiguiente, queda



Fic. 8. Tincién de un corte del tumor con antigamaglobulina de conejo antiperro,
marcada con fluoresceina. Los depdsitos de gamaglobulina corresponden a zonas blancas
brillantes de espacics intercelulares y sin depésito en el citoplasma de las células neopla-
sicas correspondientes a zonas oscuras X 1000,
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F. 9.

Inmunocelectroforetogramas de suero de perros portadores del

tumor. No

se observan globulinas anormales, Las bandas inferiores corresponden a sueros testigos

normales,

|
|
|
|

Fie. 10. Microfotografia de una autorra-
diografia que muestra niicleos con captacién
de timidina tritiada, manifiesta por la pre-
sencia de granos de plata reducida, X100.

atn en duda, hasta que no existan
mejores métodos encaminados al aisla-
miento de virus oncogénicos, su iden-
tificacién definitiva como agentes etio-
légicos de este tumor.

Los estudios cromosémicos mostraron

un niimero modal de 59, con un cario-
tipo semejante a los descritos en mito-
sis de estos mismes tumores por Makino
en Japén,® Weber y colaboradores en
los Estados Unidos?® y por Thornburn
y asociados en Jamaica.® No se ha po-
dido confirmar, por otra parte, la uti-
lidad del empleo de los gonosomas
como marcadores en transplantes de
tumores entre animales de diferente
sex0,?0 para probar la naturaleza trans-
plantable del tumor, segiin lo describié
Samso.2! La semejanza de los cariotipos
de tumores estudiados en diferentes
lugares geograficos, como lo demuestra
el presente estudio, sefiala uniformi-
dad en la poblacién celular del tumor.
La forma constante del cariotipo en tu-
mores malignos sélo se ha deserito en
la leucemia mieloide en el humano,
criginalmente por Nowell y colabora-
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dores?® y en el reticulosarcoma en el
y asociados.®

criceto sirio por Cooper y

El hallazgo de un cromosoma meta-
céntrico  grande con  heteropicnosis
temprana, probablemente un marca-
dor, en asociacién nucleolar estrecha,
observado en células neoplasicas en
profase, sugiere futuros estudios enca-
minados a determinar posibles varia-
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lacién de células tumorales. La inmu-
nidad desarrollada por animales cura-
dos puede ser operante contra células
tumorales o bien contra algin virus,
cualesquiera que sea la etiologia de la
neoplasia. El estudio inmunoelectrofo-
rético demostrd que no existe ninguna
globulina anormal en el suero de
animales portadores del tumor, a dife-
rencia de lo observado en ciertos pade-

ciones en la estructura quimica del
Tasra |1
NUMERO DE CROMOSOMAS POR CELULA EN METAFASE
Caso 50 51 54 55 il a7 i 39 60 100 120 T'otal
"]’ | n - 5 a4 1 31
2 1 2 2 22 1 29
3 1 1 i 14 4 23

dcido ribonucleico ribosomal en estas
mismas células, ya que existen partes de
los cromosomas, especificamente encar-
gadas de dirigir la sintesis de este acido
nucleico ribosémico en el nucléolo, se-
giin se ha descrito en la especie huma-
na por Ohno y colaboradores.®!

El método de
demuestra gamaglobulina canina en-
tre las células neopldsicas, pero no
demuestra su produccién por ellas, de-
bido a que no se identificé esta globu-
lina en el citoplasma celular. Esto con-
cuerda con el hecho generalmente
conocido de que la involucién esponta-
nea del tumor se debe a un fendémeno
de probablemente mediado
por inmunidad humoral y celular, Es-
te fendémeno ha sido estudiado por

inmunofluorescencia

rechazo,

Powers,® quien describe que animales
previamente portadores del linfoma, se
tornan resistentes a una nueva inocu-

cimientos neoplasicos en los que el sis-
terna inmune se encuentra comprome-
tido, como sucede en el mieloma mil-
tiple en el hombre y en el ratén. El
estudio por inmunoelectroforesis del
medio de cultivo en el que se incuba-
ron células tumorales, mostré escasa
cantidad de gamaglobulina; sin embar-
go se requiere un estudio mas minu-
cioso, como es el marcaje con un isé-
topo precursor de la globulina gama
y su incorporacién subsecuente a la
incubacién, para estar seguro de que
la sintesis se efectta por las células
tumorales y que su presencia en el me-
dio de cultivo no es el resultado de
contaminacién con suero acompafante
a las mismas células.

La wvaloracion de la actividad re-
productiva de la neoplasia da un alto
indice de sintesis de 4cido desoxirribo-
nucleico medido por la captacidén de ti-
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midina marcada. Este fenémeno de sin-
tesis, se sabe, constituye una parte del
ciclo celular o fase S, que precede a
la mitosis. Por consiguiente, uno espe-
rarfa un notable crecimiento tumoral
en poco tiempo; sin embargo, la gran
frecuencia de citolisis hace suponer que
existe un equilibrio entre las células
necplasicas que se reproducen y las que
se destruyen, para mantener un creci-
miento tumoral moderado o estabili-
zado. Ademas, la destruccién celular
puede deberse al mecanismo inmune
del portador o bien por la accién cito-
cida de un posible virus oncogénico.

Finalmente, como han sefiaaldo John-
son y colaboradores,? este interesante
tumor c¢anino, también constituye un
excelente modelo experimental para el
estudio de respuesta tumoral a drogas
citctéxicas como también se ha emplea-
do para demcstrar su erradicacién to-
tal mediante radioterapia.

El autor expresa su agradecimiento al Dr.
Pablo Hernandez Jiuregui por la obtencién
de biopsias y el estudio clinico de los ani-
males; al Dr. Amador Gonzilez Angulo, por
su asesoria en los estudios de ultraestructura
y al Dr. Roberto Kretschmer por las facili-
dades otorgadas en su laboratorio. Agradece
también la ayuda técnica proporcionada por
las seioritas (Q.B.P. Martha Lépez Osuna,
Elvira Ruiz Fragoso e Isabel Ruiz de Ché-
vez: por la elaboracién del material foto-
grifico a los sefiores Enrique Rivera y Ar-
mando Alcaraz, y por la transcripcién del
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