UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

UNIVERSIDAD FACULTAD DE VETERINARIA

DE LA REPUBLICA
URUGUAY

LINFOMA MULTIFOCAL DE LINFOCITOS B EN EJEMPLAR DE
ALOUATTA CARAYA

por

FERRANDO DE AVILA, Cecilia

TESIS DE GRADO presentada como uno
de los requisitos para obtener el titulo de
Doctor en Ciencias Veterinarias
Orientacion: Medicina Veterinaria

MODALIDAD: Caso clinico

MONTEVIDEO
URUGUAY
2020



909

PAGINA DE APROBACION

Tesis aprobada por:

Presidente: [ i )

Dra. Alicia Decuadro

Segundo miembro: /ﬂ il /4

o

Dra. Alicia Dib

Tercer miembro:

Vi 5 4@1 ol e el
- J

I T
Dra. Rosa Gagliardi

Cuarto miembro:

Dra. Carmen Leizagoyen

Fecha de aprobacion: 22/12/2020

«

‘/\'
| / ;
Autor: { LA e A A

Br. Cecilia/ Ferrando de Avila

A
()

FACULTAD DE VETERINAKRIA
Aprobado con y)L(d‘QCﬁ).,iE’




AGRADECIMIENTOS

A la Facultad de Veterinaria y la Universidad de la Republica por estos afios de formacion
académica.

A mi tutora la Dra. Alicia Dib y co-tutora la Dra. Carmen Leizagoyen por su tiempo y apoyo
para dirigir este trabajo.

Al personal veterinario del Parque Lecocq, por haber compartido parte de este proceso y por
su disposicién para formarme en el trabajo con animales silvestres.

A la Dra. Déborah César por su participacion y la ayuda brindada para la interpretacion de
los resultados.

A mis padres y mi familia por su apoyo incondicional siempre.



TABLA DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS ...t 1
IS N B [ 1 3
(IS N = Y = SRR 3
RESUMEN ...ttt s sttt st sssssssssssssssssssnnnnnnnnnnnnn 5
SUMMARY s nnnnnnnnnnnnnn 6
1. INTRODUCCION. ...ttt 7
2. REVISION BIBLIOGRAFICA ...ttt ettt 9
2. 1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MONOS AULLADORES........................ 9
EStatus de CONSEIVACION .......cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 11

2. 1.1 La especie AlQUALTA CANAYA ..........uuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 13
2. 1l. GENERALIDADES DE LAS NEOPLASIAS LINFOIDES. ........ccovviiiiieieeiieeieeeeeeeeeeee 16
2. 1.1 Clasificacion de neoplasias linfoides ...............eeiiiiiiiiiiiiiii e 17

2. 11.2 Caracteristicas clinicas de 10s linfomas ............cccccoiiiiiiiiiiees 18

2. 11.3 Diagnostico de liNfOm@ ...........uuuiiiiiii e 19

2. 11.4 Estadificacion clinica del linfoma .............ooooeiiiiiii e 21

2. 11.5 Tratamiento del INfOMA ............uumiii e 22

P | B o (o] T T 1 (oo T SRPPPPIPPIN 24

2. 11l. NEOPLASIAS LINFOIDES EN PRIMATES NO HUMANOS ........ooovvviiieeiieieeeeeeeeee 25
2. 111.1 Linfoma en primates N0 hUMaNO0S...............uuuuiiiiiiiiiiiii e 26

A. Enfermedad linfoproliferativa en primates del Viejo Mundo ............cccccceceeeiiiiiniiiniinnnnnn. 28
B. Enfermedad linfoproliferativa en primates del Nuevo Mundo...................euuviiiiiiiinninnnnes 29

3. OBUETIVOS ... 33
3.1 ODbjJetivo general.........cooo i 33
3.11. ODbjetivos €SPECITICOS .......cooviiiiii i e et e e e e e eeaaees 33
4, MATERIALES Y METODOS. ...ttt ettt en e 34
N B 7 1= N o 101 oo J 34
5. RESULTADOS ... . 36
5.1. Métodos paraclinicos de diagnOStiCO .........ceiiiiiiiiiiiiicie e 36
5.11. HallaZgos d€ NECTOPSIA......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt eees 37
5.1lI. Resultados de histopatologia ...........ooovviiiiiiiiii 44
B. DISCUSION ...ttt ettt et e et et e et e ee et e e ateeteeteeeeeneneaee e 52
7. CONCLUSIONES ... ..o 55
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooeieieeeeeeeeeee ettt 56



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion de las especies del género Alouatta. Fuente: Rotta, 2016.................. 9

Figura 2. Dos ejemplares adultos de Alouatta caraya, hembra de color bayo y macho de

[ofo] o] gl pT=To | (o PP PR TP 14
Figura 3. Mapa de distribucCion de A. CAraya..............uuuuuuumumimmmmiiiiiiiiiiiiiieiieeienennnnneeeeeeeneeees 15
Figura 4. Mapa de Uruguay mostrando los registros de A. caraya en el pais...........cc.......... 15

Figura 5. Tabla de valores hematoldégicos de monos aulladores inoculados con HVS,
extraida de Rangan y Col., 1977 ... 31
Figura 6. (a) Nodulo linfatico pancreatico; muchos linfocitos se apifian en los senos
subcapsulares y se diseminan de manera difusa por la corteza. (b) Nodulo linfatico

pancreatico; caracteristicas morfologicas de los tipos de células neoplasicas en el nodo.

Extraido de Rangan y COL., 1977 ... . it seeeanee 32
Figura 7. Estado general del animal antes de iniciar la necropsia...........cccccceeeeiiieeeiiiniinnnnn.. 37
Figura 8. Se observa pelo hirsuto, piel seca y caquexia..............ceeeiiieeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiinnn 38
Figura 9. Organos al incidir la cavidad abdominal.................ccccoeeveeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 38

Figura 10. (A) Pulmones en cavidad toracica de coloracion y aspecto normal. (B) Corazon
sin particularidades. Escasa cantidad de tejido adiposo en pericardio. ..........cccccocevvvvieeeeennn. 40
Figura 11. (A) Estomago, ciego y colon distendidos, con gas. Linfonodos mesentéricos
reactivos. (B) Ciego y colon distendidos, se observa coloracion grisacea anormal del

intestino. (C). Seccién de mucosa intestinal que se presente engrosada, irregular y con

[T G (V1= TP OO PPPPTPPP PR 41
Figura 12. Noédulos mesentéricos reactivos, aumentados de tamafo y congestivos,
(7] (o] r=Tei (o] aTo L= TelN = =T aTo ] 1 .0 = | SR 42
Figura 13. Higado sin alteraciones macroscopicas evidentes. ...........cccceevvvivceeeieeeeieeeinnnnnnn. 43

Figura 14. Ambos rifiones con relacién cortico-medular conservada, sin lesiones
MACTOSCOPICAS. ...eeevrtiuieeieeeeeieeett i eaeeeeeeeeeeet e e e eeaeaseeas st e eaaeesessttaaaaaaaesseasstannaaeaaeseesssnnnnnns 43
Figura 15. Mucosa intestinal con necrosis de las vellosidades (*) e infiltrado de células
L] 0] o =PRI 45
Figura 16. Infitrado de células linfoideas con moderado pleomorfismo en la muscosa
intestinal (*). Glandulas intestinales dilatadas con aumento de células caliciformes (flecha).
Tincion hematoXilin@-€0SiNa (20X) .......ueeiiiii e 46
Figura 17. Mucosa y submucosa intestinal con infiltracién linfocitaria. (A) Tincidn
hematoxilina-eosina, 20x. (B). Inmunohistoquimica con marcador CD20, tincidén positiva para
o= (1] = TS = () TP E PP PPUPPPR 47
Figura 18. Mucosa intestinal (40x) se observan células linfoideas redondeadas, nucleo

grande, leve a moderado citoplasma y moderado pleomorfiSmo. ............cccooeeeiiiiiiii. 48



Figura 19. A Corteza ganglionar con alteracion de la estructura normal y deplecion celular
en foliculos linfoides (*). Tincion H-E (20x). B. Foliculos linfoides de la corteza ganglionar
con tincion inmunohistoquimica positiva para marcador CD20 (20X) ........cccoeeeevviiiiiiiiieeneenn.. 49
Figura 20. Conjunto de células linfoides infiltrando la capsula ganglionar (flechas). (A)
Tincién H-E (20x). (B) Inmunohistoquimica con marcador CD20, reaccion positiva.............. 50
Figura 21. Células linfoides con coloracion de membrana citoplasmatica luego de la tincion

inmunohistoquimica con marcador CD20 ..............oooiiiiiiiiii e 51

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion del estatus de conservacion de Alouatta sp. y tendencia
poblacional en base a datos de la la lista roja de la UICN (Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza). ..o 12

Tabla 2. Clasificacién de los linfomas segun Kiel y la Working Formulation del INC,

modificado de Ettinger, 2003 .........coo o 18
Tabla 3. Sistema de estadificacion clinica de los linfomas en animales domésticos
propuesto por la OMS. Modificado de Vail y Young, 2007 ...........cccceeiieeeeeriennnns 22
Tabla 4. Resultados de Hemograma de Mimbil| 15 de agosto de 2019...................... 36

Tabla 5. Resultados de bioquimica sanguinea de Mimbi|| 15 de agosto de 2019 36



RESUMEN

El objetivo de este trabajo es presentar un caso de linfoma de linfocitos B ubicado a
nivel de intestino y ndédulos mesentéricos en un ejemplar afioso de Alouatta caraya,
mantenido en cautiverio en el zooldgico Parque Lecocq de Montevideo, Uruguay. El
cuadro se manifestd con episodios de diarrea intermitente, pérdida de peso, anore-
Xia y depresion. En una primera instancia se realizé un tratamiento sintomatico. Ante
la falta de respuesta al mismo, se procedié a realizar la captura e inmovilizacion
quimica con ketamina para mejor evaluacién. Se constato la presencia de masas
palpables a nivel abdominal, las cuales se observaron en la ultrasonografia y fueron
puncionadas para diagnostico citoldégico. También se extrajo sangre para hemogra-
ma, enzimas hepaticas y perfil renal. Los hallazgos ultrasonograficos hicieron pre-
sumir que se estaba ante un caso de linfoma alimentario. Los resultados del diag-
nostico citolégico establecieron la compatibilidad con esa enfermedad. No se realizé
tratamiento especifico para la patologia. El animal falleci6 9 semanas después del
inicio de la sintomatologia. Se realizé la necropsia, donde se constaté afeccion del
intestino delgado, colon, ciego y de toda la cadena ganglionar a nivel mesentérico.
Se tomaron muestras de los 6rganos con afectacion macroscépicamente visible y se
remitieron para estudio anatomopatologico. Se pudo confirmar que se trataba de una
infiltracion linfocitaria multifocal a difusa en el intestino. EI mismo patron lesional se
encontré en los linfonodos mesentéricos. Mediante inmunohistoquimica con marca-
dor CD20 se identifico que las células involucradas correspondian a Linfocitos B. Se
considera que este reporte representa un aporte importante a la casuistica e investi-
gacion de las neoplasias en los primates no humanos.



SUMMARY

The main objective of this work is to present a case of B cell lymphoma with alimen-
tary presentation in an elderly specimen of Alouatta caraya. The animal was kept in
captivity at the Parque Lecocq zoo in Montevideo, Uruguay. Clinical signs included a
history of weight loss, anorexia, diarrhea and depression. Symptomatic treatment
was initially administrated. Because no clinical remission was observed, the animal
was anesthetized with ketamine for further evaluation. Physical exam revealed the
presence of a firm palpable mass in the mid portion of the abdomen, which could be
observed by ultrasound. Fine needle aspiration was performed for cytological study.
Blood samples were sent for blood count and serum biochemistry. Ultrasound find-
ings suggested a possible case of alimentary lymphoma and then results of cytologi-
cal diagnosis established compatibility with this disease. The patient did not receive
specific treatment for the pathology and died 9 weeks after the first clinical signs ap-
peared. Necropsy findings included involvement of the small intestine, colon, cecum,
and mesenteric lymph nodes. Organs with macroscopically visible lesions were re-
ferred for pathological study. Multifocal to diffuse lymphocytic infiltration of the intes-
tine was identified. The same lesion pattern was present in the mesenteric lymph
nodes. On immunohistochemistry the lymphoid cells were positive for CD20 marker,
demonstrating B-cell lineage. This case report is considered to represent an im-
portant contribution to casuistry and investigation of neoplasms in non-human pri-
mates.



1. INTRODUCCION

Los monos aulladores, del género Alouatta (Lacépéde, 1799), son primates neotro-
picales, también llamados primates del Nuevo Mundo, pertenecientes a la familia
Atelidae (Rosenberger, 1981). Presentan la distribucidn mas amplia dentro de los
primates americanos, extendiéndose desde el sureste de México (latitud 18-20°)
hasta el noreste de Argentina y sur de Brasil (latitud 27-31°) (Printes y col., 2001).
Alouatta caraya es la especie mas austral de todos los monos neotropicales (Hirsch
y col., 1991). Su presencia en Uruguay es incierta, constando de reportes aislados
de Villalba y col.,, (1995), y de Jardim y col., (2019) quienes sugieren la realizacion
de estudios de campo mas extensivos para poder confirmar la presencia de pobla-
ciones establecidas en nuestro territorio.

A pesar de su amplio rango de distribucidn, su presencia en numerosas reservas
naturales y en varios paises, el actual estatus de conservacion de A. caraya segun la
Lista Roja de la UICN es Casi amenazado y su tendencia poblacional es decrecien-
te. Es por esto que se considera relevante aportar informacién acerca de las patolo-
gias que puedan afectar a estos primates.

El presente trabajo tiene como objetivo describir la presentacion clinica, estudios
paraclinicos e histopatologicos de un caso de linfoma multifocal de linfocitos B en un
ejemplar de Alouatta caraya que era mantenido en cautiverio en el zoologico Parque
Lecocq de Montevideo, Uruguay.

Las neoplasias en primates siempre despertaron gran interés debido a las semejan-
zas anatdmicas vy fisiologicas de estos animales con los humanos (Beniashvili,
1989). Hasta la mitad del siglo XX, se consideraba que las mismas no eran enfer-
medades comunes en los monos. A medida que comenz6 a ser mas frecuente el
analisis de los registros en los centros primatoldgicos y laboratorios, cambi6 conside-
rablemente la percepcion acerca de los tumores en primates. A su vez, conforme
aumento la edad de las poblaciones en cautiverio, los reportes de neoplasia se hicie-
ron mas usuales (McClure, 1980; Lapin, 1982; Lowenstine, 1986; Beniashvili, 1989;
Remick y col.,, 2009; Simmons y Mattison, 2011). Igualmente, la informacion dispo-
nible aun es limitada, lo que muchas veces obliga a estudiar la presentacion de la
enfermedad en otras especies, ya sea realizando comparaciones con medicina hu-
mana o recurriendo a bibliografia sobre oncologia veterinaria en los pequefos ani-
males domésticos.

Distintos tipos de tumores con diferente localizacién y caracter histoldégico se han
descripto en primates del Viejo y del Nuevo Mundo. Actualmente se cuenta con va-
rias revisiones bibliograficas que recopilan informacién acerca de los desordenes
proliferativos en los primates no humanos (Lowenstine, 1986; Beniashvili, 1989; Mi-
ller, 2012; Lapin y Yakovleva, 2014). Segun la revisién de Lapin y Yakovleva (2014),
la neoplasia maligna mas frecuente para todas las especies de primates estudiadas
es la neoplasia de los 6rganos hematopoyéticos: linfomas y leucemias.

La alta prevalencia de linfoma en primates, se ha relacionado al hecho de que mu-
chos de los casos la enfermedad se asocia a infecciones virales (Miller, 2012). Entre
ellos se ha vinculado a infecciones con retrovirus simio (STVL-1) y con los linfocrip-
tovirus (LCV), herpesvirus estrechamente vinculados al virus de Epstein-Barr (EBV)



de los humanos (Miller, 2012).

En relacidon a los monos aulladores especificamente, no se hallaron reportes de
neoplasia linfoide de presentacion espontanea en esta revision bibliografica. Los re-
gistros de esta enfermedad en el género Alouatta, se limitan a investigaciones de
Rangan, 1976 y Rangan y col., 1977 que inocularon con Herpesvirus saimiri a 4
ejemplares de Alouatta caraya lo que derivo en el desarrollo de enfermedad linfopro-
liferativa maligna en todos los casos, 5-6 semanas luego de la inoculacion.

Este trabajo, representa un nuevo reporte sobre el Linfoma para la especie Alouatta
caraya y pretende contribuir a la casuistica y comprension de las neoplasias linfoi-
des en los primates ho humanos. Ademas, debido a la dificultad en acceder a la ca-
suistica de enfermedades en los animales silvestres, los aportes a la misma se con-
sideran fundamentales.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS MONOS AULLADORES

Taxonomiay distribucién

Los monos aulladores, del género Alouatta (Lacépéde, 1799), son primates
neotropicales (también llamados primates del Nuevo Mundo, americanos o
platirrinos) que se agrupan dentro del Infraorden Simiiformes, Parvorden Platyrrhini
(Geoffroy, 1812). Pertenecen a la familia Atelidae (Rosenberger, 1981) la cual
comprende a los monos neotropicales de mayor tamanfo y cola prensil.

Taxondmicamente son reconocidas nueve especies dentro del género Alouatta: A.
palliata, A. pigra, A. seniculus, A. arctoidea, A. sara, A. macconnelli, A. guariba, A.
belzebul, A. caraya. Tentativamente también se consideran especies verdaderas a
A. nigerrima, A. ululata, A. discolor, pero se requieren estudios morfolégicos y/o
genéticos para confirmar su estatus especifico (Cortes-Ortiz y col., 2015). La Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) en su lista de
clasificacion segun el estatus de conservacion, incluye también a A. puruensis y a A.
juara, pero ambas son consideradas subespecies de A. seniculus desde el ano
2015.

Entre los primates del Nuevo Mundo, son los que presentan la distribucion mas
amplia, extendiéndose desde el sureste de México (latitud 18-20°) hasta el noreste
de Argentina y sur de Brasil (latitud 27-31°) (Printes y col., 2001). Esto hace que
también sean los que habitan el mayor rango de ambientes forestales (Eisenberg,
1979). Ocupan diversos tipos de habitats desde selvas deciduas y selvas tropicales,
hasta llanuras con arboles relativamente bajos en campo abierto. Topograficamente,
pueden encontrarse en distintas altitudes, desde el nivel del mar hasta alturas
mayores a 3200 metros (Hernandez-Camacho y col, 1976).
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Figura 1. Distribucion de las especies del género Alouatta. Fuente: Rotta, 2016.



Caracteristicas anatémicas y fisiolégicas

Son los primates neotropicales que presentan mayor dimorfismo tanto en masa
corporal como en patrones de colores. En todas las especies, los machos son al
menos 25% mas pesados que las hembras, y en dos casos (A. caraya y A.guariba)
son también dicromaticos. El peso corporal en los monos adultos varia en un rango
entre 4 a 12.5 kg (Thorington y col., 1979; Crockett y Eisenberg, 1987; Ford y Dauvis,
1992).

La comun denominacion de aulladores| para los monos del género Alouatta, se
debe a las potentes vocalizaciones que emiten. Esto es posible, ya que el hueso
hioides de la laringe se encuentra muy desarrollado, funcionando como una caja de
resonancia (Ybarra y Schon, 1987). La mayor neumatizacion y agrandamiento de los
cartilagos laringeos, junto con las bolsas de aire, son algunos de los cambios
evolutivos que resultan en una mayor potencia del sonido (Youlatos y col., 2015).
Las ondas sonoras pueden viajar grandes distancias, incluso a través de la densa
vegetacion selvatica. Presumiblemente, la funcidn de estas vocalizaciones sea
informar acerca de la localizacion y composicion del grupo (Kinzey, 1997).

La mayoria de las hembras del género tienen su primer parto alrededor de los 5
afos de edad. La gestacion tiene una duracion de entre 180 a 194 dias y los
nacimientos ocurren a lo largo de todo el ano (Crockett y Eisenberg, 1987). Sin
embargo, hay reportes de nacimientos estacionales de A. caraya (Zunino y col.,,
1996; Kowalewski y Zunino, 2004). La estacionalidad reproductiva, estaria
relacionada a la mayor disponibilidad de alimento, coincidiendo esta época con el
destete de las crias (Di Bitetti y Janson, 2000). La edad de destete es entorno a los 9
meses de edad (Mack, 1979).

Dieta

Alouatta es considerado el género mas folivoro dentro de los primates del Nuevo
Mundo (Hill, 1962). Hay estudios que demuestran que del 40 al 90% del tiempo que
dedican a comer, se alimentan de hojas, mayormente de hojas jovenes (Milton,
1978). También se alimentan de frutos y flores, cuando éstos se encuentran
disponibles, por lo que son caracterizados como frugivoros oportunistas (Milton,
1980). La cantidad de proteina de origen animal que consumen es escasa y la
obtienen principalmente de insectos como hormigas y termitas (Crockett y
Eisenberg, 1987). Sin embargo, algunos reportes sugieren que podrian comer
huevos de aves (Neville, 1988; Bicca-Marques y col., 2009).

En comparacion con los primates folivoros del Viejo Mundo, los monos aulladores,
no presentan un tracto digestivo de gran tamafo ni con grandes saculaciones. Si
bien el ciego y el colon tienen mayor superficie en relacion a otros primates no
folivoros, existen primates frugivoros que si presentan mayor superficie relativa en
estos segmentos intestinales (Hladik, 1967). A modo de ejemplo, algunos indridos
(familia a la cual pertenecen los Iémures) tienen un ciego con una superficie 6 veces
mayor que los aulladores y un colon que duplica la superficie de estos ultimos
(Hladik, 1967). A su vez, los folivoros africanos, parecen poseer mayores
adaptaciones fisiologicas que éstos para fermentar la celulosa y obtener energia de
este modo (Milton, 1980). Teniendo en cuenta la pobre cantidad de energia rapida
disponible en las hojas, y las carencias adaptativas (morfoldgicas y fisiolégicas) para
la digestion de la celulosa, estos animales se encuentran restringidos desde el punto
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de vista energético. Esto se traduce en adaptaciones comportamentales asociadas
a la conservacion de la energia (Milton, 1977; Milton, 1978). Es por este motivo, que
presentan largos periodos de inactividad, alta selectividad en la eleccion de hojas y
que evitan realizar movimientos repentinos o desplazamientos rapidos que puedan
aumentar la temperatura corporal. También adoptan posturas corporales orientadas
a conservar o disipar el calor segun se requiera (Milton, 1998).

Comportamiento social

En relacion a sus habitos, son monos diurnos y principalmente arboricolas. La
mayoria de sus actividades suceden en los estratos superiores de los bosques
(Milton, 1980; Crockett, 1998). Viven en grupos socialmente estables, cuyo tamano
varia entre y dentro de las especies de aulladores, habiendo registros de 2
individuos en A. caraya (Rumiz, 1990) hasta grupos de 23 individuos en A. palliata
(Crockett y Einsenberg, 1987). Tanto machos como hembras abandonan su grupo
natal antes de alcanzar la madurez sexual, por lo que la mayoria de los grupos de
adultos no estan emparentados (Glander, 1980; Clarke, 1990). Las hembras migran
y pueden formar un nuevo grupo O unirse a uno ya establecido. Los machos
ingresan a un nuevo grupo desplazando al macho alfa de su posicion de dominancia
(Rudran, 1979; Glander, 1980; Crockett, 1984; Rumiz, 1990).

Los grupos o tropas, generalmente albergan mas hembras adultas que machos
adultos (Rudran, 1979; Neville, 1988; Rumiz, 1990). Pueden ser tropas:
-unimacho: un solo macho en el grupo.
-multimacho: conviven varios machos adultos sin una marcada relacion de
dominancia entre ellos, pero Si con machos mas  jovenes.
-tropas de machos en gradientes de edades: varios machos adultos con rangos de
dominancia segun madurez y un solo macho dominante que tiene la mayor cantidad
de crias y esta emparentado con los machos de menor edad (Eisenberg, 1979).

Estatus de conservacion

Los monos aulladores, son el género de primates neotropicales que tienen la
distribucidn mas amplia y los que habitan el mayor rango de ambientes forestales,
incluyendo ambientes antropizados (Eisenberg, 1979; Nevile, 1988; Estrada, 2015).

Se ha mencionado al género Alouatta como un taxén relativamente tolerante a los
disturbios ambientales (Lovejoy y col., 1986; Bicca-Marques, 2003), dado que se
encuentran presentes en areas donde otros primates platirrinos no han logrado
persistir (Estrada y Coates-Estrada, 1996; Gilbert, 2003). Su relativa falta de
adaptacion a la folivoria, hace que no estén restrictos al consumo de hojas,
habilitdndolos a cambiar la dieta al consumo de frutas maduras cuando éstas se
encuentran disponibles (Milton, 1998; Pavelka y Knopff, 2004). La flexibilidad en la
dieta sumado a la capacidad de vivir en areas restringidas en tamafio y su estrategia
de conservacidn de energia, son claves para sobrevivir en habitats modificados
(Crockett, 1998; Arroyo-Rodriguez y Dias, 2010; Bicknell y Peres, 2010).

Sin embargo, la pérdida, transformacion y fragmentacién de los bosques tropicales,
no deja de impactar en las poblaciones de aulladores. Son animales arbéreos y su
capacidad para desplazarse entre fragmentos de bosques es limitada,
especialmente si se encuentran en un entorno agricola-ganadero (Estrada y Coates-
Estrada, 1996; Mandujano y col., 2004, Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006).
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Como consecuencia probable de la modificacién y fragmentacién de sus habitats,
muchas especies y subespecies de aulladores son clasificadas como amenazadas
segun la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) (Estrada,
2015).

La UICN considera 14 especies y subespecies de Alouatta, a las cuales coloca en
diferentes categorias segun su estado de (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion del estatus de conservacion de Alouatta sp. y tendencia
poblacional en base a datos de la la lista roja de la UICN (Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza).

Estado de Conservacion  Tendencia poblacional

Especie segun la Lista Roja de la segun UICN
UICN

Alouatta palliata Vulnerable Decreciente
Alouatta pigra En peligro Decreciente
Alouatta arctoidea Preocupacion menor Desconocida
Alouatta belzebul Vulnerable Decreciente
Alouatta caraya Casi amenazado Decreciente
Alouatta discolor Vulnerable Decreciente
Alouatta guariba Vulnerable Decreciente
Alouatta juara Preocupacion menor Decreciente
Alouatta macconnelli Preocupacion menor Estable
Alouatta nigerrima Preocupacion menor Decreciente
Alouatta puruensis Preocupacion menor Desconocida
Alouatta sara Preocupacion menor Decreciente
Alouatta seniculus Preocupacion menor Decreciente
Alouatta ululata En peligro Decreciente

Teniendo en cuenta esta categorizacion de la UICN, si bien la mitad de las especies
y subespecies son categorizadas como Preocupacion menorj, no hay que dejar de
ver que en mas de la mitad de los casos, la tendencia poblacional es decreciente.

Segun Estrada (2015), la amplia distribucion del género Alouatta en el Neo trépico,
se ha tomado como prueba de la variabilidad ecoldgica y fenotipica de sus especies,
pero no se reconoce que puede tratarse de fendmenos evolutivos pasados y no
necesariamente refleja la sustentabilidad de los ecosistemas del siglo XXI.

Si bien los aulladores son de los primates neotropicales mas estudiados en bosques
fragmentados (Crockett y Eisenberg, 1987; Marsh y Loiselle, 2003; Estrada y col.,
2006) la mayoria de las investigaciones se centran unicamente en 4 especies (A.
caraya, A. palliata, A. pigra y A. seniculus). La limitada disponibilidad de datos sobre
muchas de las especies de aulladores no permite realizar predicciones acertadas
sobre el peligro actual y futuro de las poblaciones. Las poblaciones y los
ecosistemas de los aulladores, enfrentan diversas amenazas que van desde
cambios en el paisaje (el habitat nativo se convierte en tierra de cultivo o ganadera),
fragmentacion y aislamiento de los bosques, aumento del riesgo de infecciéon por
patégenos humanos, la caza excesiva y el cambio climatico (Estrada, 2015).
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Existe evidencia que indica que la pérdida de habitat afecta negativamente la
distribucién y abundancia de los aulladores (Arroyo-Rodriguez y Dias, 2010). La
reduccion del tamafo de las poblaciones y la restriccion de los bosques a superficies
mas pequenas, puede afectar negativamente la persistencia de estos primates.
Poblaciones poco numerosas son mas susceptibles a posibles amenazas como
epidemias (Nunn y col, 2006; Agostini y col., 2008; Holzmann y col., 2010),
catastrofes naturales y menor variabilidad genética (Oklander, 2006).

En esta linea, la fiebre amarilla ha sido responsable de varias epidemias en
poblaciones de aulladores a lo largo de toda su distribucion (Bryant y col., 2003;
Rudran y Fernandez-Duque, 2003; Sallis y col., 2003; Holzmann y col., 2010; de
Almeida y col., 2012). Junto con los monos arafa, estos platirrinos son la especie
mas sensible al virus de la fiebre amarilla dentro de los primates del Nuevo Mundo, y
la infeccidn es practicamente fatal en todos los casos (Ruch,1959).

Otro factor a tener en cuenta, es la pérdida de individuos a causa del trafico ilegal de
especies, tema sobre el cual aun no existe mucha informacion concreta. En 1995,
Bertonatti report6 a A. caraya como una de las especies de primate mas
comercializada en Argentina. Para poner esto en contexto, un muestreo del trafico
de especies en Argentina en el aino 2016 (Bertonatti, 2016) dio como resultado un
total de 7.500 animales involucrados en el comercio ilegal, un niumero cinco veces
mayor a la poblacion libre y cautiva dentro del Ecoparque de Buenos Aires,
Argentina.

2. 1.1 Laespecie Alouatta caraya

Los caraya o también llamados monos aulladores negros, se distinguen de otras
especies del género, por poseer un marcado dicromatismo sexual (Bicca-Marques y
Calegaro-Marques, 1998). Los machos adultos tienen un pelaje de color negro
brillante, mientras que el pelaje de las hembras adultas es de color bayo o amarillo
claro (Figura 2). Los individuos de ambos sexos nacen con pelaje bayo, las hembras
mantienen esta coloracion a lo largo de toda su vida, mientras que los machos al
llegar a la pubertad comienzan a oscurecerse progresivamente, hasta tornarse de
color negro (Shoemaker, 1978). El peso de los machos adultos es de 6.4 a 7.7 kg,
mientras que las hembras se encuentran en un rango de 4.3 a 5.1 kg (Rumiz, 1990;
Aguiary col., 2007).
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Figura 2. Dos ejemplares adultos de Alouatta caraya, hembra de color bayo y macho de
color negro. Fuente: https://www.neprimateconservancy.org/black-and-gold-howler.html.

Al igual que otras especies del género, son folivoros-frugivoros, aprovechan flores y
frutos de estacion segun disponibilidad (Zunino, 1986; Bicca-Marques y Calegaro-
Marques, 1994; Agostini y col., 2010). La disponibilidad alimenticia hace que A.
caraya presente por lo menos dos patrones de nacimiento. Un patrdn estacional, en
donde los partos se concentran en épocas de mayor escasez de alimento y el
destete de los infantes coincide con la mayor disponibilidad de hojas nuevas. Por el
contrario, en habitats que no presentan marcadas fluctuaciones en la abundancia de
recursos, los nacimientos ocurren durante todo el afio (Zunino y col.,, 1996;
Kowalewski y Zunino, 2004).

Forman grupos de 2-19 individuos integrados por uno o varios machos adultos, una
a tres hembras adultas por cada macho maduro, e individuos subadultos, jévenes e
infantes, cuyo numero es variable (Zunino, 1989; Rumiz, 1990; Kowalewski y Zunino
2004; Zunino y col., 2007).

Con respecto a su distribucidon, es la especie mas austral de todos los primates
neotropicales (Hirsch y col., 1991). Ocupa bosques riberefios y las ecorregiones de
Caatinga, Cerrado, Chaco y Pantanal, algunas zonas del Bosque Atlantico en Brasil,
Bolivia, Argentina y Paraguay (Rumiz, 1990; Fernandez-Duque y col., 2008). En
Argentina, es posible encontrarlo en las provincias de Corrientes, Misiones, Chaco,
Formosa y noreste de Santa Fe (Brown, 1994). En Brasil se encuentra presente en
los estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Rio Grande del Sur y
San Paulo (Hirsch y col., 2002) (Figura 3). Su presencia en Uruguay es incierta,
constando de un reporte de Villalba y col., (1995), en el departamento de Artigas,
que podria corresponder a un ejemplar escapado de algun particular o traficante de
fauna y no indicar la presencia de poblaciones silvestres estables. Mas
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recientemente Jardim y col., (2019), reportaron la presencia de ejemplares de mono
caraya en territorio uruguayo. Un reporte fue hecho en Bajada de Pena y el otro en
el Valle del Lunarejo (Departamento de Rivera). Ambos se basan en registros
filmicos realizados por poblacion local (Figura 4). Los autores sugieren la realizacion
de estudios de campo mas extensivos para poder confirmar la presencia de
poblaciones establecidas en nuestro territorio.
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Figura 3. Mapa de distribucion de A. caraya. Fuente: UICN (Unién Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza), 2020.

Figura 4. Mapa de Uruguay mostrando los registros de A. caraya en el pais. (A) Reporte de

Villalba y col, 1995. (B) Reporte de Jardim y col., 2019.
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A pesar del amplio rango de distribucion que abarcan, su presencia en numerosas
reservas naturales y en varios paises, el actual estatus de conservacién de A.
caraya segun la Lista Roja de la UICN es Casi amenazado. Si bien en anteriores
publicaciones de la UICN (1996, 2003, 2008) se categorizaba como Preocupacion
Menor, esta situacion cambi6é para el afo 2020. Es de suponer que en 36 anos
(2004-2040), los Caraya sufriran una reduccion del 25-30% de su poblacion a
consecuencia de la pérdida de habitat, presién de caza y la susceptibilidad a brotes
de enfermedades como la fiebre amarilla (Bicca-Marques y col., 2020).

En relacién a esto, los aulladores tienen un rol fundamental para la salud publica
como centinelas epidemiologicos. La masiva mortandad de individuos en brotes de
fiebre amarilla proporciona una alerta temprana a las autoridades sanitarias sobre la
necesidad de vacunar a la poblacion humana (Bicca-Marques y col., 2010;
Holzmann y col., 2010; Almeida y col., 2012).

Los caraya, también juegan un importante rol ecolégico en la dispersion de semillas
para muchas especies vegetales, contribuyendo en la regeneracion y modelacion de
los bosques que habitan (Bravo y Zunino, 2000; Bravo y Sallenave, 2003; Fergnaniy
col., 2020).

2. Il. GENERALIDADES DE LAS NEOPLASIAS LINFOIDES

En medicina veterinaria, el estudio de las neoplasias esta mayormente vinculado a
los pequeios animales (perros y gatos), por el hecho de ser animales de compania
cuya expectativa de vida ha aumentado en los ultimos afios, siendo mas frecuente la
aparicion de malignidades. Esto ha obligado a los veterinarios a lidiar e investigar el
cancer en las mascotas, existiendo mas informacion disponible en caninos y felinos
(Withrow, 2007). Es por esto, y porque muchos aspectos de las neoplasias en
primates permanecen sin desarrollar, es que en esta seccion sobre las neoplasias
linfoides, se pasara a describir la enfermedad de manera general, pero tomando
como referencia a los pequefios animales domésticos.

Las neoplasias linfoides comprenden un grupo variado de tumores originados en los
linfocitos B, linfocitos T y linfocitos citoliticos naturales (natural killers) (Kumar y col.,
2015). Segun la distribucidn tisular de la neoplasia, se denomina linfoma, cuando la
proliferacion surge como una masa tisular delimitada, y leucemia cuando se ve
afectada la médula 6sea y ocasionalmente la sangre periférica. Actualmente, no se
consideran entidades patologicas distintas, ya que pueden darse patologias con
ambas presentaciones, por lo que la diferente terminologia se limita a reflejar la
presentacion tisular de la enfermedad al momento de inicio del cuadro (Kumary col.,
2015).

En medicina humana, los linfomas se dividen en Linfoma de Hodgkin (LH) y Linfoma
de no Hodgkin (LNH). EI LH tiene una caracteristica morfoldgica distintiva, que no se
presenta en los LNH y es la presencia de unas células gigantes neoplasicas
denominadas células de Reed-Sternberg que derivan de los Linfocitos B. Es poco
frecuente y su presentacion clinica también difiere de los LNH (Kumar y col., 2015).

En veterinaria, a pesar de haber reportes de LH en gato, la vasta mayoria de los

linfomas se asemejan a los linfomas no hodgkinianos en humanos y simplemente se
los conoce como linfoma o linfoma maligno (Valli y col., 2015).
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Tanto en humanos como en caninos, el LNH es una de las neoplasias mas
frecuentes. En las personas, se posiciona en el séptimo lugar en frecuencia,
representando el 4.3% de los casos nuevos de cancer anuales (Howlader y col.,
2012). En los canes, el linfoma representa 7- 24 % de todas las neoplasias caninas y
el 83% de las neoplasias hematopoyéticas (Kaiser, 1981; Harvey, 1990). Ademas, en
ambas especies, coincide el subtipo de presentacion mas frecuente, siendo el
linfoma difuso de células B grandes (Seelig, 2016).

En felinos, ocurre un escenario similar, ya que la prevalencia del linfoma, también es
alta. Es la neoplasia hematopoyética mas comun de los gatos, y representa
aproximadamente un tercio de todos los tumores. Previo a la década del noventa, el
virus de la leucemia felina (ViLeF) era un factor de riesgo muy importante para el
desarrollo de leucemia y linfoma en estos animales y estaba muy relacionado a su
presentacion. Sin embargo, si bien en los ultimos afos, la incidencia de ViLeF ha
disminuido gracias a la vacunacion, la incidencia del linfoma felino no ha decrecido y
continuia siendo una enfermedad relevante en la oncologia veterinaria (Louwerens y
col., 2005).

2. 11.1 Clasificacién de neoplasias linfoides

Histéricamente, la clasificacion de las neoplasias linfoides ha sido objeto de gran
controversia entre la comunidad cientifica. Actualmente la clasificacion que rige es la
elaborada en 2008 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y revisada
posteriormente en 2016. Esta clasifica a los linfomas segun las caracteristicas
morfoloégicas, inmunofenotipicas, genotipicas y clinicas, distinguiendo 5 categorias
generales dependiendo de la célula de origen:

Neoplasias de precursores de linfocitos B.

Neoplasias de linfocitos B periféricos

Neoplasias de precursores de linfocitos T

Neoplasias de linfocitos T y linfocitos citoliticos naturales periféricos
Linfoma de Hodgkin (neoplasias de células de Reed-Sternberg)

oL

Esta clasificacion de la OMS se adapta para su uso en animales (Valli y col., 2015).
Dentro de estas 5 categorias existen cerca de 50 subtipos, lo cual excede detallar en
la revision del presente trabajo.

Otras clasificaciones complementarias que han resultado utiles son el sistema de
clasificacion de Kiel y la formulacion Working (Working Formulation) del Instituto
Nacional del Cancer (INC), las cuales se basan en los indices de mitosis, el tamafio
y la forma celular para clasificar a los linfomas en diferentes grados segun su
comportamiento bioldgico. El sistema de la Working Formulation se basa en la
arquitectura tumoral (difuso vs. folicular) y el tipo celular, pero no incluye el
inmunofenotipo. El sistema de Kiel, incorpora la morfologia (centroblastico,
centrocitico, inmunoblastico) y el inmunofenotipo (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de los linfomas segun Kiel y la Working Formulation del INC,
modificado de Ettinger, 2003.

Grado Working Formulation Clasificacion de Kiel
Bajo Celulas linfociticas Linfocititcas
pequenas Linfoplasmociticas
Folicular células pequefias Centrociticas
hendidas
Folicular células mixtas
hendidas
Intermedio Folicular grandes células  Centroblasticas
Difuso células pequenas  centrociticas
hendidas
Difuso células mixtas
pequefas y grandes
Difuso células grandes
Alto Difuso inmunoblastico Centroblasticos

Difuso linfoblastico
Difuso células pequenas
no hendidas

Linfoblastico células T
Linfoblastico células B
Inmunoblastico

2.11.2 Caracteristicas clinicas de los linfomas

Los linfomas comunmente se han clasificado de acuerdo a su localizacion
anatomica. En perros y gatos se reconocen cuatro presentaciones principales: la
forma multicéntrica, la timica o mediastinica, la forma alimentaria o gastrointestinal y
la presentacion extranodal, que afecta cualquier érgano o tejido (cutaneo, ocular,
renal, neural) (Nelson y Couto, 2000). Con la clasificacion de la OMS adaptada a
medicina veterinaria que integra aspectos clinicos con morfologia celular vy
caracteristicas moleculares, esta clasificacion anatémica pierde relevancia (Valli y
col., 2015).

Aun asi, los signos clinicos observados dependeran de la localizacion anatémica del
tumor. La forma multicéntrica se caracteriza por linfadenopatia generalizada e
indolora. En la mayoria de los casos no se observan signos de enfermedad
sistémica, pero de presentarse, se puede observar anorexia, pérdida de peso,
vomitos, diarrea, poliuria-polidipsia y fiebre. En algunas ocasiones el bazo y el
higado también se pueden ver afectados. Esta presentacion es la mas comun en los
caninos, representando el 80% de los linfomas en esta especie (Vail y Young, 2007).
El linfoma intestinal o alimentario se presenta con vomitos, diarrea, anorexia, pérdida
de peso y aumento de los linfon6dulos mesentéricos. En los felinos, mas de la mitad
de los casos de linfoma corresponden a esta presentacion (Nelson y Couto, 2000).

Los linfomas mediastinicos, se presentan con tos, disnea y sindrome caval. En la
presentacion extranodal, los signos dependeran del organo afectado. Las
localizaciones extranodales mas comunes en caninos son los linfomas cutaneos y
oculares. En felinos se puede observar mas frecuentemente la localizacion
nasofaringea, ocular, renal y neural (Nelson y Couto, 2000). El sindrome poliuria-
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polidipsia suele observarse como consecuencia de una hipercalcemia neoplasica
(Valliy col., 2015).

2. 11.3 Diagnéstico de linfoma

Ante la sospecha de linfoma, es importante realizar un examen fisico completo,
hemograma y bioquimica sérica. El diagndstico definitivo de linfoma se realiza por
citologia e histologia (Valli y col., 2015).

a. Clinico

Como se expresO anteriormente, la sintomatologia clinica dependera del dérgano
afectado y la localizacion anatomica del tumor, por lo que los signos estan
relacionados a la obstruccion o compresion de los tejidos adyacentes y a la pérdida
de funcidn del o6rgano si las células neoplasicas desplazan a las células
parenquimatosas.

b. Andlisis de laboratorio: Hematologia y Bioquimica sérica

La anemia, es el trastorno hematolégico mas comunmente asociado al linfoma.
Generalmente es normocromica y normocitica, es decir no regenerativa (Welter,
1985). Puede presentarse tanto con linfopenia como con linfocitosis. La circulacion
de formas linfocitarias anormales puede indicar compromiso de la médula ésea y
leucemia. En caninos se observa neutrofilia en un 25-40% de los casos de animales
con linfoma (Madewell, 1986). Se puede observar hipoproteinemia en animales con
linfoma alimentario.

La hipercalcemia maligna puede presentarse en algunos casos, debido a la
secrecion de un péptido tumoral relacionado a la hormona paratiroidea que estimula
la resorcion 6sea (Goldner, 2016). En caninos, esta mas comunmente asociada a
linfomas mediastinicos (Madewell, 1986). Es extremadamente raro encontrar
hipercalcemia paraneoplasica en los felinos (Nelson y Couto, 2000).

Los valores de urea y creatinina pueden aumentar secundariamente a la infiltracion
tumoral del rifion, nefrosis hipercalcémica o azotemia pre renal por deshidratacion.
Las enzimas hepaticas pueden elevarse en casos de infiltracion del parénquima
hepéatico (Vail y Young, 2007).

c. Imagenologia

La evaluacién toracica y abdominal por medio de radiografia y/o ultrasonografia
pueden ser importantes para determinar el grado compromiso de otros 6rganos
internos como higado, pulmén, bazo, etc. La radiografia puede revelar el aumento
de los linfonédulos esternales, traqueobronquiales, infiltrados pulmonares o masas
mediastinicas. La ultrasonografia es de utilidad para identificar cambios en la
ecogenicidad de los érganos parenquimatosos, asi como el aumento de los nédulos
linfdticos mesentéricos y anormalidades en las paredes gastrointestinales. A su vez
es util para guiar la toma de muestras por PAAF. En el caso de caninos con linfoma
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multicéntrico, aproximadamente un 60-75% de los animales presenta anormalidades
en las radiografias abdominales o toracicas (Vail y Young, 2007). Los felinos con
linfoma alimentario, presentan anormalidades ecograficas en un 90% de los casos,
pudiendo obsevarse linfadenopatia mesentérica, masas intestinales o
adelgazamiento de la pared, esplenomegalia, hepatomegalia o efusién abdominal
(Mahony y col., 1995).

d. Histopatologia y citologia

El diagndstico definitivo de linfoma se realiza por citologia e histologia. Una muestra
histolégica que sea representativa del proceso patologico es muy importante, ya que
la determinacion de la arquitectura tisular, el tamafno celular y el indice de mitosis
forma parte del proceso para alcanzar un correcto diagnostico (Valli y col., 2015).

La OMS, establece guias para la clasificacibn en muestras histologicas que
enfatizan tres caracteristicas: la arquitectura tumoral, la morfologia celular de las
células tumorales (tamafo, forma, caracteristicas citoplasmaticas y del nucleo) y la
actividad mitética. De acuerdo a la arquitectura tumoral se puede establecer si la
patologia presenta un patron difuso|| o nodular/folicular]. En el primer caso, toda o
casi toda la arquitectura ganglionar aparece infiltrada por células neoplasicas,
mientras que en los linfomas foliculares, se encuentran porciones del tejido
ganglionar con infiltracion neoplasica que se presenta de manera organizada.
Citologicamente, las células tumorales se clasifican de acuerdo a si son pequenas,
intermedias o grandes. Para determinar esto se compara el tamafo del nucleo de la
célula tumoral en relacion a una medida estandar, tradicionalmente el tamafo de un
globulo rojo o un linfocito normal pequefio. Finalmente, en base a caracteristicas
citoplasmaticas (volumen e intensidad de la tincién) y nucleares (forma, patrén de
cromatina, caracteristicas del nucléolo) y en conjunto con los datos aportados por la
inmunofenotipificacion puede establecerse un diagndstico histologico final (Valli y
col., 2015; Seelig y col., 2016; Boes y Durham, 2017).

Puncion aspiracion con aguja fina (PAAF)

La puncién aspiracion con aguja fina (PAAF) es una herramienta muy util para la
evaluacioén los linfonédulos debido a su simplicidad, su bajo costo, seguridad, y por
ser una técnica minimamente invasiva. Combinada con la ultrasonografia, pueden
obtenerse muestras de los 6rganos internos y ndédulos mesentéricos. En los caninos,
como la gran mayoria de los linfomas se presentan con una infiltracion difusa de
células grandes, la citologia a partir de muestras obtenidas por PAAF esta
ampliamente aceptada como método diagnéstico para el linfoma. Tanto en humanos,
como en medicina veterinaria, se considera una técnica de alta sensibilidad y
especificidad para diferenciar procesos malignos de hiperplasias reactivas de los
nodulos linfaticos (S6zmen y col., 2005; Seelig, 2016). La citologia del linfoma, se
caracteriza por una infiltracion de linfoblastos que remplazan las células normales
del 6rgano afectado y los linfonddulos. Los linfoblastos pueden llegar a constituir un
50 % de la poblacién celular del linfonddulo, siendo que normalmente, este valor no
supera el 20% (Meza y Garcia, 2014). El resultado de la PAAF es un primer paso
hacia el diagnéstico del linfoma, y se continua con estudios como la citometria de
flujo y la inmunohistoquimica para la tipificacion del linfoma (Seelig y col., 2016).
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e. Inmunofenotipificacidon

La inmunofenotipificacion se utiliza para determinar el tipo de células que componen
el linfoma. Es una parte esencial en el diagnéstico de los linfomas, ya que en un
correcto diagnostico se basara el prondstico y las posibilidades de tratamiento
(Jennings y Foon, 1997). La inmunofenotipificacion se puede efectuar mediante
citometria de flujo o por inmunohistoquimica (IHQ). La ventaja de la citometria de
flujo es que puede realizarse en muestras mas pequeinas, mediante técnicas menos
invasivas como la PAAF (Gibson y col., 2004). Por otro lado, la inmunohistoquimica
tiene la ventaja sobre la citometria de flujo que la identificacion de los grupos
celulares puede realizarse en contexto con la arquitectura tisular y no se requiere de
equipos especializados como requiere la citometria de flujo (Wilkerson y col., 2005).

Para diferenciar linfocitos B de los linfocitos T se utilizan marcadores especificos.
Dicha diferenciacion, se basa en que cada tipo celular expresa distintos antigenos
celulares que se denominan con la sigla CDJ| (cluster de diferenciacién). En
medicina veterinaria, para la identificacién de los linfocitos T, los marcadores mas
utilizados, son el CD3, CD4 y el CD8. Para la identificacion de linfocitos B se utilizan
los CD79, CD20, CD21 y Pax-5 (Vail y Young, 2007; Valli y col., 2015). Es importante
considerar que en ocasiones, las células tumorales pueden resultar positivas para
marcadores de linfocitos B y T simultdneamente, debiendo diferenciarse por ensayos
de clonalidad (Wilkerson y col., 2005).

f. Evaluacién de la clonalidad

La evaluacion de la clonalidad es de utilidad en los casos en que no es posible
diferenciar por criterios histolégicos y citolégicos las proliferaciones malignas
(linffomas) de las proliferaciones linfocitarias benignas (hiperplasias reactivas).
Tedricamente los linfocitos neoplasicos derivan de una unica expansion clonal. Es
decir, cuando un linfocito se transforma en una célula cancerosa que se divide
descontroladamente, las células hijas poseeran en sus receptores de antigeno el
mismo reordenamiento genético que la célula madre que los origind, contando con
una region particular de ADN unica para ese tumor. Por ejemplo, en caninos con
linfoma de células T, todos los linfocitos tumorales deberian tener la misma
secuencia de ADN en la regién variable del gen receptor de células T (TCR). De la
misma manera, animales con linfoma de células B, las células tumorales deberian
tener una secuencia de ADN idéntica en la regidon variable del gen receptor de
inmunoglobulinas. Sin embargo, en las linfocitosis reactivas, las células son
policlonales para sus receptores antigénicos. Basandose en este principio, los
investigadores han utilizado técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
para el reordenamiento del receptor de antigeno (PARR) para amplificar las regiones
variables de los genes de los receptores de las inmunoglobulinas y de los linfocitos
T, y asi identificar el origen clonal de la poblacién linfocitaria (Vail y Young, 2007;
Villamizar-Rivera y Olaya, 2015).

2. 1l. 4. Estadificacién clinica del linfoma

Luego de establecido el diagndstico, debe determinarse el grado de la enfermedad,
y relacionarse con el estado clinico del paciente. La OMS ha marcado criterios para
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la estadificacion de los linfomas. Dentro de los estadios establecidos que van del | al
V, se reconocen dos subestadios que refieren a si el animal presenta o no signos de
enfermedad sistémica. Para una completa estadificacion, deberia identificarse si
existe compromiso de la médula ésea. Para esto se realiza un aspirado o biopsia a
nivel del humero proximal o de la cresta iliaca. Este procedimiento esta indicado en
los casos que el paciente presenta anemia, linfocitosis o linfocitos atipicos en la
circulacion periférica. Debido a que se trata de una maniobra invasiva y cuyo
resultado tiene un efecto limitado en el prondstico y tratamiento, la puncidén o biopsia
de la médula 6sea no es un procedimiento de rutina (Vail y col.,, 2010). La
imagenologia, es otra herramienta util, para evaluar si hay compromiso pulmonar o a
nivel de 6rganos parenquimatosos como higado o bazo. Los criterios propuestos por
la OMS se resumen en el siguiente cuadro:

Tabla 3. Sistema de estadificacion clinica de los linfomas en animales domésticos
propuesto por la OMS. Modificado de Vail y Young, 2007.

Estadio

I Afectacion de un solo nodulo linfatico o
tejido linfoide de un 6rgano (excepto
médula ésea)

1 Varios nédulos linfaticos afectados, pero
limitados a una region

1] Afectacion de todos los nddulos
linfaticos

\Y Higado y/o bazo involucrados (con o sin
estadio Ill)
Manifestacion en sangre y compromiso

\% de la médula 6sea y/o otros érganos o
sistemas (con o sin estadio |-V de la
enfermedad)

Subestadio
a Sin signos sistémicos
b Con signos sistémicos

2.1l. 5. Tratamiento del linfoma

La terapéutica a aplicar a un paciente con linfoma dependera del tipo de linfoma que
presente, la presencia o ausencia de enfermedad paraneoplasica, el estado corporal
y la evaluacion costo-beneficio para el paciente. El linfoma es casi siempre
considerado una enfermedad sistémica por lo que requiere de una terapia sistémica
para lograr la remision y prolongar la sobrevida. Cabe aclarar que por remision se
entiende la resolucién completa o parcial de los signos clinicos y de las alteraciones
en los valores de laboratorio (Ettinger, 2003). Para el linfoma canino, la quimioterapia
sistémica es el tratamiento de eleccion y puede acompafarse de radioterapia e
inmunoterapia. En general, los protocolos quimioterapicos que utilizan
combinaciones de drogas, son mas efectivos que aquellos basados en una unica
droga. La experiencia en perros con linfoma, dice que si los animales no son
sometidos a un tratamiento, la mayoria morira en un periodo de a 4 a 6 semanas
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(MacEwen y col., 1977).
a. Quimioterapia

En general, los protocolos quimioterapéuticos se dividen en distintas fases. La
primera fase, la de induccién, tiene como objetivo lograr la remision de la
enfermedad y es la de mayor intensidad en las dosis y frecuencia de los
tratamientos. Se sigue de una fase de mantenimiento, en la cual se disminuye la
intensidad y se utilizan farmacos previamente utilizados en la etapa de induccion,
pero con una frecuencia de administracion menor. Tiene como objetivo mantener la
remision de la enfermedad y prolongar la supervivencia al incrementar el tiempo
hasta la recaida. Por ultimo, la fase de rescate, se utiliza para inducir una segunda
remision luego de una recaida, o cuando los farmacos utilizados previamente no
lograron la remision. Se emplean farmacos nuevos, que no se administraron en las
etapas anteriores (Ettinger, 2003; Frimberger, 2007).

Los protocolos que combinan diferentes drogas consiguen remisiones mas largas y
una mayor supervivencia del paciente. Sin embargo, se debe tener en cuenta, que
cuanto mas compleja sea la combinacién quimioterapica, sera mas cara y requerira
mayor control veterinario, aumentando la posibilidad de generar toxicidad en el
paciente (Vail y Thamm, 2007).

La mayoria de los protocolos de primera linea utilizados en veterinaria para el
tratamiento de linfoma son modificaciones del protocolo CHOP| inicialmente
designado para el tratamiento de pacientes oncologicos humanos. La sigla hace
referencia a las drogas administradas: ciclofosfamida (C), doxorrubicina (H, por
hidroxildaunorrubicina), vincristina (O, Oncovin® ) y P (prednisolona). En caninos, se
produce la remision completa en un 60-90% de los casos, con una sobrevida media
de 6 a 12 meses (Simon y col., 2006). Solo un 20-25% de los casos, sobreviven 2 o0
mas anos (Vail y Thamm, 2007). La frecuencia y duracién del tratamiento, dependen
del médico veterinario actuante. Algunos protocolos han incorporado al CHOP, la
administracion de L- Asparaginasa, una enzima bacteriana derivada de Escherichia
coli que interferiria con la sintesis de proteinas y ADN de las células tumorales,
llevandolas a la muerte. Sin embargo, muchos estudios han confirmado que la
adicion de la L-ASP en los protocolos de induccidén no tendrian relevancia clinica en
la tasa de remisién ni en la duracién de la misma, por lo que su uso es mejor
reservarlo para protocolos de rescate (Garret y col., 2002; Jeffreys y col., 2005;
MacDonald y col., 2005).

El farmaco que se ha utilizado con mayor éxito en protocolos monodroga, es la
doxorrubicina, que se administra por via intravenosa cada 3 semanas, en 5
tratamientos. El 75-80% de los casos en caninos responde positivamente, logrando
una sobrevida de 5-7 meses. Como ventaja frente a protocolos multidroga, resalta el
ser mas economico, requerir menos tiempo y menos traslados al centro hospitalario
(Vail y Thamm, 2007). La monoterapia con prednisona, resulta una buena alternativa
cuando existen limitantes econdmicas o de otro tipo para los propietarios de los
animales, ya que pueden obtenerse remisiones cortas de 1 a 2 meses utilizando una
dosis de alta (2 mg/kg, una vez al dia). Sin embargo, es importante considerar, que
si posteriormente decidiera realizarse una quimioterapia multidroga mas agresiva, la
administracion previa de prednisona puede ocasionar mayor resistencia
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farmacoldgica y menor supervivencia (Vail y Young, 2007).

Los protocolos CHOP también se utilizan para el tratamiento de linfomas en felinos,
pero en general, éstos no presentan una respuesta tan buena como los perros. La
respuesta completa se da en el 50-75% de los casos y la supervivencia va de 4-8
meses. Sin embargo, aquellos que responden completamente a la quimioterapia,
pueden tener una sobrevida mayor a 2 afnos. Los gatos con linfoma alimentario de
bajo grado pueden responder positivamente a protocolos orales con clorambucilo y
prednisolona (Vail y Thamm, 2007).

Protocolos de rescate

La gran mayoria de los animales con linfoma sufriran recaidas. En primera instancia,
puede tratarse la reinduccion con el protocolo utilizado al inicio de la enfermedad y
con el cual se logro la primera remisién. Sin embargo, el éxito de la reinduccién se
da en la mitad de los casos. De fallar, se debe iniciar una terapia de rescate, donde
en general no se utilizan drogas o combinaciones de drogas que se utilizaron para la
induccion. Por mencionar algunas drogas, la lomustina se reserva para protocolos
de rescate monodroga (Moore y col., 1999), asi como la mecloretamida y la
procarbazina se han utilizado junto a la prednisolona y la vincristina en el protocolo
denominado MOPP (Rassnick y col.,, 2002). En general, las respuestas no son
duraderas, con tiempos de remision de 1-2 meses. (Vail y Thamm, 2007).

b. Inmunoterapia

La inmunoterapia se utiliza en el tratamiento de neoplasias de linfocitos B en
humanos. El uso de Rituximab ha mejorado la respuesta y supervivencia en los
pacientes con linfoma de no Hodgkin de linfocitos B. Se trata de un anticuerpo
monoclonal que actua sobre el CD20, una proteina expresada por mas del 99% de
los linfomas de células B. El protocolo CHOP, combinado con el Rituximab (R-
CHOP) demostré tener gran eficacia en el tratamiento de linfomas foliculares y
difusos en las personas (Coiffier, 2007). La informacion disponible, indica que su
papel en el tratamiento de los linfomas caninos, todavia es limitado, por lo que se
esta buscando desarrollar nuevos anticuerpos CD20 que sean eficientes para su uso
en estas mascotas (Ito y col., 2015).

2.11.6. Pronéstico

Los dos factores mas relacionados al prondstico en perros son el inmunofenotipo y
el subestadio de la clasificacion de la OMS. Los perros con tumores derivados de
linfocitos T tienen peores respuestas al tratamiento que los que presentan linfomas
de células B. Por otro lado, los animales que presentan signos de enfermedad
sistémica, tienen una respuesta mas pobre que aquellos que no se presentan con
enfermedad sistémica al momento del diagnostico (Vail y Young, 2007).

A su vez, los linfomas de grado intermedio o alto, tienden a responder a la
quimioterapia, pero las recaidas suceden mas tempranamente. Por su parte, los
linfomas de bajo grado, no responden bien a la quimioterapia, pero tienen una
sobrevida mas larga que los anteriores (Teske y col., 1994).

En felinos, la situacion es distinta en relacién al inmunofenotipo, ya que no se ha
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determinado que los linfomas de células T estén asociados a prondsticos negativos.
Igualmente, en esta especie, es dificil realizar prondsticos, dada la gran variabilidad
en la frecuencia y heterogenicidad de formas anatomicas que presentan. El linfoma
alimentario, el mas comun en estos animales, tiene una sobrevida media de 7-10
meses con protocolos quimioterapicos que incluyan doxorrubicina (Vail, 2007).

2. 11l. NEOPLASIAS EN PRIMATES NO HUMANOS

Las neoplasias en primates siempre despertaron gran interés debido a las
semejanzas anatdmicas y fisiologicas de estos animales con los humanos
(Beniashvili, 1989).

Hasta la mitad del siglo XX, se consideraba que las neoplasias eran enfermedades
infrecuentes en los monos y la mayoria de las publicaciones vinculadas al tema se
limitaban a una descripcion de casos aislados. Esta suposicion estaba vinculada al
hecho que no habia gran cantidad de monos bajo supervision veterinaria o que
fueran objeto de estudio de anatomopatdlogos (Lapin y Yakovleva, 2014). Si bien
miles de primates eran mantenidos en zooldgicos, centros de investigacion y
laboratorios de produccion de vacunas (como poliomielitis), los reportes eran
escasos (Beniashvili, 1989).

Sin embargo, se debe considerar que en ese momento las poblaciones de primates
mantenidos en cautiverio no tenian gran expectativa de vida y aquellos utilizados en
la produccion de vacunas eran ejemplares jovenes, donde los tumores no son tan
comunes (Beniashvili, 1989; Lapin y Yakovleva, 2014).

En la segunda mitad del siglo XX, empez6 a ser mas frecuente que se analizaran los
registros en los centros primatologicos y laboratorios, lo cual cambid
considerablemente la impresion acerca de los tumores en primates. A su vez, a
medida que aumentaba la edad de las poblaciones en cautiverio, los reportes de
neoplasia se hicieron mas usuales ( McClure, 1980; Lapin, 1982; Lowenstine, 1986;
Beniashvili, 1989; Remick, 2009; Simmons y Mattison, 2011).

Distintos tipos de tumores con diferente localizacion y caracter histologico han sido
descriptos para primates del Viejo y del Nuevo Mundo. Actualmente se cuenta con
varias revisiones bibliograficas que recopilan informacion acerca de las neoplasias y
desordenes proliferativos en los primates no humanos (Lowenstine, 1986;
Beniashvili, 1989; Miller, 2012; Lapin y Yakovleva, 2014). No obstante, existe poca
informacion acerca del manejo clinico de las neoplasias en primates no humanos
(Miller, 2012).

Segun la revision de Lapin y Yakovleva (2014), la neoplasia maligna mas frecuente
para todas las especies de primates estudiadas es la neoplasia de los 6rganos
hematopoyéticos: linfomas y leucemias. Hay numerosas publicaciones que
describen la ocurrencia de linfomas y leucemia en monos de diferentes géneros
como Macaca (macacos), Pan (chimpancés), Gorilla (gorilas), Hylobates (gibones),
Papio (babuinos), Callithrix (marmosetas), Saimiri (monos ardilla) y Aotus (micos
nocturnos) (Stowell y col., 1971; Page y col., 1974; Schneider, 1975; Terrell y col.,
1980; Kirkwood y James, 1983; Holmberg y col.,, 1985; Binhazim y col., 1997,
Cianciolo y Hubbard, 2005; Suzuki y col., 2005; Hirata y col., 2013).
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2. 1ll.1 Linfoma en primates no humanos

La alta prevalencia de linfoma en primates, esta relacionada al hecho de que en la
gran mayoria de los casos la enfermedad se asocia a infecciones virales (Miller,
2012). Diversos tipos de herpesvirus se han identificado en el desarrollo de
enfermedad linfoproliferativa en Aotus, Callithrix, Saguinus, Ateles, Alouatta y
Macaca (Meléndez y col., 1970; Wolfe y col., 1971; Rangan y col., 1976; Rosenwirth,
2011). Algunos retrovirus, también han sido asociados al linfoma (Miller, 2012).

Para contextualizar, es importante entender el comportamiento de estos virus en
primates.

Herpesvirus en primates no humanos

Los herpesvirus son virus ADN pertenecientes a la familia Herpesviridae. Dentro de
ésta, se distinguen tres subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae y
Gammaherpesvirinae, las cuales poseen caracteristicas biolégicas particulares.
(Roizman, 1996). Dentro de los alphaherpesvirus, destaca por su potencial
zoonotico, el Herpes B de los macacos (hospedadores naturales), los cuales por lo
general no desarrollan sintomatologia clinica. Sin embargo, la transmision accidental
a los humanos produce paralisis ascendente, encefalitis y muerte en un 70% de los
casos (Huff y col.,, 2003). De todas maneras, la subfamilia que interesa a esta
revision bilbiografica por su potencial oncogénico, es la de los gammaherpesvirus
por lo que se describiran sus principales caracteristicas.

Gammaherpesvirinae

Esta subfamilia, incluye dos géneros: Lymphocryptovirus y Rhadinovirus.

o Lymphocryptovirus

Los linfocriptovirus comprenden mas de 50 tipos de virus diferentes que han sido
aislados en primates del Viejo y del Nuevo Mundo (Ehlers y col., 2009). Todos ellos
estan relacionados genéticamente al virus de Epstein Barr (EBV), el primer virus con
propiedades oncogénicas que se identificé en los humanos (Epstein y col., 1964).
Comparten propiedades bioldgicas comunes como la capacidad de transformar el
crecimiento de los Linfocitos B in vitro, una alta prevalencia de infeccién en el
hospedador natural, evasion inmunitaria, infeccion persistente y el potencial de
transformacién oncogénica in vivo (Cho y col.,, 2001). Al igual que en las personas,
la infeccion generalmente es asintomatica y la seroprevalencia de LCV en primates
del Viejo Mundo es muy alta con hasta un 95% de animales adultos seropositivos en
algunas poblaciones (London y Malan, 1971; Jenson y col., 2002; Rao y col., 2000).

En animales inmunosuprimidos, especialmente en macacos infectados con el virus
de la inmunodeficiencia simia (SIV), la infeccion con LCV puede progresar hacia un
linfoma maligno, similar al desarrollo del linfoma de No Hodgkin observado en
humanos con HIV. Una vez inmunosuprimidos por el SIV, los animales infectados
con LCV desarrollan linfadenopatia periférica seguido de linfoma multiorganico. Los
sitios mas comunes de desarrollo de linfoma en macacos son la cavidad nasal, tejido
periorbital, tracto gastrointestinal y rifiones. En general se origina en los linfocitos B
(Carville y Mansfield, 2008; Marr-Belvin y col., 2008).
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La infeccion con LCVs se identificd primero en primates del Viejo Mundo debido a
reacciones cruzadas de anticuerpos con EBV, existiendo reportes en chimpancés
(Landon y col., 1968), babuinos (Vasiljeva y col., 1974), orangutanes (Rasheed y
col., 1977), gorilas (Neubauer y col., 1979). Mas adelante se identificaron
linfocriptovirus asociados a tumores linfoideos en varias especies de macacos
(Rangan y col., 1986; Li y col., 1994; Wutzler y col., 1995; Moghaddam y col., 1997;
Rivadeneira y col., 1999; Rivailler y col., 2002).

Por mucho tiempo, se creyd que la infeccion con LCVs no ocurria naturalmente en
primates del Nuevo Mundo, dado que no existia evidencia suficiente de que hubiera
reaccion cruzada de anticuerpos para EBV en estas especies (Fogg y col., 2005).
Sin embargo, en el afno 2000, un grupo de investigadores identifico por PCR un
nuevo gammaherpesvirus en tumores de marmosetas que murieron debido a un
brote espontdneo de enfermedad linfoproliferativa en el Centro Regional de
Investigacion de Primates de Wisconsin (WRPRC) (Ramer y col., 2000). Esto fue
confirmado, por Cho y col., (2001) que secuenciaron el genoma y encontraron que el
agente viral (Callitrichine herpesvirus 3) tenia propiedades biolégicas similares al
EBV y demostraron que los herpesvirus relacionados a EBV eran endémicos
también en los primates del Nuevo Mundo.

Hasta el momento no se conoce que los linfocriptovirus simios tengan potencial
zoonotico (Matz-Rensing y Lowenstine, 2018).

o Rhadinovirus

Los rhadinovirus que revisten importancia para este trabajo son los encontrados en
primates americanos: Herpesvirus saimiri y Herpesvirus ateles. Son comunmente
asintomaticos en sus hospedadores naturales los monos ardilla (Saimiri sciureus) y
monos arana (Ateles geofroyii) respectivamente. Se estima que el 95% de los monos
ardilla adultos son seropositivos al H. saimiri (Matz-Rensing y Lowenstine, 2018) y
aproximadamente el 50% de los monos arafa son seropostivos a H. ateles. La ino-
culacion experimental con H. saimiri a micos nocturnos (Aotus sp.), calitricidos (Sa-
guinus sp. y Callithrix sp.), monos aulladores (Alouatta sp.) y monos araia (Ateles
sp.) resulta en el desarrollo de linfoma o leucemia linfocitica de presentacién aguda.
La trasmision natural de la infeccidn se ha reportado también en zooldgicos. Si bien
el H. saimiri ha sido estudiado mas extensivamente, el H. ateles parece tener pro-
piedades oncogénicas similares (King y col., 2001). Tampoco se registra potencial
zoonatico para estos virus (Matz-Rensing y Lowenstine, 2018).

Retrovirus en primates no humanos

Los retrovirus, de la familia Retroviridae, son virus ARN que se caracterizan por
producir infecciones persistentes durante toda la vida del hospedador, activa o
latente, patologica o subclinica. El grado de patogenicidad esta relacionado al
hospedador, el virus, y el ambiente. Las infecciones retrovirales en simios se han
asociado a neoplasia e inmunosupresion (Lowenstine y Lerche, 1988).

Los retrovirus simios cobraron importancia desde que se descubrio que el HIV tuvo

origen zoonético a través de la transmision interespecie del SIV (virus de la
inmunodeficiencia simia) de Pan troglodytes y Cercocebus atys al humano (Hahn y
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col., 2000; Peeters y col., 2002; Apetrei y col., 2004). De manera similar, se ha
demostrado que el HTVL (virus linfotrépico de células T humanas) se origind por
transferencia inter especie del STVL (virus linfotropico de células T simio) (Wolfe y
col., 2006). EI STVL ha sido asociado a enfermedad linfoproliferativa en primates,
por lo que se comentara brevemente algunas caracteristicas.

Virus linfotrépico de células T simio (STVL)

El STVL tiene como hospedadores naturales a varias especies de monos africanos y
asiaticos, incluyendo los grandes simios. Es endémico tanto en poblaciones de vida
libre como en cautiverio (Daniel y col.,, 1988; Lowenstine y col., 1992). La
prevalencia es muy variable, desde 0 a 80% en algunas poblaciones y aumenta con
la edad (Fultz, 1994). No se ha encontrado en poblaciones de primates
neotropicales, aunque esta descripta la infeccion experimental en calitricidos y
monos ardilla. Posee un fuerte tropismo celular para linfocitos T CD4+ y CD8+-
(Fultz, 1994; Souquiere y col., 2009). La trasmision natural se da por transferencia
de linfocitos T infectados por via venérea o por leche, de madres infectadas a sus
crias (Fultz, 1994). d’ Offay y col., (2007) reportaron la transmisién a través de la
exposicion de la mucosa oral con sangre infectada durante peleas entre congéneres.

La mayoria de las infecciones con STVL pasan clinicamente desapercibidas. En una
pequena proporcion de casos, los primates desarrollan enfermedad clinica, que se
presenta como linfoma de células T o enfermedad linfoproliferativa, leucemia,
linfadenopatia, lesiones dérmicas generalizadas y esplenomegalia (Lowenstine y
Lerche, 1988; Fultz, 1994; Murphy y col., 2006). La enfermedad asociada a STVL se
ha observado unicamente en especies de primates africanos y se caracteriza por
una linfocitosis persistente con formas linfociticas anémalas. También, produce una
respuesta persistente y exacerbada de los linfocitos T, que aumentan la produccion
de citoquinas.

A. Enfermedad linfoproliferativa en primates del Viejo Mundo

Existen varios reportes de enfermedad linfoproliferativa en colonias de primates del
Viejo Mundo.

Cianciolo y col., (2007) publicaron el registro que realizaron durante 15 afos de la
ocurrencia de tumores en una colonia de 4000 babuinos (Papio anubis) del Centro
Nacional de Investigacion de Primates del Suroeste, en San Antonio, USA. Durante
ese periodo registraron 363 casos de neoplasia, de las cuales 171 casos fueron
malignas siendo 98 casos linfosarcomas. Previamente, Hubbard y col.,, (1993)
habian estudiado esta poblacion. Para ese momento contaba con unos 3200
animales y el 40% de ellos resultd positivo al STVL-1. Se realizé también serologia a
27 animales que habian muerto de linfoma, resultando todos ellos positivos al STVL-
1.

En 1967, en el Centro de Investigacion de Primates de Sujumi (Georgia) se dio un
brote de linfoma de No Hodgkin en una colonia de monos hamadrya (Papio
hamadryas) luego de que un pequeio grupo fuera inoculado con sangre de
pacientes humanos con leucemia. Durante el brote, de unos 2000 animales, 408
ejemplares murieron a lo largo de varios afios con enfermedad linfoproliferativa.
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Otras especies del mismo centro también fueron afectadas por esta patologia (P.
anubis, Mandrill, Gelada). La enfermedad se transmitié de forma horizontal, luego de
que babuinos linfomatosos estuvieran en contacto con animales sanos. Se pudo
establecer que la introduccidn de sangre humana leucémica en los hamdryas, llevé a
la activacion de sus propios virus linfotropicos, los cuales estan muy extendidos en
estos animales. Dos virus, el STVL-1 y un herpesvirus similar al EBV, que fue
designado como HVP (herpesvirus papio) lograron ser aislados de los animales
enfermos (Yakovleva, 1970; Lapin, 1973; Lapin, 1975; Neubauer y col.,, 1979;
Schatzl y col., 1993; Lapin y Yakovleva, 2014).

Otro brote de linfoma enzodtico se registr6 en un grupo de Macaca mulatta del
centro de Investigacion de Primates de California, USA. Entre los afios 1969 y 1977
un total de 45 animales murieron a causa de linfoma maligno. En el mismo centro,
en el mismo periodo otros 6 ejemplares de Macaca arctoides, murieron por la misma
causa (Terrell y col., 1980).

También, existen registros de brotes en monos gibones (Hylobates sp.) de dos
colonias diferentes. Uno de ellos ocurrié en Bangkok, en el Laboratorio de SEATO y
el otro se dio en el Centro Médico de California, en San Francisco. En parte de los
casos, la enfermedad tenia similitudes con la presentaciéon de linfoma o con la
leucemia mieloide cronica de los humanos. En esa ocasion pudo aislarse de los
animales enfermos y de animales seropositivos, un retrovirus tipo C que fue
nombrado GALV|, haciendo referencia a Gibbon Ape Lymphoma Virus. Los virus
aislados apenas difirieron uno del otro en sus caracteristicas moleculares y
biolégicas (Johnsen y col., 1971; Kawakami y col., 1972; Kawakami y col., 1980).

Ikpatt y col., 2014, reportaron un caso de linfoma difuso de linfocitos B en un
orangutan de 8 anos (Pongo pygmaeus) del zoolégico de Miami. El cuadro se
presentd con un breve historial de pérdida de peso, apetito disminuido, letargia,
distension abdominal, constipacion y dolor abdominal a la palpacion. Una tomografia
computarizada reveld obstruccién parcial del 90% de la luz del yeyuno, por lo que se
intervino quirdurgicamente y se analizaron las muestras obtenidas del intestino por
histopatologia e inmunohistoquimica. El diagnostico confirm6 un infiltrado de
grandes células linfoides tumorales, que reaccionaron positivamente al marcador
CD20, por lo que se identificaron como linfocitos B, y clasificandose como un linfoma
difuso de células B grandes. La serologia resultd positiva para EBV vy la tincién para
Epstein-Barr Virus por hibridizacion in situ (ISH) de los preparados también resulto
positiva. Se realizé tratamiento quirdrgico, removiendo la porcion de yeyuno afectada
y se realizé inmuno-quimioterapia utilizando una modificacion del protocolo R-CHOP
(rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) a una dosis del
75% de la administrada a pacientes humanos dado el desconocimiento respecto a la
tolerancia de los primates a estas drogas. El animal respondié bien al tratamiento
combinado de quimio-inmunoterapia y 2 ainos después de culminado el tratamiento
permanecia en buen estado de salud y sin signos de la enfermedad.

B. Enfermedad linfoproliferativa en primates del Nuevo Mundo
En lo que respecta a los primates del Nuevo Mundo, esta bien estudiado que los

calitricidos (marmosetas y tamarinos) son extremadamente susceptibles a la
induccion experimental de tumores por herpesvirus nativos de otras especies de
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primates. Meléndez y col., (1968) descubrieron al Herpesvirus saimiri al aislarlo de
cultivos de tejido renal de monos ardilla (Saimiri sciureus). No se pudo comprobar
que este virus produjera enfermedad clinica en monos ardilla seropositivos, y
tampoco la inoculacion experimental del Herpesvirus saimiri en estos animales
genero una respuesta patologica. Sin embargo, mas adelante se demostré que la
inoculacién experimental con H. saimiri en marmosetas (Saguinus spp), micos
nocturnos (Aotus trivirgatus), monos arana (Ateles geofroyii), monos capuchinos
(Cebus spp), y monos aulladores (Alouatta sp.) producia neoplasia del sistema
linfatico de rapido desarrollo (Meléndez y col., 1970; Deinhardt y col., 1974; Rangan
y col., 1977). Una situacién similar sucedié con el Herpesvirus ateles de los monos
arana.

El cuadro clinico y la patologia de estos dos herpesvirus en marmosetas y
tamarinos, estad bien descripto por Hunt y col., (1970). Los animales desarrollan
hepatoesplenomegalia y aumento generalizado de los ndodulos linfaticos. Como
sintomas clinicos se observa inactividad, debilidad, rechazo al alimento, letargia y
linfadenopatia progresiva. Ambos Herpesvirus se han aislado de linfomas
espontaneos (no inducidos experimentalmente) tanto en marmosetas como en micos
nocturnos, por lo que se recomienda que en los zooldgicos y los centros de
investigacion estos primates estén separados de los monos arafia y los monos
ardilla (Hunt y col., 1973; Page y col., 1974; Anzil y col., 1977; Barahona y col.,
1975; Matz-Rensing y Lowenstine, 2018).

Como se expresO anteriormente, hasta el afio 2000 se creia que los primates
neotropicales, no eran naturalmente susceptibles a la infeccién por linfocriptovirus.
Sin embargo, estaba demostrado ampliamente que la inoculacion con EBV en
marmosetas y micos nocturnos producia neoplasia del sistema linfatico (Epstein y
col., 1973; Shope y col., 1973; Falk y col., 1976; Ablashi y col., 1983; Johnson y col.,
1983). Lo novedoso del reporte de Ramer y col., (2000) radicé en el hecho de que el
brote en el Centro Regional de Investigacion de Primates de Wisconsin (WRPRC)
ocurrid de manera espontanea y no a partir de la inoculacion experimental de los
animales. Hasta el momento no existian registros de este suceso ni en laboratorios
ni en zooldgicos. Dieciséis casos de enfermedad linfoproliferativa se dieron entre
1992 y 1996 en ejemplares adultos de Callithrix jacchus.

Los animales afectados desarrollaron un cuadro de pérdida de peso, inapetencia y
diarrea. En muchos casos, se detecté una masa palpable en el abdomen medio, y
varias marmosetas padecieron obstruccion intestinal. En dos casos se observd
linfadenopatia periférica. Los resultados de hemograma y bioquimica sanguinea
fueron variables, e incluyeron valores dentro de los pardmetros normales y valores
anormales como neutrofilia con desviacion a la izquierda. Otros presentaron valores
elevados de enzimas hepaticas. En todos los casos se realizd necropsia de los
animales, siendo un hallazgo comun un exagerado aumento de los linfonodos
mesentéricos que se correspondia con las masas abdominales detectadas en forma
clinica.

Se realiz6 estudio histopatologico de los ndédulos mesentéricos, observandose que la
arquitectura tisular normal presentaba infiltrados de células redondas neoplasicas
heterogéneas, con pleomorfismo nuclear y uno o mas nucléolos prominentes. El
colon también se presento infiltrado con un patron celular similar al de los linfonodos
mesentéricos que involucraba la lamina propia, la submucosa, la capa muscular y la
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serosa. En algunas marmosetas se vio afectado de manera similar el yeyuno,
duodeno y el ileon. También se pudo observar en algunos casos células neoplasicas
en el higado, rindbn y pulmones. Las células fueron caracterizadas por
inmunohistoquimica, utilizando marcadores CD20 (para linfocitos B), CD3 (para
linfocitos T) y una proteina de membrana de EBV (LMP-1). La mayoria de los
linfocitos infiltrados en el intestino se identificaron como Linfocitos B. En el bazo de
algunos animales se identificaron células que reaccionaron al marcador para EBV.
La confirmacién de la vinculacion del brote con un linfocriptovirus similar al EBV no
identificado hasta el momento, se obtuvo por la extraccion por PCR de ADN viral en
los tumores de las marmosetas enfermas.

No todos los linfomas en primates del Nuevo Mundo han sido asociados a una
infeccidn viral, existen casos esporadicos de linfoma en tamarinos que parecen ser
de origen espontaneo (Hofmann y col., 2001).

En relacidon a los monos aulladores especificamente, no se hallaron reportes de
neoplasia linfoide de presentacion espontanea. Los registros de esta enfermedad en
el género Alouatta, se limitan a investigaciones de Rangan, 1976 y Rangan y col.,
1977. En 1976, Rangan inoculd con Herpesvirus saimiri a 4 ejemplares de Alouatta
caraya lo que derivd en el desarrollo de enfermedad linfoproliferativa maligna en
todos los casos, 5-6 semanas luego de la inoculacion. Al afio siguiente, volvieron a
inocular a 5 ejemplares de Alouatta caraya con HVS. Uno de ellos, muri6é a los 17
dias de la inoculacién y no se realizo aislamiento viral ni evaluacion hematolodgica.
La necropsia no tuvo aspectos destacables. Los otros 4 animales presentaron un
aumento marcado de los linfonodos inguinales y algunos linfadenopatia periférica.
Desde el punto de vista hematologico, todos presentaron un aumento de los
glébulos blancos respecto a la evaluacidbn pre inoculacibn con una marcada
linfocitosis y 2 casos presentaron anemia moderada en la fase terminal de la
enfermedad (Figura 5).

TABLE 1,—Clinical and hematologic changes in HVS-inoculated howler monkeys

Total WBC and percent lymphocytes ~ Killed (K}
Expt Animal Sex Lymp;\:dser[x:;pathy Preinoculation Highest recorded or gea'-ll;{D'
4 WBC Lymphocytes Day Pl WBC Lymphocytes e
I 3904° F -~ 13,300 58 ND*® ND* ND*® 17(D)
4087 M o 14,000 64 37 55,200 98 38(K)
11 4625 M 23 16,800 68 30 131,600 93 41(K)
4624 M 23 11,600 64 41 156,600 98 52(K)
111 4623 F 29 17,300 69 29 86,300 92 36(K)

Figura 5. Tabla de valores hematol6gicos de monos aulladores inoculados con HVS,
extraida de Rangan y col., 1977.

Se eutanasiaron entre los 36 y 52 dias post inoculacion debido al mal estado de
salud. La necropsia reveld un aumento al doble del tamafio normal en los linfonodos
mesentéricos. Algunos presentaron linfadenopatia generalizada y la esplenomegalia
fue un hallazgo comun. La histopatologia revelo una acumulacion difusa de grandes
linfocitos en los nédulos afectados (Figura 6).
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Figura 6. (a) N6dulo linfatico pancreatico; muchos linfocitos se apifian en los senos
subcapsulares y se diseminan de manera difusa por la corteza. (b) Nodulo linfatico
pancreatico; caracteristicas morfoldgicas de los tipos de células neoplasicas en el nodo.
Extraido de Rangan y col., 1977.

También se hallo infiltracion linfocitica en el higado, rifidon y pulmones de todos los
animales. El analisis histopatoldgico del bazo no revel6 alteraciones significativas. La
médula Osea en algunos casos presento elementos hematopoyéticos en
proliferacion activa con variados estadios de maduracion y diferenciacion celular.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Describir la presentacion clinica, analisis paraclinicos y caracteristicas
histopatoldgicas de un caso de Linfoma multifocal a difuso de linfocitos B en un
ejemplar de Alouatta caraya mantenido en cautiverio en el Parque Lecocq,
dependencia del Sistema Departamental Zoolégico de Montevideo, Uruguay.

3.1l. Objetivos especificos

Comparar los hallazgos del caso clinico presentado con reportes de linfoma en
primates no humanos encontrados en la bibliografia internacional.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.]. Caso clinico
Antecedentes

Un ejemplar de Alouatta caraya, hembra entera, ingreso al zoologico Parque Lecocq
de Montevideo, Uruguay, en enero de 2016 por decomiso de la brigada de narcoticos
del Ministerio del Interior, a un particular. Su estado general era malo, presentaba
pelo hirsuto, estado de carnes regular y dermatitis de contacto en cuello por uso de
collar. No se obtuvieron registros acerca de la edad del animal, pero a juzgar por la
evaluacion veterinaria aparentaba ser un animal afioso. Se identifico con el hombre
de Mimbi|. Se realizaron desparasitaciones con Albendazol 25mg/kg (Helmiben®
Suspension) y luego de culminada la cuarentena se trasladdo a un recinto con
ejemplar macho de Alouatta caraya que ya residia en el zooldgico.

Se mantuvo en el zoolégico desde entonces, junto al ejemplar macho de su misma
especie, sin tener contacto directo con otros primates a parte de éste, ni con el
publico, unicamente con cuidadores y personal veterinario. El recinto, ubicado en el
exterior, era de 4.0x4.0x2.30 metros (lado x lado x altura), techado, con piso de
concreto, malla de alambre en el perimetro que permitia el pasaje de luz solar y
estaba acondicionado con ramas de arboles para mayor enriquecimiento ambiental.
Contaban con un refugio de madera compensada con doble pared en donde se
disponia de un calefactor interior, quedando éste y su conexién eléctrica separada
de los animales.

La dieta administrada a los dos ejemplares era en base a hojas de lechuga, apio,
rucula, perejil, brécoli y espinaca. Se complementaba con verduras (repollo, zapallo,
zapallito, boniato, remolacha) y frutas segun disponibilidad estacional (manzana,
durazno, uvas, ocasionalmente banana). La comida se servia una vez al dia, por la
manana. Contaban con agua ad libitum.

Con respecto a la anamnesis sanitaria, se realizaban desparasitaciones periodicas
cada 6 meses a ambos caraya con albendazol 25mg/kg (Helmiben® Suspension,
Celsius).

La historia clinica registrada del animal desde su ingreso en 2016 hasta el inicio del
cuadro en 2019, no presentd aspectos remarcables, mas alla de episodios aislados
de diarrea o materia pastosa que remitian espontaneamente o respondian a
tratamientos breves con antidiarreico oral con ftalilsulfatiazol y dihidroestreptomicina
(Neo entero sur®, Laboratorio Sur).

Presentacion del caso

El 1° de julio de 2019 se observo el animal deprimido, se rehusaba a interactuar y
rechazaba alimento. Se observo deposiciones diarreicas en recinto. Al dia siguiente,
al no constatarse cambios en la situacion se decidié capturar para trasladar a una
jaula de internacion y llevar a habitacion interior calefaccionada. Se utilizé una jaula
de internacion de 0.95x0.58x0.80 metros (largo x ancho x altura). La captura se
realiz6 de forma manual, dado que era un animal docil que permitia realizar este tipo
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de maniobras simples.

El cuadro evolucioné presentandose con disminucion del apetito y apetito selectivo,
adelgazamiento progresivo, apatia y episodios de diarrea intermitente.

Si bien el animal era docil, no fue posible realizar un examen clinico adecuado sin
sedacion, por lo que en una primera instancia se realizé tratamiento sintomatico. La
medicacion utilizada por via oral se administraba mezclada con alimentos que
~Mimbi| no rechazaba (jalea, banana). Para la administracion de medicacion
intramuscular, una persona inmovilizaba al animal con calderin dentro de la jaula de
internacion, y una segunda persona procedia a inyectar la droga.

Se administro butilbromuro de hioscina 0,2mg/kg i/m y dipirona 25mg/kg i/m como
antiespasmodico (Buscapina® compositum, Boehringer Ingelheim) y ranitidina 7,5
mg/kg v/o (Taural® 150mg, Laboratorio Roemmers) como protector de la mucosa
gastrica. También se realiz6 antibioticoterapia con trimetoprim sulfametoxazol v/o
(Trimox-f® comprimidos, Laboratorio Urufarma) por un periodo de 7 dias,
considerando un posible origen bacteriano como causal de la diarrea. Por otro lado,
se realizd un estudio coproparasitario por flotacién simple con solucion concentrada
de cloruro de sodio que arrojo resultado negativo.

Ante la no remision de los sintomas, el 15 de agosto de 2019 se decidié proceder
con la captura mediante inmovilizacion quimica para mejor evaluacion clinica,
extraccion de sangre y estudio ultrasonografico. Se administré6 ketamina 10 mg/kg
i/m (Ketonal® 50, Laboratorios Richmond S.A), lograndose un buen efecto a los 5
minutos, que se mantuvo durante todo el procedimiento y permitid realizar las
maniobras sin dificultades. Al examen clinico se detectaron masas palpables a nivel
abdominal. Se llevé a cabo el estudio ultrasonografico de abdomen con ecégrafo
Sonosite x3v, sonda microconvexa de 9mHz en el Hospital Veterinario del Parque
Lecocq. Durante la ecografia se realiz6 una PAAF de nddulos mesentéricos que se
remiti en portaobjetos para diagndstico citologico a un laboratorio particular.
Ademas se extrajo sangre que se envid a laboratorio privado en tubo con EDTA para
realizacion de hemograma y en tubo seco para evaluacion de enzimas hepaticas y
perfil renal (urea y creatinina).

El cuadro clinico continué con depresion, diarrea liquida intermitente, anorexia, y
adelgazamiento progresivo. No se realiz6 ningun otro tratamiento mas alla del
sintomatico especificado anteriormente, que varid segun la evaluacion diaria del
animal.

En la manana del 8 de setiembre de 2019 se constatd el deceso natural de Mimbi.
Ese mismo dia se procedid a realizar la necropsia en el Hospital Veterinario del
Parque Lecocq, donde se tomaron muestras de los 6érganos afectados. Porciones de
yeyuno, colon, ciego y nédulos mesentéricos se fijaron en soluciéon con formaldehido
al 10% y se remitieron a un laboratorio privado para estudio histopatoldgico. Las
muestras de tejido fueron procesadas rutinariamente, incluidas en parafina,
seccionadas a 4 um y tefiidas con hematoxilina y eosina para su observacion en el
microscopio O6ptico. Se realizé también coloracion inmunohistoquimica con los
anticuerpos CD20 (marcador de linfocitos B) y CD3 (marcador de linfocitos T) para la
tipificacién del linfoma.
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5. RESULTADOS

5.1. Métodos paraclinicos de diagnostico

Ultrasonografia

El estudio realizado por el Dr. Nicolas Girreta, informé: Higado homogéneo con
bordes lisos y patron vascular normal, vesicula biliar con paredes finas y contenido
anecoico normal, vias biliares sin particularidades. Estomago distendido con paredes
finas, contenido de patron gaseoso. Intestino con zonas con paredes conservadas,
estratificacion mural normal, transito normal. En abdomen medio caudal se observa
intestino con paredes muy engrosadas con borde irregular hacia lumen, hipoecoica,
neovascularizada sugerente de proceso infiltrativo/neoplasico (¢,colon?). Rodeando
dicha masa se observan multiples adenomegalias mesentericas de entre 2mm y
12mm hipoecoicas con bordes lisos. Fuerte reaccion peritoneal difusa,
neovascularizada (sugerente de proceso infiltrativo). Rifiones con forma y tamano
normal, limite corticomedular difuso. Vejiga pequeha con contenido anecoico
normall.

Valores de Hemograma (Laboratorio S&B)

Tabla 4. Resultados de Hemograma de “Mimbi” 15 de agosto de 2019

Resultados Valores de referencia*
HTO (%) 24 33-41
HGB (g/dl) 6.28 7.36-15
Eritrocitos (108/ul) 2.81 3.44-6.16
Leucocitos (x10%/ul) 12.0 3.71-16.65
Neutréfilos (x103/ul) 8.12 1.06-12.9
Eosindfilos (x10%/ul) 0.68 0.06-0.54
Linfocitos (x103/ul) 2.81 1.4-4.26
Monocitos (x10%/ul) 0.38 0.1-1.63
Basofilos (x103/ul) 0 0-0.15

(*) Valores de referencia tomados de Flaiban y col., 2009.
HTO: Hematocrito. HGB: Hemoglobina.

Valores de Bioguimica sanguinea (Laboratorio S&B)

Tabla 5. Resultados de bioquimica sanguinea de “Mimbi” 15 de agosto de 2019.

Resultados Valores de referencia*

Enzimas Hepaticas

AST (ui/L) 56.3 78.6-143**-
ALT (ui/L) 55.2 5-15
FAS (ui/L) 261.0 11-1177
Perfil Renal

Urea (mg/dl) 70.2 11-51
Creatinina (mg/dl) 1.1 0.6-1.7

(*) Valores de referencia tomados de de Melo y col., 2019.
(**) Valor de referencia tomado de Valle y col., 2002
AST: Aspartato aminotransferasa. ALT: alanina aminotransferasa. FAS: fosfatasa alcalina.
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Diagndstico citologico de la PAAF de nddulos mesentéricos

21 de agosto de 2019. Estudio realizado en el laboratorio privado de la Dra. Cecilia
Menéndez, el informe detall6: Sobre un fondo escasamente hemorragico se
observé una abundante poblacion homogénea de células linfoides inmaduras
(linfoblastos). Células redondas de tamafio mediano a grandes, nucleo redondeado
basofilico intenso y moderada cantidad de citoplasma basofilico medio definido. Se
observd moderada anisocitosis y anisocariosis. Presencia de macronucléolos y
multinucléolos. Regular cantidad de linfocitos maduros. Escasos cuerpos
linfoglandulares. Escasos neutrofilos y células plasmaticas. Estudio compatible con

linfoma||

5.1l. Hallazgos de necropsia

Fecha y hora de muerte: 08/09/2019, en la madrugada.
Fecha de realizada la necropsia: 08/09/2019. 11:00 a.m.

Estado nutricional: Caquexia

Exterior (Piel y sus anexos y tejido subcutaneo)
Piel seca, pelo opaco e hirsuto. Tejido subcutaneo presencia de escaso tejido adipo-
so. Ojos y oidos sin particularidades.

Figura 7. Estado general del animal antes de iniciar la necropsia
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Figura 8. Se observa pelo hirsuto, piel seca y estado de caquexia

Interior: Grasa corporal muy escasa. Sin liquido contenido en la cavidad ni adhe-
rencias anormales

Figura 9. Organos al incidir la cavidad abdominal.
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SISTEMA RESPIRATORIO (Narinas, Senos, Laringe, Pleura, Bronquios, Pulmo-
nes): Narinas s/p, sin corrimiento. Mucosa laringea de aspecto normal. Pulmones,
bronquios y pleura de coloracién y aspecto normal (Figura 10A).

SISTEMA CIRCULATORIO (Corazon, Pericardio, Arterias, Venas, Linfaticos):
Presencia de escasa cantidad de tejido adiposo en
pericardio. Miocardio color rojo palido, no se evidencian lesiones macroscopicas.

Arterias y venas principales sin alteraciones (Figura 10B)

SSTEMA DIGESTIVO (Boca, Faringe, Es6fago, Estémago, Intestino, Recto,
Higado, Pancreas, Peritoneo)

Boca, dientes desgastados con presencia de sarro. Eséfago s/p. Estomago
distendido por presencia de gas y escaso contenido. Colon y ciego distendidos
también con gas. Mucosa intestinal engrosada de coloracion grisacea y con lesiones
petequiales. Contenido liquido a lo largo de todo el tracto intestinal (Figura 11).
Higado sin alteraciones macroscopicas, parénquima de consistencia normal (Figura

13).

SISTEMA HEMATOPOYETICO (Nédulos linfaticos, Bazo, Médula 6sea): Nédulos
linfaticos mesentéricos aumentados de tamafio, congestivos y de aspecto irregular.
Bazo contraido, sin alteraciones visibles macroscopicamente. Reaccidén ganglionar
multiple en mesenterio (Figura 12).

SISTEMA URINARIO (Rifiones, Uréteres, Vejiga, Uretra): Rifones de color y
aspecto normal. Definicion cértico-medular buena. Consistencia del parénquima sin
alteraciones (Figura 14). Vejiga sin alteraciones que mencionar.

SISTEMA GENITAL (Vulva, Vagina, Utero, Ovarios, G. mamaria): Utero pequefio
sin alteraciones Vvisibles. Ovarios sin particularidades. Glandulas mamarias
normales.

SISTEMA ENDOCRINO (Hipofisis, Adrenales, Tiroides, Paratiroides): Glandulas
adrenales aumentadas de tamano.

SISTEMA LOCOMOTOR (Musculo, Huesos, Articulaciones): Pérdida de masa
muscular debido al estado de caquexia.

SISTEMA NERVIOSO (Cerebro, Cerebelo, Bulbo, Protuberancia, M Espinal): No
se examina.
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Figura 10. (A) Pulmones en cavidad toracica de coloracion y
aspecto normal. (B) Corazén sin particularidades. Escasa
cantidad de tejido adiposo en pericardio.
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Figura 11. (A) Estomago, ciego y colon distendidos, con gas. Linfonodos mesentéricos reactivos. (B) Ciego y colon distendidos, se observa
coloracién grisacea anormal del intestino. (C). Seccion de mucosa intestinal que se presente engrosada, irregular y con petequias




Figura 12. Nédulos mesentéricos reactivos, aumentados de tamafio y congestivos, coloracién oscura anormal.
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Figura 13. Higado sin alteraciones macroscoépicas evidentes.

Figura 14. Ambos rifiones con relacion cortico-medular conservada,
sin lesiones macroscopicas.
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5. lll. Resultados de histopatologia

Se remitieron muestras para estudio histopatolégico en solucién con formaldehido al
10% al laboratorio privado de la Dra. Déborah César. Se enviaron muestras de pared
de ciego, colon e intestino delgado y de nédulos mesentéricos adyacentes.

Descripcion histolégica

~ A la histopatologia de las tres muestras de intestino, asi como de nédulo linfatico se
observa el mismo patrén lesional.

A nivel intestinal se observa una moderada autdlisis con una necrosis de las
vellosidades, dilatacion de algunas glandulas y un moderado aumento de las células
caliciformes Se distingue un leve a moderado infiltrado de células linfoideas con
moderado pleomorfismo. (Figura 15 y Figura 16). Esas mismas células se observan
en acumulos a nivel de submucosa. Las células linfoideas son redondeadas de
tamafo medio con leve a moderado citoplasma levemente eosinodfilo y nucleo
redondo con cromatina condensada en grumos. Con tinciéon inmunohistoquimica con
CD20 se observa infiltracion de células B (Figura 17 y Figura 18).

A nivel de nodulo linfatico se observa una leve perdida de la arquitectura del érgano
con una infiltracion multifocal de las células linfoideas tumorales. Las células son
similares a las observadas a nivel intestinal (Figura 19). Dicha infiltraciéon también se
verifica por fuera de la capsula del érgano. Con la tincion inmunohistoquimica de
anticuerpo CD20 se observa la infiltracion de células B y que la coloracion es bien de
membrana citoplasmatica (Figura 20 y Figura 21).

Diagnostico histopatoldgico: Linfoma multifocal de células B. Las lesiones
observadas corresponden a una neoplasia linfoidea, en este caso ubicada a nivel de
organos y nodulos del sistema digestivo. El tipo celular es de tamafio medio, asi
como el pleomorfismo observado se dispone a nivel ganglionar de forma multifocal a
difuso. Se realizd la coloracidon inmunohistoquimica con los anticuerpos CD20
(marcador de linfocitos B) y CD3 (marcador para linfocitos T) dando positivo al
marcador de células B|.
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Figura 15. Mucosa intestinal con necrosis de las vellosidades
(flecha) e infiltrado de células linfoides.
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Figura 16. Infiltrado de células linfoideas con moderado pleomorfismo en la mucosa
intestinal (*). Glandulas intestinales dilatadas con aumento de células caliciformes (flecha).
Tincién hematoxilina-eosina (20x)
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Figura 17. Mucosa y submucosa intestinal con infiltracion linfocitaria. (A)
Tincion hematoxilina-eosina, 20x. (B). Inmunohistoquimica con marcador
CD20, tincion positiva para células B (*).
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Figura 18. Mucosa intestinal (40x) se observan células linfoideas redondeadas, ndcleo
grande, leve a moderado citoplasma y moderado pleomorfismo.
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Figura 19. (A) Corteza ganglionar con alteracion de la estructura normal y deplecion celular
en foliculos linfoides (*). Tincion H-E (20x). (B) Foliculos linfoides de la corteza ganglionar
con tincion inmunohistoquimica positiva para marcador CD20 (*) (20x).




Figura 20. Conjunto de células linfoides infiltrando la capsula ganglionar (flechas). (A)
Tincion H-E (20x). (B) Inmunohistoquimica con marcador CD20, reaccién positiva
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Figura 21. Células linfoides con coloracién de membrana citoplasmatica luego de la tincion
inmunohistoquimica con marcador CD20.
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6. DISCUSION

Como objetivo general de este trabajo se planted reportar la presentacion clinica, los
analisis paraclinicos y caracteristicas histopatolégicas de un caso de Linfoma multi-
focal a difuso de Linfocitos B en un ejemplar de Alouatta caraya. Respecto al mismo,
se puede decir que el procedimiento para alcanzar el diagnéstico fue el recomenda-
do por la bibliografia, constando de un examen clinico, analisis paraclinicos, ima-
genologia, citologia y por ultimo la confirmacion por histopatologia e inmunohisto-
quimica para la tipificacion del linfoma.

La sintomatologia clinica coincide con los reportes de linfomas en otras especies
como caninos y felinos, y con publicaciones (Rangan y col., 1977; Ramer y col.,
2000; Ikpatt y col., 2014) realizadas de esta enfermedad en primates. Los trastornos
hematoldgicos asociados a linfoma en los animales de compaiiia incluyen anemia no
regenerativa, en este caso, en el hemograma se pudo constatar valores de hemato-
crito, eritrocitos y hemoglobina muy por debajo del limite inferior, signos indicativos
de anemia. Debido a que el laboratorio privado al cual se remitieron las muestras, no
realiz6 medicion del Volumen Corpuscular Medio, no se pudo saber si se trataba de
un proceso regenerativo o no. El perfil renal mostré6 un aumento de la urea, que po-
dria atribuirse al estado hidrico deficitario del paciente.

Es importante recalcar, que no se hallaron publicaciones de esta patologia en ejem-
plares de Alouatta caraya, mas alla de la investigacion de Rangan y col., (1977) por
lo que las similitudes y las diferencias del caso se establecen en relacion a reportes
individuales (Rangan y col., 1977; Ramer y col., 2000; Ikpatt y col., 2014) de casos
de linfoma en otros primates y tomando como referencia la informacidén disponible
sobre neoplasias linfoides en medicina veterinaria, que esta principalmente enfocada
a perros y gatos.

Otro de los objetivos planteados en este trabajo fue comparar la presentacion clinica
del caso reportado con publicaciones sobre linfomas en primates, encontradas en la
revision bibliografica. De la revision surgié que dentro de las neoplasias reportadas
para los primates no humanos, las neoplasias linfoides son las de presentacién mas
frecuente. Tanto en las personas, como en caninos y felinos, las enfermedades lin-
foproliferativas también resultan tener una alta prevalencia. En relacion a los prima-
tes especificamente, se hallaron 3 reportes de casos con una presentacion clinica
muy similar al caso de Mimbi.

Si los ordenamos por orden cronoldgico, el primero corresponde a la investigacion
de Rangan y col., (1977) donde inocularon experimentalmente a 5 ejemplares de A.
caraya con Herpesvirus saimiri. Los animales desarrollaron aumento de nédulos in-
guinales y a la necropsia se constatdé un importante aumento de los ndédulos mesen-
téricos. Sin embargo, no se menciona afectacion del tracto gastrointestinal y se de-
tectd una marcada esplenomegalia, lesidn que no se identifico en la necropsia del
Mimbi, por el contrario, el bazo se mostré contraido y sin alteraciones evidentes.
Con respecto a los cambios hematolégicos, en estos animales se pudo observar una
marcada linfocitosis luego de la infeccién con el H. saimiri y anemia en 2 casos. En
el presente caso, si bien se constaté anemia, el hemograma no mostré alteraciones
en la serie blanca.
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En segundo lugar, nos encontramos con el caso de las marmosetas (Callithrix jac-
chus) del Centro Regional de Investigacion de Primates de Wisconsin que presenta-
ron de forma espontanea (no inducida), un cuadro idéntico de pérdida de peso,
inapetencia y diarrea. A la necropsia de los animales se pudo comprobar que los
nodulos mesentéricos estaban aumentados de tamafo y posteriormente por histopa-
tologia se detecté infiltracién de linfocitos neoplasicos en los linfonodos, colon, duo-
deno, yeyuno e ileon. Las células se identificaron por inmunohistoquimica como lin-
focitos B por reaccionar positivamente al marcador CD20. Algunos, presentaron lin-
focitos tumorales en higado, rifidn y pulmones (Ramer y col., 2000). En nuestro re-
porte, esto no se pudo comprobar, dado que no se remitieron muestras de 6rganos
gue no presentaran alteraciones visibles macroscoépicamente. Por otra parte, los in-
vestigadores del centro de Wisconsin, identificaron células en el bazo de algunos
animales que reaccionaron positivamente al marcador para EBV, vinculando el caso
a una etiologia viral, e identificando mas adelante por PCR un nuevo gammaherpes-
virus (Ramery col., 2000).

Por ultimo, otro de los casos que presenta grandes similitudes con la paciente del
Parque Lecocq, es el reportado por lkpatt y col., (2014) de un linfoma difuso de Lin-
focitos B en un orangutan en un zooldégico de Miami, Estados Unidos de Norte Amé-
rica. El animal presentd pérdida de peso, depresion, y dolor abdominal. Fue interve-
nido quirargicamente por detectarse obstruccion del yeyuno, donde acabaron remo-
viendo el tramo intestinal afectado. No se constatdé afeccion de los linfonodos me-
sentéricos, por lo cual no se realizé biopsia de los mismos. Por histopatologia con-
firmaron que el intestino presentaba una infiltracion difusa de linfocitos, que pudieron
identificar como linfocitos B por inmunohistoquimica, e identificaron un virus relacio-
nado al EBV por hibridacion in situ. Recibié un tratamiento basado en un protocolo R-
CHOP al cual respondio6 positivamente.

A partir de la informacion recabada y teniendo en cuenta que los linfomas en prima-
tes se han relacionado frecuentemente a infecciones virales (Miller, 2012), cabe pre-
guntarse si este caso podria haberse vinculado a una etiologia viral. En su momento
no se relacion6 a esta causal y no se realizaron pruebas diagnosticas para compro-
barlo. Teniendo en cuenta el desconocimiento acerca de los origenes de Mimbi y su
procedencia del trafico de fauna silvestre (que supone pésimas condiciones sanita-
rias), no puede descartarse la posibilidad de contacto con monos ardilla (Saimiri sp.)
primates que también son victimas del comercio ilegal y hospedadores naturales del
H. saimiri. Surge la interrogante, si a las muestras analizadas histolégicamente, po-
dria haberse aplicado un analisis inmunohistoquimico con un marcador para EBV, tal
como se realizé en el caso de Ramer y col., (2000) para comprobar la vinculacion
del brote con un gammaherpesvirus. Publicaciones de Marifio y col., (2004) y Marifio
y col., (2005) comprueban mediante inmunohistoquimica la asociacion del virus de
Epstein-Barr a casos de Linfomas No Hodgkinianos en la poblaciéon uruguaya. En
comunicacion personal con la Dra. Ana Marifio (docente de la catedra de Anatomia
Patolégica de la Facultad de Medicina, UdelaR), confirmé que el estudio por IHQ
para EBV se realiza en nuestro pais de manera rutinaria contando con los marcado-
res especificos, por lo que podria haberse testeado para este caso, abriendo la po-
sibilidad de realizarlo en trabajos posteriores.

Finalmente, es pertinente plantearse si Mimbi podria haber tenido opcion de trata-
miento especifico para el linfoma. En primer lugar, se debe considerar que el hecho
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de no ser un animal doméstico, pudo haber retrasado un diagnostico mas prematuro
de la patologia, dado que primariamente se hizo un tratamiento sintomatico para evi-
tar la captura e inmovilizacidon quimica del paciente, maniobras de estrés y riesgo en
los animales silvestres. En este sentido, se debe reconocer que el tiempo transcurri-
do entre el inicio del cuadro y el diagndstico llevdé a un mayor deterioro en la salud
del paciente, que no respondia al tratamiento sintomatico.

Con el resultado de la citologia, se establecié la compatibilidad del cuadro con un
linfoma. No se consider6 la opcidn de tipificar el mismo mediante citometria de flujo
a partir de las muestras obtenidas por PAAF, método comunmente utilizado para
evaluar opciones de tratamiento en caninos. Quizas el haber tenido la informacion
de que se trataba de un linfoma de linfocitos B previo a la muerte del animal, hubiese
permitido manejar opciones terapéuticas, ya que éstos responden mejor al trata-
miento que los linfomas de células T.

De todas maneras, se debe tener en cuenta que el paciente presentaba afectacion
de gran parte del tracto gastrointestinal, asi como de toda la cadena ganglionar a
nivel mesentérico. A su vez, era un animal afioso que tenia signos de enfermedad
sistémica, lo cual pone en duda si el animal hubiera tolerado la instauracion de un
protocolo quimioterapéutico. Por otro lado, habria que analizar la viabilidad de ins-
taurar una quimioterapia en este paciente, considerando que para cada dosificacion
seria necesaria una sedacion, posiblemente un traslado, ademas de contar con dis-
ponibilidad de recursos econdémicos y humanos. Quizas, la opcion terapéutica me-
nos arriesgada en este sentido, hubiera sido el tratamiento con prednisona a dosis
altas, como una medida para aliviar la sintomatologia en el corto plazo. Desgracia-
damente, la enfermedad llevé a un pronto desmejoramiento general de la salud del
animal, que derivd en su fallecimiento luego de 9 semanas de la observacién de los
primeros sintomas. La rapida evolucion del cuadro, se asimila a lo reportado en ca-
ninos, quienes en promedio presentan una sobrevida de 4-6 semanas si no reciben
tratamiento (Vail y Young, 2007).
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7. CONCLUSIONES

Hasta la mitad del siglo XX se creia que las neoplasias en primates no humanos, no
eran enfermedades frecuentes. Esta percepcion ha cambiado a lo largo de los anos,
a medida que aumento la esperanza de vida de los primates mantenidos en cautive-
rio y en centros de investigacion, y los reportes comenzaron a ser mas usuales. Si
bien hoy en dia se cuenta con mas informacion respecto a esta enfermedad en los
monos, la misma aun es limitada, debiendo recurrir a reportes de casos individuales
y sin contar con bibliografia especifica para cada especie, género o familia de prima-
te, teniendo que extrapolar la informacion de las publicaciones disponibles. Por este
motivo, tanto en esta Tesis, como en otros trabajos consultados, los autores se ven
obligados a comparar el caso presentado con estudios de la enfermedad en medici-
na humana o tomando como referencia a los caninos y felinos, especies donde la
oncologia veterinaria ha tenido mas desarrollo.

En este sentido, en el presente trabajo se pudo establecer que este ejemplar geronte
de mono caraya, present6 un linfoma multifocal a difuso de Linfocitos B, con células
de tamafo medio que se encontraron infiltrando intestino delgado, ciego, colon vy
linfonodos mesentéricos. El curso de la enfermedad tuvo una duracion total de 9
semanas desde el inicio de la sintomatologia, hasta el fallecimiento del animal. El
subtipo de Linfoma, mostro similitudes con la presentacion mas frecuente en huma-
nos y en caninos: el linfoma difuso de células B grandes. Por otro lado, la presenta-
cion intestinal de la enfermedad, se relaciona a la forma de mayor prevalencia en
felinos, la cual también se manifiesta en los animales gerontes.

Por ultimo mencionar, que se establecieron grandes similitudes con reportes de lin-
fomas espontaneos en otros primates como Pongo pygmaeus y Callithrix jacchus,
ademas de encontrarse semejanzas con un caso experimental de linfoma en Alouat-
ta caraya luego de la inoculacién con Herpesvirus saimiri. A diferencia de estas tres
publicaciones, en este caso no se comprob6 una vinculacién a una etiologia viral,
dado que no se realizaron pruebas diagndsticas orientadas a la identificacion del
agente, pero se plantea la posibilidad de investigarlo en trabajos posteriores.

Para terminar, se remarca la importancia del estudio de las enfermedades de los
animales silvestres, considerando fundamental investigar y aportar a la casuistica
cuando se presentan patologias de este tipo. Finalmente, concluimos que este traba-
jo representa un nuevo reporte sobre el linfoma para la especie Alouatta caraya vy el
primer diagndstico de esta patologia para el género Alouatta en nuestro pais.
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