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RESUMEN

El linfoma es uno de los tumores malignos mas comunes en el perro y corresponde a una
proliferacion de células linfoides, que afectan principalmente a los linfonodos u érganos
solidos. No es una enfermedad Unica, puesto que estd descrita en diferentes presentaciones
clinicas y subtipos histologicos. Sin embargo, la mayoria de los perros presentan
linfadenopatia generalizada (forma multicéntrica), de grado intermedio a alto
(caracterizacion histoldgica) y mas frecuentemente de linfocitos B. EI linfoma difuso de
células B grandes (DLBCL), es de los linfomas caninos (cL) de mayor incidencia.

Del buen diagndéstico depende la seleccion correcta del tratamiento mas idoneo para el
paciente. La quimioterapia sistémica hasta ahora es el tratamiento de eleccion con resultados
que varian segun el protocolo utilizado. Una de las principales preocupaciones de este tipo
de tratamiento son los efectos secundarios y la resistencia a las drogas seleccionadas. Por
estas razones es importante la actualizacion constante de las nuevas estrategias terapéuticas,
gue se sigan desarrollando en esta area, las que buscan mejorar los tiempos de respuesta, la
duracion de la respuesta, disminucién de efectos adversos.

Esta revision destaca las opciones terapéuticas disponibles para DLBCL, donde observamos
que a lo largo del tiempo se ha mantenido CHOP como protocolo de eleccidn para terapia de
inicio (primer abordaje terapéutico de la neoplasia), ya que proporciona buenos resultados de
remision completa y tiempo de sobrevida, aunque es frecuente la recidiva. La mayoria de los
estudios busca mejorar la duracion del protocolo, dosis, frecuencia de la administracion de
las drogas, asi como terapias complementarias, como la inmunoterapia, 0 nuevas drogas,
como la Rabacfosadina. Otro enfoque de investigacién ha sido el estudio de nuevos
protocolos de rescate (abordaje terapéutico post recidiva), que logre obtener buenos
porcentajes de remision.

Tras realizar la revision sistematica, nuestra propuesta terapéutica inicial para abordar el
DLBCL es una quimioterapia CHOP de 19 semanas, en conjunto con una vacuna autéloga
de células del linfoma del mismo paciente (inmunoterapia); y como protocolo de rescate
proponemos utilizar Lomustina, L-Asparginasa y prednisona, 0 un esquema terapéutico que
utilice Rabacfosadina, aunque esta aun no esta disponible en Chile.

Palabras Claves: linfoma canino DLBCL, tratamiento linfoma canino, tratamiento

linfoma canino DLBCL, estudio clinico linfoma canino, ensayo clinico linfoma canino.



Abstract
Lymphoma is the most common malignant tumor in dogs and corresponds to a decrease in

lymphoid cells, which descend mainly from the lymph nodes or solid organs. It is not a
unique disease since it is described in different clinical presentations and histological
subtypes. However, the generalized lymphadenopathy in a multicentric form is the most
frequent presentation, in grades that varies from intermediate to high (histological
characterization) and constituted by B lymphocytes. Diffuse lymphoma Large B-cell
(DLBCL) is one of the canine lymphomas (cL) with the highest incidence.

The correct selection of the most appropriate treatment for the disease depends on a good
diagnosis. Systemic chemotherapy so far is the treatment of choice with results that vary
according to the protocol used. One of the main concerns of this type of treatment are the
secondary effects and the resistance to the selected drugs. For these reasons it is important to
constantly update therapeutic strategies, which continue to be developed in this area. They
seek to improve response times, response duration and decrease adverse effects.

This review highlights the therapeutic options available for DLBCL, where we observe that
over time CHOP has been maintained as a protocol for choice for initial therapy (first
therapeutic approach to neoplasia), since provides good results of complete remission (CR)
and survival time, although recurrence is common. Most studies seek to improve the duration
of the protocol, dose, frequency of drug administration, as well as complementary therapies,
such as immunotherapy, or new drugs, such as Rabacfosadine. Another research approach
has been the study of new protocols for rescue (post recurrence therapeutic approach), which
manage to obtain good percentages of remission.

After carrying out the systematic review, our initial therapeutic proposal to address the
DLBCL is a 19-week CHOP chemotherapy, in combination with a vaccine autologous cells
from the patient with the same lymphoma (immunotherapy); and as rescue protocol we
propose to use Lomustine, L-Asparginase and Prednisone, or a therapeutic scheme with
Rabacfosadine, although it is not yet available in Chile.

Keywords: DLBCL canine lymphoma, canine lymphoma treatment, treatment canine

lymphoma DLBCL, canine lymphoma clinical study, lymphoma clinical trial canine.



INTRODUCCION

Los avances en la medicina veterinaria, asi como la mayor concientizacién de los tutores por
la salud de sus mascotas han propiciado un aumento en el diagnostico temprano y oportuno
de algunas patologias, como las neoplasias, y con ello una mayor esperanza de vida de sus

animales.

El linfoma es un tumor maligno linfoide que se origina en érganos solidos como los nodulos
linfaticos, el higado y el bazo, sin embargo, también pueden surgir de tejidos no linfoides. Se

considera una enfermedad severa, progresiva y fatal.

En el caso de los caninos, se presenta con mayor frecuencia en individuos de edad media a
avanzada, y se considera de tipo multifactorial, ya que no se ha establecido una causa

definitiva, pero se proponen posibles factores genéticos, ambientales o infecciosos.

La clasificacion del linfoma canino (cL) se basa en su localizacion anatbmica (multicéntrico,
mediastinico, alimentario y extranodal), ademas se ha empleado un sistema de clasificacion,
disefiado por la OMS, que permite tener una mejor categorizacion del linfoma basado en sus

caracteristicas histopatoldgicas e inmunofenotipo.

De esta manera la estatificacion del cL se basa en la exploracion fisica del animal y en los
datos obtenidos en los métodos citoldgicos, histopatolégicos o moleculares, ademas de los
examenes complementarios de laboratorio y por imagenes, como la radiografia y la ecografia,
en donde se observaran diferentes alteraciones dependiendo de su presentacion. Todo lo
anterior permite finalmente la eleccion del tratamiento y determinar el prondstico del

paciente.

En cuanto al tratamiento, existen numerosos protocolos quimioterdpicos, donde destaca
CHOP, y otros métodos terapéeuticos que incluyen la radioterapia, inmunoterapia, entre otros,
con el fin de alcanzar la remision del tumor, dandole un mayor tiempo de supervivencia y
calidad de vida al paciente. Las recidivas son frecuentes y requieren de terapias adicionales
o de rescate, ojala con drogas diferentes a las usadas en el protocolo de inicio, lo que
permitiria alcanzar la remisién nuevamente en una 0 mas ocasiones, pero el porcentaje de

pacientes que alcanzan una nueva remision disminuye con cada ciclo.



Considerando que la poblacion canina aumenta cada vez mas y teniendo en cuenta que esta
neoplasia es una enfermedad de presentacion frecuente en la clinica diaria, esta monografia
pretende colaborar con estudiantes y profesionales de medicina veterinaria, aportando el
material reunido como un método de ayuda en el conocimiento de cL contribuyendo de esta

manera a una mejor calidad de vida de los pacientes.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Generalidades

Linfoma es el término genérico que abarca varios subtipos de malignidades (Aresu et al.,
2015), y se define como una proliferacion clonal de células linfoides malignas que
primariamente surgen de nodulos linfaticos u 6rganos viscerales solidos, como el higado o
bazo, sin embargo, pueden crecer en cualquier tejido corporal. Su presentacion clinica,
etiologica y prondstico son similares entre el linfoma canino (cL) y el linfoma no Hodgkin
(LNH) de humanos (Zandvliet, 2016; Vail et al., 2019)

Epidemiologia
Segun la literatura, el cL representa entre el 12 al 18 % de todas las neoplasias caninas (Sayag

et al., 2018; Vail et al., 2019) y el 83 % de todas las neoplasias hematopoyéticas caninas
(Vail et al., 2019), sin embargo, es dificil de determinar la incidencia anual en ausencia de
un registro nacional de tumores caninos, aunque esta claro que representa una de las
neoplasias mas comunes. La incidencia anual estimada por diferentes autores oscila entre 13
a 114 por cada 100.000 perros (Zadvliet et al., 2016; Sayag et al., 2018; Vail et al., 2019).
Ademas, una revision del Programa de Base de Datos de Medicina Veterinaria, de la
Universidad de Purdue (Indiana, Estados Unidos), indic6 que la frecuencia de perros que
presentaron linfoma en 20 instituciones veterinarias aumentd de 0,75 % a 2,0 % del total de
casos, y parece que la frecuencia sigue aumentando, situacion similar a lo que ocurre en

oncologia humana.

El cL afecta a perros de todas las razas y edades (Valli et al., 2011), y se estima que la tasa
de incidencia seria de 1,5 por 100.000 para perros menores de 1 afio, y de 84 por cada 100.000
perros de 10 a 11 afios (Vail et al., 2019). Las razas con mayor incidencia incluyen Boxer,
Bullmastiff, Basset Hound, Golden Retriever, San Bernardo, Terrier Escoces, Pitbull, Pastor
de Brie, Setter Irlandés, Rottweiler y Bulldog Francés e Inglés. Las razas de menor riesgo

incluyen Dachshund y Pomerania (Vail et al., 2019).
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Etiologia

Factores ambientales

En humanos se ha acumulado evidencia que implica a los herbicidas en el desarrollo de LNH,
en particular al &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), lo que también se ha sugerido en el
caso del cL (Takashima-Uebelhoer et al., 2012; Ruple et al., 2017). En perros se mostro que
al estar expuestos al césped dentro de los 7 dias posteriores a la aplicacion del herbicida estos
tenian 50 veces méas probabilidades de presentar niveles urinarios sobre 50 pg/L de 2,4-D
(Reynold et al., 1994). Por su parte, se informé que el riesgo de cL aumenta al doble con
cuatro o mas aplicaciones anuales de 2,4-D, sin embargo, estos resultados fueron objeto de
criticas, y tres investigaciones de seguimiento, entre los afios 1992 y 2002, no validaron este
aumento de riesgo. A la fecha no hay estudios actualizados que lo asocien al cL (Vail et al.,
2019). Por su parte, un estudio epidemioldgico mas reciente, que investigé multiples factores
ambientales, mostré un mayor riesgo de cL con el uso de productos para el cuidado del
césped, en particular pesticidas aplicados profesionalmente (Takashima-Uebelhoer et al.,
2012).

Un estudio ambiental de casos y controles realizado en Europa sefialé que la residencia en
areas industriales y el uso de productos quimicos (pinturas o solventes) aumentaron
levemente el riesgo de desarrollar linfoma, sin embargo, no se encontr6 ningln vinculo con
el uso de pesticidas (Gavazza et al., 2001). Otra investigacion que evaluaba la proximidad a
los desechos ambientales, concluyo que esta situacién es un indicador de riesgo, aungue no
se establece cuantitativamente como factor de riesgo, por lo tanto, se requieren mas
investigaciones (Marconato et al., 2009). Por otra parte, la exposicién al humo del tabaco
también estuvo implicada en un estudio veterinario donde apuntan a que la exposicion de
segunda y tercera mano (fumador pasivo) puede estar relacionado con indices de
proliferacion més altos, independiente del subtipo o grado del linfoma, aunque falta

investigacion al respecto (Pinello et al., 2017).
Factores moleculares y genéticos

El cancer es en gran medida una enfermedad genética asociada con la acumulacion de
mutaciones y reordenamientos del ADN, lo que da como resultado la activacion de

oncogenes Yy/o la desactivacion de genes supresores de tumores (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Una variedad de factores agresores del ADN puede producir mutaciones oncogénicas,
incluida la radiacién ionizante, sustancias quimicas genotoxicas, subproductos del
metabolismo celular y dafio espontaneo del ADN. La tasa de acumulacion de dafio genético
"espontanea” no es suficiente para explicar completamente el alto riesgo de cancer a lo largo
de la vida, por lo que las alteraciones genéticas adquiridas o heredadas en la reparacion
oportuna del dafio del ADN pueden significar una predisposicion a esta enfermedad
(Hanahan y Weinberg, 2011; Thamm et al., 2013).

En oncologia humana se han identificado muchos genes que contribuyen a la linfomagénesis.
Los avances recientes en citogenética molecular han permitido investigaciones de
aberraciones cromosomicas en perros con linfoma, lo que, sumado a la publicacion del
genoma canino, han llevado a avances para una mayor comprension de las desregulaciones
de la expresion génica que ocurren en el linfoma (Aresu et al., 2018; Giannuzzi et al., 2019;
McDonald et al., 2018; Smith et al., 2020).

La alta tasa de linfoma en razas especificas y la propension de algunas de ellas a desarrollar
ciertos tipos de linfoma (por ejemplo, linfoma de células T en Boxers) sugieren una base
genética aun poco conocida de la enfermedad (Smith et al., 2020). Estudios previos han
demostrado la capacidad de los perfiles de expresidn genética para separar a los pacientes
con cL en distintas subcategorias (Frantz et al., 2013; Richards et al., 2013), y han
identificado algunas anomalias genéticas como las aberraciones cromosémicas y las
mutaciones somaticas o de la linea germinal (Elvers et al., 2015; Mudaliar et al., 2013;). En
particular, se destaca las mutaciones en el factor 3 asociado al factor de necrosis tumoral
(TRAF3) y proteccion de los telémeros 1 (POT1). Asi también se han identificado genes
homologos que sufren mutaciones en linfoma de células B, tanto en humano como en canino
(Bushell et al., 2015; Elvers et al., 2015).

Segun lo determinado por la secuenciacion del genoma canino, se han identificado
mutaciones somaticas asociadas especificamente al linfoma de células B (cBCL) (mutaciones
en TRAF3 y POTL1), en ciertas razas y no en perros con manifestacion de otro subtipo, lo que
sugiere que son importantes en la patogenia de cBCL. No ocurre lo mismo con el linfoma de
células T, donde se ha visto poca asociacién de mutaciones somaticas entre razas (Vail et al.,
2019; Smith et al., 2020).

13



Dentro de las mutaciones sométicas asociadas al desarrollo del cL, es frecuente encontrar
alteraciones o deficiencias en los mecanismos de reparacion del ADN, como se ha
demostrado en la raza Golden Retriever, lo que no ocurre en los caninos de la misma raza sin

cL o perros mestizos (Thamm et al., 2013).

Los factores ambientales pueden desempefiar un papel en la carcinogénesis y un ejemplo de
esto son los genotipos defectuosos de la enzima desintoxicante glutation-S-transferasa
(GST), y la GST theta 1 (GSTT1). Estas enzimas se encuentran expresadas en los canceres
humanos, asi como en el 18 % de todos los casos de cL, lo que se traduce en una alteracion
del empalme del ARNm (Zandvliet et al, 2016).

Las aberraciones cromosémicas también se han asociado con el prondstico del cL. Un estudio
en 61 perros con linfoma demostrd una ventaja pronostica en aquellos con trisomia del
cromosoma 13 (25 % de los perros estudiados), los que mostraron un aumento en la duracion

de la primera remision y el tiempo de supervivencia general (Vail et al, 2019).

Finalmente, las ganancias de los cromosomas caninos 13 y 31 y la pérdida del cromosoma
14 se han documentado como las aberraciones mas comunes (Vail et al, 2019), y aunque
parece ser un hallazgo constante en el cL, también se encontro en otras neoplasias, lo que

sugiere su papel en la progresion general de los tumores (Zandvliet, et al 2016).

Factores infecciosos

La hipdtesis de que un retrovirus pueda estar involucrado en la patogenia del cL no ha sido
confirmada. Se ha estudiado al virus de Epstein-Barr, un herpesvirus, sin embargo, no hubo
asociacion entre la deteccion seroldgica o molecular del virus y el desarrollo de linfoma (Vail
etal., 2019).

En humanos se sefiala una asociacion directa entre Helicobacter sp. y el desarrollo del
linfoma gastrico. Aungue esto no se ha demostrado definitivamente en caninos, hay evidencia
de que infecciones con Helicobacter sp. en perros Beagle de laboratorio da como resultado
la formacion de foliculos linfoides gastricos, 1o que en humanos se considera un precursor
del linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (Vail et al., 2019).

14



Asi también, se ha implicado que las alteraciones en la microbiota intestinal desempefian un
papel en la susceptibilidad a ciertos tumores, viéndose que la microbiota fecal de los perros
con linfoma es significativamente diferente a la de los perros de grupos control, aunque aun

no esta clara la relacion causa-efecto (Vail et al, 2019).

Diagnostico

Los métodos de diagnostico utilizados tanto para la identificacion del linfoma como para la
evaluacion de su tratamiento son heterogéneos y pueden variar dentro de los paises y las
instituciones (Marconato et al., 2016). Si bien diagnosticar el linfoma como una entidad
general puede ser relativamente sencillo, describir los diferentes subtipos puede ser un
desafio, que se debe enfrentar con las herramientas diagndsticas que estén disponibles, para
asi lograr una caracterizacion adecuada, lo que permitira realizar un plan de tratamiento y

pronostico de la enfermedad (Aresu et al., 2015; Pawlak et al., 2016).

La evaluacion de un frotis citopatoldgico obtenido por aspiracion con aguja fina (PAAF)
suele ser suficiente para llegar a una aproximacion diagndstica. Sin embargo, para llegar a
un diagnostico especifico se requiere de una historia clinica completa, un examen clinico y
pruebas complementarias como imagenologia, hemograma y perfil bioquimico, ademas de
un examen citopatolégico o histopatoldgico de los nédulos linfaticos afectados o de la médula
Osea (Pawlak et al., 2016).

El diagnostico clasico para cL se enfoca en las caracteristicas morfoldgicas identificadas por
citologia y/o histopatologia, pero en los Gltimos afios, se han utilizado ensayos adicionales
como la inmunofenoatipificacion por inmunocitoquimica (ICC), inmunohistoquimica (IHC),
citometria de flujo (CF) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar el
reordenamiento del gen del receptor de antigeno clonal (PARR), y asi, ayudar en su
clasificacion. Las pruebas de diagnéstico no son perfectamente sensibles ni especificas, por
lo tanto, a menudo se utilizan multiples ensayos en conjunto o en secuencia para mejorar la

precision del diagndstico y ayudar con el prondéstico (Valli et al., 2011).
Examen fisico

Se debe realizar una exploracion minuciosa de todos los nodulos linfaticos accesibles

(submandibulares, preescapulares, axilares, inguinales y popliteos), puesto que uno de los
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signos clinicos mas frecuentes es una linfadenopatia generalizada (Vail et al., 2019). Cuando
se evaltan los nodulos, debemos medirlos y registrarlos, porque posteriormente servira para
evaluar la respuesta al tratamiento. Se deben inspeccionar las mucosas en busca de palidez,
ictericia, petequias o Ulceras, como signos que nos pueden hacer sospechar de una posible
anemia o trombocitopenia (Gavazza et al., 2008). La palpacion abdominal puede revelar
organomegalia, engrosamiento de la pared intestinal (si es marcado) o linfadenopatia
mesentérica. Otros hallazgos de un linfoma seria la presencia de una masa mediastinica y/o
derrame pleural, sospechandose de este Gltimo tras la auscultacion tordcica. El examen
ocular, incluida la evaluacién del fondo de ojo, puede revelar anomalias como uveitis,
hemorragia retiniana, infiltracion ocular, glaucoma, entre otros, en aproximadamente un

tercio a la mitad de los perros con linfoma (Gavazza et al., 2008; Vail et al., 2019).

Hemograma (+frotis)

La mayoria de los perros presentan una anemia moderada no regenerativa normocitica-
normocrémica asociada a la enfermedad cronica (Gavazza et al., 2008), la cual determina
una disminucidn de la vida media de los globulos rojos, asi como una menor disponibilidad
de hierro para la renovacién de estas células y una menor respuesta de la médula 6sea a la
eritropoyetina (Chikazawa y Dunning, 2016). Ademas, se pueden observar anomalias
morfoldgicas en los eritrocitos, los que incluyen esquistocitos y acantocitos (Warry et al.,
2013).

Los recuentos de leucocitos son tipicamente normales, aunque se ha descrito tanto
leucocitosis como leucopenia. En la mayoria de los casos se registra un leucograma de tipo
inflamatorio, el cual se caracteriza principalmente por la presencia de desviacion a la

izquierda en diferentes magnitudes (Gavazza et al., 2008; Chikazawa y Dunning, 2016).

En relacion con las plaquetas, se observa trombocitopenia en el 30 a 50 % de los casos, pero

el sangrado rara vez es un problema clinico (Vail et al., 2019).

Perfil bioguimico
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Las anomalias bioquimicas séricas a menudo reflejan el sitio anatomico afectado, asi como
sindromes paraneopléasicos, como la hipercalcemia. Cuando se presenta esta alteracion en los
niveles del calcio con origen desconocido, el linfoma siempre debe considerarse prioritario
en la lista de enfermedades diferenciales y deben realizarse pruebas diagnosticas dirigidas a
esta posibilidad. Para esto, se deben obtener las concentraciones de calcio ionizado, ya que
pueden aumentar incluso si la concentracion de calcio total se encuentra dentro del intervalo
de referencia. Ademas, la presencia de hipercalcemia puede servir como biomarcador de
respuesta al tratamiento y recaida. Por otra parte, el aumento de las concentraciones de
nitrogeno ureico y creatinina puede ocurrir como consecuencia de la infiltracion tumoral del
rifion, nefrosis hipercalcémica o azotemia prerrenal por deshidratacion. De igual manera, los
aumentos en las actividades enzimaticas especificas del higado o en las concentraciones de
bilirrubina pueden resultar de la infiltracion del parénquima hepatico. Finalmente, el aumento
de las concentraciones de globulina sérica, generalmente monoclonal, ocurre con poca

frecuencia, producto del linfoma de células B (Vail et al., 2019).

Iméagenes: Radiografia Toracica- Abdominal y Ecografia Abdominal

La evaluacion de las radiografias toracicas y abdominales puede ser importante para
determinar la extension de la afeccion. Aproximadamente el 60 al 75 % de los perros con
linfoma multicéntrico tienen anomalias en las radiografias toracicas, un tercio tiene evidencia
de infiltrados pulmonares y dos tercios tienen linfadenopatia toracica (esternal y
traqueobronquial) junto a ensanchamiento del mediastino craneal (Geyer et al., 2010). Las
radiografias abdominales evidencian el compromiso de los linfonodos iliacos mediales
(sublumbares) y/o mesentéricos, el bazo o el higado en aproximadamente el 50 % de los
casos. Pese a lo anterior, en la practica clinica, para los casos tipicos de linfoma multicéntrico
canino, las imagenes se limitan a las radiografias toracicas ya que no hay diferencia en el
prondstico entre los perros con enfermedad en estadio 111 'y 1V (es decir, compromiso del
higado/bazo); sin embargo, la linfadenopatia mediastinica craneal si tiene importancia
prondstica. Si hay signos clinicos atribuibles a la enfermedad abdominal, sera necesaria una

estadificacién completa (ej., para la inclusion en un ensayo clinico), pero si la linfadenopatia
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periférica no es parte de la presentacién, no se justifican mas estudios abdominales (Vail et
al., 2019).

La ecografia es una herramienta que permite la visualizacion de estructuras internas, pero
ademas permite obtener muestras guiadas por ella, ayudando asi en el diagndstico de, por
ejemplo, linfoma gastrointestinal o hepatoesplénico, o cuando se requiere una estadificacion
clinica completa (Vail et al., 2019).

Citologia

Actualmente, la citologia por aspiracién con aguja fina (FNA) de linfonodo se considera el
principal método de diagndstico para cL, ya que es de bajo costo y minimamente invasivo
(Marconato et al., 2013a). Ademas, de ella se puede obtener informacion que permita
caracterizar las células del linfoma (Tabla 1) (Valli et al.,, 2011), sin embargo, tiene
limitaciones como muestreo insuficiente o no representativo, mala preparacién del frotis o
interpretacion errdnea de la muestra (Kastl et al., 2020). La informacién proporcionada por
la citologia en asociacidn con otras técnicas auxiliares sienta las bases para las decisiones

terapéuticas en la mayoria de los casos (Regan et al., 2013).

Tabla 1. Caracteristicas citoldgicas para evaluar el grado de la neoplasia de acuerdo con la
OMS (Modificada de Valli et al., 2011)
TAMANO CELULAR INDICE MITOTICO GRADO DE LINFOMA
Células pequefias (1-1,5 veces Células pequefias (1-1,5 veces el Bajo grado
el diametro de un eritrocito) diametro de un eritrocito)
Células medianas (2-2,25 ve- | Células medianas (2-2,25 veces el Alto grado
ces el diametro de un eritro- diametro de un eritrocito)
cito)
Células grandes (3 veces el Células grandes (3 veces el diame- Alto grado
diametro de un eritrocito) tro de un eritrocito)

Histopatologia

A pesar del uso generalizado de la citologia, la evaluacion histoldgica de la arquitectura

nodular es un método que permite complementar la informacién y, por ejemplo, diferenciar
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entre poblaciones linfoides reactivas y las neoplasicas, aunque no en todos los casos. La
evaluacion histopatoldgica tiene la ventaja de determinar el subtipo histolégico exacto del
linfoma (Kastl et al., 2020).

Histologicamente, el cL se caracteriza en funcion de una serie de criterios morfologicos que
incluyen el patron de crecimiento, el tamafio nuclear, la morfologia nuclear (patron de
cromatina, el nimero y la ubicacién de los nucléolos), el indice mitético y el inmunofenotipo
(Vail et al., 2019). El analisis de las muestras tisulares tefiidas con hematoxilina y eosina por
si sola, no determina si el cL es de origen de células B o T, lo que es de gran importancia
pronostica para los pacientes. Estas limitaciones se abordan con inmunofenotipificacion y
PARR (Burkhard y Bienzle, 2015; Kastl et al., 2020).

Inmunofenatipificacion

La inmunofenotipificacién se refiere al uso de anticuerpos para detectar proteinas expresadas
por linfocitos neoplésicos. Es importante destacar que la inmunofenotipificacion no se utiliza
actualmente como reemplazo de la evaluacion histolégica y / o citoldgica, sino que se reserva
como una herramienta de diagnostico adjunta después de un diagnostico histoldgico o
citologico, en el mismo tipo de muestra. La inmunofenotipificacion determina si un linfoma
es de origen de células B o T o si estan presentes expresiones de proteinas aberrantes (Vail
et al., 2019; Kastl et al., 2020).

Los marcadores mas usados para células B son CD20, CD21 o CD79a, mientras que los
marcadores de células T son CD5, CD3, CD4 y CD8 (Kastl et al., 2020).

Citometria de Flujo (CF)

La CF es una herramienta muy util para la inmunofenotipificacion de diferentes tipos de
leucocitos y para refinar el diagndstico de los subtipos especificos de linfoma (Martini et al.,
2015; Pawlak et al., 2016; Seelig et al., 2014), asi como para evaluar la enfermedad residual
después del tratamiento, usado principalmente en estudios clinicos (Aresu et al., 2014). Es

un método muy preciso, limitado solo por la diversidad de anticuerpos y su disponibilidad.
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Ademaés de determinar el fenotipo de las células cancerosas, también facilita el diagnostico
de metéstasis (Pawlak et al., 2016; Comazzi et al., 2018).

Lamentablemente, las instalaciones para CF veterinaria se limitan actualmente a unos pocos
laboratorios de referencia, principalmente por razones econdmicas. La mayoria de estos
laboratorios son parte de instituciones académicas y brindan servicios para hospitales
veterinarios internos, laboratorios veterinarios externos y consultorios privados. Los
requisitos especificos para la preparacion y envio de muestras, también es un factor limitante

para la utilizacion de esta técnica (Comazzi et al., 2018).

PCR para el reordenamiento de receptor de antigeno (PARR) — ensayo de clonalidad

PARR permite diferenciar las poblaciones de linfocitos reactivos y neoplasicos, identificando
la presencia de grupos de linfocitos clonales. En las poblaciones de linfocitos reactivos, cada
linfocito tendréd un cddigo genético Unico para su receptor de antigeno, ya sea un receptor de
células T o B. Sin embargo, debido a que las poblaciones linfoides neoplésicas se derivan de
clones de un solo tipo celular, la presencia de una sola secuencia de ADN del receptor de

antigeno respaldara un diagndstico de linfoma (Aresu et al., 2014; Kastl et al., 2020).

PARR tiene algunas limitaciones importantes. En primer lugar, debe disponerse de una
cantidad suficiente de ADN, que sea representativo de toda la poblacién linfoide a fin de
evitar resultados falsos positivos o falsos negativos. También se han reportado falsos
positivos en casos de erliquiosis canina y tumores de origen no linfoide (Waugh et al., 2016;
Kastl et al., 2020).

Clasificacion

La clasificacion de las neoplasias linfoides no es una tarea sencilla, por lo que especialmente
en los ultimos afos, los criterios de clasificacion han ido evolucionando. Se requiere una
correcta clasificacion de una lesion para determinar su correcto abordaje terapéutico y
prondstico. Gran parte de la informacidn disponible actualmente sobre cL ha tenido su origen

en la patologia y la clasificacion de los linfomas humanos, demostrando una alta correlacion
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entre ellos, tanto para los tipos de linfoma como para su comportamiento. Esta correlacion

no esta tan clara en otras especies (Ponce et al., 2010).

En el pasado, para clasificar el cL los patélogos veterinarios han utilizado las clasificaciones
que se desarrollaron para el LNH en humanos. Mientras que los primeros sistemas de
clasificacion se basaban enteramente en las caracteristicas morfoldgicas de los linfocitos
malignos, la capacidad de diferenciar las células inmunofenotipicamente llevé a una revision
de los sistemas de clasificacion histéricos. La clasificacion Rappaport de 1966, revisado por
Valli y cols. en el 2011, representa uno de los primeros sistemas de clasificacion aplicados
al cL (Valli et al., 2011; De Leval y Jaffe, 2020).

Con el conocimiento cada vez mayor de los aspectos inmunol6gicos, una mejor comprension
de la maduracion y diferenciacion de las células linfoides y el avance de la quimioterapia, se
han desarrollado nuevos sistemas de clasificacion. Asi fue como se publicaron casi
simultdneamente el sistema de Lukes-Collins en América del Norte y el de Kiel en Europa.
Ambos sistemas se basaron en conceptos inmunoldgicos y solo difieren en la posicion de los
centriolos dentro de la linea de maduracion en cada clasificacion. Dada esta pequefia
diferencia, la traduccién de una a otra clasificacion es posible, prevaleciendo en el tiempo la

clasificacion de Kiel, la que se adapt6 facilmente al cL (Valli et al., 2011; Vail et al., 2019).

Para evitar una mayor confusion y en un intento por unificar las clasificaciones europea y
norteamericana, el Instituto Nacional del Céancer de EE.UU inici6 un estudio
multiinstitucional de 1.400 casos publicado como Working Formulation (WF), que
representd un sistema de traduccion para las clasificaciones existentes del LNH humano. La
WEF se orientd principalmente al resultado clinico y menos a los criterios celulares. Con el
paso de los afios y a medida que se describian nuevas entidades se hicieron mas evidentes las
deficiencias sobre este método. La WF se volvié ampliamente utilizada en América del
Norte, mientras que lo mismo ocurrio con el sistema de Kiel en Europa, tanto para humanos

como para animales (Valli et al., 2011; De Leval y Jaffe, 2020).

La clasificacion original de Kiel fue revisada y una version “"actualizada " demostrd ser
aplicable al cL. Esta clasificacion se limité a la patologia ganglionar y los avances en
inmunologia e histoquimica indicaron la necesidad de actualizar todos los sistemas anteriores

(Sayag et al., 2018). Esto motivo la formacion del Grupo de Estudio Internacional de
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Linfomas (ILSG), el que propuso una clasificacion Revisada Europeo-Americana de
neoplasias Linfoides (REAL) (Valli et al., 2011).

Las particularidades de la propuesta del ILSG fueron que las neoplasias fueron identificadas
como enfermedades y no como tipos de células, con los criterios diagnosticos que incluian
toda la informacion relevante: morfologia y linaje celular, asi como la topografia y biologia
general de cada neoplasia que la definia como una entidad de enfermedad especifica. El
sistema REAL se adoptd practicamente intacto como sistema de clasificacion revisado de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Ponce et al., 2010; Valli et al., 2011).

Esta clasificacion proporciond un sistema de categorizacion de las neoplasias linfoides segun
el nivel de maduracion celular, lo que también proporciond un indicador pronostico. Este
sistema fue probado por un grupo de médicos patdlogos que revisaron un gran grupo de
casos, discutiendo cualquier disparidad en la interpretacion, logrando un alto grado de
consenso (Valli et al., 2013). Posteriormente, un grupo de 19 veterinarios patdlogos generales
altamente calificados clasificaron 300 casos de cL, asesorados por 3 hematopat6logos
veterinarios, utilizando los criterios de la OMS. Este grupo de pat6logos logré una alta tasa
de precision (83 %) de clasificacion en los 300 casos individuales, sin ninguna discusion
grupal de seguimiento. Este estudio concluy6 que la clasificacion de la OMS de 2001 puede
ser aplicada con precisién a los cL por patélogos con experiencia, no necesariamente

especialistas en hematopatologia (Valli et al., 2013).

La clasificacion de la OMS de 2001 de tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides fue
actualizada en 2008, y revisada en 2017, con un enfoque en humanos, lo que resulta en un
namero creciente de entidades y cantidad de informacion (Leval y Jaffe, 2020).

Clasificacion anatémica

Anatomicamente, el linfoma se define como multicéntrico, alimentario, mediastinico o
extraganglionar (Burkhard y Bienzle, 2015; Valli et al.,, 2011), siendo el linfoma
multicéntrico entre el 80 al 85 % de los casos notificados (Vail et al., 2019).

La presentacion multicéntrica se caracteriza por linfadenopatia generalizada y afectacién

hepaética, esplénica y/o de médula dsea; la mediastinica aparece linfadenopatia mediastinica,
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con o sin afectacion de la medula 6sea; en la digestiva se produce infiltracion gastrointestinal
aislada, difusa o multifocal, con o sin linfadenopatia intraabdominal; y la extranodal que

afecta cualquier 6rgano o tejido, por ejemplo: cutaneo, renal, ocular, etc. (Zandvliet, 2016).

Como ya se mencind, el 80 % de los pacientes caninos con linfoma desarrollan la forma
multicéntrica, y las localizaciones digestivas (aproximadamente 7 %), mediastinica (3 %), y
extranodal se describen con menor frecuencia (Childress et al, 2016; Zandvliet, 2016)

La mayoria de los linfomas multicéntricos estan causados por linfocitos B, los cuales al
aumentar de tamafio obstruyen el drenaje linfatico que ocasiona edema Yy dificultad
respiratoria. EI 20 % de casos de los caninos presentan hipercalcemia y una menor cantidad
muestra alteraciones hemodindmicas, tromboembolismo, lesiones oculares (desprendimiento

de retina, vasos sanguineos tortuosos), signos neurologicos e infecciones (Zandvliet, 2016).

Clasificacion con enfoque histologico

La validacion y el uso del esquema de la OMS para clasificar el cL contribuyé a una
comparacion precisa entre diferentes subtipos de linfoma en estudios clinicos, eliminando el

sesgo previo asociado con la inclusién de histotipos generalistas.

La variante histomorfol6gica méas comun de cL es el DLBCL (Burkhard y Bienzle, 2015;
Ponce et al., 2010), que afecta a los perros y representa hasta el 47,8 % de todos los linfomas
de células B (Henriques et al., 2021), por lo que sera nuestro enfoque para el desarrollo de

este trabajo.

La figura 1, representa un enfoque histolégico general para la clasificacion de varios subtipos
de cL. En teoria, esto deberia ayudar a adaptar mejor los protocolos de tratamiento, una mejor
correlacion del prondstico con el subtipo y mejores capacidades comparativas de conjuntos

de datos con resultados correlacionados.
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Figura 1: El enfoque histoldgico hacia la clasificacion del linfoma ganglionar canino. Usando seccioes de nodulos linfaticos obtenidos por

Fenotipo -

escision, el linfoma se divide inicialmente en formas difusas o nodulares de la enfermedad. A continuacién, utilizando un glébulo rojo o
un linfocito pequefio como guia comparativa, la poblacion neoplésica se divide en formas grandes, pequefias e intermedias de la enfermedad.
Finalmente, utilizando el conocimiento de caracteristicas celulares y nucleares adicionales, incluida la tasa mitética y el inmunofenotipo
(células B, recuadros azules; células T, recuadros rojos), se establece un diagndstico final. ALT, linfoma anaplasico de células T de células
grandes; BL, linfoma de Burkitt; DLBCL, linfoma difuso de células B grandes; LF, linfoma folicular; LBL, linfoma linfoblastico; LPC,
linfoma linfoplasmacitoide; LCM, linfoma de células del manto; LZM, linfoma de la zona marginal; PTCL, NOS, linfoma periférico de

células T, no especificado de otra manera; SLL, linfoma de linfocitos pequefios; TZL, linfoma de la zona T (Adaptado de Vail et al., 2019).

Tratamiento
El enfoque terapéutico para un paciente con linfoma esta determinado por el estadio (I a V),

tipo celular (T o B), y subestadio de la enfermedad como sistémico o no sistémico (a o b), la
presencia o0 ausencia de enfermedad paraneoplasica, el estado fisiologico general del
paciente, el compromiso del tutor y su nivel de aceptacion con respecto a la probabilidad de
éxito relacionado con el tratamiento y/o efectos secundarios. Sin tratamiento, la mayoria de
los perros con linfoma de grado intermedio o alto moriran a causa de su enfermedad dentro
de las 4 a 6 semanas posteriores al diagnostico, aunque existe una variabilidad significativa
(Vail et al., 2019).

Con pocas excepciones, el cL se considera una enfermedad sistémica y, por lo tanto, requiere

una terapia sistémica para lograr remision y prolongar la supervivencia. La mayoria de los
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linfomas multicéntricos caninos son de grado intermedio a alto y, actualmente, la
caracterizacion histologica e inmunofenotipica no juega un papel tan importante en la
determinacion del protocolo de tratamiento inicial, a menos que se confirme un diagndstico
de linfoma indolente o de bajo grado. Se espera que, en un futuro proximo, a medida que se
adquiera mas informacion clinica sobre la importancia de las diversas subclasificaciones del
cL, puedan estar disponibles enfoques terapéuticos mas especificos (Zandvliet, 2016; Vail et
al., 2019).

La quimioterapia sistémica multiagente sigue siendo la terapia de eleccion para el cL. En
general, los protocolos de quimioterapia combinada son superiores en eficacia a los
protocolos de agente Unico. En casos raros en los que el linfoma se limita a un sitio
(especialmente extraganglionar), el animal puede ser tratado con una modalidad local, como
cirugia o radioterapia, siempre y cuando el tutor se comprometa a una reevaluacion diligente
(vigilancia activa), que permita detectar y documentar la progresion posterior de un cuadro
sistémico, en caso de que ocurriera (Marconato et al., 2014; Vail et al., 2019).

Quimioterapia

Durante muchos afios, la quimioterapia ha sido el estandar de oro para el tratamiento del
DLBCL, y aunque la adiciéon de nuevas drogas al panorama terapéutico ha mejorado el
prondstico en algunos casos, aproximadamente un tercio de los pacientes experimenta una
recaida. El prondstico para este subgrupo es pésimo, con una mediana de supervivencia de 6
meses 0 menos, lo que indica que existe un espectro clinico sensible al tratamiento estandar,
dejando un porcentaje de los pacientes insensibles a este. Por lo tanto, queda un margen
considerable para mejorar los resultados, buscando nuevas alternativas terapéuticas
(Marconato et al., 2014).

Los protocolos de tratamiento consisten principalmente en una quimioterapia de dosis alta
(fase de induccidn) y una quimioterapia prolongada en dosis bajas (fase de mantenimiento).
En particular, una induccion de 6-8 semanas que podria ser ciclofosfamida (CTX), vincristina
y prednisolona (COP) o CTX, vincristina, doxorrubicina (DOX) y prednisona (CHOP)
(Gavazza et al, 2013).
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El tratamiento CHOP induce una remision temporal en aproximadamente el 85 % de los
pacientes, pero rara vez es curable porque la tasa de supervivencia a dos afios sigue siendo
inferior al 20 % (Gavazza et al, 2013). Esto se debe a que las terapias de rescate solo logran

resultados en el 43 % de los pacientes (Cawley et al., 2019).

Si bien los protocolos terapéuticos se han evaluado en varias investigaciones durante mucho
tiempo, pocos estudios informan la tasa de respuesta y la toxicidad de los medicamentos
individuales dentro de este protocolo (Harding et al., 2018). Por ejemplo, segun un informe,
la vincristina es el farmaco con efecto gastrointestinal (GI) mas toxico, incluido en el
protocolo CHOP. A una dosis estandar de 0,7 mg / m2, puede inducir anorexia, vomitos y
diarrea en hasta el 43 % de los perros (Harding et al., 2018). Por su parte, la RAB puede
utilizarse en el protocolo de quimioterapia tradicional o en el protocolo de quimioterapia
metrondmica; este Ultimo régimen implica la administracion frecuente de agentes
quimioterapéuticos en dosis muy bajas, cuyas ventajas incluyen EA minimos y una rara
posibilidad de desarrollar resistencia adquirida a los medicamentos. En este caso el
metabolito de la CTX, la acroleina, puede irritar la vejiga urinaria y causar cistitis
hemorragica estéril (SHC) (Lee et al, 2013).

Dado que los protocolos que contienen DOX producen resultados terapéuticos favorables,
esta se utiliza en casi todos los protocolos. Sin embargo, es sabido que puede causar EA
graves, que incluyen supresion de la médula dsea, gastroenteritis y, en particular, toxicidad
cardiaca (Wang et al., 2016).

Aunque se ha informado que el tratamiento previo con prednisona puede estar relacionado
con un resultado desfavorable, el efecto de omitirla en el protocolo CHOP aun es un tema en
investigacion. Se sugiere gque la omision de este medicamento, que induce resistencia a
maultiples farmacos, podria ser ventajoso y mejoraria la supervivencia de los pacientes
tratados de esa manera. Sin embargo, Zandvliet y cols. 2013, informaron que la omisién de
este corticiode en el protocolo CHOP, no tuvo un efecto significativo sobre la tasa de
remision o el tiempo de supervivencia libre de progresion en perros con linfomas. Pese a lo
anterior, este estudio no sefiala su tamafio de muestra objetivo, por lo cual es posible que el
ensayo no tuviera el poder estadistico suficiente para detectar diferencias entre los grupos.

Ademas, hasta donde sabemaos, este es el tnico informe que hasta la fecha describe el efecto
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de la omisién de prednisona de la quimioterapia CHOP, y los resultados no han sido
reproducidos por otros (Childress et al., 2016).

Como ya hemos mencionado, los estudios apuntan a que los regimenes quimioterapéuticos
son eficaces para el linfoma, pero la toxicidad es un gran inconveniente en estos protocolos.
Con el objetivo de disminuir este efecto secundario, se han desarrollado estrategias
alternativas para administrar medicamentos como liposomas. En este sentido, se describio el
comportamiento de nanoemulsiones lipidicas no proteicas (LDE) fabricadas artificialmente
con una composicion similar a las lipodroteinas de baja densidad (LDL). La asociacion de
agentes quimioterapéuticos con LDE disminuy6 su toxicidad y aumentd su accion
farmacoldgica (Lucas et al., 2015).

Finalmente, los linfomas recidivantes son refractarios a tratamientos posteriores con el
mismo régimen de quimioterapia inicial y pueden presentar resistencia cruzada a una amplia
variedad de medicamentos contra el cancer, lo que limita las alternativas para protocolos de
rescate (Marconato et al., 2014).

Inmunoterapia

Dentro de los efectos de la quimioterapia observados después de décadas de utilizarla,
encontramos el debilitamiento y supresion del sistema inmunolégico, por lo que el enfoque
actual de las investigaciones apunta a protegerlo y estimularlo. Con este obejetivo surge la
inmunoterapia como una forma terapéutica oncol6gica mas reciente y atn en desarrollo (Dias
et al, 2019).

La inmunoterapia intenta dirigir la capacidad protectora del sistema inmunolégico hacia la
eliminacién de células malignas. Se definen dos formas de inmunoterapia, la pasiva que
consiste, por ejemplo, en la transferencia de anticuerpos preformados (Baxter, 2014), y la
activa que induce la inmunidad propia del paciente, por ejemplo, después de la exposicion a
un antigeno (Baxter, 2014; Park et al., 2016). La inmunoterapia activa ofrece dos ventajas
principales: primero, provoca una respuesta inmunitaria especifica contra el tumor; segundo,
establece potencialmente una inmunidad tumoral duradera a través de la capacidad de generar
memoria, lo que disminuye la probabilidad de recaida. Sin embargo, una posible desventaja

de la inmunoterapia activa es su dependencia del sistema inmunolégico del paciente, que
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puede estar comprometido o desregulado por el propio tumor. Es importante identificar la
linea de biomarcadores que se pueden utilizar para inducir la respuesta al tratamiento
(Marconato et al, 2015b).

La creciente evidencia sugiere que el sistema inmunologico puede manipularse de diferentes
formas para reconocer y combatir las células cancerosas, para lo cual se estan probando varias
estrategias. La experiencia clinica de la inmunoterapia en el cL aln se encuentra en una etapa
embrionaria (Marconato et al., 2014). Una de las razones de esto es la limitada
caracterizacion de su sistema inmunologico, lo cual juega un papel clave para seguir

avanzando en estas herramientas terapéuticas (Dias et al, 2019).

El desarrollo de inmunoterapias contra el cL, como el uso de vacunas genética y/o autdloga,
apuntan a combinaciones de diferentes modalidades de inmunizacion (boost/ refuerzo
heter6logo), como un enfoque poderoso para inducir respuestas inmunes superiores y lograr

una mayor eficacia clinica (Gavazza et al, 2013; Marconato et al., 2015b).

El primer estudio data de hace dos décadas, donde Jeglum y cols., 1988, con una vacuna
autdloga intralinfatica administrada en combinacion con quimioterapia prolongo
significativamente la primera remisién en comparacién con los perros que recibieron solo
quimioterapia. Mas tarde, Turek y cols., 2007, prueban una vacuna autéloga administrada a
perros con linfoma de células B después de la quimioterapia, no mejorando el resultado en
comparacion con los perros tratados con placebo. Mas recientemente, Peruzzi y cols. en 2010,
realizaron un estudio clinico en 14 perros con linfoma de células B, usando en este caso una
vacuna genética dirigida a la transcriptasa de la telomerasa en combinacion con
quimioterapia, lo que aumentdé significativamente el tiempo de supervivencia en

comparacion con los 8 controles tratados solo con quimioterapia (Marconato et al., 2014).

Un estudio mas reciente, también dirigido a la transcriptasa inversa de la telomerasa canina
(dTERT) y basada en la transferencia de genes utilizando un adenovirus, en conjunto con la
quimioterapia (COP), fue capaz de inducir una fuerte respuesta inmune en perros con cL de
células B. Méas importante adn, el régimen de quimioterapia estandar no interfirio con los
efectos de la inmunoterapia y la supervivencia de los perros aumento6 significativamente
(Gavazza et al, 2013).
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Pronostico
El prondstico de los perros con linfoma es muy variable y depende de una amplia variedad

de factores, ya sea especifico de la condicion clinica del paciente o su respuesta a la terapia.
Aunque rara vez es curable (<10 % de los casos), ocurren las remisiones completas con una
buena calidad de vida durante periodos variable libres de enfermedad y con una mayor
sobrevivencia (Vail et al., 2019). El prondstico de las variantes del cL depende no solo del
tipo de linfocito neoplésico, sino también de las caracteristicas de las células, la ubicacién y
el estadio de la enfermedad (Valli et al., 2011). Los factores que se identifican con mayor
consistencia para establecer el pronostico en el linfoma de nodulos periféricos son el
inmunofenotipo y el estadio de la OMS (Vail et al., 2019).

Los perros con linfoma en etapa | y Il (un linfonodo o varios regionales afectados,
respetivamente), tienen un mejor prondéstico que aquellos perros en etapas mas avanzadas
como etapa Ill, IV y V (afectacion de linfonodos genelarizados; higado/ bazo; médula 6sea,
respectivamente) (Vail et al., 2019). Por otro lado, aquellos perros que presentan un linfoma
asociado con signologia sistémica (subetapa b, OMS) tienen un prondstico desfavorable en
comparacion con aquellos pacientes que presentan un linfoma sin signos sistémicos
(subetapa a, OMS) (Valli et al., 2011).

En el caso del DLBCL se han propuesto varios factores que se evaltan al momento del
diagnostico como posibles predictores pronosticos, entre los que se incluye el estadio y la
etapa del linfoma (Marconato et al., 2013), a los que se suman mas recientemente, el perfil
de expresion génica (Richards et al., 2013) y las aberraciones del nimero de copias de genes
(Arico et al., 2014). Aunque estos tipos de analisis actualmente no estdn ampliamente
disponibles en el entorno clinico veterinario, se utilizan de forma rutinaria para el pronéstico
y la toma de decisiones terapéuticas en los humanos, por lo que es probable que estén mas

disponibles para los veterinarios en la proxima década (Vail et al., 2019).

Finalmente, hasta ahora la estadificacion clinica y el prondstico del linfoma, incluyendo el
LNH humano y el DLBCL canino, no tienen en cuenta la importancia de la inmunovigilancia,
la que incluye el rol de la inmunidad del htiesped y el microambiente tumoral. Esto nos lleva
a pensar que puede ser necesario desarrollar parametros de laboratorio faciles de medir que
reflejen esta inmunovigilancia, para tener una nueva medida de pronostico sélida (Marconato

et al, 2015b). Por esta razon, existe un interés creciente en el papel de los linfocitos y
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monocitos en la patogenia del cancer, especialmente en humanos. En particular, se considera
que los linfocitos reflejan la homeostasis inmune del huésped, mientras que los monocitos se

consideran marcadores del microambiente tumoral (Marconato et al, 2015a).

En humanos se ha informado que la relacion entre el recuento absoluto de linfocitos (ALC)
y el recuento absoluto de monocitos (AMC) (ALC/AMC = LMR) en el momento del
diagndstico puede ser un factor pronostico para el resultado clinico (Sottnik et al., 2010;
Rambaldi et al., 2013; Li et al., 2014). Presumimos que esta relacion también se puede
utilizar para predecir el prondstico en perros con DLBCL recién diagnosticado, como se
utiliz6 en un estudio mediante andlisis de CF en pacientes que recibieron quimioterapia,
aungue aun se requieren mas estudios (Marconato et al, 2015a). Otro parametro de
laboratorio podria incluir el recuento de nuetrofilos, como se realizd en un estudio
retrospectivo de 26 perros con linfoma, donde se determind que el aumento de AMC vy el
recuento de neutréfilos en el momento del diagnéstico se asocian con una disminucion del

intervalo libre de enfermedad (Perry et al., 2011).

30



OBJETIVO GENERAL

Recopilar informacion actualizada sobre cL, principalmente en el DLBCL, enfocandonos en

los métodos de tratamiento, para proponer un protocolo terapéutico renovado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Revisar las estrategias terapéuticas disponibles para cL, basado en la revision

sistematica de la informacion, priorizando el DLBCL.

2. Proponer un protocolo terapéutico actualizado para cL, considerando las opciones

disponibles.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
Estrategia de busqueda

Este estudio retrospectivo se realizO mediante una revision exhaustiva de la literatura,
utilizando las bases de datos PubMed y ScienceDirect. Para esta busqueda se utilizaron las

siguientes palabras claves:

linfoma canino DLBCL

e tratamiento linfoma canino
e tratamiento linfoma canino DLBCL
e estudio clinico linfoma canino

e ensayo clinico linfoma canino.

Los registros agregados adicionales fueron identificados por analisis de literatura y buscados

manualmente desde las referencias de los articulos previamente seleccionados.

Seleccioén de estudios

Como principales criterios de inclusion se consideraron

- Estudio original publicados en inglés en revista cientifica, con comité editorial.

- Tratamiento aplicado en perros (Canis lupus familiaris) con linfoma.

- Estudios clinicos de fase 3 y 4 para evaluar protocolos terapéuticos.

- Linfoma canino DLBCL diagnosticado a través de histopatoldgicos y/o examenes
complementarios (hemograma, perfil bioquimico, imagenes, etc.) que descartaran

otros tipos de neoplasias.

Los principales criterios de exclusion consideraron que los estudios no contaran con
suficiente informacion sobre los estudios clinicos, y que hayan sido desarrollados en otras
especies. No se excluyeron los estudios que involucraban tanto a perros como a gatos, pero

solo se consideraron los datos caninos. Se excluyeron publicaciones de antigliedad mayor a
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10 afos, a excepcion de publicaciones con informacidn de base y relevante para el desarrollo

de esta monografia y que no se encuentrara en otras publicaciones més recientes.

METODOS
La elaboracion de la monografia se realizd en base al cumplimiento de los objetivos

especificos, para lo cual se recopil0, organizo, analizo y concluyo en torno a la informacion

de los tratamientos reportados.

El proceso de seleccion de los articulos incluidos en este estudio se organiz6 en base al
diagrama de flujo (Figura 2) del método PRISMA (Prefered Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses o reportes preferidos para revisiones sistematicas o metaanalisis)
(Moher et al., 2009).

Una vez realizada la seleccidn, se evaluaron los textos completos y para todos los estudios
se extrajo el titulo, afio de publicacién, autores y los datos del ensayo clinico: n muestral,
pruebas diagnosticas utilizadas, tratamientos aplicados (dosis/ duracién tratamiento), tiempo

se seguimiento, medicion de resultados y conclusiones (Anexo 1).

Posteriormente, los articulos seleccionados se organizaron de acuerdo con su calificacion
segun el grado de disefio experimental (GDE) (Tabla 2) (Moher et al., 2009), para graduar la

calidad de los manuscritos y posterior utilizacion para el disefio de los protocolos propuestos.
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Tabla 2.- Clasificacion del grado de disefio experimental de los articulos incluidos en la
revision sistematica, para el tratamiento de cL (Modificado de Oxford Centre for Evidence-
Based Medicine, 2011).

Grado de Disefo

Experimental (GDE) Categoria de estudios terapéuticos para el cL

Ensayos clinicos aleatorios, controlados, ciego o doble

: ciego, prospectivos

I Ensayos clinicos aleatorios, controlados y prospectivos

11 Ensayos clinicos prospectivos

v Estudios retrospectivos

\ Reporte de caso individual, opinion de expertos

Este método de clasificacion se basa en una publicacién de la Universidad de Oxford, y
corresponde a la graduacion de la calidad de las publicaciones cientificas, segun el disefio
experimental del estudio. Esta graduacion luego fue comparada con el indice de impacto de
las revistas que publicaron los articulos seleccionados, para ver si habia una correlacion entre
ambos datos. Posteriormente, los estudios fueron agrupados segun los diferentes protocolos
terapéuticos utilizados, se registraron sus resultados para comparalos y tomar una decision
sobre la informacion relevante para generar y proponer un protocolo terapéutico para
DLBCL, que incluyera la informacion proporcionada por aquellos articulos con graduaciones

mas altas.
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RESULTADOS

Objetico 1: Revisar las estrategias terapéuticas disponibles para cL, basado

en la revision sistemética de la informacion, priorizando el DLBCL.

Revision sistematica de las publicaciones disponibles
La busqueda de documentos en las bases de datos ScienceDirect y Pubmed, utilizando las

palabras claves antes mencionadas, arrojo un total de 159 articulos, donde se aplicaron los
filtros antes. Se aplicd un tamizaje o screening para eliminar aquellos titulos duplicados,
quedando 117 articulos, de los cuales se eliminaron 44 por no estar relacionados directamente
con el tema a abordar. Esto nos dio un total de 73 articulos que podian ser elegibles; sin
embargo, al revisar mas en profundidad se excluyeron 59 que no cumplian con los criterios.
Algunos de estos articulos se desarrollaban en lineas celulares, estudios de fase 1y 2,
abordaban linfoma de células T o especificamente linfomas cutaneos/ gastrointestinales, o
estaban enfocados en el prondstico de la enfermedad. Quedando finalmente 14 articulos que
estaban adecuadamente relacionados con el eje de este estudio, es decir, se incluyeron solo
aquellos que evaluaban tratamientos para cL, principalmente enfocados en DLBCL.

Todo el proceso de seleccion de las publicaciones se encuentra resumido en el diagrama de

flujo PRISMA que se presenta a continuacioén (Figura 2):
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IDENTIFICACION
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identificados en
ScienceDirect
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Registros luego de
eliminar duplicados
N =117

¥

Articulos elegibles
N=72
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estar relacionados con el
tema
N= 45

v

v

Articulos incluidos
en la revision
sistematica
N=14

Articulos excluidos por no
cumplir con los criterios de
inclusion
N =58

Figura 2: Diagrama de flujo que indica las etapas de seleccion de los articulos cientificos
incluidos en el presente estudio, de acuerdo con la metodologia de revision bibliografica
sistematizada PRISMA.
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En la Figura 3 se puede ver la distribucion de los articulos seleccionados en funcion de los
afios de publicacion, donde se observa que los estudios clinicos enfocados en la bisqueda de
un tratamiento para el cL se extienden de forma relativamente homogénea en los ultimos 10

anos.

2
0 T T T T T T T

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Figura 3: Numero de articulos cientificos segun afio de publicacion.
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En la Tabla 3, podemos observar la agrupacién de los articulos segin el GDE, donde
encontramos que solo 1 articulo cumple con las maximas exigencias establecidas para nuestra
revision sistematica, es decir, presentan una alta calidad en cuanto a su disefio experimental.
Por otro lado, la mayoria de los articulos restantes fueron calificados como grado Il, lo que
sigue siendo un muy buen disefio, ya que se diferencian del grado | solo en que no son
estudios ciegos, esto al mismo tiempo nos dificulta el proceso de discriminacion de la calidad

de la informacion que ellos proporcionan.

Tabla 3.- Valoracién de los articulos cientificos seleccionados en base a su grado
de disefio experimental.

Grado de Categoria de estudios terapéuticos Numero de articulos de
Disefio para la cL cada categoria
Experimental
(GDE)
| Ensayos clinicos aleatorios, 1

controlados, ciego o doble ciego,
prospectivos.

I Ensayos clinicos aleatorios, 9
controlados, prospectivos.

Il Ensayos clinicos prospectivos. 2

v Estudios retrospectivos 2

\Y Reporte de caso individual, opinion 0

de expertos

Junto con el GDE evaluamos el indice de impacto de las revistas que publicaron los articulos
seleccionados (Tabla 4). Aca podemos ver que la mayoria de las revistas tiene un impacto >1
(excepto una de 0,99), lo que en el caso de Marconato et al., 2014 se correlaciona con el
GDE, que fue calificado en grado | y sus indices de impacto es 12,531, y similar ocurre con
Gavazzaet al., 2013 que tiene un GDE Il y un impacto de 5,69. El resto de las publicaciones

se mueve en rango amplio de indices de impacto, entre 1 y 3,6, siendo sus GDE entre I y IV.
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Tabla 4.- Identificacion de las revistas cientificas y su factor de impacto, para los
articulos seleccionados en este estudio, en conjunto de su clasificacion del GDE.

Articulo Cientifico

(autor, afio) Revista cientifica Impacto GDE
Gavazza et al., 2013 Human Gene Therapy 5,695 I
Higginbotham et al., 2013 Journalocs);?; ,:rsnseor(i;;ri\()ﬁnimal 0,99 1
Zandvliet et al., 2013 The Veterinary Journal 2,688 I
Lucas et al., 2013 Veterinary and Comparative Oncology 2,613 I
Marconato et al., 2014 Clinical Cancer Reserch 12,531 I
Parsons- %’{f rtyetal, The Canadian Veterinary Journal 1,008 WY,
Marconato et al., 2015 Vaccine 3,641 i
Childress et al., 2016 Journal of the American .Veterinary 1,160 1
Medical Association
Wang et al., 2016 The Canadian Veterinary Journal 1,008 I
Thamm et al., 2017 Journal of veterinary internal medicine 3,333 I
Saba et al., 2017 Veterinary and Comparative Oncology 2,613 I
Cawley et al., 2020 Journal of veterinary internal medicine 3,333 I
Lee et al., 2020 Topics in Companion Animal Medicine 1,631 v
Saba et al., 2020 Veterinary and Comparative Oncology 2,613 I

Una vez seleccionados los articulos se procedio a su lectura en forma integra, se realizé un
analisis exhaustivo de su informacion, comparandola entre ellos. Para esto se realizaron
diferentes tablas que nos permitieron interpretar y seleccionar la informacion mas idénea

para proponer un protocolo terapéutico.
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Para iniciar el analisis de los articulos seleccionados realizamos una tabla que resume y
ordena la informacién de manera que fuera méas accesible y permitiera su comparacion. Esta
tabla contiene las publicaciones ordenadas cronolégicamente segun su afio de publicacion,
incluyendo ademas el titulo, autores y los datos del ensayo clinico: n muestral, pruebas
diagnosticas utilizadas, tratamientos aplicados (dosis/ duracién tratamiento), tiempo de
seguimiento, medicion de resultados y conclusiones. Finalmente, la tabla considerd la
clasificaron de la publicacion segun su GDE para graduar la calidad de los manuscritos. Dada
la gran extension de esta tabla, fue dejada como Anexo 1, ya que creemos importante ternerla

disponible en caso de requerir su informacion.

A continuacion, se confeccionaron dos tablas que resumen los tratamientos estudiados en
dichos articulos, separados en terapias multimodales (Tabla 5) y monomodales (Tabla 6).
Estas tablas resumen las conclusiones y las respuestas a los tratamientos estudiados,
basandose principalmente en los criterios de evaluacion de respuesta al tratamiento, segun
las sugerencias del Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG) (Vail et al., 2010).
Estos criterios incluyen la evaluacion de los nodulos linfaticos periféricos para determinar la
evolucion de la enfermedad (tipo de respuesta) definiendo asi si existe remision completa
(RC) o remisién parcial (RP), asi como si existe enfermedad progresiva (EP) o estabilizacion
de la enfermedad (SD, sigla en inglés). Ademas, incluye la evaluacién de la duracién de la
respuesta al tratamiento a través de diferentes parametros como, por ejemplo, tiempo de
progresion (TTP, sigla en inglés) y supervivencia libre de enfermedad (LSS, sigla en inglés),
entre otros. De esta manera la respuesta a los tratamientos estudiados fue evaluada con
parametros establecidos por el VCOG, los que se describen acontinuacién, segun las
deficiniciones encontradas en los trabajos seleccionados para nuestra revison:

- Remision completa (RC): reduccion del 100 % en el tamafio de los nodulos
linfaticos, evaluado mediante palpacion (Higginbotham et al., 2013); desaparicion de
todos los nodulos linfaticos periféricos medibles (es decir, volvieron a un tamafio
considerado no patoldgico a juicio del evaluador) (Thamm et al., 2017); o ausencia

de una carga tumoral medible (Childress et al., 2016).
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Remision Parcial (RP): reduccion de al menos un 30 % en la suma de los diametros
mas amplios de los nddulos linfaticos periféricos medidos al comienzo (Childress et
al., 2016; Thamm et al., 2017).

Enfermedad Progresiva (EP): aumento > 20 % en la suma de los diametros mas
amplios de los ndédulos linfaticos periféricos medibles o la aparicién de nuevas
lesiones (Childress et al., 2016; Thamm et al., 2017). Para Higginbotham y cols. se
establecio como el 50 % de aumento del tamafio de los nodulos linfaticos.
Enfermedad Estable (SD): reduccion < 30 % o un aumento < 20 % en la suma de
los didmetros més amplios de los n6dulos linfaticos periféricos medidos al comienzo
del estudio (Thamm et al., 2017). Por su parte, Childress y cols. la definen como la
carga tumoral medible que no era ni remisién parcial ni enfermedad progresiva
(Childress et al., 2016).

Supervivencia General/Global (SG): se calculé desde la fecha del primer
tratamiento hasta que el perro muri6 espontdneamente o fue eutanasiado (Lucas et
al., 2013).

Supervivencia Especifica del Linfoma (LSS): intervalo entre el inicio del
tratamiento y la muerte relacionada con el linfoma (es decir, todas las muertes por
linfoma, incluida la eutanasia) (Aresu et al., 2015).

Tiempo de Progresion (TTP): intervalo entre el inicio del tratamiento y la EP (Aresu
etal., 2015).

Tasa de Respuesta Objetiva (ORR): porcentaje de pacientes evaluables que
experimentaron RC o RP como su mejor respuesta (Thamm et al., 2017; Cawley et
al., 2020).

Intervalo Libre de Progresion (PFI): este parametro presenta discrepancias en la
definicion segun el autor. En algunas publicaciones se calculd desde la fecha de inicio
del tratamiento hasta la fecha de la EP (Thamm et al., 2017; Cawley et al., 2020),
siendo esta la defincion que en otros trabajos se le da a TTP. Por otro lado, Lucas et
al. (2013) lo calculd desde el primer dia en que se identifico la remisién hasta la

recaida de los signos clinicos.
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En la Tabla 5 podemos observar que la mayoria de los estudios buscan complementar las
caracteristicas terapéuticas de diferentes farmacos al combinar sus distintos mecanismos de
accion, alcanzando en general mayor porcentaje de RC del linfoma al compararlas con los
tratamientos monomodales. Es asi como estos Ultimos (Tabla 6) no superan el 67 % de RC,
en cambio los tratamientos combinados tienen RC entre 70 — 100 %. Si analizamos en mas
detalle la Tabla 5, podemos destacar que, por ejemplo, Zandvliet y cols. usan un protocolo
CHOP de 18 a 21 semanas, cuyo tratamiento inicial registra RC del 75 % promedio, siendo
mayor para los linfomas de células B (84 % frente a 43 %). En Marconato y cols. 2014,
usaron un tratamiento CHOP de 20 semanas en combinacion con una vacuna aut6loga,
logrando RC del 100 %; en comparacion con el grupo control (CHOP + vacuna placebo),
que alcanzé RC de un 71,4 %. Por otro lado, cuando se trata de tratamientos monomodales
(Tabla 6) se destaca el protocolo realizado con DOX o RAB, donde Higginbotha en el 2013,
prueba la DOX como agente Unico, administrada de forma intermitente como tratamiento
para el cL de células B, alcanzando RC del 67 %. Por su parte, la RAB fue probada como
agente unico en 2 dosis diferentes, lograndose a 0,82 mg/kg una RC del 50 % vs. RC del 42%

a una dosis de 1 mg/kg.
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones

Respuesta

Marconato Protocolo I -Evaluacion G1: CHOP + vacuna: | Mediana para los 19 perros, el TTP | -La viabilidad, buena

etal., 2014 | Inicial: sistematica fue de 192 ds (media, 231 ds; rango, | tolerabilidad y potente actividad

L-ASP Oncolégica: -RC en el 100 % | 19 648 ds). inmunolégica de la vacunacién

Vincristina medicion de NL | (12/12) , autéloga probada, conduce a

CTX *) 52: CHOP + placebo: * TTP fue mas largo en el grupo 1 vs. | yna mejora del TTP y LSS en

DOX c " : PACeno. | el grupo 2. perros con DLBCL.

i -Examen fisico

Ilsrc_)erggls;;;aa o ) -RCenel 71,4 % (5/7) -TTP del G1= 304 ds (mEdia: 332 dS, -Dado la Semejanza del DLBCL

+ -Perfil blquI'mICO g{;ﬂgo: 154-64189di212)/5d 41 ds (ggdla: esponténeo en perros con el

Vacuna HSPPC- -Citologia + CF (y > renge: ?) para G2. ,E,)1I]<_Er’r$1|_ i6n i:jum{arriwé), dr:a

HA o placebo de ser necesario - 7/12 (58,3 %) del G1 recayeron, ormacton acquings podria

PARR)

fueron tratados con quimioterapia de
rescate y todos lograron una segunda
remision duradera (mediana: 128 ds;
media: 135 ds; rango: 47-333 ds).

- 3/7 (42,8 %) del G2 recayeron
después del tratamiento inicial,
recibiendo quimioterapia de rescate;
sin embargo, ninguno logré una 2%
remision duradera, ya que todos
progresaron después de 28, 29 y 43
ds, respectivamente.

La mediana de LSS para los 19
perros, fue de 342 ds (media 346
ds; rango, 20-663 ds).

* La mediana de LSS fue mas larga
en el G1 vs. el G2 = G1 tiene mayor

aplicarse en pacientes humanos
con cancer.
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
probabilidad de vivir méas tiempo vs.
G2 que recibieron el placebo.
- LSS del G1fue de 505 ds (media:
468 ds) vs. 159 ds (media: 136 ds)
para el G2.
Parsons- Protocolo de IV | -Evaluacion -RC =16 % (13/82) - La mediana de la PFI global fue de | -El protocolo DMAC usado aqui
Doherty et Rescate: sistematica de 24 ds (rango: 2 a 303 ds). no se puede recomendar sobre
al., 2014 Dexametasona tumores medible. | -RP =27 % (22/82) otros protocolos de rescate para
Actinomicina D o . . el tratamiento del linfoma
Arabinésido de -EA: criterios de | -SIn respuesta =57 % recidivante en el perro, debido a
citosina term!nologia (47/82) los efectos adversos, el costo y
Melfalan comun para la intensidad del tiempo del
(Protocolo eventos adversos protocolo.
DMAC) del VCOG
(VCOG - EA)
Childress et | Protocolo I -Medicion nédulos | Respuesta general: -La mediana del PFI fue de 142,5 ds | La exclusion de prednisona del
al., 2016 Inicial: linfaticos -RC =70 % (28/40) para los perros que recibieron L-CHO | protocolo L-CHOP no mejor6 el
L-ASP periféricos en base | -RP = 30 % (12/40) y de 292 ds para los perros que | tiempo de supervivencia y
Vincristina a los criterios recibieron L-CHOP. tiempo libre de progresion.
CTX VCOG Grupo L-CHOP:
DOX con (L- -RC =72 % (13/18) -La MST para L-CHO fue de 255 ds,
CHOP) y sin -RP = 28 % (5/18) y L-CHOP fue de 387 ds; L-CHO se
(LCHO) asocié con un mayor riesgo de muerte,
Prednisona Grupo L-CHO: en comparacion con LCHOP
-RC =68 % (15/22)
-RP =32 % (7/22)
Gavazza et Protocolo I -Respuesta inmune | Protocolo Inicial: La SG fue de 76,1 sem para el grupo | La  vacuna Ad/DNA-EGT
al., 2013 Inicial: por ELISPOT. VAC, frente a 29,3 sem para el grupo | contra dTERT en combinacién
Vincristina, Grupo VAC CTR. con quimioterapia COP es
'EXprQSi()n de (VaCUna + COP) segura y pro]onga

dTERT se
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
CTX, cuantifico RC =100 % (21/21) significativamente la
Prednisona mediante PCR. supervivencia de los pacientes
Protocolo de Grupo COP: caninos.
Mantencion:
Clorambucil RC =100 % (21/21)
Melfalan Protocolo
Vincristina Mantencion:
*Vacuna
dTERT *Engrupo VAC; 90,5
*DOX % (19/21) mostraron
una fuerte respuesta
inmune, contra el
componente proteico
de la telomerasa
canina.
Lee et al., Protocolo IV | -Citologia 0 | Grupo dosis Unica: Grupo dosis Unica: -No hubo diferencia
2020 Inicial: Histopatologia -RC = 8519 % ] significativa en la incidencia de
CTX (en bolo o o (23/27) La mediana de PFl'y SG fue de 268y | SHC entre el grupo de dosis
dosis divididas) -Medicion nodulos | .Rp =3,79 9 (1/27) | 475 ds, respectivamente. Gnica y el grupo de dosis
DOX periféricoenbasea | .sp = 11,11 % (3/27) o divididas de CTX.
Vincristina IOS Criterios GYUDO dosis dividida:
Prednisolona VCOG Grupo dosis dividida: - -La respuesta al tratamiento y el
_RCD = 86,67 % Egsrgid Iraer;aedcetisgkznstg fuede188Y | \osultado clinico entre los 2
(39/45) €SP ' grupos de tratamiento con CTX
-RP = 11,11 % (5/45) no fueron significativamente
-SD = 2,22 % (1/27) diferentes.
Marconato Protocolo Il -Medicién de | G1: CHOP + placebo: | -Para todos los perros, la mediana de | HSPPC-HA puede producir
etal., 2015 | Inicial: tumores solidos. TTP fue de 179 ds (rango, 1-533 ds). | beneficios clinicos sin aumento
L-ASP RC =45 % (9/20) TTP fue significativamente mas largo | de la toxicidad, mejorando la
Vincristina -Histopatolégico | RP =35 % (7/20) en el Grupo 2 que en el Grupo 1. quimioterapia en perros con
CTX EP =20 % (4/20) linfoma indolente avanzado.
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
DOX -La  mediana del | -La mediana de TTP para G2
Lomustina tiempo para obtener | (quimioinmunoterapia) fue de 209 ds
Prednisona RC y PR fue de 12 ds | (rango, 29 a 533 ds) v/s 85 ds (rango,
+ (rango, 1-19ds) y9ds | 1 a 300 ds) para G1 (quimioterapia).
Vacuna (rango:  2-9  ds), )
auto'oga respectivamente_ -La mediana de la LSS general fue de
337 ds (rango, 5-1042 ds).
G2: CHOP + vacuna:
RC = 88 % (22/25) -G1 tuvo una mediana de LSS de 200
RP =12 % (3/25) ds (rango, 5-1042 ds).
tiljn mediana del -G2 tuvo una mediana de LSS de 349
po para obtener
RC y PR fue de 3 ds d§ (rango, 81-816 ds). No hubo
(rango, 1 a 21 ds) y 2 diferencia en LSS entre los grupos.
ds (rango, 2 a 3 ds),
respectivamente.
Wang et al., | Protocolo I -Examen fisico. G1: CHOP: -No hubo diferencia entre los 2 grupos | El protocolo CMOP
2016 Inicial: o con respecto a la PFl y SG. proporciona SLP, MST
Grupo 1: -Medicion nodulos | RC = 81,8 % (18/22) similares y causa menos efectos
periférico en base a G1, grupo CHOP: secundarios en comparacion con
CTX,  DOX, los criterios | RP =9,1% (2/22) el protocolo CHOP. Por lo tanto,
Vincristina VCOG 52 CMOP: -PFI fue de 222 ds (rango, 185- 259 el protocolo CMOP puede ser
Prednisolona I ds) otra opcion de tratamiento cL
(CHOP) -Hemograma RC = 77.3 % (17/22) dSs)G fue de 318 ds (rango, 215 a 421 multicéntrico.
Grupo 2: -Ecocardiografia RP = 13,6 % (3/22) G2, grupo CMOP:
CTX, -PFI fue de 162 ds (rango, 44 a 280 ds)
Mitoxantrona, -SG fue de 241 ds (rango, 121 a 363
Vincristina ds)
Prednisolona
(CMOP)
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
Thamm et Protocolo Il - Criterios de La tasa de ORR fue | -La mediana de PFI para todos los | -El régimen alterno de RAB /
al., 2017 Inicial: evaluacion de del 84 % perros fue de 194 ds (rango, 7-435 + | DOX fue bien tolerado y result6
RAB respuesta del ds). en PFlI comparables a los
VCOG para -RC = 68 % (34/50) _ observados después de los
DOX linfoma de ganglio o -La mediana de PFI para aquellos | protocolos estandar basados en
periférico en -RP =16 % (8/50) perros que experimentaron RC fue de | CHOP, con menos visitas de
perros. -SD = 10 % (5/50) 216 ds (rango, 105-435 + ds) tratamiento (6 vs. 12-16).
‘EAse -La mediana de PFI para aquellos que | | 5 mayoria de los eventos
identificaron a -EP=69 . -
traVéS del historial EP=6% (3/50) eXpe“mentaron RP fue de 63 ds adversos fueron |eves 0
médico (rango, 42-124 ds). moderados y autolimitados.
glrc;ﬁggi:g:ﬁgoeﬁor -La mediana de PFI para perros que | .se justifican  estudios
cada visita. experlmentaron SD fue de 78 ds adicionales para exp|0rar el
(rango 42-93 ds). resultado a largo plazo en perros
tratados con esta combinacion,
asi como con otras
combinaciones de
quimioterapia RAB.
Zandvliet et | Protocolo I -Palpacion/ Tratamiento inicial: Duracion de la respuesta -Los resultados no respaldan el
al., 2013 Inicial: medicion de | Grupo sin (mediana; numero de perros) uso de prednisolona en un
nédulos linféticos | prednisolona: protocolo de maltiples farmacos
Primer periféricos, usando | -RC = 78 % (32/41) Tratamiento inicial: de primera linea.
Protocolo: criterios de | -RP =15 % (6/41) Grupo sin prednisolona: . )
L-ASP respuesta VCOG. | -SD =5 % (2/41) -PF1 177 ds; 32 -No  proporcionaron  ninguna
DOX -EP =2 % (1/41) -TTP 153 ds; 41 indicacion de que el uso de
Clorambucilo -Hemograma Grupo con Prednisolona: prednisolona  dentro de un
Vincristina Berfil bi Grupo con -PFI1 176 ds; 29 protocolo  de  quimioterapia
CTX ernibiogeo Prednisolona: -TTP 137 ds; 40 contribuya al desarrollo de
Clorambucil -Electrolitos. -RC = 73 % (29/40) resistencia  a  mlltiples
-RP =8 % (3/40) Tratamiento rescate: farmacos.
Segundo -SD = 13 % (5/40) Grupo sin prednisolona:
Protocolo: -EP =8 % (3/40) -PFI 105 ds; 11
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
Igual al anterior -TTP 72 ds; 26
+ Prednisolona Tratamiento rescate: | Grupo con Prednisolona:
Grupo sin -PFI 175 ds; 11
prednisolona: -TTP 75 ds; 23
-RC =42 % (11/26)
-RP = 35 % (9/26)
-SD =12 % (3/26)
-EP =12 % (3/26)
Grupo con
Prednisolona:
-RC =48 % (11/23)
-RP =17 % (4/26)
-SD = 17 % (4/26)
-EP = 17 % (4/26)
Lucasetal., | Protocolo I -Medicion tumores | Grupo 1: Gl: -Se demostr6 que la LDE-
2013 Inicial: solidos,  usando carmustina es segura y eficaz en
criterios de | -RC=75% (6/8) -PFI de 199 ds (rango de 40- 1130 ds) | yn protocolo de combinacion de
Induccion: respuesta VCOG. | -RP =25 % (2/8) -SG de 247 ds (rango de 108- 1142.ds) | farmacos, lo que alienta a
G1: realizar estudios mas amplios
Carmustina -Hemograma Grupo 2: G2: para investigar el uso de LDE
comercial completo, 1 sem | -RC =71 % (5/7) como vehiculo de farmacos en
Vincristina después de cada | -RP = 28 % (2/7) -PF1 de 119 ds (rango 40-632 ds) oncologia veterinaria.
Prednisona tratamiento. -SG de 207 ds (rango 85-654 ds)
G2 -Mensualmente un
L DE-carmustina Perfil bioquimico.
Vincristina -Urianalisis cada 6
Prednisona sem o cuando los
., perros mostraban
Mantencion: alguna alteracion.
Vincristina
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Tabla 5: Resumen de los tratamientos aplicados para cL, que involucraban protocolos multimodales, segun los articulos recopilados en
la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE | Evaluacién de la Tipo de Respuesta Duracion de la Respuesta Conclusiones
Respuesta
Prednisona
Carmustina
Cawley et Protocolo de I -Medicion tumores | La ORR fue del 69 % | -La mediana de PFI para todos los | -RAB /L-ASP parece ser seguro
al., 2020 Rescate: solidos, usando perros fue de 63 ds (rango 5-428 ds). | y eficaz para perros con linfoma
-RAB auna criterios de | -RC =41 % (19/46) _ multicéntrico recidivante.
dosis de 1,0 mg respuesta VCOG. -Los perros que experimentaron:

/ kg cada 3 sem
hasta un total de
5 dosis.
-L-ASP SC a
una dosis de 400
Ul / kg, al
mismo tiempo
que los 2
primeros
tratamientos de
RAB.

-RP = 28 % (19/46)
-SD = 13 % (6/46)

RC: tuvieron una PFI de 144 ds (rango
44-428 ds)

RP: tuvieron una PFI de 59 ds (rango
14-126 ds).

SD: tuvieron una PFI de 41 ds (rango
31-51 ds).

*La PFI fue de 63 ds (rango 14-428
ds) para el linfoma de células B y de
43 ds (5-86 ds) para los perros con
linfoma de células T.

- Se necesitan mas estudios para
evaluar si RAB / L-ASP ofrece
algun beneficio clinico sobre el
RAB solo como protocolo de
rescate.

(*): Este estudio no especifica que utiliza los Criterios de evaluacién de respuesta del VCOG, pero si esta citado.

RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; EP: enfermedad progresiva; SD: enfermedad estable; ORR: tasa de respuesta general; PFI: Intervalo libre de
progresién; TDR: remisidn total de Doxorubicina; LSS: Supervivencia especifica del linfoma; TTP: tiempo de progresion; SLP: supervivencia libre de progresién;
MST: Mediana de tiempo de supervivencia; SG: supervivencia general; ds: dias; sem: semana.
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Tabla 6: Resumen de los tratamientos para cL, basados en un solo medicamento, segn los articulos recopilados en la revision sistematica.

Articulo Tratamiento GDE Evaluacion de la Tipo de Duracion de la Respuesta Conclusiones
cientifico Respuesta Respuesta
Higginbotha | Protocolo I -Sistema de medicion: | -RC= 67 % (12/18) -La mediana de la primera | - La DOX administrada
m et al, | Inicial: VCOG ORR fue de 68,5 ds (rango, 0 | intermitentemente y como agente Unico es
2013 ) a 335 ds). bien tolerado para el linfoma de células B
DOX -Citologia canino.
(comparada con la -La mediana de TDR fue de
anterior). 80,5 ds (rango, 0 a 335 ds). - Si bien la DOX, como agente Unico no
) ) sustituye a los  protocolos  de
-Ecocardiograma -La mediana de SG fue de | gquimioterapia de agentes multiples en el
antes del tratamiento 169,5 ds (rangO, 0 a 865 dS) tratamiento del CL, es una alternativa
tres, seis y ocho. razonable si los compromisos de costo y
tiempo son factores limitantes para el
propietario.
Saba et al., | Protocolo de 1 -Sistema de medicion: | -La ORR para todos los | -PFIl para el total de perros | - RAB a una dosis de 1,0 mg / kg cada 21
2017 Rescate: VCOG perros tratados fue del | 108 ds (rango: 7-332 ds) ds es una opcién viable y generalmente
74 %. bien tolerada para perros con linfoma de
RAB Grupo A: 72ds células B recidivante.

Grupo A (RAB a 0,82
ma/kQ):

ORR para el Grupo A
fue del 69 %.

-RC =50 % (8/16)
-RP = 19 % (3/16)
-SD = 13 % (2/16)
-EP =19 % (3/16)

Grupo B (RAB a 1

ma/kqg):

ORR para el Grupo B
fue 77 %.

Grupo B: 108 ds

-RD para el total de perros es
de 172 ds (rango: 42-332 ds)

Grupo A: 172 ds
Grupo B: 148 ds

- Una reduccion de la dosis 0,82 mg / kg,
en caso de EA, no parece afectar
negativamente a la eficacia del RAB.

- Se justifica una monitorizacion
cuidadosa de las toxicidades
dermatolégicas y pulmonares Unicas en
los perros que reciben este tratamiento.
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‘RC = 42 % (13/34)
-RP =35 % (11/34)
-SD = 16 % (5/34)
-EP = 6 % (2/34)

*1 perro fue sacrificado
y 2 fueron retirados del
estudio por EA.

Saba et al.,
2020

Protocolo
Inicial:

RAB

-Criterios de
evaluacién de
respuesta del Grupo
de oncologia
cooperativa
veterinaria (VCOG).

-Criterios de
terminologia comdn
para eventos adversos
del Grupo de
oncologia cooperativa
veterinaria (VCOG-
EA).

-ORR para todos los
perros evaluables (n =
60) fue del 87 %.

-RC = 52 % (31/60)
-PR = 35 % (21/60)
-SD =5 % (3/60)
-EP = 8 % (5/60)

* Los perros con
linfoma de células B
tenian una probabilidad
significativamente
mayor de responder, en
comparacion con los
perros con linfoma de
células T.

-La mediana general de PFI
fue de 122 ds (rango: 5-365
ds).

-Los perros que
experimentaron RC tuvieron
un PFI significativamente
mas largo en comparacion
con los perros  que
experimentaron PR (199 ds;
rango: 67-365 ds frente a 89
ds; rango: 6-179 ds).

- RAB parece ser un tratamiento eficaz
para perros con linfoma de células
intermedias a grandes, multicéntrico, sin
tratamiento previo, con una tasa de
respuesta general del 87 % y una PFI
mediana de 122 ds.

- La tasa de respuesta y el PFI fueron méas
prolongados en perros con linfoma de
células B.

RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; EP: enfermedad progresiva; SD: enfermedad estable; ORR: tasa de respuesta general; PFI: Intervalo libre de progresion;
TDR: remisién total de Doxorubicina; LSS: Supervivencia especifica del linfoma; TTP: tiempo de progresion; SG: supervivencia general; ds: dias; sem: semana.
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Una vez analizados los distintos protocolos terapéuticos pudimos determinar cuéles eran los
farmacos mas probados en los articulos seleccionados en nuestra busqueda sistematica (Tabla
7). Aca podemos comprobar que los farmacos mas utilizados en los protocolos estudiados
coinciden con la terapia CHOP, por lo que se puede inferir que es una buena base para
elaborar un nuevo protocolo modificando, por ejemplo, su duracién total, frecuencia de
descansos, el orden de entrega de los medicamentos, el nimero de ciclos de tratamiento o las

dosis de ellos.

Tabla 7. Frecuencia de utilizacion de los farmacos quimioterapicos, segun el nimero de articulos que los
uso en su estudio.

Numero de articulos en que se usd

Medicamentos .
el medicamento

Articulos que lo utilizan

Vincristina 10 Gavazza et al., 2013
Zandvliet et al., 2013
Lucas et al., 2013
Lucas et al., 2013
Marconato et al., 2014
Mason et al., 2014
Marconato et al., 2015
Childress et al., 2016
Wang et al., 2016
Leeetal., 2020

Doxorubicina (DOX) 9 Gavazza et al., 2013
Higginbotham et al., 2013
Zandvliet et al., 2013
Marconato et al., 2014
Marconato et al., 2015
Childress et al., 2016
Wang et al., 2016
Thamm et al., 2017
Lee et al., 2020

Ciclofosfamida (CTX) 8 Gavazza et al., 2013
Zandvliet et al., 2013
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Tabla 7. Frecuencia de utilizacion de los farmacos quimioterapicos, segin el nimero de articulos que los

uso en su estudio.

Medicamentos

NUmero de articulos en que se usd
el medicamento

Acrticulos que lo utilizan

Marconato et al., 2014
Mason et al., 2014
Marconato et al., 2015
Childress et al., 2016
Wang et al., 2016

Lee et al., 2020

Prednisona/ Prednisolona

Gavazza et al., 2013
Zandvliet et al., 2013
Lucas et al., 2013
Marconato et al., 2014
Marconato et al., 2015
Childress et al., 2016
Wang et al., 2016
Leeetal., 2020

L-asparaginasa (L-ASP)

Zandvliet et al., 2013
Marconato et al., 2014
Marconato et al., 2015
Childress et al., 2016
Cawley et al., 2019

Rabacfosadina (RAB)

Thamm et al., 2017
Sabaet al., 2017
Cawley et al., 2020

Vacuna aut6loga (HSPPC-HA)

Marconato et al., 2014
Marconato et al., 2015

Lomustina

Marconato et al., 2014
Marconato et al., 2015

Clorambucil

Gavazza et al., 2013

Zandvliet et al., 2013

Melfalan

Gavazza et al., 2013
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Tabla 7. Frecuencia de utilizacion de los farmacos quimioterapicos, segin el nimero de articulos que los
uso en su estudio.

NUmero de articulos en que se usd

Medicamentos .
el medicamento

Acrticulos que lo utilizan

Parsons- Doherty et al., 2014

Mitoxantrona 1 Wang et al., 2016
Carmustina 1 Lucas et al., 2013

Vacuna dTERT 1 Gavazza et al., 2013
Dexametasona 1 Parsons- Doherty et al., 2014
Actinomicina D 1 Parsons- Doherty et al., 2014
Citarabina 1 Parsons- Doherty et al., 2014

A continuacion, en la Tabla 8, describimos la funcidn, ventajas/desventajas y comentarios de
uso de los medicamentos descritos en la tabla anterior, con el objetivo de conocerlos de mejor
manera para saber como utilizarlos en un nuevo protocolo. Para la realizacion de esta tabla
se utiliz6 la misma bibliografia de la revisidn sistematica, la cual fue complementada con

otros articulos cuando fue necesario.

Como observamos en esta tabla, los farmacos mencionados tienen diferentes mecanismos de
accion, los que en general se enfocan en interferir distintos procesos de la replicacion celular
(inhibicién de sintesis de proteina, polimerizacion de la tubulina, sintesis del DNA, entre
otros) de tal manera que su combinacion determina una complementacion de efectos. Estas
cualidades, junto con sus caracteristicas de administracion o eventual bajo costo, son las
razones o ventajas por las que estos quimioterapicos son considerados y utilizados en el
tratamiento del linfoma. Por otro lado, es importante considera sus desventajas, que en este
caso son los EA de su utilizacion y que se convierten en un factor limitante, ya que
determinan si un paciente es capaz de soportar dicha terapia. Se destaca el desarrollo de
hipersensibilidad, afecciones secundarias (gastrointestinal, cardiaca, hepatica), entre otros.

Los comentarios del uso de cada medicamento muestran algunas experiencias de su

utilizacion, lo que permite saber qué esperar al incorporarlos en un protocolo. En algunos
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casos, los farmacos han sido evaluados en forma independiente para determinar de qué forma
intervienen en el proceso terapéutico del paciente, tras lo cual se sigue afirmando que la
combinacion de farmacos determina un resultado més exitoso. Un buen ejemplo de esto es
lo que ocurre con la DOX, para la cual se recomienda su uso individual solo en casos en que
haya restricciones econdémicas o poco compromiso de los tutores, ya que implicaria menos
asistencias a la clinica y menor costo, obteniéndose un resultado moderado y de corta

duracion.

Como la terapia CHOP es una combinacién de medicamentos extrapolados de los protocolos
utilizados en humanos, en general no hay estudios en caninos que evallen cada uno de estos
farmacos en forma individual, lo que se ve reflejado en la falta de informacion para algunos

de ellos.
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Tabla 8: Caracterizacion de los farmacos utilizados en protocolos quimioterapicos, ordenados de mayor a menor segin su mencion en
la literatura revisada

Medicamentos

Funcion

Ventajas/ Desventajas

Comentarios sobre su uso

Doxorrubicina
(DOX)

Antraciclina  derivada de la levadura
Streptomyces. Tiene multiples mecanismos de
accion, que incluyen la intercalaciéon de ADN,
que conduce a la inhibicion de la sintesis de
proteinas y la formacion de radicales libres, y la
inhibicion de las enzimas topoisomerasas (Lori
et al., 2010).

Ventajas: bajo costo (Higginbotham et al, 2013).

Desventajas:  toxicidad  gastrointestinal vy
hematoldgica (Higginbotham et al, 2013).
Aumenta el riesgo de desarrollar afecciones
cardiacas, como arritmia ventricular,
miocardiopatia o insuficiencia cardiaca congestiva
(Childress et al., 2016).

La DOX intermitente como agente (nico es un
protocolo menos intenso y bien tolerado para el
linfoma de células B canino. Sin embargo, no
sustituye a los protocolos de quimioterapia de agentes
multiples en el tratamiento del cL, es una alternativa
razonable si los compromisos de costo y tiempo son
factores limitantes para el tutor (Higginbotham et al,
2013).

Vincristina

Es un alcaloide que inhibe la division celular.
Se une a la tubulina durante la mitosis activa y,
al hacerlo, interrumpe la polimerizacion de la
tubulina y, por lo tanto, la estructura y funcion
de los microtdbulos. Se desencadena la
detencidn de la metafase y se inhibe la division
celular (Harrison y Lyseng-Williamson, 2013).

Ventajas: A bajas concentraciones, estabiliza la
funcién del huso que previene la segregacion
cromosémica y da como resultado la detencion de
la metafase y la inhibicion de la mitosis. A
concentraciones mas altas, se ha observado roturay
despolimerizacion total de los microtibulos
(Silverman y Deitcher, 2013).

Desventaja: un perro experimento ileo de grado 2
después de recibir su primer tratamiento con
vincristina (Childress et al., 2016).

El potencial antitumoral de la vincristina depende de
la concentracion, duraciéon de la exposicion y del
numero de células que transitan por la mitosis durante
el periodo de exposicion al farmaco.

Tiene un limite de dosis de 2 mg para pacientes con
un area de superficie corporal reducida (Harrison y
Lyseng-Williamson, 2013).

Ciclofosfamida
(CTX)

Agente alquilante, actia como un profarmaco
que se convierte mediante enzimas
microsomales hepéticas en 4-
hidroxiciclofosfamida. La descomposicion
espontanea de la 4-hidroxiciclofosfamida
dentro de las células da como resultado la
produccion de mostaza fosforamida, el
metabolito citotoxico final de CTX.

El sitio mas comun de alquilacion del ADN es
la posicion N-7 de la guanina lo que da como
resultado entrecruzamiento, replicacion
alterada del ADN y muerte celular.

Se usa para tratar numerosas enfermedades
neoplasicas y no neoplasicas en perros,
incluidos linfomas y tumores de mastocitos
(Rassnick et al., 2014).

Ventajas: se puede administrar por via oral en
perros (Lori et al., 2010).

Desventajas: reacciones adversas del tracto urinario
(hematuria, estranguria y polaquiuria) atribuidos a
cistitis hemorrégica estéril (Childress et al., 2016).
Puede causar edema submucoso de la vejiga
urinaria, hemorragia, necrosis y fibrosis (es decir,
cistitis hemorragica estéril) debido a la acroleina,
un subproducto metabdlico. En un informe, se
produjo cistitis hemorragica estéril en el 9 % de 133
perros tratados con CTX intravenoso a 200 mg / m2
(Rassnick et al., 2014).

La adicion de CTX no dio como resultado una
respuesta significativamente mejor (Lori et al., 2010).
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Prednisona/
Prednisolona

Glucocorticoides (GC) inducen apoptosis de las
células linfoides (Zandvliet et al., 2013).

Ventaja: accion linfolitica (Childress et al., 2016).

Desventajas: efectos secundarios por ej. Polidipsia,
polifagia y poliuria. Limitan el uso de farmacos
AINE. Predisponen a infecciones subclinicas (del
tracto urinario) (Marconato et al, 2014).

Los GC pueden inducir la expresion de
glicoproteina P (Pgp) en linfoblastos neoplésicos, lo
que se asocia al desarrollo de resistencia a los
farmacos de la terapia (Zandvliet et al., 2013).

No tiene ningun efecto adicional sobre los resultados
del tratamiento y puede omitirse de los protocolos de
primera linea con multiples farmacos utilizados para
el tratamiento (Marconato et al, 2014).

Su exclusién del protocolo L-CHOP no resulté en un
mejor tiempo de supervivencia libre de progresion
para perros con linfomas. Sin embargo, el ensayo
probablemente no tuvo el poder estadistico suficiente
para detectar una diferencia  clinicamente
significativa entre grupos (Childress et al., 2016).

L-asparaginasa
(L-ASP)

Es una enzima comlnmente utilizada en el
tratamiento del cL. Actia agotando la
asparagina / glutamina sistémica, lo que
conduce a una disminucion de la capacidad para
la sintesis de proteinas y la apoptosis de las
células que carecen de asparagina sintetasa,
como los linfocitos (Cawly et al., 2020).

Ventajas: en perros se utiliza tanto en situaciones de
linfoma sin tratamiento como en casos de rescate
(Cawly et al., 2020).

Desventajas: en perros incluyen reacciones de
hipersensibilidad, pruebas de funcionalidad
hepatica anormales, pruebas de coagulacion
alteradas y pancreatitis (Cawly et al., 2020).
Reacciones de hipersensibilidad, pruebas de
funcion  hepatica anormales, medidas de
coagulacion alteradas y pancreatitis (Cawly et al.,
2020).

En cL se utiliza tanto en protocolos de inicio como de
rescate (Blake et al., 2016).

A pesar de su uso comun para cL, no se han realizado
estudios prospectivos que demuestren un beneficio
clinico especifico al agregar L-ASP a los protocolos
de quimioterapia combinada (Cawly et al., 2020).

Rabacfosadina
(RAB; Tanovea-
CAl; VDC-1101 o
GS-9219)

Es un profarmaco del nucleétido fosfonato
aciclico  9-(2-fosfonilmetoxietel)  guanina
(PMEG), que se dirige preferentemente a las
células del linfoma con una toxicidad sistémica
reducida en comparacion con PMEG. Fue
aprobado condicionalmente por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los
EE. UU. para el tratamiento del cL en 2016.
Segun su etiqueta, se puede administrar cada 21
dias, hasta cinco tratamientos a perros con
linfoma de cualquier tipo (Saba et al., 2020).

Ventajas: Los estudios que evaluaron RAB en
perros con linfoma sin tratamiento previo y con
recaida o refractarios al tratamiento informaron
tasas de respuesta generales de aproximadamente
50 a 100 %, con tasas de respuesta mas altas y
duraciones de respuesta mas largas observadas en
cL de células B (Saba et al., 2020).

Desventajas: asociado con efectos adversos (EA)
de bajo grado o leves, que incluyen neutropenia y
signos gastrointestinales (Saba et al., 2020).

El EA dermatoldgico asociado con RAB a menudo
se manifiesta como otitis externa pruriginosay / o

-El RAB parece ser un tratamiento eficaz para perros
con linfoma de células intermedias a grandes,
multicéntrico, sin tratamiento previo, con una tasa de
respuesta general del 87 % y una PFI mediana de 122
dias. La tasa de respuesta y el PFI fueron mas
prolongados en perros con linfoma de células B; sin
embargo, la mitad de los perros con linfoma de
células T también respondieron al tratamiento. En los
perros que reciben RAB se justifica una
monitorizacién cuidadosa y continua de los EA
dermatolégicos 'y pulmonares Unicos. Estos
resultados proporcionan una guia para los oncélogos
que utilizan RAB en el contexto de linfoma canino de
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lesiones cutaneas eritematosas en el dorso y en las
areas inguinales. Estos EA dermatolégicos
generalmente se resuelven con terapia de apoyo y /
o reducciones y / o retrasos de la dosis. Ademas, la
fibrosis pulmonar es una toxicidad reportada
asociada con la administracion de RAB. Aunque se
informo en aproximadamente el 4 % de los perros
tratados con RAB, es potencialmente mortal. No se
comprende el mecanismo de este EA, pero parece
ser idiosincrdsico. Se  recomienda  una
monitorizacién  cuidadosa con  radiografias
tordcicas en busca de evidencia de patologia
pulmonar (Saba et al., 2020).

células grandes intermedias y sin tratamiento previo,
y pueden justificar la inclusion de RAB en los
protocolos basados en CHOP de agentes mdltiples
mas agresivos y / o en combinacién con otros
linfomas de agentes Unicos (Saba et al., 2020).
-Tiene una actividad sustancial como agente Unico en
perros con linfoma (Thamm et al., 2017).

- La alternancia de RAB / DOX en general fue bien
tolerada y dio como resultado PFI comparables a los
protocolos estdndar de maltiples agentes basados en
DOX, con menos visitas de tratamiento. La mayoria
de los eventos adversos fueron leves o moderados y
autolimitados. Se necesitan mas estudios para
explorar los resultados a largo plazo y oftras
combinaciones de quimioterapia con RAB (Thamm
etal., 2017).

-RAB tiene eficacia para el tratamiento del linfoma
en perros tanto en casos sin tratamiento previo como
en casos de recaida (Cawley et al., 2020).

Lomustina

1- (2-cloroetil) -3-ciclohexil-1-nitrosourea o
CCNU, es un agente alquilante que pertenece al
grupo nitrosourea (Heading et al., 2011). El
paso inicial en el proceso de alquilacion es la
transferencia de un grupo cloroetilo de la
cloroetilnitrosourea al grupo metilo O-6 de la
guanina en el ADN. Siguen enlaces cruzados
intra e interestatales en el ADN, lo que resulta
en la inactivacion de la plantilla de ADN, el
cese de la sintesis de ADN vy, en ultima
instancia, la muerte celular. CCNU se utiliza en
el tratamiento de perros con linfoma, tumores
de mastocitos, sarcoma histiocitico, tumores
cerebrales 'y encefalitis no infecciosas
(Rassnick et al., 2014).

Ventajas: Alta solubilidad en lipidos y sus
metabolitos, da como resultado una amplia
distribucion a los tejidos y la penetracion a través
de la barrera hematoencefalica (Heading et al.,
2011).

Desventajas: en dosis altas, conduce a hipoplasia
severa de la médula dsea, anemia y neutropenia.
Toxicidad renal en perros (Heading et al., 2011).

La toxicidad limitante de la dosis de lomustina es la
neutropenia, y la hepatopatia también es motivo de
gran preocupacion, especialmente con dosis
multiples (Cannon et al., 2015).

La toxicidad asociada a CCNU en perros es comdn,
pero generalmente no pone en peligro la vida
(Heading et al., 2011).
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Clorambucil Es una mostaza nitrogenada soluble en agua y Ventajas: se puede usar en terapias metronomicas EIl régimen de quimioterapia metronémica fue bien
un agente alquilante que se utiliza (Bentley etal., 2018). tolerado en perros (Bentley et al., 2018).
principalmente para las neoplasias malignas
hematoldgicas (Bentley et al., 2018). Desventajas: Hay informes esporadicos de

convulsiones y mioclonias en humanos y perros que
reciben clorambucil (Bentley et al., 2018).

Desarrollo de trombocitopenia asintomética
durante terapia a largo plazo (Bentley et al., 2018).

Carmustina Agente quimioterapéutico de bajo peso Ventajas: Este estudio piloto realizado en perros con linfoma
molecular, altamente soluble en lipidos; actGa mostré que el uso de carmustina es seguro y mejor si
como un agente alquilante no especifico y Desventajas: supresion de la médula OGsea, se usa en conjunto con LDE como vehiculo del
muestra una mielotoxicidad bien definida neutropenia y trombocitopenia. Ademas, el riesgo farmaco. Se deberia seguir fomentando futuros
(Lucas et al., 2015). de alveolitis fibrosante y neumonia es alto con dosis  estudios de oncologia veterinaria en esta area (Lucas

acumulativas (Lucas et al., 2015). et al., 2015).
En perros, la carmustina se usa para el tratamiento
de tumores neuroldgicos y linfomas a una dosis de
50 mgm — 2 intravenosa (IV) cada 6 semanas
(Lucas et al., 2015).
Melfalan El melfalan es un agente alquilante Ventajas: Se ha demostrado en un modelo animal -Durante mas de 30 afios, el melfalan ha sido el pilar

antineoplasico que provoca la formacion de
enlaces cruzados de ADN entre cadenas (Bijelic
et al., 2012).

que la administracion intraperitoneal de melfalan
combinada con calor es eficaz para retrasar el
crecimiento tumoral y que el efecto de la
hipertermia sobre la farmacocinética y la
distribucion tisular del melfalan administrado por
via intraperitoneal indic6 un aumento de las
concentraciones de tejido intraabdominal (Bijelic et
al., 2012).

Desventajas: Toxicidad sistémica en altas dosis
(Bijelic et al., 2012).

del tratamiento del mieloma multiple. Actualmente,
su valor terapéutico se encuentra en pacientes mas
jovenes que se someten a altas dosis de melfalan antes
del autotrasplante de células madre (Gulla et al.,
2016).

Mitoxantrona

Es un antibidtico antitumoral sintético con
accion similar a la DOX, pero induce menos
cardiotoxicidad en humanos y animales. Se
puede usar para tratar multiples tipos de
tumores, incluido el linfoma. La mitoxantrona
se ha utilizado como alternativa en el

Ventajas: En pacientes con linfoma canino, la
mitoxantrona exhibe actividad terapéutica y baja
toxicidad cuando se usa como terapia de agente
Unico (Wang et al., 2016).

Desventaja: las terapias que incluyen mitoxantrona

Dado que los antibidticos antitumorales deben
considerarse el farmaco principal en los protocolos de
quimioterapia de agentes multiples para el linfoma
canino, creemos que el protocolo de quimioterapia de
combinacién que contiene mitoxantrona es una
opcion terapéutica alternativa para el linfoma canino
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tratamiento de pacientes con cancer que no
pueden tolerar los EA de la DOX. La
mitoxantrona también se usa para reemplazar la
DOX después de que se haya alcanzado la dosis
de por vida de la DOX (Wang et al., 2016).

no se ha evaluado ampliamente (Wang et al., 2016).

(Wang et al., 2016).

Vacuna autéloga
(HSPPC-HA)

La vacuna se prepar6 a partir de nddulos
linfaticos resecados de perros y se administro
como inyeccion intradérmica (Marconato et al.,
2015bh).

Las proteinas de choque térmico (HSP) se unen
a los pequefios péptidos que acompafian
(HSPPC), lo que permite la inmunizacién del
huésped contra un gran repertorio de antigenos
asociados a tumores. La hidroxiapatita
transporta HSPPC y actGa como adyuvante
inmunoldgico (Marconato et al., 2014).
HSPPC-HA: Consiste en polvo ceramico de
hidroxiapatita y proteinas de choque térmico
purificadas de tumores de perros (Marconato et
al., 2015b)

Ventajas: los perros vacunados tuvieron una tasa de
respuesta significativamente méas alta (RC o PR)
que los perros no vacunados. Estos resultados
sugieren que al menos algunos perros pueden
beneficiarse de la inmunoterapia que ofrece esta
vacuna (Marconato et al., 2015b).

Desventajas: Muchos de los perros de este estudio
murieron antes de obtener todos los resultados que
se buscaban, esto por el avanzado estado de su
enfermedad (Marconato et al., 2015b).

Los resultados de este ensayo demuestran que la
vacuna autéloga probada aqui es segura y eficaz para
prolongar TTP y LSS en perros con DLBCL cuando
se usa en combinacion con quimioterapia de dosis
intensa. Sobre la base de estos resultados, se justifica
una evaluacion adicional de esta nueva estrategia
terapéutica en el LDCBG humano (Marconato et al.,
2014).

Los resultados demuestran que los perros vacunados
con HSPPC-HA que desarrollaron una respuesta
inmune tuvieron un TTP y LSS significativamente
més largos que aquellos sin respuesta detectable.
Otorgando beneficios clinicos, sin aumento de la
toxicidad, proporcionando asi una estrategia para
mejorar la quimioterapia en perros con linfoma
(Marconato et al., 2015b).

Dexametasona

La dexametasona es un glucocorticoide
sintético con acciones que se asemejan a las de
las  hormonas esteroides. Actla como
antiinflamatorio e inmunosupresor (Hossain et
al., 2008).

Ventajas: Los glucocorticoides son agentes
antiinflamatorios efectivos y provocan una
respuesta clinica rapida (Hossain et al., 2008).

Desventajas: a menudo se asocia con la ruptura del
tendon y la cicatrizacion deteriorada del tendén y el
cartilago (Hossain et al., 2008).

-La dexametasona bloguea la proliferacion y
diferenciacion de células T virgenes al atenuar la
coestimulacion de CD28 (Giles et al., 2018).
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Vacuna dTERT

Vacuna genética dirigida a la telomerasa de
perro (dTERT), se basa en la tecnologia Ad /
DNA-EGT, capaz de inducir respuesta
inmunitaria, mediada por células contra este
antigeno tumoral (Gavazza et al, 2013).

Ventajas: La vacuna dTERT no ha mostrado efectos
secundarios en los perros que se le administro. Y
cuando se combina con la terapia COP, se
demuestra que hay eficacia clinica en el tratamiento
probado (Gavazza et al, 2013).

La vacuna dTERT podria complementar diferentes
regimenes quimioterapicos (COP), pero se necesitan
mas estudios al respecto (Gavazza et al, 2013).

Actinomicina D

Es un conocido antibidtico que exhibe una alta
actividad antibacteriana y antitumoral. Se ha
utilizado ampliamente en la préctica clinica
desde 1954 como farmaco anticancerigeno para
el tratamiento de muchos tumores y también es
una herramienta atil en bioquimica y biologia
molecular (Cortes et al., 2016).

A bajas concentraciones inhiben
preferentemente la transcripcion del ARNTr
dependiente de la ARN polimerasa | y, por lo
tanto, la biogénesis de los ribosomas (Cortes et
al., 2016).

Se administra por via intravenosa y se utiliza en
el tratamiento de la enfermedad trofoblastica
gestacional, el tumor de Wilms, el
rabdomiosarcoma y el sarcoma de Ewing, entre
otros (Avendafio y Menéndez, 2008).

Ventajas: inhibe la proliferacion de las células
mediante la formacién de un complejo estable con
el ADN e interfiriendo en la sintesis de ARN
dependiente del ADN, ejerciendo un efecto
antineoplasico (Cortes et al., 2016).

Desventajas: aumenta el riesgo de toxicidad
gastrointestinal, mielosupresion, mucositis,
toxicidad dermatolé6gica (Cortes et al., 2016).

La actinomicina D fue el primer antibi6tico que
demostrd tener actividad anticancerigena y ahora se
usa mas comunmente como tratamiento para una
variedad de tumores pediatricos, como el tumor de
Wilms, el rabdomiosarcoma y el sarcoma de Ewing
(Cortes et al., 2016).

La actinomicina D disminuye la viabilidad celular de
manera dependiente de la dosis y el tiempo (Cortes et
al., 2016).

Citarabina

Tiene efecto sobre las células en alta tasa de
replicacion celular y se usa cominmente como
quimioterapico en el linfoma y como agente
inmunosupresor (Lowrie et al., 2016).

Inhibe la sintesis de &cido desoxirribonucleico.
Sus acciones son especificas para la etapa S del
ciclo celular. También tiene propiedades
antivirales e inmunosupresoras (El-Subbagh y
Al-Badr, 2009).

Ventajas: reduce la capacidad de replicacion
celular, blogueando la fase S (Salehi et al., 2019).

Desventajas: en dosis altas puede generar toxicidad
neurolégica y mielosupresion (Momparler, 2013)

-Mediante infusion a velocidad continua tiene
ventajas farmacocinéticas y farmacodindmicas sobre
la dosificacion intermitente tradicional. Aun se
desconoce si estas ventajas se traducen en eficacia
clinica (Lowrie et al., 2016).
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Finalmente, nuestro proceso de analisis de la bibliografia seleccionada en la busqueda
sistematica nos permitio discriminar la informacion relevante para la elaboracion de una
propuesta de protocolo para DLBCL, la cual se resume en la Tabla 9. En esta encontramos
seis estudios que fueron calificados con GDE 1 o I, y que la mayoria fueron publicados en
revistas con indice de impacto superior a 2,6 (salvo dos que son de 1), e incluso uno de ellos
presenta indice de impacto de 12,5, lo cual refleja el alcance que logra la informacion
publicada y la validacion de sus pares.

En la Tabla 8 detallamos la respuesta al tratamiento observada en estos estudios, las cuales
fueron evaluadas a través del VCOG, utilizando parametros consensuados que a la vez
permiten compararlos. Estos trabajos tienen como una de sus principales caracteristicas el
haber sido exitosos en los resultados a sus propuestas terapéuticas.

El trabajo mejor evaluado corresponde a Marconato y cols. 2014, con un GDE I y un indice
de impacto de 12,5, el cual corresponde al estudio del tratamiento del DLBCL mediante un
protocolo CHOP mas una vacuna tumoral autéloga, es decir, que utiliza un gran repertorio
de antigenos asociados a tumores acompafiado de hidroxiapatita como vehiculo adyuvante.
En este articulo se observa una RC del 100 % de los pacientes tratados con
inmunoquimioterapia (CHOP + vacuna autdloga), y TTP de 304 dias (TTP y PFI
corresponden al tiempo entre el inicio del tratamiento hasta la progresion de la enfermedad).
El trabajo de Wang y cols. 2016, también evalu6 el uso de protocolo CHOP comparandolo
con una combinacion similar, pero que reemplaza la DOX por mitoxantrona (CMOP). Este
protocolo CMOP result6 en un RC del 77,3 % versus un 81,8 % de CHOP. En cuanto al
tiempo libre de progresion se establecio en 162 y 222 dias, respectivamente.

De los seis articulos incluidos en la Tabla 9, cuatro prueban la Rabacfosadina (RAB) que
corresponde a un farmaco recientemente aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) para su uso en medicina veterinaria en EE.UU., sin embargo, en tres de ellos se
propone su administracion como farmaco de rescate para pacientes tratados previamente con
otros protocolos terapéeuticos y que recaen en la enfermedad. Un estudio realizado por Saba
y cols. en 2017, evalud su utilizacién de forma individual en linfoma de células B recidivante,
logrando un RC de 45 % y un PFI de 203 dias, y aunque es un buen resultado se ha seguido
evaluando en combinacion con otros farmacos, como L-Asparginasa (L-ASP) (Cawley et al.,
2020) o DOX (Thamm et al.,2020), buscando obtener tasas de respuestas més altas. Solo uno
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de estos trabajos utiliza pacientes sin tratamiento previo, mostrando que RAB es eficaz en el
tratamiento inicial del linfoma de células intermedias a grandes, con una RC de 52 % y un
PFI de 122 dias (Saba et al., 2020), pero no supera el protocolo de eleccién actual que es
CHOP (Marconato et al., 2014).

Por otro lado, Childress y cols. 2016, buscaron determinar el rol que cumple la prednisona
en el protocolo CHOP. Para esto utilizaron un esquema de tratamiento que incluye L-ASP y
CHOP, que es una combinacién frecuente en linfoma, evaluado con y sin la prednisona (L-
CHOP o L-CHO). En este caso se determin6 que no existe diferencia estadistica entre los
protocolos con y sin prednisona, tanto en la RC del linfoma (72 % y 68 %, respectivamente),
como en el tiempo se sobrevida libre de enfermedad (142 y 292 dias, respetivamente).

De los articulos calificados como GDE 11, solo 3 no fueron incluidos en la Tabla 9, y las
razones para excluirlos fueron que: el estudio de la vacuna contra la telomerasa mostré
buenos resultados, pero no continud en el tiempo (Gavazza et al., 2013); la comparacién del
tratamiento con y sin prednisona en un protocolo multimodal alternativo (no CHOP), no
mostrd diferencias estadisticas (Zandvliet et al., 2013); la investigacion se enfocé en el
desarrollo de un vehiculo para el transporte de carmustina, para disminuir sus EA y potenciar

su accion farmacolégica (Lucas et al, 2013).
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Tabla 9: Informacion considerada para elaborar un protocolo terapéutico para DLBCL

Autor y afio | GDE | Indice de Respuesta al tratamiento Informacion Seleccionada

Impacto
Marconato et | 12,531 G1, grupo vacuna: -Se eligio la quimioterapia basada en CHOP para la reduccion
al., 2014 de volumen del tumor porque es el tratamiento preferido para

-RC en el 100 % (12/12) perros con linfoma agresivo de células B.

G2 lacebo: -Ambos grupos recibieron la misma quimioterapia combinada

- grupo placeno. de 20 sem, que consistia en L- ASP, vincristina, CTX, DOX,

-RCenel 71,4 % (5/7) lomustina'y prednisona
-Hubo un aumento significativo de TTP en el grupo de perros

-Duracién de la respuesta: que recibieron quimioinmunoterapia en comparacion con los

TTP del G1 fue de 304 ds (media, 332 ds; perros que recibieron quimioterapia y el placebo.

rango, 154-648 ds) vs. 41 ds (media, 59 ds; -La duracion media de la segunda remisién inducida por

rango, 19-140 ds) para G2. quimioterapia  entre los  perros vacunados  fue
significativamente mayor que la duracion media de la segunda

La mediana de LSS fue mas larga en el G1 respuesta inducida por la quimioterapia en los perros no

v/s el G2 = G1 tiene mayor probabilidad de vacunados.

vivir mas tiempo v/s G2 que recibieron el -En base a los resultados, la inmunoterapia activa utilizada en

placebo. este estudio tiene el potencial de combatir las células de

. DLBCL residuales, lo que lleva a una segunda remision

-LSS del G1fue de 505 ds (media, 468 ds) V/s | prolongada y, en Gltima instancia, a una LSS prolongada.

159 ds (media, 136 ds) para el G2 -Este ensayo indican la viabilidad, buena tolerabilidad y potente
actividad inmunolégica de la estrategia de vacunacién autéloga
probada, lo que conduce a una mejor TTP y LSS en perros con
DLBCL.

Childress et al., 1 1,160 Respuesta general: -Quimioterapia combinada con CHOP, con o sin L-

2016

-RC en 28/40 (70 %)
-RP en 12/40 (30 %)

Grupo L-CHOP:
-RC en 13/18 (72 %)
-RP en 5/18 (28 %)

Grupo L-CHO:
-RC en 15/22 (68 %)

asparaginasa (es decir, L-CHOP), representa el estandar actual
de atencion para perros con linfomas ganglionares, lo que
proporciona tasas de remision completa del céncer de
aproximadamente 70 a 90 % y una mediana de supervivencia
general de aprox. 9 a 14 meses.

- La exclusion de prednisona del protocolo L-CHOP no dio
como resultado un mejor tiempo de supervivencia, libre de
progresion.
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-RP 7/22 (32 %)

-La mediana del SLP fue de 142,5 ds para los
perros que recibieron L-CHO y de 292 ds para
los perros que recibieron L-CHOP.

-La MST para L-CHO fue de 255 ds, y L-
CHOP fue de 387 ds; L-CHO se asocid con un
mayor riesgo de muerte, en comparacion con
LCHOP

Wang et al, 1 1,008 G1: CHOP: - Los protocolos de quimioterapia combinada incluyen
2016 RC=81,8 % (18/22) farmacos con varios mecanismos de accion, lo que
RP=9,1 % (2/22) potencialmente retrasa la aparicion de la resistencia a miltiples
farmacos.
G2: CMOP: - Se indican que las respuestas a ambos farmacos, DOX y
RC=77,3 % (17/22) mitoxantrona en protocolos de combinacién para la terapia de
RP=13,6 % (3/22) induccién fueron similares.
- La incidencia de toxicidad hematoldgica después de la
-No hubo diferencia entre los 2 grupos con | administracion de DOX o mitoxantrona fue baja en ambos
respecto a la SLP y ST. grupos.
G1, CHOP: -Se indic6 que el protocolo CMOP fue efectivo para tratar el
-SLP fue de 222 ds (rango, 185- 259 ds) linfoma canino. No hubo diferencias significativas en la tasa de
-ST fue de 318 ds (rango, 215 a 421 ds) respuesta, PFI y MST entre los 2 protocolos.
G2, CMOP:
-SLP fue de 162 ds (rango, 44 a 280 ds)
-ST fue de 241 ds (rango, 121 a 363 ds)
Thamm et al, 1 3.333 La tasa de ORR fue del 84% -La alternancia de RAB / DOX en general fue bien tolerada y
2017 dio como resultado PFI comparables a los protocolos estandar

-RC en 34 (68 %)
-RP en 8 (16 %)
-SDen5
-EPen3

Duracién de la respuesta:

de multiples agentes basados en DOX, con menos visitas de
tratamiento. La mayoria de los eventos adversos fueron leves o
moderados y autolimitados.

-Las toxicidades gastrointestinales (hiporexia autolimitante,
diarrea) fueron los EA agudos mas comunes observados en
nuestro estudio y, con la excepcién de la diarrea, se informaron
con una frecuencia relativamente igual después de los
tratamientos iniciales con DOX y RAB. Esto se refleja en una
probabilidad de reducir dosis entre los 2 medicamentos.
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-La mediana de PFI para todos los perros fue de
194 ds (rango, 7-435 + ds).

-La mediana de PFI para aquellos con RC: 216
ds (rango, 105-435 + ds)

-La mediana de PFI para con RP: 63 ds (rango,
42-124 ds).

-La mediana de PFI para aquellos con SD: 78
ds (rango 42-93 ds).

-Perros con linfoma multicéntrico naive que recibieron
alternando Tanovea® (RAB) (1 mg/kg iv en lassem 0, 6, 12) y
DOX (30 mg/m2 iv en las sem 3, 9, 15) mostré una tasa total
de respuesta del 84 % y una mediana general del intervalo libre
de progresién (PFI) de 194 ds.

En general, la alternancia de RAB/DOX fue bien tolerada, con
un PFl comparable a regimenes de tratamiento estandar
basados en DOX (CHOP) y menos visitas de tratamiento.

Sabaetal., 2017

2,613

La ORR para todos los perros tratados fue del
74 %.
Grupo A (RAB a 0,82 mg/kq):

ORR para el Grupo A fue del 69 %.
-RC en 8/16 (50 %)
-RP en 3/16 (19 %)
-SD en 2/16 (13 %)
-EP en 3/16 (19 %)

Grupo B (RAB a 1 mg/kg):

ORR para el Grupo B fue 77 %.
-RC en 13/34 (42 %)

-RP en 11/34 (35 %)

-SD en 5/34 (16 %)

-EP en 2/34 (6 %)

*1 perro fue sacrificado y 2 fueron retirados del
estudio por EA.

Duracioén de la respuesta:

-PFI para el total de perros 108 dias (rango: 7-
332ds)
Grupo A: 72ds

En perros con linfoma canino de células B recidivante, se probé
RAB, en dosis de 0,82 mg/kg o 1,0 mg/kg como una infusion
iv de 30 minutos cada 21 ds durante un maximo de 5
tratamientos, logrando una respuesta general del 74 %. En el 45
% de los perros se alcanzd una respuesta completa, con PFI de
hasta 203 dias.

RAB es un tratamiento eficaz para perros con linfoma de
células B que manifestaron una recaida, luego de un régimen de
quimioterapia inicial basado en DOX, como el protocolo
CHOP.
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Grupo B: 108 ds

-RD para el total de perros es de 172 ds (rango:
42-332 ds)

Grupo A: 172 ds

Grupo B: 148 ds

Cawley et al, 1 3.333 La ORR fue del 69 % -Los resultados de este estudio sugieren que la combinacion de
2020 RAB y L-ASP es segura y eficaz para perros con linfoma
-RC en 19 perros (41 %) multicéntrico recidivante, ya que la ORR para todos los perros
-RP en 13 perros (28 %) tratados en este estudio fue del 70 %, y el 41 % experimentd
-SD en 6 perros (13 %) una RC. La MPFS (supervivencia media libre de progresion)
para todos los perros fue de 63 ds y de 144 ds para los perros
-La mediana de PFD para todos los perros fue gue lograron una RC.
de 63 ds (rango 5-428 ds). -Los perros que recibieron L-ASP en tratamiento anterior
. tuvieron una PFS peor cuando fueron tratados con RAB / L-
-Los perros que experimentaron: ASP, versus los perros que no habian recibido L-ASP antes.
RC: tuvieron una PFS de 144 ds (rango 44-428 | _No |ograr una RC y haber recibido previamente L-ASP fueron
ds) factores de pronostico negativos en el analisis.
RP: tuvieron una PFS de 59 ds (rango 14-126 | _En este estudio, como es consistente con estudios previos de
ds). RAB, los perros con linfoma de celulas T tenian una mediana
SD: tuvieron una PFS de 41 ds (rango 31-51 | de| intervalo libre de progresion (MPFI) mas corto que los
ds). perros con linfoma de células B (63 ds para las células B, 43 ds
*La PFD fue de 63 ds (rango 14-428 ds) para el para las células T).
linfoma de células B y de 43 ds (5-86 ds) para
los cL de células T.
Sabaetal., 2020 1 2,613 -ORR para todos los perros evaluables (n = 60) | -Los resultados de este estudio proporcionan evidencia de que

fue del 87 %.

-RC en 31/60 (52 %)
-PR en 21/60 (35 %)
-SD en 3/60 (5 %)

-EP en 5/60 (8 %)

-La mediana general de PFI fue de 122 ds
(rango: 5-365 ds).

-Los perros que experimentaron RC
tuvieron un PFI significativamente mas

RAB es un tratamiento eficaz para perros con linfoma de
células intermedias a grandes, multicéntrico, sin tratamiento
previo, con una tasa de respuesta general del 87 % y una PFI
mediana de 122 ds. Los perros con linfoma de células B tenian
méas probabilidades de responder y tenian un PFI mas
prolongado que los perros con linfoma de células T.

-Los perros con linfoma de células B tenian una ORR mas alta
del 97 %. Es imposible comparar los resultados del estudio
actual con los de otros estudios independientes; sin embargo, es
digno de mencidn que nuestros resultados parecen estar dentro
del rango de los reportados para el tratamiento con DOX.
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largo en comparacion con los perros que
experimentaron PR (199 ds; rango: 67-365 -El mecanismo de accién Gnico de RAB lo convierte en un
ds frente a 89 ds; rango: 6-179 ds). agente atractivo y novedoso que puede combinarse con otros
agentes de quimioterapia y / o incorporarse en protocolos
basados en CHOP en un intento de extender el tiempo para
recaida del linfoma y prolongar la resistencia final a los
medicamentos.
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Objetivo 2: Proponer un protocolo terapéutico actualizado para cL,
considerando las opciones disponibles.

Protocolo terapéutico

Luego de analizar las publicaciones seleccionadas mediante la revision sistematica, se
observo que no existe un tratamiento especifico para esta patologia. La terapia debe ser
determinada segun el estado de la enfermedad, presencia o ausencia de sindrome
paraneoplasico y estatus fisiolégico general del paciente. Hay otros factores que podrian
influir al momento de elegir la terapia, que no tienen que ver con asuntos médicos
propiamente tal, sino que con el tutor, como es la capacidad financiera, tiempo disponible y
disposicion para aceptar todo lo que involucra seguir un tratamiento quimioterapico, como
la duracion y efectos secundarios. Ademas, es importante que el tutor esté al tanto del
pronostico, probabilidad de remision y supervivencia. Ya que son varios los puntos a
considerar, es dificil establecer una estrategia de tratamiento Unica y efectiva. Considerando

lo anterior, es que se debe elegir el protocolo mas adecuado para el individuo.

Si bien el cL es una enfermedad que no tiene cura, hasta ahora, el objetivo de un buen
tratamiento es darle al paciente una buena calidad de vida, llevando al linfoma a remision por
el mayor tiempo posible y disminuir los signos clinicos que se presenten. Por lo tanto, el éxito
de un tratamiento dependera de la resolucién o mejoria de los signos clinicos presentes en un

inicio y también evitar la recurrencia en los casos méas severos.

El esquema terapéutico que se propone a continuacion (Figura 4) se disefié tomando en
consideracién la forma de presentacion DLBCL. Este protocolo se basa en la combinacion
de CTX, DOX, vincristina y prednisolona (CHOP), por un periodo de 19 semanas, ya que en
general se propone que esta combinacién de farmacos debe usarse por un periodo de entre
15 a 25 semanas. Comprende cuatro ciclos con un intervalo de una semana sin tratamiento
entre ciclos, sin terapia de mantenimiento. La posologia de farmacos seria la siguiente:
vincristina (0,7 mg/ m2 IV, semanas: 1, 3, 6, 8, 11, 13, 16 y 18); CTX (250 mg / m2 por PO,
enlasemana: 2,7,12y 17); DOX (30 mg/m2 IV 0 1 mg/ kg IV, segun el peso corporal del
perro >15 kg o <15 kg, respectivamente; en las semanas: 4, 9 y 14); y prednisona (2 mg / kg
SID, durante 7 dias y disminuyendo gradualmente durante cuatro semanas).
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Figura 4: Protocolo CHOP para el tratamiento de linfoma DLBCL

Tratamiento/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Semana

Vincristina X X D X X D X X D X X
(0,7 mg/m?, 1V)

Ciclofosfamida X D X D X D X
(250 mg/m?, PO)

Doxorrubicina X D X D X D X
(30 mg/m?, 1V, o1
mg/kg, 1V)

Prednisona*

*2 mg / kg, PO, SID durante 7 dias; 1,5 mg / kg, PO, SID durante 7 dias; 1 mg / kg, PO, SID durante 7 dias; y
0,5 mg / kg, PO, SID durante 7 dias, después de lo cual se interrumpiria la administraciéon de prednisona.

Como se menciono, este protocolo se disefié considerando los resultados de nuestra revision
sistematica, y en este sentido elegimos la combinacion de los farmacos mas utilizados y que
es considerado el tratamiento estandar. Para realizar un buen seguimiento del paciente se
recomienda la medicion del calibre de los nédulos linfaticos periféricos, de acuerdo con los
criterios VCOG (Vail et al., 2010), y realizar un hemograma y perfil bioquimico en cada
semana de descanso para evaluar la condicion general del paciente. Ademas, se recomienda
la utilizacion de imagenologia en el tercer periodo de descanso para determinar el efecto de
los 3 ciclos de tratamiento.

Creemos que es importante mencionar y considerar que se pudieran obtener ain mejores
resultados, en un futuro cercano, utilizando una estrategia novedosa que sigue en estudio y
que actuaria en conjunto con el protocolo propuesto, CHOP, esperando proporcionar una
mayor especificidad tumoral y menos toxicidad inespecifica. Se trata de una vacuna autéloga
de DLBCL canino, que consiste en proteinas de choque térmico purificadas de tumores de
perros (HSPPC) y polvo ceramico de hidroxiapatita, como adyuvante. La vacuna HSPPC -
HA se prepara a partir de nédulos linfaticos canicos, obtenidos mediante linfadenectomia
(detalles de la preparacion en Anexo 3), y se administra 0,5 ml via intradérmica, en las
semanas 4, 5, 6, 7, 12 y 16, como se ve en la Figura 5 (Marconato et al., 2014; Marconato et
al., 2015).
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Tratamiento/ | BRI AR
Semana

Vmenstma X X D D
0,7 mgm?, IV)
Ciclofosfamida X D X D X D X
D D

(250 mgm?, PO)
Doxorrubiema X
(30 mgm-, IV, ol
mgkg IV)
Predmsona®

N
*2mg/ kg, PO, SID durante 7 dias; 1,5 mg/ kg, PO, SID durante 7 dias; 1 mg / kg, PO, SID durante 7 dias; vy
0,5 mg/ kg PO, SID durante 7 dias, después de lo cual se intemumpiria la administracion de prednisona.

Figura 5: Propuesta de tratamiento inicial: CHOP + vacuna HSPPC — HA.

La respuesta a la vacuna HSPPC - HA fue evaluada positivamente mediante la deteccion de
la reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH), lo que demostrd que induce inmunidad
contra el linfoma, traduciéndose en una eficacia clinica, es decir, en un aumento significativo
de laRC, TTP y LSS en los perros que la recibieron en conjunto con quimioterapia (CHOP
+ vacuna), comparado con los perros que recibieron quimioterapia y un placebo (Marconato
et al., 2014). La combinacién CHOP + vacuna mostré una RC del 100 %, lo que es un
excelente resultado en comparacion con los pacientes tratados con CHOP + placebo, que
mostraron RC del 71,4 %. Asi también, la LSS del estudio fue de 505 dias (media: 468 dias),
comparado con el grupo control que fue de 159 dias (media: 136 dias) (Marconato et al.,

2014). Estos resultados son excepcionales para los estudios seleccionados en esta revision.

Hay aristas de esta propuesta que aun requieren mayor investigacion como, por ejemplo,
cuantas dosis de la vacuna deben administrarse para optimizar el resultado del tratamiento, o
si se requiere vacunacion a largo plazo (refuerzo) para mantener la respuesta inmune, que

controle la carga tumoral por debajo de un nivel clinicamente detectable.

El dltimo escenario terapéutico que queda por cubrir de esta enfermedad son las recaidas,
gue se define como la reaparicién clinica y/o la evidencia citologica de linfoma en cualquier
sitio anatdmico en perros que habian experimentado RC o RP. El pronostico para estos
pacientes es desfavorable. Los linfomas recidivantes son refractarios a tratamientos

posteriores con el régimen de quimioterapia inicial, pudiendo mostrar resistencia cruzada a
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una amplia variedad de medicamentos contra el cancer, lo cual hace a la enfermedad més
dificil de controlar. Es por esto que creemos conveniente proponer un protocolo de rescate
con farmacos diferentes al protocolo terapéutico inicial. Nuestra propuesta para disefar el
protocolo de rescate se basa en los mismos estudios, considerando 2 aspectos principales: no
repetir los farmacos ya utilizados, y que estos no usen el mismo mecanismo de accion que

los medicamentos iniciales.

Se proponen dos esquemas terapéuticos para linfomas refractarios. EI primero involucra: 1)
un agente alquilante, Lomustina, administrado por via oral a una dosis de 70 mg / m2 para
perros sobre 15 kg y, de 60 mg / m2 en perros menores a 15 kg, cada 3 semanas hasta un total
de 5 dosis o hasta la progresion de la enfermedad; 2) una enzima, L-ASP, administrada por
via IM a una dosis de 400 Ul/kg al mismo tiempo que los 2 primeros tratamientos con
Lomustina, luego se suspenderia; 3) la prednisona se administraria en conjunto con los otros
dos farmacos, en dosis decrecientes a lo largo del protocolo, con una dosis inicial de 2 mg /
kg PO unavez al dia, y que finalmente se reduciriaa 1 mg/ kg PO cada 48 h. Esta informacion
fue revisada por Marconato y cols. en 2011, y fue considerada la mejor propuesta como
tratamiento a linfomas refractarios en una encuesta realizada a Médicos Veterinarios (Regan
et al., 2013). La neutropenia puede ser el principal efecto toxico de este protocolo, por lo que
se propone realizar hemogramas semanales y un analisis bioquimico completo cada 2

semanas (Rassnick et al., 2014).

El segundo esquema terapéutico que proponemos para perros con linfoma recidivante
involucra dos medicamentos, uno de ellos recientemente aprobado por la FDA; este es RAB,
que se utilizaria en dosis de 0,82 mg/kg, como una infusion IV de 30 minutos cada 21 dias,
durante un maximo de 5 tratamientos (Saba et al., 2017); L-ASP se administraria a 400 Ul /
kg por via SC, al mismo tiempo que los 2 primeros tratamientos de RAB. La combinacion
RAB / L-ASP fue probada por Cawley y cols. en el 2020, donde concluyeron que es eficaz y
segura para el tratamiento del linfoma multicéntrico recidivante en perros. La otra asociacion
sugerida es RAB /DOX, combinacién que fue bien tolerada en los pacientes que la recibieron,
alternando RAB (1,0 mg / kg 1V, semanas: 0, 6, 12) y DOX (30 mg / m2 1V, semanas: 3, 9,
15), logrando RC del 68 % en cL recidivantes.

72



DISCUSION

El linfoma es uno de los tumores malignos mas comunes en el perro y corresponde a una
proliferacion de células linfoides, que afectan principalmente a los linfonodos u érganos
solidos. El linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), es de los cL de mayor incidencia.
Del buen diagnostico depende la seleccion correcta del tratamiento més idéneo para el
paciente. La quimioterapia es la herramienta de eleccion en busqueda de una remision
completa del linfoma, a largo plazo, con resolucién de los signos clinicos y mejoria de la

calidad de vida del paciente, generando la minima toxicidad posible.

Para el desarrollo de esta monografia realizamos una busqueda bibliogréafica utilizando una
lista predefinida de palabras claves, para realizar una seleccién objetiva de articulos que nos
permitieran proponer un protocolo terapéutico para el DLBCL canino. La utilizacion del
método PRISMA (Figura 2) nos permitié compilar publicaciones sobre este tema, las que
fueron discriminadas segun criterios de inclusion y exclusion, filtrando los estudios més
avanzados que se enfocaban estrictamente en probar farmacos o combinacién de ellos, para
luego ser caracterizados segun las exigencias del estudio (GDE) (Tabla 2). Esta forma de
clasificacion de las publicaciones permitié soslayar limitaciones significativas que surgen
cuando se comparan estudios con distintos protocolos experimentales, abarcando conceptos
como: prospectivo/ retrospectivos, aleatorio o no, ciego o no, entre otros. De esta manera, se
eliminaron todos aquellos trabajos realizados en lineas celulares, estudios de fase 1y 2, cL
de células T, otras presentaciones del cL o que estaban enfocados solo en el prondéstico de la
enfermedad. Con todo esto, nuestra monografia quedo sustentada en 14 estudios que fueron
analizados integramente, cuya informacion fue resumida, caracterizada y comparada en
diferentes tablas (Tablas 3- 9, Anexo 1).

Los articulos seleccionados pasaron por una etapa de caracterizacion temprana en que
observamos su afio de publicacion (Figura 3), encontrado dos grupos marcados, uno a
principios de la década y otro al final de esta, mostrando que la investigacion que aborda la

terapéutica del cL no es constante, y solo en algunos casos persevera en el tiempo.

Como se menciono anteriormente, el método PRISMA permitio realizar una clasificacion de

los articulos seleccionados, considerando el GDE de cada estudio (Tabla 3). De esta manera,
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pudimos conocer el nivel de exigencia en la elaboracion y desarrollo de la investigacion y asi
saber si la forma de abordar los objetivos del trabajo reflejaba la correcta aplicacion del
método cientifico. Esto también podria ser un indicador de la calidad de los resultados.
Entonces, en la Tabla 3 observamos que solo uno de los trabajos cumple con los requisitos
para ser clasificado como GDE I, y la gran mayoria entra en la clasificacién 11, solo por el
hecho de no ser estudios ciegos, lo que no implica un desmedro importante en su calidad,
siendo igualmente considerados para el desarrollo de nuestra propuesta. Otra cosa ocurre con
los dos trabajos calificados como GDE |11, que no presentan grupo control, y por lo tanto,
son estudios que no permiten comparar los efectos de su tratamiento, sino que solo
describirlos, lo que claramente es una desventaja y no fueron considerados directamente para
nuestra propuesta. Finalmente, dos articulos fueron calificados como GDE IV por el solo
hecho de ser de tipo retrospectivo, lo que los hace ser trabajos con posibles debilidades al
momento del registro y recopilacion de la informacién utilizada (quién hizo los registros,
cémo se hicieron los registros, detalles de como se realizaron los tratamientos, entre otros),
por lo tanto, se consideran de menor calidad que uno de tipo prospectivo, por lo que

nuevamente no fueron incluidos explicitamente en el desarrollo de la propuesta terapéutica.

Siguiendo con el analisis de los estudios elegidos, quisimos relacionar el GDE con el indice
de impacto de las revistas donde fueron publicados dichos articulos (Tabla 4). El indice de
impacto es un instrumento para comparar revistas cientificas y evaluar la importancia relativa
de cada una, segun las citas recibidas por los articulos que publica (Universidad de Chile,
2022). Es asi como en algunos casos pudimos encontrar una correlacion entre el GDE vy el
indice de impacto de la revista. El articulo calificado con el mejor GDE también fue
publicado en una revista de alto indice de impacto (12,5) (Marconato et al., 2014). Lo mismo
ocurre cuando vemos que un trabajo calificado como GDE Il fue publicado en una revista
con 5,69 de indice de impacto (Gavazza et al., 2013) y, por Gltimo, siguiendo esta correlacion,
tenemos que la continuacion del trabajo de Marconato y cols. (2015b), fue clasificado como
GDE 11l y publicado en una revista de con impacto 3,6, por lo que podriamos afirmar que
existe algun grado de correlacion entre ambos parametros, considerandolo un patrén de
calidad y confianza en un estudio. Cabe destacar que, las investigaciones lideradas por
Gavazza y Marconato (3 articulos), fueron publicadas en revistas fuera del area especifica de

la medicina veterinaria, lo que se debe a que el cL es un modelo para el linfoma humano y
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por lo tanto, sus avances pudieran ser utilizados en medicina humana, y mas aun, son trabajos
que abordan mecanismos de inmunoterapia, por lo que podrian ser potenciales herramientas

terapéuticas en ambas especies.

Por otro lado, el resto de los estudios seleccionados, calificados entre GDE IlI- IV fueron
publicados en forma indistinta en revistas del area de la medicina veterinaria con indices de
impacto entre 0,99 y 3,3, sin que se vea una correlacion clara entre ambos indicadores. Esto
podria deberse a que al momento de decidir donde publicar un articulo hay otros factores que
influyen en la decision del autor o del comité editorial, como son el n del trabajo, la estadistica

utilizada, el enfoque u objetivo final de la investigacion, entre otros.

En el proceso de evaluacion de la eficacia terapéutica en la literatura revisada, hubo una gran
discrepancia en la evaluacion clinica de los enfermos como, por ejemplo, no todos los
estudios realizaban seguimiento del paciente a través de imagenologia, que es la herramienta
de eleccion para este proposito (incluso en los estudios con buen GDE). Por esta razén fue
que, para comparar el éxito de los protocolos terapéuticos se utilizé la propuesta del
“Veterinary Cooperative Oncology Group” (VCOG), publicada el 2010, que sugiere la
utilizacion de la medicién de los nédulos linfaticos periféricos como criterio de evaluacion.
Para esto se consideraron los siguientes pardmetros: Remision Completa, Parcial,
Enfermedad Estable o Progresiva (RC, RP, SD o EP, respectivamente) (Vail et al., 2010).
Asi también, se consideré como parametro de comparacion la medicion de la duracion de la
respuesta, aunque luego de nuestra revision sistematica podemos decir que este no es un
criterio tan unificado entre los autores, ya que algunos la definen desde el inicio del
tratamiento, otros desde el término del protocolo y otros desde el inicio de la remision (Lucas
et al., 2013; Thamm et al., 2017; Cawley et al., 2020). Esto Gltimo determina un desafio al
momento de comparar las respuestas y determinar cual es mejor, por lo que, finalmente nos

enfocamos en el tipo de respuesta alcanzado (Tabla 9), méas que en el tiempo de duracion.

Al analizar en profundidad cada trabajo de nuestra revision sistematica pudimos destacar que
la mayoria utiliza una combinacion de farmacos (Tabla 5), que abordan distintos mecanismos
de accidn contra diferentes propiedades de las células tumorales, para obtener mejores
respuestas al tratamiento y retrasando el desarrollo de la resistencia a drogas, que es una

manifestacion bastante frecuente (Vos et al., 2019). En general, los protocolos
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guimioterapicos combinados (multimodales) son mas complejos, tienen mayor costo,
requieren de mas tiempo, ademas de presentar mayor toxicidad (efectos secundarios), en
comparacion con protocolos simples (monomodales), pero al mismo tiempo tienen mejores
resultados al evaluar el tiempo libre de enfermedad (Rassnick et al., 2014). Los estudios
veterinarios que evalUan los efectos de los farmacos de forma individual no son muchos, ya
que la mayoria de los protocolos utilizados en medicina veterinaria se han extrapolado de los
utilizados en humanos. Por lo anterior, un tema recurrente en estos estudios es la declaracion
final que apunta a que "se requeriran ensayos aleatorios prospectivos para confirmar estos
hallazgos sugerentes™, es decir, falta evidencia prospectiva aleatorizada en perros para
recomendar claramente un protocolo por sobre el otro, y por lo tanto, la eleccion de un

protocolo sigue siendo un asunto asociado a la experiencia de cada clinico.

De todos los trabajos incluidos en nuestra revision, 11 corresponden a terapias de tipo
multimodales (Tabla 5) y solo 3 se enfocan en un medicamento especifico, aunque en
realidad solo abordan el uso de DOX y RAB (Tabla 6). La DOX es el farmaco de uso méas
frecuente (Tabla 7) y que al ser utilizado como terapia monomodal muestra un éxito relativo,
ya que, no alcanza ni el tipo ni los tiempos de respuesta similares a lo que entrega la terapia
clésica, en la cual se usa en combinacion con otros medicamentos (ejemplo, CHOP), sin
embargo, demuestra ser una alternativa para pacientes con tutores con recursos y tiempo
limitado (Higginbotham et al., 2013). Por otor lado. la RAB es un farmaco desarrollado desde
hace un poco mas de una década cuyo enfoque principal fue su utilizacién en terapias de
rescate (tratamiento posterior a la reincidencia del linfoma) y fue recientemente aprobado por
la FDA de EE.UU. Solo 2 articulos de nuestra revision lo utilizan como terapia monomodal,
aunque en el primero se utiliza en un protocolo de rescate con una RC solo del 50 % (Saba
et al., 2017), por lo que posteriormente, se evalu6 también en combinacién con otros
farmacos y se obtuvo mejores resultados al usarla junto con DOX (Thamm et al., 2017) y
L-ASP (Cawley et al., 2020). Mas recientemente se evalud la utilizacion de RAB como
terapia de inicio, obteniéndose una RC de hasta el 52 %, por lo que se ha sugerido la
realizacion de futuros estudios que prueben su efecto junto a la terapia CHOP (Saba et al.,
2020). Todo esto nos hace presumir que la RAB podria ser una buena alternativa para el
tratamiento de rescate del cL, cuando esté disponible en Chile, sin embargo, su uso como

terapia de inicio aun esta en estudio.
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En la actualidad esta bastante establecido que los protocolos quimioterapicos utilizados en
cL de grado intermedio y alto son esencialmente variaciones del protocolo CHOP, es decir,
estamos hablando de un grupo de 3 a 5 farmacos en distintas combinaciones, como por
ejemplo COP, L-COP, CHOP, L-CHOP, entre otros. Ademas, los perros con linfoma de
celulas B tendrian una probabilidad significativamente mayor de responder, en comparacion
con aquellos con linfoma de células T (Saba et al., 2020), con un PFI de 63 dias (rango 14-
428 dias) para el linfoma de células B y de 43 dias (5-86 dias) para los perros con linfoma de
células T (Cawley et al., 2020).

La preferencia por los protocolos CHOP se confirma en nuestra revision (los 14 articulos
seleccionados), y se ve reflejado en el resumen de frecuencia de uso de medicamentos
quimioterapicos (Tabla 7), ya que de una u otra forma la mayoria de los articulos usa una
variante de CHOP. Esto nos indica, ademas, que a pesar de que a lo largo de los afios persiste
la busqueda de nuevos tratamientos, la terapia CHOP sigue siendo la de eleccidn para abordar
el linfoma o como punto de comparacion en el estudio de nuevos protocolos que adicionan
otros tipos de terapia, como por ejemplo la inmunoterapia en los trabajos de Marconato y
cols. que utilizan una vacuna autéloga (2014, 2015 y 2017), o Gavazza y cols. (2013) con su
vacuna dirigidas a la telomerasa. Es por esta razén que, en cumplimiento de nuestro objetico
dos, seleccionamos la terapia CHOP, como concepto general, pero intentamos seleccionar la
mejor versién de ella, y la complementamos con otra alternativa terapéutica como lo es la

vacuna autologa del propio linfonodo del paciente.

Dentro de las variables que tiene el protocolo CHOP estan la dosis y la frecuencia de cada
medicamento, asi como la duracién del protocolo, lo cual es decision del médico veterinario,
para el caso particular de cada individuo. Para tomar esta decision, el medico debe considerar
la eficacia del protocolo, los eventos adversos y su propia experiencia con ellos, asi como
también el costo y el compromiso de tiempo involucrado (Vail et al., 2019). Es asi como
nuestra propuesta considera la utilizacion de cada medicamento en una dosis dentro de los
rangos recomendados, para evitar efectos adversos, como ocurre por ejemplo con la CTX, la
que pudiera causar cistitis hemorragica estéril (Lee et al., 2020), o con la DOX que pudiera

causar toxicidad miocardica, que es acumulativa y limita la dosis (Lori et al., 2010), y la
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Vincristina por su parte puede generar toxicidad gastrointestinal, pero es poco frecuente
(Harding et al., 2018).

Para la determinacion de la duracion de un protocolo CHOP es importante considerar que
existen pocos estudios sobre el impacto de esta en el tiempo de remision o la supervivencia
de los pacientes. En el caso de nuestras publicaciones seleccionadas, se utilizaron periodos
que van de 18 a 20 semanas. En literatura complementaria a nuestra busqueda sistemética
encontramos una publicacion donde se compilan opiniones y experiencias de meédicos
veterinarios en el tratamiento de cL. En esta se expone que el 50 % de los clinicos utilizan
protocolos que tiene una duracion entre 24 a 28 semanas, el 10 % informd que usa protocolos

<16 semanas y el 8 % informo usar protocolos >19 meses (Regan et al., 2013).

En este sentido, el afio 2019, Vos et al. compararon protocolos de 12 y 19 semanas (CHOP12
y CHOP19), donde determinaron que el segundo grupo presentd tiempos de supervivencia
similares a los protocolos de 25 semanas (CHOP25), permitiendo considerar el acortamiento
de la duracidn del tratamiento a las 19 semanas. Esto permite mayor factibilidad de que los
tutores realicen el tratamiento, debido a la disminucion del compromiso temporal,
manteniendo las dosis utilizadas en protocolos de mayor duracion, reduciendo la posibilidad
de presentar resistencia a drogas. Por su parte, un CHOP12 sin "descansos” (semana sin
tratamiento), dio como resultado un tiempo de supervivencia similar al de un CHOP19, lo
que permitiria aumentar la dosis de algunos de los medicamentos, y disminuir el compromiso
de tiempo y la carga financiera sobre el tutor (Vos et al., 2019). Sin embargo, consideramos
que aumentar la dosis pudiera ser riesgoso por los posibles efectos secundarios, por lo tanto,
esperamos que puedan realizarse mayor cantidad de estudios al respecto para evaluar esta
posibilidad. También se ha evaluado recientemente la utilizacion de un CHOP15 a dosis
intensas que ha dado como resultado tiempos de supervivencia similares en comparacion con
los controles historicos tratados con protocolos CHOP mas prolongados (Burton et al. y
Curran y Thamm). Por todo lo anterior, proponemos un CHOP19, considerada la extension
mas exitosa en la actualidad, con un RC de 89,5 % y PFS de 245 dias (\Vos et al., 2019), en
base a todos articulos revisados para este estudio (14) y la literatura complementaria

encontrada.
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La disposicion en el tiempo del protocolo quimioterdpico lo disefilamos en 4 ciclos de 4
semanas, separados por una semana de descanso entre ciclos, lo que es bastante estandar
entre la literatura de nuestra revisién como en la complementaria. Se ha visto que no es
necesario en todos los casos la realizacion de descansos, sin embargo, hay pacientes que
requieren de esta pausa que les permita mantener los niveles de células sanguineas dentro de
los rangos recomendados (Vail et al., 2019), y por lo tanto, es un periodo de tiempo que
también le sirve al clinico para evaluar la respuesta del paciente y eventualmente reducir la

dosis de alguno de los medicamentos a sus rango minimo recomendado.

Como terapia complementaria proponemos la utilizacion de la vacuna aut6loga de linfonodos
neoplésicos, la que busca proporcionar una mayor especificidad tumoral y menos toxicidad
inespecifica. Esta vacuna apunta a generar una respuesta inmune especifica contra las
proteinas de choque térmico, las cuales son purificadas desde el tumor y utilizadas como
antigenos al ser inoculadas en el mismo paciente. Ademas, utiliza polvo cerdmico de
hidroxiapatita como adyuvante, lo que potencia la respuesta inmune. Sobre la base de los
resultados de los estudios de Marconato et al. de 2014 y 2015, la vacuna genera respuesta
inmune activa (DTH positivo), con potencial de combatir las células de DLBCL residuales
al tratamiento quimioterapiaco, lo que lleva a una RC del 100 % de los pacientes tratados, y
una LSS prolongada (Marconato et al., 2014; Marcomato et al., 2015b), lo que la transforma
en una excelente terapia complementaria de eleccion para nuestra propuesta. La principal
desventaja de esta vacuna es que se requiere de personal capacitado e instalaciones con
caracteristicas de bioseguridad e inocuidad especiales para su implementacién (Anexo 3)
(Marconato et al., 2014; Marconato et al., 2015b).

De las otras posibles terapias complementarias, la vacuna contra la telomerasa mostré buenos
resultados en el afio 2013, pero no presenta continuidad de su estudio a lo largo de los afios
y tampoco antecedentes de que este en proceso de patente. En el caso de RAB, como ya se
menciono, sus resultados como monoterapia no son comparables con CHOP, sin embargo,
aun no hay estudios de su utilizacion con CHOP como terapia de inicio, por lo que, pese a

ser prometedora, aun no es posible recomendar su utilizacion.

El protocolo propuesto no tiene un componente de mantenimiento, ya que todos los

tratamientos cesarian a las 19 semanas, siempre y cuando el animal esté en remision clinica

79



completa. Si el paciente presenta RP se debe evaluar el caso particularmente, y si estd en
condiciones de extender la quimioterapia, esta podria continuar durante un ciclo mas. Aunque
varios otros protocolos basados en CHOP incluyen L-ASP, ya sea al inicio o en diferentes
momentos a lo largo del protocolo, algunos sugieren gue esto no da como resultado aumentos
clinicamente relevantes en la tasa de remision, la velocidad para llegar a ella o la duracion de
la primera remision y, por lo tanto, nos reservamos su uso para un protocolo de rescate (Vail
etal., 2019).

Por todo lo anterior mencionado, aunque la mayoria de los pacientes con cL tratados con
protocolo CHOP logran una RC, con resolucion de signos clinicos y una evidente mejoria en
su calidad de vida, este no es sostenido en el tiempo y si el paciente ya no responde a los
medicamento de inicio probablemente es porque se vuelve resistente a ellos. Es aqui donde
se comienza con el denominado protocolo de rescate, que en un intento de que nuevos
medicamentos o combinaciones de estos produzcan una respuesta. La quimioterapia de
rescate generalmente no es tan efectiva como la quimioterapia de primera linea, con tasas de
respuesta general (ORR) del 7 al 72 % durante 1 a 5 meses (Back et al., 2016). El protocolo
de rescate mas estudiado y utilizado es Lomustina, como agente Gnico o en combinacién con
L-ASP y prednisona (Regan et al., 2013). Este protocolo presenta una ORR del 77% (Saba
et al., 2009). Sin embargo, como mencionamos anteriormente en la discusién, RAB ha
emergido como una alternativa en esta etapa del tratamiento, ya sea como agente Unico o en
combinacion con L-ASP, presentando un RC del 41% (ORR del 67 %) (Cawley et al., 2019).
También la proponen en combinacién con DOX, logrando un RC del 68 % (ORR del 84 %)
(Thamm et al., 2017). Por esta raz6n, no podemos dejar a RAB fuera de nuestra propuesta
de tratamiento, aungue por no estar todavia disponible en nuestro pais, mantenemos como
sugerencia de rescate a la combinacion Lombustina + L-ASP + prednisona, principalmente
porque son medicamentos no incluidos en la terapia inicial, evitando asi la resistencia

quimioterapica y abordando nuevos mecanismos de accion.

Finalmente, hasta ahora no hay estudios publicados que evalGen los protocolos de
guimioterapia para tratar linfomas refractarios o recaidas de dos 0 més veces, por lo tanto, la
realizacion de un nuevo protocolo terapéutico dependera de la decision del Medico

Veterinario, basada en la informacion clinica del paciente en ese momento. Ademas, el
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tratamiento en este entorno suele ser un desafio clinico, ya que la enfermedad es resistente a
multiples farmacos y la respuesta del paciente a tratamientos a esta altura suele ser menor

que en el primer intento (Lenz et al., 2016).
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CONCLUSIONES

CHORP sigue siendo la terapia de eleccion para el primer abordaje del cL.

La actualizaciéon del protocolo CHOP se basa en el manejo de la duracion del
protocolo y dosis de los medicamentos, para reducir al maximo los efectos

secundarios y la multiresistencia a drogas.

La mayoria de las investigaciones apuntan a mejorar los resultados de CHOP
asociandolo con otros quimioterapicos (ejemplo RAB) o inmunoterapia (ejemplo,
vacuna aut6loga o contra telomerasa), buscando una mayor especificidad y menor

toxicidad.

La vacuna autdloga ha demostrado ser una excelente terapia complementaria para
CHOP, sin embargo, a la fecha la implementacion de esta terapia es compleja, por lo
que creemos que esta linea de investigacion deberia avanzar en el desarrollo de un kit

0 protocolo més accesible de realizar en la clinica diaria.

En nuestra revision sistematica los articulos seleccionados utilizan el sistema VCOG
para evaluar los resultados de sus tratamientos, lo que por una parte es positivo ya
que permite estandarizar el analisis de los resultados, sin embargo, para alguno de los
parametros no existe una definicion unificada, lo que finalmente se traduce en

discrepancias al momento de la comparacion de los datos.
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
A. Gavazza 2013 Seguridad y eficacia 42  -Historial clinico. -Vacuna: 1 ml -La respuesta 3afiosy6 ms  Lavacuna contra 1
G. Lubas de una vacuna -Examen fisico. (dividida en dos inmune se midio (1277 ds). el cancer basada
A. Fridman genética dirigida a la -Hg +Pb+ P.coag. lugares de inyeccion mediante ELISPOT. en Ad / DNA-
D. Peruzzi telomerasa mas -Citologia (NL y con 0,5 ml/lugar). -Laexpresion de EGT contra
J. A. Impellizeri quimioterapia para el MO). -Quimioterapia: dTERT se dTERT en
L. Luberto tratamiento del -Rx de torax y IP: Vincristina (0,75 cuantificé mediante combinacidn con
E. Marra linfoma canino de abdomen. mg/ m2 IV unavez PCR. quimioterapia
G. Roscilli células B. -Eco abdominal. alasm.) -Los cambios COP es segura 'y
G. Ciliberto CTX (50 mg / m2 hematoldgicos, la prolonga
L. Aurisicchio PO 3-4dsalasm.) toxicidad local / significativament

Prednisona (40 mg /
m2 PO SID durante
la 12 sm, luego 20
mg / m2 PO SID por
6/8 sm.).

MP: terapia con
Clorambucil (2 mg /
m2 PO 2-3dsala
sm)

Melfalan (2 mg/ m2
PO 2-3 ds alasm)
Vincristina (0,60-
0,70 mg. / m2 IV
cada 3-4 sm). *DOX
(30 mg / m2, cada 3
sm por recaidas +
MP.

sistémica o la
disfuncion organica
y la fiebre se
controlaron a lo
largo del tiempo
durante el tto.

ela
supervivencia de
los pacientes
caninos LSA.
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Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
M. Higginbotham 2013  Doxorrubicina 18 -Examen fisico. -DOX: - sistema de 1 afio (365 ds). DOX 11|
D. L. McCaw intermitente como -Hg, Pb, urianalisis.  Dosis de 30 mg/ m2 medicion: VCOG administrada
J. K. Roush agente Unico para el -Rx térax, Eco (0 1 mg/ kg para -Citologia intermitentement
J. C. Nietfeld tratamiento del abdominal. perros de 15 kg) =  (compararon con la € y como agente
M. J. Wilkerson linfoma canino de -Aspirado de MO. cada 2 sm, tres anterior). Unico es bien
K. Reeds células B. -Ecocardiograma. administraciones -Ecocardiograma tolerado para el
D. Burr -Histopatologia o (dias 0, 14 y 28). antes de los tto tres, linfoma de
citologia. seis y ocho. células B canino.
- Si bien la DOX,
Inmunofenotipificaci como agente
on por CF. Unico no
sustituye a los
protocolos de
quimioterapia de
agentes multiples
en el tto del cL,
es una alternativa
razonable si los
compromisos de
costo y tiempo
son factores
limitantes para el
propietario.
M. Zandvliet 2013 Lainclusion de 81 -Hg+ Pb. -Primer Protocolo:  -Palpacion/ S/ Los resultados I
G.R. Rutteman prednisolona en un -Biopsia por L-ASP (10.000 Ul /  medicion de actuales no
E. Teske protocolo citostético aspiracion de MO. m2 IM) nodulos linfaticos respaldan el uso
multifarmaco de -Examen citolégico  DOX (30 mg/ m2 periféricos, usando de prednisolona
primera linea para el de un aspirado de 1V) criterios de en un protocolo
tratamiento del nodulo linfatico. Clorambucil (25 mg respuesta VCOG. de multiples
linfoma canino no -Rx térax. / m2 PO) -Hg +Pb + farmacos de
afecta los resultados -Eco abdominal. Vincristina (0,5a 0,7 Electrolitos. primera linea y
del tratamiento. mg/ m2 IV) no
CTX (200 a 250 mg proporcionaron
/ m2 PO) ninguna

Clorambucil (2 mg /

indicacion de que
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Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
m2 SID PO). el uso de
-Seqgundo Protocolo: prednisolona
Igual al anterior + dentro de un
Prednisolona (mg / protocolo de
m2 SID). quimioterapia
contribuya al
desarrollo de
resistencia a
multiples
férmacos.
S. R. R. Lucas 2013  Estudio clinico piloto 15 -Examen fisico. -LDE-carmustinaa  -Medicion tumores 52 sem (364 Se demostrd que 1
R. C. Maranhao de carmustina -Citologia. 50 mg m2 solidos. ds). la LDE-
J. L. Guerra asociada a una nano -Biopsia dosis asociada con  -Hg y recuento de carmustina es
B. M. P. Coelho emulsion lipidica en -Hg, Pb, recuento de  Vincristina (0,75 mg plaquetas, 1 sm segura y eficaz
R. Barboza combinacién con plaquetas. m2) después de cada tto. en un protocolo
D. H. B. Pozzi vincristina y -Rx torax. Prednisona (40 mg  -Mensualmente un de combinacion
prednisona para el -Eco abdominal. m2). Pb. de farmacos, lo
tratamiento del -Uriandlisis. -Posteriormente: -Uriandlisis cada 6 que alienta a
linfoma canino. -Aspirado de MO. Vincristinalveza  smo cuando los realizar estudios
la sm (por 3 sm). perros mostraban mas amplios para
Prednisona (20 mg  algunas alteracion. investigar el uso
m2) de LDE como
Carmustina a vehiculo de
intervalos de 6 sm farmacos en
para el oncologia
mantenimiento veterinaria.
(hasta el final del
periodo de tto o la
aparicion de una
recaida).
L. Marconato 2014 Ensayo clinico de 19 -Historial clinico. -Quimioterapia (G1  -Evaluacion 598 dias aprox. La vacuna |
P. Frayssinet quimioinmunoterapia -Examen fisico. y G2): sistematica probada aqui es
N. Rouquet doble ciego, -Hg + Pb. L-ASP Oncolodgica. segura y eficaz
S. Comazzi controlado con -Rx torécicas Vincristina -Examen fisico. para prolongar la
V. F. Leone placebo y -Eco Abdominal. CTX -Pb. TTP y LSS en

99




ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
P. Laganga aleatorizado en un -Citologia higado y DOX -Citologia + CF (de perros con
F. Rossi modelo de perro de Bazo. Lomustina Ser necesario DLBCL cuando
M. Vignoli linfoma difuso de -Inmunofenotipo por  Prednisona PARR). se usa en
L. Pezzoli células B grandes. CF. Por 20 sm combinacién con
L. Aresu -Vacuna quimioterapia de
Intradérmica para dosis intensa.
G1y placebo para
G2.
M. Parsons-Doherty 2014  Laeficacia y el perfil 86 -Citologia/ Histologia -Dexametasona: 1 -Evaluacién 300 ds aprox.  El protocolo v
V. J. Poirier de eventos adversos -Examen Fisico mg / kg, SQ sistematica de DMAC como se
G. Monteith, de la quimioterapia -Hg -Actinomicina D: tumores medible. usa aqui no se
con dexametasona, -La informacién 0,75 mg/ m?, IV -EA: criterios de puede
melfalan, extraida de registros:  -Arabinésido de terminologia comdn recomendar
actinomicinaD y raza, sexo, estado de  citosina (citarabina): para eventos sobre otros
arabinosido de castracion, peso, edad 200 mg/ m?, SQ, adversos (VCOG- protocolos de
citosina (DMAC) en al diagnostico, etapa  dividido en 2 dosis, EA) rescate para el
el linfoma canino inicial y sub- con2hde tratamiento del
recidivante estatificacion, diferencia, el dialy linfoma
método diagndstico,  dexametasona, 1,0 recidivante en el
inmunofenotipo, mg / kg, SQ perro. Debidos
tratamientos previos  -Melfalan: 20 mg / efectos adversos,
(protocolo basado en  m?, PO, el dia 8 de costoy la
CHOP, L-ASP un ciclo de 14 dias. intensidad del
CCNU), orden en el tiempo del
que se administraron protocolo,
los protocolos, basado en este
respuesta a tto estudio
previos. retrospectivo.
L. Marconato 2015 Efecto terapéutico 45  -Histopatolégico + -Vacuna: -Medicion de 800 ds Estos resultados i

D. Stefanello
S. Sabattini
S. Comazzi
F. Riondato
P. Laganga
P. Frayssinet

mejorado de la
inmunoterapia
APAVAC en
combinacién con
quimioterapia de
dosis intensa en

estatificacion.
-Linfadenectomia
(confirmar
diagndstico y tener
material para
producir vacunas)

intradérmica de 0,5
ml las sm 4- 7, 12,
16,20y 24.
-Quimioterapia:
duracién 20 sm.
L-ASP

tumores sélidos.
-Luego de 2 sm de
termino el tto se
realiz 22
linfadenectomia
para un

demuestran que
la vacunacion
con HSPPC-HA
puede producir
beneficios
clinicos sin
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
S. Pizzoni perros con linfoma Vincristina histopatoldgico + aumento de la
N. Rouquet avanzado de células CTX estatificacion. toxicidad,
L. Aresu B indolentes. DOX proporcionando
Lomustina asi una estrategia
Prednisona para mejorar la
quimioterapia en
perros con
linfoma.
M. O. Childress 2016  Un ensayo 40 -Citologiao -L-CHOP: -Medicién nédulos 341 dsaprox.  Laexclusion de 1
J. A. Ramos-Vara controlado aleatorio histopatologico. L-ASP (400 U/ kg, periféricoen basea (rango, 41a prednisona del
A. Ruple del efecto de la -Consentimiento SC) los criterios VCOG. 1545 dias) protocolo L-
omisién de informado del Vincristina (0,7 CHOP no
prednisona de un propietario. mg/ m2, IV), CTX parecié dar como
protocolo de (250 mg/ m2, 1V o resultado un
quimioterapia con PO) DOX (30 mg / mejor tiempo de
multiples m2, 1V, 0 1 mg /kg, supervivencia
farmacos sobre el 1V) libre de
resultado del Prednisona. progresion para
tratamiento en perros -L-CHO: perros con
con linfomas L-ASP (400 U / kg, linfomas
ganglionares SC) ganglionares.
periféricos Vincristina (0,7
mg/ m2, 1V), CTX
(250 mg/ m2, IV o
PO) DOX (30 mg /
m2, 1V, 0 1 mg /kg,
V).
S.-L. Wang 2016 Comparaciondela 44 -Examen fisico. -Quimioterapia: -Examen fisico. 895 ds Estos resultados 1
J.-J. Lee eficaciay la - Hg + Pb. protocolo Madison- - Medicion de los sugieren que el
A.T. Liao toxicidad de la DOX -Rx torax- Wisconsin NL. protocolo CMOP
y la mitoxantrona en abdominales. modificado de 25 -Hg proporciona

la quimioterapia
combinada para el
linfoma canino.

-Eco abdominal
-Inmuno
fenotipificacion por
CF.

sm. (excluia la L-
ASP)

-Grupo 1:

CTX, DOX,

-Ecocardiografia
(antes de cada dosis
de antibidtico
antitumoral para

SLP, MST
similares y causa
menos efectos
secundarios en
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
-Aspirado de MO Vincristina medir el comparacion con
(solo si el paciente lo  Prednisolona acortamiento de la el protocolo
ameritaba). (CHOP) fraccion (FS)) CHOP. Por lo
-Grupo 2: tanto, el
CTX, Mitoxantrona, protocolo CMOP
Vincristina'y puede ser otra
Prednisolona opcion de
(CMOP) tratamiento para
-Dosis: el linfoma
Vincristina (0,7 mg / multicéntrico
m2 1V) canino.
CTX (250 mg / m2
PO, du) DOX (30
mg/ m2 V) o
mitoxantrona (6
mg/ m2 IV)
Prednisolona (PO
SID)
D. H. Thamm 2017  Alternancia de 54  -citologico/ -Los perros - Criterios de 400 ds aprox.  El régimen 1
D. M. Vail rabacfosadina / histolégico recibieron dosis evaluacion de alterno de RAB /
G. S. Post doxorrubicina: - alternas de RAB y respuesta del DOX fue bien
T. M. Fan eficacia y Inmunofenotipificaci DOX cada 3 VCOG para linfoma tolerado y resultd
B. S. Phillips tolerabilidad en el on sem. de ganglio en PFI (intervalo
S. Axiak-Bechtel linfoma -Hg + Pb -LaRAB se periférico en perros. libre de
R. S. Elmslie multicéntrico canino -Urianalisis administré a una -EA se identificaron progresion)
M. K. Klein dosisde 1,0 mg/kg a través del historial comparables a
D. A. Ruslander como una infusion médico los observados

IV de 30 min en las
sem0,6y12.

-La DOX se
administré a una
dosis de 30 mg / m?
(1,0 mg / kg para
perros que pesen
<15 kg) como una

proporcionado por
el propietario en
cada visita.

después de los
protocolos
estandar basados
en CHOP, con
menos visitas de
tratamiento (6
versus 12-16). La
mayoria de los
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
infusion 1V de eventos adversos
aprox. 20 min en las fueron leves o
sem 3,9y 15. moderados y

autolimitados.
Se justifican
estudios
adicionales para
explorar el
resultado a largo
plazo en perros
tratados con esta
combinacion, asi
€Omo con otras
combinaciones
de quimioterapia

RAB.

C.F. Saba 2017 Rabacfosadinapara 50 - Se asigno al azar - Criterios de 6 meses aprox. EIRAB auna 1

K. R. Vickery el linfoma de células Inmunofenotipificaci  para recibir: Evaluacion de (180 ds aprox.) dosis de 1,0 mg /

C. A. Clifford B canino recidivante: on (mediante - Grupo de Respuesta del kg cada 21 dias

K. E. Burgess perfiles de eficacia y inmunohistoquimica, tratamiento A: Grupo de Oncologia €S una opcion

B. Phillips eventos adversos de inmunocitoquimica, RABa0,82mg/kg Cooperativa viable y

D. M. Vail 2 dosis diferentes CF o PCR. - Grupo de Veterinaria generalmente

Z. M. Wright tratamiento B: (VCOG) parael bien tolerada

M. A. Morges RABal0mg/kg linfoma de nddulos para perros con

T. M. Fan periféricos. linfoma de

D. H. Thamm, * Para lograr un células B
volumen total de *Eventos Adversos: recidivante.
infusion de 2 ml / kg Criterios de Una reduccion de
y se administré por ~ Terminologia la dosis de 1,0
via intravenosa (IVV)  Comdn para mg / kg a 0,82
durante 30 minutos.  Eventos Adversos mg / kg, si es
-Los tratamientos se  del Grupo de necesaria para
repitieron cada 21 Oncologia tratar los
dias hasta un total de Cooperativa EA.

5 tratamientos, Veterinaria
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
segun la dosis (VCOG-EA)
designada a cada
grupo.
J. R. Cawley 2020  Uso concurrente de - Confirmar la - RAB a una dosis - Larespuesta al 480 ds aprox.  RAB/L-ASP 1
Z. M. Wright rabacfosadina (RAB) recaida de 1,0 mg/kgcada tratamiento se parece ser seguro
K. Meleo y L-asparaginasa (L- Citol6gicamente 3 sem hasta un total  determin6 mediante y eficaz para
G. S. Post ASP) para el -Hg de 5 dosis. el uso de los perros con
C. A Clifford Linfoma -Urianalisis - L-ASP SC auna criterios de linfoma
K. R. Vickery multicéntrico en dosis de 400 Ul / kg, evaluacion de la multicéntrico
D. M. Vali recaida o refractario al mismo tiempo que respuesta del Grupo recidivante. Se
P. J. Bergman en perros los 2 primeros tto de  de Oncologia necesitan mas
D. H. Thamm RAB. Cooperativa estudios
Veterinaria para evaluar si
(VCOG,) parael RAB / L-ASP
linfoma ofrece algun
- Los eventos beneficio clinico
adversos se sobre el
clasificaron de RAB solo como
acuerdo con los protocolo de
Criterios de rescate.
Terminologia
Comun para
Eventos Adversos
del Grupo de
Oncologia
Cooperativa
Veterinaria
(VCOG-CTCAE)
J.J. Lee 2020 Resultado del - citologia o -Quimioterapia: -Medicion de los 400 dias max.  Laincidencia de v
A.T. Liao linfoma Histopatologia CTX (enboloo NL: criterios de SHC entre los
S. L. Wang multicéntrico canino dosis divididas; respuesta del grupos (dos
después del -Medicion nodulos dosis: 250 Mg/ M2)  |infoma ganglionar. Unica y dividida),
tratamiento Unico o periférico en base a DOX periférico VCOG. de CTX, no fue
dividido con los criterios VCOG Vincristina -Urianalisis y significativament
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ANEXO 1: Resumen de estudios clinicos que abordan tratamientos para cL, recopilados en una revision sistematica entre 2011 y 2021.

Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento
ciclofosfamida en Prednisolona cultivo bacteriano e diferente.
quimioterapia (CHOP) por 19025 (SHC)
multifarmaco sm -Evaluacion de SCI
(hematuria,
estranguria o
polaquiuria).
C. F. Saba 2020 Rabacfosadina 63 -Examen Fisico. RAB 0,8201,0 -Criterios de 365 ds. El RAB parece I
C. Clifford (RAB) parael -Hg + Pb mg / kg, via evaluacion de ser un
K. Burgess linfoma canino de -Urianalisis. intravenosa (V) respuesta del tratamiento
B. Phillips células intermedias a -citolégico o durante 30 minutos  Grupo de oncologia eficaz para
D. Vail grandes sin histoldgico. cooperativa perros con
Z. Wright tratamiento previo: - veterinaria linfoma
K. Curran perfil de eficaciay Inmunofenotipificaci (VCOG). de células
T. Fan eventos adversos en on. -Criterios de intermedias a
R. Elmslie tres ensayos clinicos terminologia comun grandes,
G. Post prospectivos para eventos multicéntrico, sin
D. Thamm adversos del Grupo tratamiento

de oncologia
cooperativa
veterinaria (VCOG-
EA)

previo, con una
tasa

de respuesta
general del 87 %
y una PFI
mediana de 122
dias. La tasa de
respuesta y el
PFI fueron mas
prolongados en
perros con
linfoma de
células B.

DLBCL: linfoma difuso de células B grandes; S/I: sin informacién; cL: linfoma canino; NL: nddulo linfatico; SID: cada 24 horas; BID: cada 12 horas; du:
dosis Gnica; ms: meses; sm.: semana; ds.: dias; hrs: horas; min: minutis; PO: oral; SC: subcutanea; IV: intravenosa; IM: intramuscular; P. coag.: panel de

coagulacién; Hg: hemograma; Pb: Perfil bioquimico; Elec.: electrolitos; Rx: radiografia; Eco: ecografia; CF: citometria de flujo; MO: médula 6sea; PK:
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Autores Afo Titulo n Diagnostico Dosis/duracion  Evaluaciénde  Tiempode Conclusiones GDE
del tratamiento resultados seguimiento

farmacocinético; IP: Fase de induccién; MP: Fase mantencidn; tto: tratamiento; SCI: signos clinicos; MST: mediana del tiempo de supervivencia; SLP:
Supervivencia libre de progresion; TTP: tiempo de progresién; LSS: supervivencia especifica del linfoma; SLP: supervivencia libre de progresion; MST:

Mediana de tiempo de supervivencia; N/E: no especificado; DU: dosis Unica;
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Anexo 2: Generacion de vacunas

Todo el procedimiento, el tejido tumoral y todo el material utilizado para preparar la vacuna

se realizan condiciones estériles, en un gabinete de flujo laminar.

El tejido del linfoma se obtiene mediante linfadenectomia.

Una parte del nédulo linfatico extirpado se envia al laboratorio en un recipiente esteril
con hielo seco.

El tejido tumoral congelado (200 mg) se homogeniza usando un homogeneizador de
tejido de perlas.

Se agrega 1 ml de carbonato de sodio (30 mmol /L, pH 7) por cada 1 ml de
homogeneizado. EI homogeneizado resultante se centrifuga durante 15 minutos para
eliminar todos los fragmentos celulares.

El sobrenadante que contenia las proteinas citoplasmicas se utiliza para la
purificacion de proteinas mediante cromatografia en columna de hidroxilapatita:

Se precipitan las proteinas citoplasmaticas utilizando sulfato de amonio (primero al
50 %, luego al 70 %) y se recupera los sedimentos.

El Gltimo sedimento se resuspende en 2 ml de tampon fosfato (20 mnol / L, pH 7).
La columna se llena con 0,333 g de hidroxiapatita. A continuacion, se afiade el

sedimento resuspendido y la columna se lava con una solucion tampén de fosfato.

Para la inoculacion de las proteinas tumorales, el polvo de hidroxiapatita se resuspende en 5

ml de solucion de carboximetilcelulosa (al 2 % en agua destilada). Se inoculan 0,5 ml de esta

solucion para cada inyeccion de vacuna.

Para realizar el control electroforético se utiliza 0,2 mL de la solucién anterior. Se centrifuga

a 1.000 rpm por 30 segundos. Se descarta el sobrenadante. Se lava el polvo del sedimento

con 0,1 ml de una solucién de NaCl 0,5 mol/L, se centrifuga nuevamente y el sobrenadante

se usa para SDS-PAGE (10pL de la solucion). Como anticuerpos se utilizan el anti-HSP70

y anti-gp90. Para el marcado de anticuerpos, se utiliza un kit WesternBreeze (Invitrogen) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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