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RESUMEN

Basados en pruebas de electroforesis sobre acetato de celulosa e inmunoelectroforesis en soporte de
agarosa, se intentd establecer si los andlisis de proteinas séncas de animales infectados con virus de
leucosis bovina (VLB) eran de utiidad como indicadores de malignidad Se analizaron 136 sueros de
bowvinos clasificados en tres grupos diferentes, as1 1) Ochenta y ocho animales aparentemente sanos
con serologia negativa para LBE por prueba de 1D, 2) Diez y ocho animales aparentemente sanos con
sero!ogla posttiva por ID y recuentos hematicos normales y 3} Treinta animales con serologia positiva,
hinfocitosis persistente y evidencia de proceso clinico La disminuctén de IgM, las paraproteinas y los
cambios en la concentracion de la fraccién alfaglobulinica encontrados por otros autores no pudieron
confirmarse en este estudio Las gammapatias pueden presentarse asociadas con la fase clinica o
neoplasica y la linfocitosis persistente, aunque tal cambio no es constante La electroforesis sobre
acetato de celulosa mostro nuevamente ser una prueba utl en la evaluacion general de los animales
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ABSTRACT

Seric Proteins In The Differential Diagnosis Of Enzootic Bovine Leukosis

Enzootic bovine leukosis can be detected in vanous different clinical forms, the present work attempted
to establish an indirect laboratoy method to differentiate them A total of 136 serums of cows classified
in three groups as follows were studied 1) Eighty eight healthy animals, with positive serology by ID, 2)
Eighteen healthy animals, with positive serology to bovine leukosis and normal haematic chart, and 3)
Thirty animals with posihive serology and chnical evidence of bovine leukosis All the serums were tested
by cellulose acetate electrophoresis and in some cases also immunoelectrophorests in agarose were
carnied out No significative changes were stablished to achieve the searched differentiation However,
there were gammapaties in relation with two animals grom the last group Once again the usefulness of
electrophoresis was confirmed as a good support of a clinica® evaluation

Additional Index Words. Immunodiffusion, electrophoretic profile, bovine lymphosarcoma

La leucosis bovina enzodtica (LBE) es
una enfermedad infecciosa distnbuida am-
pliamente en el mundo, la cual afecta ant-
males adultos y se manifiesta como infec-
cidén subclinica con merma en la capacidad
de la respuesta inmune, linfocitosis persis-
tente (LP), leucemia y infosarcoma (Onu-
ma et al, 1990).

Las pérdidas econdmicas ocasionadas
por la enfermedad se deben principalmen-

te a la morbilidad y mortalidad directamen-
te atribuibles al proceso, los tratamientos
Inatiles instaurados a los animales enfer-
mos, las restricciones establecidas en el
comercio nacional e internacional para los
animales seropositivos, las bajas en pro-
duccién, decomisos en mataderos y morbi-
lidad o muenrte relacionadas de manera in-
directa con la enfermedad (infecciones
secundaras) (Brennen et a/,1989)
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Para el desarrollo de programas de con-
trol de LBE, un aspecto fundamental lo
constituye la disponibilidad de metodologias
diagnoslicas sensibles, economicas y con-
ftables En elcasode areas de alta prevalen-
cta en donde no se han miciado programas
de control, como sucede en Colomba, las
tecnicas que detecten cuando un animal se-
ropositivo entra en una fase neoplasica,
pueden resultar de gran ayuda y evitar gas-
tos innecesarios. De estas técnicas unas
buscan encontrar cambios en el comporta-
miento de proteinas sericas asociadas con
malignidad, otras mtentan identificar antige-
nos asociados con tumor (AAT),que puedan
indicar cuando se produce la transformacion
(Ada etal/, 1985, Nerra ef a/, 1981) y posi-
blemente mas tarde se logren determmar y
cuantificar productos del oncogen nvolucra-
do en el proceso

Existe un numero aito de patologias
que alteran los parametros de medicton del
comportamiento de las proteinas sericas
(Kawal, 1977), entre las cuales merecen
destacarse las que hacen relacion a la

transformacion de celulas linfaticas El he- -

cho de que el virus de la LBE tenga como
su celula blanco mas importante al infocito
B (Lewin efa/,1987) y que se produzca LP,
leucemia y o linfosarcoma, hizo pensar
desde los primeros trabajos en la posible
ayuda que los estudios de proteinas séri-
cas podrian brindar en el diagnostico de
malignidad dentro de tal proceso Es asi
como Matthaeus y Straub (1976), determi-
naron la presencia de paraprotetnas de los
tipos IgG e IgM, lo cual segun los mismos
autores, ya habia sido encontrado en la lin-
fomatosis del pollo y en linfomas humanos
de celula B En un estudio previo, tambien
se habia demostrado deficiente produccion
de IgM, al parecer como resultado de una
disminucion selectiva de linfocitos B pro-
ductores de este tipo de Ig, en ammales
con LBE (Trainin, 1971) En Colombia, un
trabajo realizado por el Instituto Colombia-
no Agropecuario demostro que los sueros
de animales seropositivos presentan una
elevacion en la concentracion de la frac-
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cion alfaglobulinica con detrimento de las
concentraciones de albumina y gamaglo-
bulina (Neira ef a/,1981) Mas reciente-
mente se observé alguna evidencia que se-
nala la presencia de gamapatias mono y
policlonales como posibles marcadores de
malignidad en LBE (Almansa et a/, 1988),
lo cual esta en concordancia con lo encon-
trado en afecciones similares en otras es-
pecites animales (Osburn ef a/., 1977). De
1gual forma, como se ha registrado una se-
ne de cambios en las proteinas sérncas re-
lacionadas con LBE, ofros trabajos no han
podido demostrar modificaciones en los
electroforetogramas de amimales seroposi-
tivos (Jacobs ef a/, 1980},

Los hallazgos realizados en el labora-
torto de inmunologia del ICA-CEISA, asi
como los reportados en la Iiteratura consul-
tada, tanto en el caso de LBE como de en-
fermedades similares en otras especies
animales, llevaron a pensar en la posibili-
dad de emplear las modificaciones sericas,
concretamente la presencia de gammapa-
lias y de paraproteinas, como marcadores
de maligmidad, en cuya demostracion se
emplean tecnicas que a pesar de ser indi-
rectas, resultan mas simples que la produc-
cion y empleo de anticuerpos monoclona-
les contra AAT, dados los Inconvenientes y
costos de estos ultimos

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se realizé un muestreo no probabi-
histico, mediante el cual se analizaron 136
sueros provenientes de hembras bovinas
mayores de dos anos de edad, de la raza
Holstein, pertenecientes a cinco hatos dis-
tintos, cuatro ubicados en la sabana de Bo-
gota y uno en el Valle del Cauca, con los
cuales se conformaron tres grupos diferen-
tes de animales de acuerdo con la apanen-
cia chinica, evaluacion hematologica y res-
puesta serologica frente a la LBE El grupo
1lo mtegraban 88 hembras aparentemente
sanas provenientes de vanos hatos, en el
pnmero de los cuales, hasta la fecha de es-
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tudio (afio 1991), no se habian presentado
reactores serologicos al virus de LBE en los
uthmos seis anos. Sesenta y cuatro vacas de
ese hato fueron utihzadas como controles,
Jjunto con 24 animales mas provenientes de
otros hatos. El segundo grupo se conformé
con 18 hembras aparentemente sanas, con
anticuerpos que presentaban al antigeno
Gp-51 del virus de LBE detectados por la
prueba de inmunodifusién (ID), y que no pre-
sentaban LP (algunos animales del hato 2 evi-
denciaron alteraciones hematoldgicas
puntuales), y el tercer grupo se constituyé con
30 animales serolégicamente positivos por la
prueba de 1D, que mostraron LP y alguna evi-
dencia clinica de estar afectados por fa enfer-
medad (pérdida de peso, aumento de tamaro
de nodulos finfaticos superficiales, masas tu-
morales). Los animales de los dos Uttimos gru-
pos pertenecian a explotaciones en donde la
LBE era prevalente y en donde se han repor-
tado casos clinicos de la fase neoplasica

Serologia clinica

Ala totalidad de los animales se les to-
moé muestras de sangre sin anticoagulante
por puncion de la vena coxigea ventral, con
la finalidad de realizar con los sueros obte-
nidos, la prueba de ID (ICA, 1978) A 16
animales del grupo 1 se les practicaron he-
mogramas completos, los cuales sirvieron
como referencia, previa toma de muestras
de sangre con anticoagulante (EDTA). Ato-
dos los individuos seropositivos se les
practicaron también cuadros hematicos
Las muestras sin anticoagulante se clanfi-
caron por centrnfugacion a 250xg durante
cinco minutos y los sueros obtenidos se al-
macenaron a -20°C hasta su andlisis Los
animales que presentaron recuentos leu-
cocitarjos por encima de 9 500 célu-
las/mm® de sangre durante dos tomas con-
tinuas, con intervalo de dos meses, se
consideraron con LP (Schalm, 1966) La
proteina sénca total fue evaluada emplean-

* Coulter Electronic, Inc Hieleah, Flonda USA

do el refractometro de Goldgerg' Cada
suero se cornd por electroforesis en micro-
camara sobre membranas de acetato de
celulosa (mac). Las muestras separadas
y tefidas se graficaron mediante el densi-
tometro integrador Digiscreen Scanngr R2,
asi como del integrador Shimadzu . La
concentracién de cada fraccién se obtuvo
determinando el drea bajo la curva y su
porcentaje frente a los valores de concen-
tracion de proteina total, obtenida previa-
mente por refractometria Los datos resul-
tantes fueron promediados, obteniéndose
las respectivas desviaciones estandar con
el fin de comparar con datos referenciales
nacionales (Almansa y Marifio, 1987) e in-
ternacionales (Coles, 1968), buscando es-
tablecer caracteristicas relacionadas con
las propiedades de cada grupo Cuarenta
de los sueros pertenecientes a animales de

" los grupos 2 y 3 se corneron por la técnica

de inmunoelectroforesis (IEF), utilizando
sueros del grupo 1 como control y antisue-
ro total bovino preparado en conejo (ICA,
1978); las placas fueron tefidas con rojo
Ponceau.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 sumariza la concentracién
proteica de las distintas fracciones séncas
de los animales en estudio discnminados
por hatcs y por grupo. Dadas las diferen-
clas en cuanto al comportamiento de pro-
teinas, encontradas entre los hatos y rela-
clonadas posiblemente con el distinto
manejo, algin grado de actividad toxica
proveniente de agroquimicos empleados
en los cultivos aledanos a las explotacio-
nesy a la presencia de otros patogenos di-
ferentes al virus de la LBE, se prefind des-
glosar los resultados y mantenerlos asi a lo
largo de este acapite.

Entre los animales que conformaron
el grupo 1 se observan diferencias en las
concentraciones de las fracciones protel-

** Gelman Instrument Inc Ann Arbor Michigan 48106 USA

*** Shimadzu corporation

195



REVISTA ICA, Vol 29, abril - junio 1994,

cas relacionadas con los hatos de origen
Mientras que en los animales de los hatos
1y 2 se encuentran bajas concentracio-
nes de albumina y altas de gamaglobuli-
nas, en los animales de los demads hatos
la albumina es mas aita y las gamaglobu-
linas se hallan entre los valores reporta-
dos como normales. Tales resultados
parecen ser el reflejo de

las distintas condiciones a las que se
halla sujeto cada uno de los hatos, tales co-
mo tipo y calidad del alimento, control de
parasitismos gastrointestinales y hepati-
cos, empleo de banos contra la mosca, en-
tre otros. Es de resaltar que se encontraron
recuentos diferenciales individuales hasta
del 20% de eosindfilos Los examenes co-
prologicos de estos animales demostraron
la presencia de huevos de parasitos gas-
trontestinales, strongyltdos, Dyctiocavlusy
Buxtonella

Para conformar el segundo grupo se
tuvieron en cuenta animales de los hatos
2,3,4 vy 5, los cuales no presentaron LP,
pero que eran serologicamente positivos
a LBE por ID. Los animales de este gru-
po pertenecientes al hato 2 mantuvieron
un alto promedio de gamaglobulinas y al-
bumina, mientras que en los animales de
los hatos 3,4 y 5 de este grupo, los valo-
res estuvieron entre los rangos norma-
les. Estos hallazgos podrian ser
consecuencta de un mejor estado nutri-
cional del hato 2 acompanado de algln
grado de parasitismo.

Los ammales del tercer grupo presen-
taron serologia positiva por ID y LP. Debido
a que tras llevar a cabo las electroforesis
de los 15 sueros provenientes de animales
de los hatos 2, 3, 4 y 5 de este grupo, tan
solo se observaron dos casos de gamma-
patia policlonal (Figuras 1y 2), y se reunie-
ron 15 sueros adictonales provenientes del
Valle del Cauca, que reuntan las condicio-
nes del grupo, sin embargo, ninguno de
esos animales presento modificaciones en
el comportamiento electroforético de las
proteinas sérnicas
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FIGURA 1. Electroforetogramas: a) Suero
control de animal negativo a LBE;
b) Suero de la vaca #110 del hato 2
en la que se aprecia un aumento en
la concentracion de gammaglobuli-
nas (Gamapatia de tipo policlonal).

En general, los electroforetogramas ob-
tenidos no presentaron diferencias claras
entre los tres grupos, que pudieran ser atri-
buidas exclusivamente a una determinada
fase de LBE Por el contrarto, las diferencias
se apreciaron mas entre los distintos hatos
que entre lqs grupos como tales, lo cual difi-
cultd su andlisis A pesar de no encontrar
modifncacnon\qs constantes en los animales
del tercer grupo, dos de las vacas manifes-
taron alteractones compatibles con gamma-
patia policlonal (Tablas 1y 2, Figuras 1y 2),
que pueden sugenrla instauracion de la fase
neoplasica. Vale la pena anotar que en un
estudto previo (Almansa ef a/, 1988) se en-
contraron cuatro animales que presentaban
simultdneamente serologia positiva a LBE,
LP y cuyos analtsis de necropsia e histopa-
toldgicos habian demostrado una LBE en fa-
se neoplasica. El presente estudio preten-
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FIGURA 2. Electroforetogramas: a) Suero control negativo a LBE; b) Suero de la vaca #1090 del
hato 3 en la que se aprecia un aumento en la concentracion de gammaglobulinas

gamapatia de tipo policlonal).

dia, entre otras cosas, esclarecer silos cam-
bios observados en los electroforetogramas
de esos cuatro animales se producian de
manera constante. Dada la dificultad de en-
contrar animales en fases terminales, se
consideraron algunos cambios clinicos co-
mo indicadores, pero los mismos no son se-
fal inequivoca de la fase tumoral. De esta
manera, el aumento de tamaio de los gan-
glios regionales, e incluso segun los mas re-
cientes trabajos en retrovirus bovinos, la LP,
pueden en muchos casos no deberse a
LBE, sino a otras patologias (Egbernk y
Horzinec,1992 y Heeney ef a/, 1988).

Un aspecto interesante de los resulta-
dos obtenidos lo constituyeron las concen-
traciones de las distintas fracciones de pro-
teina vistas en el hato 1, pues a pesar de
tratarse de un grupo control, todos mante-
nian altas concentraciones de gamaglobu-
linas, lo cual se considerd como resultado
del grado de parasitismo (estimulo cons-
tante del sistema inmune), y posiblemente

a cierto grado de compromiso de la funcién
hepatica (en los animales de este hato se
presentan con regulandad casos de foto-
sensibilizacion, la fuente de agua recoge el
nego de varios cultivos de papa y ademas,
en la zona la Fascrola hepatica es preva-
lente) No se encontro diferencia minima
significativa entre los promedios de valores
obtenidos en cada uno de los grupos estu-
diados (P> 0 05).

Las pruebas de IEF no revelaron modi-
ficaciones cualitativas entre los animales
de los tres grupos No se evidenciaron pa-
raproteinas y las lineas correspondientes a
las gammaglobulinas fueron comparables
con los controles

Resulta de Iinteres destacar que, si
bien la LP no parece relacionarse directa-
mente con la presencia de gammapatias,
éstas pueden presentarse en fases neopla-
sicas, al menos en algunos casos
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TABLA 1. Concentracion proteica de las distintas fracciones séricas por hato y grupo de anima-
les (promedios y desviacién estandar).

Descripcion de grupos n Albumina Alla Beta Gama Proteina total
Inmunodifus LBE (-)
Hato 1 64 239+ 35 11952 0805% 15 3236+ 42 7 5684 54
Hato 2 15 26491 68 1064116 0730+ 18 3244+ 8 7 708+.52
Hatos 3 4 § 9 2948+ 092 0972+ 07 0626+ 06 2138+ 44 6 68+ 42
Inmunodidus LBE (+) 9 3088t 56 1025+ 17 0801t 14 3174+ 63 8.011£43
Hato 2 9 2367+ 42 1092+ 19 0727+ 10 2271233 6 B8x 45
Hatos3 4 5
inmunodifus LBE (+) Linfocito 15 2371243 1033+ 21 074+ 13 2476+ 53 6621 60
Persistenc 15 276+ 36 876+ 38 070410 96 2.26+ 40 642+ 58
Hatos2 34 5
Datos de referencia
Coles 34 85 85 216 7655
Datos pacionales 317+ 87 85+ 2 84+ 2 216+ 85 701£.95
TABLA 2. Concentracion proteica de las dis- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

tintas fracciones séricas de las va-

cas 110 y 1090 del hato 2. 1 Aida, Y; Onuma, M.; Ogawa, Y.; Mikami, T.;

lzawa,H. 1985 Tumor-associated antigens on
bovine leukemia virus induced bovine lympho-

Proteina sarcoma identifted by monocional antibodies
Albumina Alfa Beta Gama total Cancer Res 45 1174-1180
A223 102 9 435 85 2 ' Almansa, J.; Maniio, 0.C. 1987 Protemogra-
765456 mas séricos de bovinos bajo distintas condicio-
nes de manejo (Matenal inédito)
B200 65 61 314 701%9 o
. 3. Almansa, J.; Mariro, 0.C.; Newra, L. R. 1988
34 85 18 216 o Analisis electroforético de proteinas séricas bovi-
**317+87 8526 84+2 216x85 765:5 pas Algunas observaciones cfinicas Rev Aco-
70129 vez 12 (4) 6-14
4 Amborski, G F, Lo, J. L.; Seger, C.L. 1989
Serological detection of multiple retroviral infec-
* Coles (16) tions 1n catlle bovine leukemta virus, bovine
** Datos nacionales (15) syncytial virus and bovine visna virus Vet Micro-
Cantidades en g 100 mL de suero biol 20 247 253
A= Vaca #110-hato 2 5 Bendixen, HJ 1959 Studies onleukosis in catt-
B= Vaca #1090-hato 3 le Control of leucosts herds using hematologcal
o exammnation Nord VetMed 11 733-738
Cuadros hematicos 6 Brennen,J, Van-Haans, M ; Savir, D.; Trainin
, 2 1989 The implication of BLV infection in the
Identificacién  Vaca No 110 Vaca No 1090 productivity reproductive capacity and survivae
Hematocnlo 34 35 rate of dairy cow Vet Inmunol Immunohatol
Hemoglobina 122 12 22 |229-:OZ o
3 3 7. oles, E.H. 1 atologta y diagnostico vete-
KeucarHas 16:600imm 1Rie00om nnaro Ed Interamer S A Mex pp 108 117
I % %
KielirGlos & il 8. Egberink, H., Horzinek, M.C. 1992 Animal im-
Linfocitos 60% 58% munodefictency viruses Vet Microbiol 33 311-
Monocitos 0 0 331
Eosinofilos ‘8 1 9. Heeney, J.L., Vall, V.E.; Montesant, J 1988
Basiifas 0 0 Alterattons in humoral immune response to bovi

ne leukaemra virus antigens in cattie with
lymphoma J Gen Virol 69 659-666
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