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ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS

SERICAS DE BOVINOS CON LINFOSARCOMA*

Luis Rafael Neira R.; Fernando Lozano A.; Olga Marifio J.**

1. INTRODUCCION

En Colombia se desconoce casi total-
mente, en el campo de la Medicina Veteri-
naria, el valor de la separacion electrofo-
rética de las proteinas séricas como ayuda
diagnostica y en las escasas ocasiones en
que se utiliza, se hace como un examen
sofisticado y complejo, sin tener en cuen-
ta que puede utilizarse dentro de las prue-
bas rutinarias de los laboratorios clinicos.

*  Contribucién del Programa Patolo-
gia-Toxicologia, Division de Ciencias
Veterinarias, Instituto Colombiano
Agropecuario ICA.

** Respectivamente: Médico Veterina-
rio M.S. Programa de Patologia, Mé-
dico Veterinario Zootecnista M.S.;
Ph.D., Servicio Nacional de Diagnos-
tico, y Microbiologa Ph.D. Programa
Enfermedades Infecciosas. Laborato-
rio de Investigaciones Médicas Veteri-
narias A.A. 29743 Bogota.
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En Medicina humana se han estableci-
do los patrones electroforéticos de las
proteinas séricas para algunas entidades
patologicas dentro de las cuales se incluye
la leucemia linfoide humana (3).

En Medicina Veterinaria existen estu-
dios que han demostrado alteraciones de
las proteinas séricas de bovinos con linfo-
sarcoma, dependiendo del estado evoluti-
vo de la enfermedad (5,6).

La finalidad del presente trabajo fue la
de estudiar electroforéticamente las alte-
raciones que presentan las proteinas séri-
cas de bovinos enfermos de linfosarcoma
y dar a conocer el valor de esta técnica
como ayuda diagnostica para esta enfer-
medad.

2. REVISION DE LITERATURA
El suero sanguineo humano es separa-
do rutinariamente en cinco bandas dife-

rentes por las técnicas electroforéticas es-
tandarizadas, usadas en la mayoria de la-
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gamma-2 (4, S, 10, 11).

Albumina
Se ha demostrado que el higado es el
principal sitio de sintesis de 1a albimina.
Es importante como un factor nutricional
en el metabolismo protéico en los tejidos.
Su funciébn mas importante bajo las con-
diciones vasculares normales es la estabili-
zacién del volumen sanguineo y la regula-
cibn del cambio de fluidos intra y extra-
vascular, La fraccion albimina migra co-
mo una banda simple y compacta con el
mayor movimiento hacia el anodo y casi
siempre est4 patologicamente disminuida
en enfermedades que afectan su metabo-
lismo. La deficiencia cronica de proteina,
las alteraciones en la sintesis y la excesiva
pérdida debida a permeabilidad vascular
alterada, deberan ser consideradas en el
diagnostico diferencial. En algunos casos
de deficiencia renal aguda con hipoalbu-
minemia, los niveles bajos parecen resul-
tar de una redistribucion temporal de la
albimina sérica en el tejido intersticial
(2,3). En los bovinos adultos, el prome-

dio normal de la fraccién albiimina
esd
41.20/0fl]). :

2

2.2 Alfa-Globulina

. Er.1 el suero sanguineo humano, esta
raccion es separada rutinariamente en
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puesta de una mezcly heleropéney de pro

teinas y cerca del 900fo pueden ser cong.

deradas en los tres principales componer,.

tes, los cuales han sido designados:  alfa-)

lipupmlc:’na, alfa-1 antitripsina vy 4cide,
glicoproteinico (orosomucoide),

Electroforéticamente, la fraccion al-

fa-1 globulina es la segunda migracion
anodal. El promedio normal en humanos
adultos es de 3.49/o.

Esta fraccidon esta casi siempre aumen-

tada patologicamente en inflamaciones
cronicas, enfermedades degenerativas cro-
nicas y neoplasias malignas. Parece que el

..acido glicoproteinico (crosomucoide) es
el responsable de la elevacion de esta frac-

cion (3,8).

La banda alfa-2 globulina parece ser

mas heterogénea que las demas fraccio-
nes. Tres de los principales componentes
parecen representar cerca del 80°/o de es-
ta fraccion. Estos componentes han sido
designados alfa-2 macroglobulina, alfa-2

lipoproteina y hapto-globlina.

Entre

otros componentes importantes la cerulo-
plasmina, una glicoproteina unida al hie-
110 con actividad de oxidasa, la cual se ha
encontrado deficiente en degeneracion
hepatolenticular (Enfermedad de Wilson).
La colinesterasa, otro componente, existe
por lo menos en cinco fenotipos. Electro-
foreticamente, la fraccion alfa-2 globulina
es la tercera en la migracion anodal. El
promedio normal en humanos adultos s
de 8.09/0 y esta casi siempre patologica-
mente elevada en procesos inflamatorios

agudos, destruccion de tejidos, necrosis,
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permeabilidad vascular alterada y neopla-
sia (3). En el suero sanguineo bovino la
fraccion alfa-globulina forma una sola
banda, es la segunda en la migracion ano-
dal y tiene un promedio de concentracion
en los animales adultos de 12.99/0 (11).

2.3 Beta-Globulina

E1 909/0 de esta fraccion involucra los
principales componentes: beta-lipopro-
teinas, transferrina, hemopexina, plasmi-
nogeno, componentes del complemento y
beta-2 glicoproteinas I y 1. En esta frac-
cién han sido identificados varios de los
factores de la coagulacion. Electroforéti-
camente la fraccion beta-globulina es la
cuarta en la migracion anodal. La con-
centracion promedio normal en humanos
adultos es de 9.59/0 y rara vez esta signi-
ficativamente alterada cuando se evalia
con las coloraciones rutinarias. Es mas
factible que esté alterada en asocio con
disturbios de gamma-globulinas que debi-
do a cambios en su componente principal
no lipoprotéico. Se ha encontrado depre-
sibn prominente de la fraccion c-3 de
complemento en glomerulonefritis aguda,
lupus nefritico y lupus eritematoso sisté-
mico. La fraccion C-4 del complemento
se ha encontrado disminuida en edema
angioneurotico (3). En el suero de bovi-
nos adultos la concentracion promedio
normal de la fraccion beta-globulina es de
11.80 /o y es la tercera banda en la migra-
cion anodal (11).

2.4 Gamma-Globulina

Recientemente se ha tratado de esta-
blecer una nomenclatura internacional
para su designacion y asi fueron adopta-
dos los simbolos: ( X ) para gamma-
globulinas (inespecificos) e Ig para inmu-
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noglobulinas pero actualmente los dos se
utilizan indistintamente. Cada molécula
(monoOmero) consta de cuatro cadenas po-
lipeptidicas, dos pesadas y dos livianas,
unicas por puentes disulfuro y uniones no
covalentes. Las dos cadenas livianas co-
munes para todas las principales clases,
son de tipo designados Kappa ( )y

Lamda ( )\ ) - (ei-2

Las cadenas pesadas son inespecificas
para cada clase y han sido designadas
gamma ( Y ) paraIgG, (e& )para
IgA, ( ) para IgM y ( ) para
1gD, las cuatro mas importantes clases de
gamma-globulinas que representan mas
del 999/0 de la fraccion (2,3). La frac-
cibn gamma puede contener una quinta
inmunoglobulina designada IgE.

La hormona tiroideoestimulante y el
factor estabilizador de la fibrina, parecen
estar presentes en la fraccion gamma (3).
Un disturbio especifico de una clase de
gamma-globulina resultara en una eleva-
cibn o disturbio en el pico maximo del
componente. Una elevacion heterogénea
(policlonal) de todas las clases o formas
moleculares de una clase, causard una
obliteracion de las areas de relativamente
baja densidad entre las fracciones gamma-
y beta y en algunos casos entre las bandas
betay alfa-2. En neoplasias primarias del
tejido linfoplasmocitico, la proteina pro-
ducida es usualmente homogénea (res-
puesta monoclonal) y aparece como una
banda angosta, usualmente en la region de
migracion de gamma-globulinas normales.
Sin embargo, hay excepciones para cada
situacion.  Valores bajos se encuentran
en agamma-globulinemia congénita e hi-
pogammaglobulinemia, asi como en hipo-
gammaglobulinemias secundarias debido a
interferencia con el sistema reticulo endo-
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telial.  La concentracion promedio nos

mal en humanos adultos es de [ 2.690
(3.8). En el suero de bovinos adultos el
promedio nomal de L fraccion gamnia
alobuling es de 34L10/0 dentro de la cual
se han identificado tres clases antipénicas

distintas, G, lgA ¢ 1gM y se considera
inminente la presencia de Igk (1, 4, 10,
11).

3. MATERIALES Y METODOS

Los sueros utilizados en este estudio
fueron obtenidos de 87 bovinos Holstein
de 3 a 6 afios de edad, clinicamente nor-
males, de una finca lechera del municipio
de Sopd donde se han presentado casos
clinicos de linfosarcoma y de siete bovi-
nos que llegaron al Laboratorio de Inves-
tigaciones Médicas Veterinarias del ICA
con diagnéstico clinico de linfosarcoma,
los cuales fueron posteriormente sangra-
dos y sacrificados, comprobandose por
necropsia e histopatologia la presencia de
la forma adulta de linfosarcoma bovino.
Los bovinos fueron sangrados mediante
puncion yugular, tomandose alicuotas de
10 ml de sangre sin anticoagulante para la
obtenciéon de los respectivos sueros.

3.1 Presencia de Anticuerpos

Los anticuerpos séricos especificos
contra el virus del linfosarcoma bovino se
detectaron mediante la prueba de inmu-
nodifusion en gel de agar (7), utilizando
Ia glicoproteina gp58 del virus como anti-
geno especifico*. Para cada muestra se
utilizaron sueros controles positivos y ne-
gativos y de acuerdo con la presencia o no
de anticuerpos se conformaron dos gru-

*  Pitman Moore, Inc, Washington
Crossing, N.J. 08560
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pos de animales: | (sin anticuerpos) y 11

(con anticuerpos). Los bovinos a los cua-
les se les comprobd linfosarcoma por ne-
cropsia ¢ histopatologia, conformaron el

prrupo ML
3.2 Proteinas Séricas Totales

Las proteinas séricas totales se deter-
minaron mediante el sisterna de refrac-
cion de la luz, para lo cual se utiliizo6 el re-
fractémetro de Golber®. Los valores re-
sultantes se expresaron en mg/dl.

3.3 Fraccionamiento Electroforético |

Para la evaluacion de los diferentes
componentes proteinicos del suero se uti-
1iz6 la técnica de electroforesis en tiras de
acetade celulosa. La cuantificacién de
cada fraccion se realizd mediante el anali-
sis densitométrico y su respectiva grafica-
cion con el equipo Digiscreen Scanner-
R**  Cada muestra se trabajo por dupli-
cado y los valores para cada fraccion pro-
teinica se expresaron como porcentajes

“del total de las proteinas; luego se convir-

tieron en cantidades absolutas (_mg/dl), se
promediaron y se determinaron las desvia-
ciones standard para cada grupo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Presencia de Anticuerpos .

De los 87 bovinos procedentes de la
finca problema se obtuvieron los siguien-

tes resultados: En 26 animales no se de-

* T.S. Meter, American Optical Com-
pany, Buffalo, New York

** Gelman Instrument Company, P.O.
Box 1448, Ann Arbor, Michigan.
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tectaron anticuerpos especificos contra el
virus del linfosarcoma bovino y estos ani-
males conformaron el grupo 1. El grupo
I1 1o constituyeron los 61 animales restan-
tes, los cuales presentaron anticuerpos es-
pecificos contra el virus del linfosarcoma
bovino. Los siete bovinos en los cuales se
comprobé linfosarcoma bovino por ne-
cropsia e histopatologfa también presen-
taron anticuerpos especificos contra el vi-
rus del linfosarcoma bovino y constituye-
ron el grupo III.

La presencia de anticuerpos especifi-
cos contra el virus del linfosarcoma bovi-
no en un animal, significa necesariamente
contacto con el virus. Como aun no exis-
ten vacunas contra el linfosarcoma bovino
es logico suponer que donde se presenten

animales con anticuerpos, existe el virus,
produciendo o no (portadores sanos) la
enfermedad,  Por otra parte, se sabe que
las formas juvenil, timica y cuténea del
linfosarcoma bovino no inducen la forma-
¢ion de anticuerpos (9); por lo tanto, aun-
que actualmente se considera el diagnosti-
co serologico como el mas apropiado, es
necesario recurrir a otras pruebas diagnos-
ticas para confirmar la presencia de la en-
fermedad.

4.2 Proteinas Séricas Totales

Las concentraciones de proteinas séri-
cas totales de los grupos de bovinos I, Il y
III (Tabla 1) se presentan promediadas y
con una desviacion standard.

TABLA 1. FRACCIONAMIETO ELECTROFORETICO DE LASPROTEINAS
SERICAS EN BOVINOS. GRUPO I: CONTROL, GRUPO II:
SEROLOGICAMENTE POSITIVOS AL VIRUS DEL LINFOSARCOMA
BOVINO. GRUPOIII: ENFERMOS DE LINFOSARCOMA

Grupo No.de - Albumina 52 "Proteina
Bovinos GLOBULINAS: - Total
ALFA BETA GAMMA

ojo mg/dl o}o mg/dl O,Io mg/dl 0,-'0 . mg/dl mg/dl
3059.50 904.09 814.36 2779.74 17557.69

1 26 40.48 +IN 1196 E 10:78 £ 3698 G o
39.86 99.90 110.74 477.75 452.70
2786.56 1156.41 835.41 2867.52 7645.90

11 61 36.45 ot 1's:12 et 1093 + 37.50 *+ +
379.45 168.42 185.48 341.71 515.94
2874.23 1410.63 781.98 2033.16 7100.00

m 7 40.42 2 N1 9965 11.12 *+ 2869 *+ sl
779.24 581.46 217.16 739.35 1683.25
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El contenido promedio de proteinas
séricas totales establecido internacional-
mente para los bovinos es de 7000 mg/dl
(11). Trabajos recicntes indican que de-
pendiendo del estado evolutivo del linfo-
sarcoma bovino se forman proteinas anor-
males (paraproteinas), de naturaleza
gamma G, que pueden ser demostradas
por inmunoelectroforesis (6), pero gene-
ralmente sin modificar el contenido pro-
teico total del suero. Las variaciones ob-
servadas en el contenido de proteinas séri-

(g/100ml)
®

PRCTLINAS ‘I'C‘lAL.(;_S

cas lotales en los tres grupos (Fig. 1), nos
demuestra que aunque puede presentarse
alguna elevacion en caso de linfosarcoma,
no debe considerarse como un parametro
de mucho valor en el diagnostico de esta
enfermedad puesto que se presentan va-
riaciones individuales, dependiendo no so-
lo del estado evolutivo de la enfermedad
sino de cualquier otro factor fisiologico o
patologico que pueda alterar el contenido
proteico total del suero.
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Graficaci6n y cuantificacién electroforética de las proteinas séricas de un

bovino Holstein adulto del grupo control

4.3 Fraccionamiento Electroforético

Con la técnica electroforética utilizada
en este trabajo, el suero de los bovinos se
separ en cuatro bandas simples: albumi-
na, alfa, beta y gamma-globulinas; las cua-
les fueron graficadas y cuantificadas (Fi-
gura 2). La albiminay las diferentes glo-
bulinas (Tabla 1), se presentan para cada
grupo como porcentajes promedios y su
conversion -a cantidades absolutas (mg/
dl).

4.3.1 Albimina
Llama la atencién el ligero descenso
que presentd esta fraccion en el grupo II

(Figura 3). Esta disminuci6n se puede re-

Rev. Col, Cienc. Pec, Vol. III No. 3, Junio 1981
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lacionar con el hecho de que el haber un
incremento en cualquiera de las fraccio-
nes globulinicas, lo hace inicialmente a
expensas de la albimina (6). En los bovi-
nos de los grupos I y 111, la fraccion albi-
mina se encontrd dentro de los valores
normales dados para los bovinos (Tabla

1).
4.3.2 Alfa-Globulina

En el grupo I, la fraccion alfa-globulina
se encontrd dentro de los valores norma-
les (Tabla 1). En los bovinos que presen-
taron anticuerpos especificos contra el vi-
rus del linfosarcoma (grupo II) se aprecio
un aumento moderado de esta fraccion, el
cual se hizo mucho mas evidente en los
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bovinos mucttos de linfosarconiit (prupy

1D (Figura -0, Esta alteracion de L frac
cion alta-plobuling es cimilar a la del pa
(ron electioforetico descrito pot Kelsey
() para la leucemia linfoide humana y
parece que en lintosarconi bovino el in-
cremento de esta fraceion es progresivo a
medida que va evolucionando la enferme-

dad.

4.3.3 Beta-Globulina

Las concentraciones de la fraccion be-
ta-globulina de los tres grupos de bovinos
estudiados se mantuvieron dentro de los

valores normales dados para los bovinog
(Tabla I, Figura 5)
434 Gamma-Globuling

Iin ¢l grupo 11 (serolopicamente pogitj-
vos) se presentd un ligero incremento de
esta fraccion (Tabla 1), al parecer debidg
a que segan estudios anteriores (6), en Jog
estados iniciales del linfosarcoma boving
se desencadena la produccion de protei-
nas anormales (paraproteinas) de natura-
leza gamma-G, incrementando la fraccién.
Por el contrario, en el grupo III, (bovinos
muertos de linfosarcoma) se presentd dis-

L1

Concentracién de la fraccibn
de bovinos Holsteins,

albémina en tres grupcs
Grupo I: Control, Grupo Il:

s
erolégicamente positivos al virus del linfosarcoma

bovino, Grupo 1I:

Enfermos de linfosarcoma
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minuciéon marcada de la fraccion gamma-
Globulina (Figura 6) reflejindose asi la
accion inmunodepresora a nivel humoral
del virus del linfosarcoma bovino (12), la
cual parece ser mas cvidente en casos
avanzados o finales de la enfermedad, Es-
ta disminucion de la fraccion gamma-glo-
bulina es otro de los componentes del pa-
tron electroforético descrito por Kelsy
(3) para la leucemia linfoide humana.

5. CONCLUSIONES

El principal objetivo de este trabajo
consistio en estudiar las alteraciones pre-
sentadas en las proteinas séricas de bovi-
nos con presencia de anticuerpos especifi-

25

n
o
1

(4]
1

ALFA-GLCBULINA (%)

-
o
1

cos contra el virus del linfosarcoma y de
bovinos clinica ¢ histologicamente enfer-
mos de linfosarcoma, mediante el fraccio-
namiento clectroforético y su cuantifica-
cion. Al comparar los resultados de estos
grupos con los del grupo de bovinos sin
anticuerpos (grupo I), se establecieron
dos clases de alteraciones en el perfil elec-
troforético de los bovinos infectados con
el virus del linfosarcoma, dependiendo de
la fase evolutiva de la enfermedad.

El primero, en los bovinos serologica-
mente positivos pero aparentemente sa-
nos, consistio en la elevacion moderada

- de las fracciones alfa-globulina y gamma-

globulina y disminucion moderada de la
fraccion albamina.
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GRUPO 1

FIGURA 4

GRUPO 11 GRUPC 11l

Concentracién de la fraccién alfa—globulina en tres

grupos de bovinos Holstein, "Grupo l: Control. Gru
po Il: Serolbgicaments .positives al virus del linfo-

sarcoma bovino.

coma,
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Grupo III: Enfermos de linfosar-
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FIGURA 5 Concentracidn de la fraccifn beta—globulina en tres
grupos de bovinos Holstein. Grupo [: Control.
Grupo Il: Serolégicamente positivos al virus del lin-

fosarcoma bovino.
coma.

El segundo de los bovinos serologica-
mente positivos y clinicamente enfermos
de linfosarcoma consisti6 en aumento
marcado de la fraccién alfa-globulina y
disminuciébn marcada de la fraccién
gamma-globulina. '

Con un mayor conocimiento de la fi-
siopatologia de las proteinas séricas y es-
tandarizando correctamente el patron
electroforético, se puede utilizar en nues-
tro medjo esta técnica como un sistema
confiable de ayuda en el diagnéstico del
linfosarcoma bovino.
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Grupo III: Enfermos de linfosar

6. RESUMEN

Con el propésito de determinar las al-
teraciones presentadas en las proteinas sé-
ricas de bovinos infectados con el virus
del linfosarcoma, se estudiaron mediante
la separacion electroforética en tiras de
acetato de celulosa, los diferentes compo-
nentes proteinicos del suero de 61 bovi-
nos serologicamente positivos al virus del
linfosarcoma y clinicamente normales
(grupo 1I), de siete bovinos positivos al vi-
rus del linfosarcoma presentando clinica-
mente la forma adulta de la enfermedad
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(grupo 11I) y de un grupo de 26 bovinos
serologicamente negativos al virus del lin-
fosarcoma sanos (grupo 1). Se demostro
que dependiendo de la fase evolutiva de la
enfermedad se presentan alteraciones ca-
racteristicas.

En el grupo Il hubo aumento de las
fracciones alfa y gammaglobulinas con li-

50

40 7

30 o

GAMMA-CLCBULINA (%)

geros descenso de la albimina. En el gru-
po ll1, fue mas notorio el incremento de
la fraccion alfaglobulina y por el contra-
rio la fraccibn gamma-globulina presento
una disminucion marcada. En los bovinos
del grupo 1 los valores para cada fraccion
se encontraron dentro de los patrones
normales.
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FIGURA 6

po II:

coma bovino. Grupo llI:
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GRUFC 1l GRUPC 111

Concentracisn de la fraccién gamma=globulina en tres
grupos de bovinos Holstein. Grupo 1: Control.
SerolSgicamaente positivos al virus del linfosar

Gru’

Enfermos de linfosarcoma.
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