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1. INTRODUCCION

El Linfosarcoma Enzodtica Bovino (LEB) en su forma clinica,
85 un padecimiento neoplasico fatal producido por un
Retrovirus tipo C y caracterizado por 1la proliferacién vy
agregacién de linfocitos neoplasicos en casi todos los
érganos, con la correspondiente variacion de las
manifestaciones clinicasdd. Otros términos que
frecuentemente se utilizan como sindnimos son?  Leucosis
(refiriendose al aumento de linfocitos sanguineos),
linfosarcoma, linfoma, hemoblastosis, linfoblastoma,
linfadenosis, linfomatosis, linfoma maligno, linfocitoma,
leucpsis viral bovina, complejo viral leucosis linfosarcoma,
leucemia bovina aunque este Gltimo t&rmino no es correcto
desde el punto de vista patoldgica, ya que éste tipo de
reacciones ocurren en otros padecimientos en el ganadozﬂ

Se han publicado moltiples estudios con relacidn a 1a
clasificacion de esta enfermedad denotando dos formas
importantes: Leucosis Enzodtica Bovina (LEB), que se presenta
en ganado mayor de tres afios y Leucosis Esporadica Bovina, la

tual a su vez se subdivide en +tres categorias segfin su

presentaciény Juvenil, Timica y Cutanea. En 1la Leucosis
Esporadica no se ha podido demostrar la presencia del
Retrovirus Tipo C 20,06

Dentro del complejo de Leucosis Enzoodédtica Bovina , se puede
considerar al LEB como la enfermedad neoplasica maligna mas
frecuente del ganado bovino, aunque sélo una pequefia fraccidén

probablemente mepor al 107 del total de animales portadores



sanos asintomiticos a la infeccidn del virus de la  leucosis
bovina (VLB) desarraollan LEB y arededor de un 29 % presentan

la forma benigna de linfocitosis persistente (LP) 20.24,61

De acuerdo a la revision histérica elaborada por Bendixenmp,
ellEB fue descrito por primera vez en Alemania en 1878. A
principos del sigla XX moltiples estudins indicaron que en
algunos hatos la enfermedad ocurria dnicamente en pequefios
grupos de animales. Posteriores investigaciones permitieron
el desarrollo de cuadros o claves hematsélagicas de
referencia, pero estas fueron pruebas poco eficaces para los
propositos de investigaciones epidemioldgicas y de estudios
experimentalestﬂDﬂ‘ﬂo.

Actualmente las estadisticas sobre la LEB en el mundo no  son
exactas, ya que sélo en algunos pafises es un padecimiento de
denuncia obligatnriaz‘. En 1los continentes Europeo Yy
fAsiatico, la enfermedad se encuentra distribuida
ampliamentean. En Dinamarca un 20% de animales son
seropositivos a VLB. Porcentajes similares se existenen
Italia™, Francia‘g, Inglaterra’d, Bélgic354, Yugoslaviaaé,
Rusia”’, Indiaez, Japénaz y varips paises mas>*.

En ®l continente #Americano se han realizado estudios de
seraprevalencia. Se estima que el 20% de los bovinos lecheros
en los E.U.A., estian infectados con el virus y en un
porcentaje menor el ganado de engorda. También se considera
que es la principal causa de los decomisos por tumores, con

las consecuentes pérdidas econdmicas directas calculadas en



2‘.83,63. En Canadéa

mas de siete millones de ddélares anuales
fueron estudiados sueros de bovinos productores de 1leche
encontréndose una prevalencia de 10%. Marin et al.”
determinaron 217 de seropositividad en el ganado bovino
productor de carne en Venezuela. Igualmente se ha detectado
la enfermedad mediante estudios seroldgicos en Brasilzmaa,
Colombia®® y Argentina®t.

Por 1o expuesto puede apreciarse que el virus y las lesiones
que produce se encuentran presentes en las poblaciones
ganaderas m&s importantes del mundo.

En México, los conocimientos relativos a 1a LEB, datan de

1,80

1967 . Posteriormente se diagnosticaron clinicamente nueve

casos en un total de 22,669 animales sacrificados en el
rastro de Ferrer'fago; Aluja ? encontré 110 casos  de
linfosarcoma en el pais, durante 1949 a 1974 de acuerdo a
los datos proporcionados por la Red Nacional de Laboratorios
de Patologia Animal. Este informe indica que en 17 entidades
principalmente del centro de la Republica estia presente la
enfermedad, asimismo se bace mencién de un  incremento anual
en el numero de casoes.

Jaramillo?® recopilé entre 1966 y 1975 informacién de
diferentes instituciones oficiales de diagnéstico en el Valle
de Ménico, encontrando 40 casos. Posteriormente 1la Red
Nacional de Laboratorios de Diagnéstico (SARH) informé de 220
casos clinicos de 1969 a 1982 en toda la Republica Mexicana.

En el ganado lechero de la cuenca de Tizayuca Hidalgo, se



47,94 .
. Larips vy

demostré en 1983 un 407 de seropositividad
col.*® determinaron anticuerpos contra VLB, encaontrando
porcentajes variables entre B8 y B50. en leos estados dg
Puebla, Veracruz, Oaxaca, Yucatan y Tamaulipas.

Los primeros estudios epidemioldédgicos de VLB, demostraron gue
la enfermedad ocurria en congregaciones familiares estrechas,
lo cual fue interpretado originalmente como un efecto
hereditario. Sin embargn, ésta apinidn empezd a declinar
durante los afins cincuentas cuando fueron establecidas las
etiologias virales de las leucemias en roedores y aves??. El
descubrimiento de un virus leucogénico en los mam{feros y las
phservaciones de LB como un suceso enzodtico, dirigid a
investigadores a especular gue la etiologia en el ganado
bovino tambien era de naturaleza viral. Poco antes de gue el
VLB fuera clasificadczz, el progreso en el entendimiento de
la biolégia molecular del virus fue impedido por la falta de
un sistema apropiado de cultivos de tejido para su

57
demostraron que

replicacidn. En 1974 Van Der Maaten et al.
el VLB podfa ser cultivado en c&lulas fetales de bazo de
borrego y posteriormente en células fetales de pulmén de
bovina’> y de murciélagazg » El aprovechamiento de estos
sistemas de cultivo permitié producir material para 1la
caracterizacién bioquimica y biofisira del virus., Posteriaores
trabajos06 s mostraron que el virus contenia una enzima

denominada "transcriptasa de reversa”. Esta caracteristica

fue la base para clasificar al virus como Retrovirus. Después



de larinfec:ién inicial de una célula, la enzima viral
 ca§aliza la reaccién citoplasmica y da como resultado 1la
produccion de moleculas de DMA las cuales son copias
complementarias del RMA viral. Entonces las copias de RNA son
integradas dentro del DNA cromosomal de los niicleos
celulares. Una vez que ocurre la integracién, la informacién
viral puede ser retenida indefinidamente a través de DNA
celular durante la divisiébn mitética normal. El genoma
viral puede continuar el cédigo para la produccién de sus
propias protefnas, pero esto no es un reguisito para que el
procesoe de replicacién viral pueda ser completadoi sin
embargo, el mecanismo de transformacién celular producido por

7843 Actualmente

el VLB aun no ha sido completamente aclarado
el virus, alternativamente 1lamado de la Leucosis Bovina o
Tipo c, esta clasificado como un RNA tumoral,
morfolégicamente similar a los virus € tausantes de leucemias
en otras especiesj de la subfamilia Oncoviridae, familia
Retroviridae (por utilizar la onzima transcriptasa de reversa
para su replicacién), género tipo C , del grupo Oncornavirus,
subgénero Oncovirus tipo € de mamfferns, especie Oncovirus

4,66 . :
. El virus posee un diametro aproximado

tipo C de bovino
de 120 nm, contiene un sélo filamento de RNA 708 y RNA
dependiente de la DNA polimerasa . El virus es facilmente
destruido por pasteurizacion, sobrevive por pocas horas en el
medio ambiente y puede ser preservado por peridédos
prolongados a temperaturas entre 70 a 180 € bajo cero cuando

es mantenido en medios amortiguados. Contiene principalmente

dos tipos de particulas antigénicas importantes: E1  antigeno



externo compuesto de glicoprotefinas sensibles al éter v
1lamado gpS1 o 40 que es el de mayor tamafio (70,000 Daltons!),
y el antigeno interno, formado de proteinas resistentes al
éter y acetona llamado p24 o 25 de menor pesc molecular
{24,000 Daltons) 7%,

El VLB difiere de los tipo C de otras especies mamiferas par
no poseer antigenos p30 y p70. Con base en esta diferencia
2l VLB es reconocido comp un virus onico leucémicao. Ademas de
ser erxdgeno, la proteina p24 o 25 no contiene ninguno de las
antigenos determinantes interespecie o especificos
intraespecie, por 1o que no se han detectado reacciones
antigénicas cruzadas en otros virus bovinos tipo €, aviares o
de ptros mamiferos. Sin embargo, el virus se encuentra
relacionado genética y antigénicamente con el virus de 1a
leucosis ovina. Ambos tienen antigenas p24 y comparten
antigeno pS1, presentan reaccién cruzada inmunolégica e
inducen a la formacién de sincitios cuando infectan cultivos
celulares?®, E1 rango de infectividad in-vitro es muy amplio
ya que se replica en cultivas celulares de ovino, murciélaga,
humena, simio, canino, caprino y equino. {os intentos por
infactar cflulas de rata y ratén han sido infructuosos’*%°

El modo natural de la transmisién de 1los Oncovirus es
vertical, que ccurre de una generacidn a otra y harizontal
descrita como la diseminacién del virus entre animales de 1la
misma generacién, considerada esta Oltima como la forma més

importante. Otros autores utilizan el término de vertical



‘para denotar la transmisidn genética Gnicamente, e incluyen
las demas formas dentro de la transmisién herizontal o por
cnntagiuz‘. La transmisién del virus en general puede ser
clasificada también como prenatal y posnatal, considerandose
mis precisa para ser utilizada en los programas dirigidos al

4

. Lo 2 c s
control y erradicacién” . La transmisién prenatal ocurre de

forma transplacentaria dentro de los seis primeros meses de
gestacién en aproximadamente 187% del total de casos‘Gﬂ‘ y
son diagnosticados mediante la determinacién de anticuerpos
sericos fetales apartir de la tercera semana de gestacién por
identificacién directa del virus y en becerros recien nacidos
por medio de pruebas inmunologicas antes de la ingestién del
calostro materno®®?*. La transmisién de la enfermedad no
ocurre a traves de ovocitos, espermatozoides o embriones por
1o que la transferencia de estos de donadoras positivas a
receptoras negativas son medios que pueden ser utilizados en
programas de erradicacién de la Lep™.

Lucas®® demostré en 1981 la presencia del VLB en semen de
toro. Sin embargo, la transmisién por esta via no representa
mayor importancia cuando el semen es utilizado bajo las
técnicas estandarizadas para inseminacién artificial’®.

La forma mias frecuente de 1la transmisién del virus bajo
condiciones naturales, es por contacto directo posnatal con
animales infectados. La infeccidén a través de leche vy

R 13 .
calostro es relativamente rara, "a pesar de que el virus esta

presente frecuentemente en estas secreciones . Este efecto



puede ser atribuido a la accién de los anticuerpos
protectores virus neutralizantes gque reciben los becerros de
madres infectadas®’. Se sabe que los insectos  hematdfagos
como  moscas  y garrapatas”, instrumentos descurnadnrea’i
tatuadores, quirurgicos y transfusién de sangre infectada
asi como palpacidn rectal, desempefian un papel importante en
la diseminacién del vLp'*?%?4:23

La transmisién experimental in-vivo del VIB en ovinos vy
bovinos, induce a la actividad oncogénica y tambien existen
datos preliminares scobre cierto grado de patogenicidad en
chimpancés, cabras, hamsters, conejos, venados cola blanca,
perro, terdo, bufalo de agua, vy capibarasa2M5? El virus no
es infectante para el ser humano bajo condiciones naturales,
aunque s{ lo es en cultivos celulares. Existen estudios
epidemidlogicos que demuestran cierta relacién entre Aareas
con elevada frecuencia de LEB y altos porcentajes de leucemia
en humanos. Estas observaciones, combinadas con otros
estudios bioldgicos Yy epidemiolégicos requieren

profundizar los estudios sobre el riesgo de salud pﬂblica‘{

1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIONES

Durante la década de 1los sesentas, las pruebas de virus
neutralizacien (VMY?®, fijacién de complemento  (FC) %,
inmunofluorescencia indirecta (!1)2‘, inhibicidén temprana de

la policariocitosis (1TP?®, radio inmuno an&lisis (RIA)°°,



"inhibicién de-la-transcriptasa de reversa (1TR'™,  inmuno
difusién en gel de agar (IDBA)ds, fueron adaptadas para 1la
deteccidén de anticuerpos especificos centra el VLB. Aunque el
sistema RIA parece ser el de mayor sensihilidad, la prueba de
IDGA producida comercialmente es practica, econdmica, con
buen grado de sensibilidad y ampliamente utilizada en 1los
tramites de importacién de bovinos y de semen. La Comunidad
Econdmica Europea y el Departamento de Agricultura de 1los
Estados Unidos de America (USDA) la recomiendan para estudios
de seroprevalencia y medidas de contraol *>%,

La prueba de inmunoensayo enzim&tico (ELISA), se utiliza
tambien para la deteccién y cuantificacidn de anticuerpos
contra el VLB’f debido a que es sumamente sensible,
especifica y sencilla para ser adaptada como técnica de
rutina en el laborateorio de diagnésticn‘&‘oﬁaﬁ‘ﬂ°m7.

La relacién que existe entre la infeccién por el VLB, el
linfosarcoma y la Leucocitosis Persistente (LP) es muy
impor-tante para entender los complejos mecanismos implicados
en la patogénia de la enfermedad. Estudios retrospectivos de

gran cantidad de casos, demostraron gque aproximadamente uno

por cadade tres animales seropositivos al VLR, tuvieron

24,25 1%, 26

antecedentes de haber presentado LP Ferrer et al
observaron en 1979, que el VLB puede ser detectado en casi
todos 1os bovinos fgque presentan LP, sin embargo en ocasiones

mas del 607Z de 1los animales seropositivos de VLV, no

presentan esta condicién. Asimismo solo una parte de los
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_animales que presentan LP desarrollan en determinado momento

de su vida la forma maligna de la enfermedad (LEB). Por otro-
lado , una peguefia proporcién del grupo de animales en

estado de PSA sin presentar LP desarrolla la forma LEB y no

necesariamente la LP antecede a la farma tumoral de 1la

enfer-medad, de tal manera que el diagnostico basado en el

conteo leucocitario solo detecta una pequefia proporcién de

los animales portadores del VvLB®!. Por 1o tanto es obvio que

las claves hematolégicas, no son adecuadas como indicadores
de la infeccién y la condicidén de LP tiene poco valor por si
solas en programas de control y erradicacien® ® . Sin embargo
la probabilidad de gue un animal con LP este infectado es
mayocr gue en un  animal que no la presentazs.

Actualmente se utilizan varios métodos, entre ellos
microscopia electrénica°1, deteccién de inmunoglogulipas  en
la membrana citoplasmatica e histoquimica enzimatica® para
caracterizar 1a morfologia y la funcién de células linfoides
normales y de naturaleza neoplasica. Algunos estudios
demuestran que las enzimas adenosin-trifosfatasa (ATPasa) vy
fosfatasa 4cida (FA) son efectivas como marcadores de
superficie en linfocites T y B respectivamentenﬁ. En bovinos
con LP, 1a mayoria de 1los linfocitos son tipo B siendo
detectada esta caracteristica por el incremento en el
namern de células en sangre periférica y en ganglios
linfaticos, inmunoglobulinas de superficie y anticuerpos

. . 24 .
eritrociticos receptores del complemento™. Los ovinos
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infectados experimentalmente con el vig, desarrollan
linfosarcoma con elevada frecuencia y las células neoplasicas

50,85. £l

bfesentes en sangre periférica son de tipo B
linfosarcoma en humanns en sus diferentes clasificaciones
(linfoma linfucfticn, linfoma pabremente di ferenciado,
linfoma histiccitico y leucemia linfocitica crénica) ocurre
usualmente en individuos adultos Yy tambien es
predominantemente un desorden celular de tipo -

Raich’® utilizé técnicas citogquimicas para reconocer Yy
clasificar linfocitos de bovinos en sangre periférica , en
ganglios linfAticos con linfosarcoma tipo adulto, juvenil vy
timico y en células de nvinos infectados con el VLB, Los
resultados se compararon con las mismas técnicas en
linfocitos normales. Los métodos citoquimicos fuerans
Sudan-Negro-B (SN-~B), Acido Peryddico de Schiff (PAS) ,
Fosfatasa Acida (FA), Naftol AS-D Cloracetato (NASDC) y Alfa
Haftil Nretato (AMA) esterasa.

f.a aplicacion de reacciones citogquimicas en leucocitos de
ovinos y bovinos cton linfosarcoma, son otiles para demostrar
caracteristicas especificas y Unicas. Estas reacciones
parecen efectivas para aclarar la patogénia y establecer una
clasificacidn celular en los desérdenes linfoproliferativos
enh estas espécies, similar a 1o establecido en el hombre .
Existen otras pruebas diagnoésticas complementarias dentro del
grupa de procesos  tumorales en el hombre y en algunas

14,37,00,03

especies de animales La hipercalcemia es una
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complicacién bien reconocida en procesos neoplisicos malignos
de humanos y en carcinomas de glidndula mamaria, pulmén vy
rifidn, melanoma maltiple, Linfomas malignos tipo Hodgkin y no
Hodgkin también ban sido descritos en asociacién con
hipercalcemiac. El o los mecanismos de esta condicidén se
desconocen, aungue las hipétesis mas satisfactorias son las
siguientes: Las células tumorales de algunos linfomas
secretan csustancias productoras de hipercalcemia las cuales
pueden o no estar relacionadas inmunolégicamente con la
hormona paratiroidea (HPT). Estas sustancias varfan en 1la
actividad biolégica y sélo producen hipercalcemia cuando sdn
muy activas o se presentan en grandes cantidades. La invasidn
de células neoplAsicas a médula ésea, puede predisponer a 1la
hipercalcemia debido a la secrecién local de las sustancias
activadoras de osteoclastos. Efectos similares se han
detectado con la participacién de componentes derivados del
sistema prustaglandina—sintetasa‘ﬁ

El linfosarcoma es la neoplasia mas comun asociada a la
hipercalcemia en perros y gatos, aunque no ha sido
aclarada completamente la causa de este desorden, se
considera que es debido al efecto de una sustancia hormonal
de tesorcidén ésea (e.g., prostaglandina E2, factor de
actividad osteoclastica)., Este factor induce a la resorcidn
6sea y a la movilizacién de calcio sélo cuando  la médula
ésea esta infiltrada por células tumorales™. En  bovinos

con LEB, no se han realizado estudins referentes a 1la
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concentracién sérica de los minerales calcio y fésforo y a la
.posible presencia de factores de actividad osteoclastica.

La determinacién de la enzima deshidrogenasa lactica (DHL) vy
sus  iscenzimas coma prueba diagndstica ha sido bien

,B 4

establecida en medicina humana® En medicina veterinaria
son  escasons los estudios gque se han desarrollado en
rumiantes. La enzima DHL se encuentra ampliamente distribuida
en las células de los tejidos y fluidos corporales. Cuando
exfste un incremento en la permeabilidad de 1a membrana
celular o se desintegra ésta, ocurre un flujo enzimitico
hacia la corriente sahgufnea, especialmente cuando se
presenta el dafio en un drgano o tejido con gran actividad
enzimatica. Prasse’ investigé las isp-enzimas de DHL en el”
suero de bovinos clinicamente sanos y en animales enfermos,
concluyendo gue este puede ser el mejor criterip para
detectar algunos padecimientos, en lugar de determinar
unicamente la concentracién total de la enzima .
Diferentes estados fisiolégicos (stress, edad, prefiez),
ademis el sexo y raza, pueden alterar su concentracién. En
ovinos con distrofia muscular aguda, se observa un notable
aumento de 1la iscenzima DHLs. En investigaciones
recientes se han establecido 1los niveles séricos de las
isp-enzimas de DHL en varios tejidos de bovinos clinicamente
sanes. Los resultados sugieren tambien gue esta determinacidén
enzimatica puede ser usada en el diagnéstico diferencial de

. 41
dafins hepiticos y musculares” . Los humanos con tumores
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malignos y los animales con carcinomas, generalmente muestran
incremento en la actividad sérica de la enzima DHL. En las
--leucemias de ovinos y bovinos, la actividad de 1a DHL sérica
se  incrementa, ademas presenta notable actividad en

41,706,014
las células tumorales "7,



11.—- HIPOTESIS

1.~ Los bovinos infectados naturalmente con el VLB y con
reacciones serolégicas positivas a este, presentan
linfocitosis con formas celulares hlasticas en sangre
periférica.

2.— Los niveles séricos de la enzima Deshidrogenasa Lactica
(DHL) y de calcio estin elevados y 1los de fésforo
disminuidos.

3.~ Los niveles séricos de gamaglobulinas estan aumentados.

111. OBJETIVO GENERAL

Perfeccionar el diagnéstico de la LEB por medio de 1la
determinacidén de algunas alteraciones humorales Yy

celulares y la correlaciédn entre ellas.

1vV. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Determinar en los bovinos infectados naturalmente con el
VLB, algunas alteraciones humoralest
1-1 Determinar anticuerpos contra el VLB, por medio de
las técnicas de ELISA e 1DGA.
1-2 Determinar y cuantificar la enzima DHL en suero.
1-3 Determinar y cuantificar 1les minerales calcio vy
fésforo en suero.
1-4 Determinar y cuantificar las fracciones de

inmuncglobulinas en suero.

15
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~2,~.Clasificar la poblacién de linfocitns en frotis de sangre

periférica por métodos citogquimicos: Viright,

Acido-Perindicoc de Schiff (PAS), feroxidasa y Verde

Metil Pironina

2-1 Realizar biometri{a hemAtica completa:® leucocitos/mm{
conteo diferencial vy en cifras absolutas de

leucoci tos, hemoglobina (g/dl) y hematocrito (%).



V.- MATERIAL Y METOROS
El presente trabajo se realizé en un complejo agropecuarioc
del estado de Hidalgo, La poblacién promedic es de 30,000
bovinos de la raza Holstein-Friesian, distribuidos en una
superficie aprostimada de 75 hectareas bajo un sistema de
eyplotaciéon intensiva.
El estudio consté de dos fasess:
Fase 1 - Seleccidn de cuatro grupos de animéles en produccidn
con las siguientes caracteristicast
GRUFOD 1.— 10 animales ELISA positivos mas Leucocitosis
Persistente (LP).
GRUPO 1I1.- 10 animales seroldgicamente positivos a LEB
utilizando la prueba de ELISA.
GRUFO 111.—- 10 animales ELISA positivos mas presentacién
clinica de la enfermedad.
Grupo IV.— 15 animales clinicamente sanos y ELISA
negativos (como controles).
De cada animal se cbtuvieron dos muestras de 12 ml de sangre
cada uno, uno sin y el otro con anticoagulante
(Etilen-Diamino-Tetra—-Acético EDTA),a partir de 1la vena
coccigea, empleando el sistema de tubos al vacin‘. De 1la
sangre colectada sin anticoagulante se obtuvo el suero
medi ante centrifugacidn y se congelé a —20 C hasta el momento
de su analisis.
El criterioc empleado para seleccionar a los 45 animales fue
2l siguiente: Ge realizaron tres muestreos previos (con

*Becton Dickinson de México.
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—intervalos.de un mes cada uno), en 1los animales con
antecedentes clinicos y hematicos indicativos de LEB.y
linfocitosis persistente.

Se adap£6 la prueba indirecta de EL1SA®® en  suero sanguineo
para la deteccion y cuantificacidn de anticuerpos especificos
contra el VLB empleando un antigeno glicoproteico cnmercial’.
Las reacciones se interpretaron como positivas cuando 1las
diluciones fueron iguales © mayores de 1/64. Para la
deteccién de los 10 animales con LP, en la sangre colectada
con anticeoagulante EDTA, se determind 1la cantidad de
leucocitos por mn®.La cuenta diferencial se expresd  en
porcentajes y en cifras absolutas, de acuerdo con las
técnicas convencionales descritas por Benjamin’o.

Fase 11.—- De los 45 animales seleccionados para formar los
cuatro grupos, se realizaron tres muestreos sanguineos
seriades con intervalos de un mes cada uno y se procedio en
la misma forma ya descrita. La DHL se determiné en el suero
inmediatamente después de su obtencién empleando el método
cinético con reactivos cnmerciales?El procedimiento utilizado
para la prueba indirecta de ELISA fue el desarrollado por
Todd vy Adair®’.Para la prueba de IDGA el agar fue preparado
al 0.9% en solucion amortiguadora de fosfatos pH 8.6, de esta
splucién se vertieron 15 ml a una caja de Fetri. Una ve:
gelificado se hicieron siete orificios de GSmm de diimetros
uno central para el antfigeno rodeado de seis eguidistantes

para tres sueros problemas y sus controles respectivos:
* pitman Moore Inc. USA

** Merck Lab.
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positivo, negativo y positivo moderado. Las cajas fueron
mantenidas a 20 C durante 48 horas. La prueba se registro
como positiva cuando las 1lineas de precipitacién fueron
identicas a las del suero control positive.lLas
determinaciénes en el suero de los minerales calcio y fésforo
se realizaron empleando las técnicas de espectrofotometria de
luz visible con reactivos comerciales .La técnica de
electroforesis se utilizé para valorar las diferentes
fraccienes de globulinas en suero sanguineuao. Para las
reacciones citogquimicas, se tifferon los cuatro frotis
obtenidos de la sangre con anticoagulante con los métodos de
Wiright, acido perydédico de Schiff (PAS), perosidasa
y verde-metil-pironina de acuerdo al manual de tinciones de
las Fuerzas Armadas®>. La reaccién de las tinciones en los
linfocitos, fue determinada de acuerdo al criterio
previamente establecido por Bennett y Reed’ sobre un rango de
cero a tres marcas (+), adicionalmente fusron tabulados 1lops
porcentajes de linfocitos con reaccién positiva a las
tinciones. La bviometria hematica (BH) completa:s glébul os
rojos (GR), gldébulos blancos (GB), thematocrito (Ht), vy
hemoglobina (Hb) se realizé en 1os tres muestreos de sangre
con EDTA de cada animal segun las técnicas descritas por
Benjamin 1

Los resultados ohtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza totalmente al azar y con un nivel de significancia
de (p < 0.01).



V1. RESULTADOS

1 SERDOLNOGIA

Les resultados de los 30 sueros de los bovinos
detectados como positivos y de los 15 negativos con la prueba
de ELISA fueron comprobados con 1DGA.
Ninguno de 1los 15 animales del grupce control negativo
presentd reacciones seropositivas al VLB durante 1los tres
muestrecs seriados.
Con la prueba de ELISA el titulo de anticuerpos m&s elevado
se phbservé en un animal del grupo I (1/512).
L.a especificidad de 1la prueba de IDGA fue de 100% comparada
con los resultados de ELISA.
En los treinta bovinos gue formaron 1los tres grupos de
animales seropositivos , el titulo de anticuerpas detectados
mediante la prusha de ELISA permanecid constante durante las
tres repeticiones (una cada mes) no presentindose

diferencias estadisticas significativas (CUADRO 1).

2 BIOMETRIA HEMATICA

Los valores de hematocrito (Ht) en los animales de
los grupos 1, 2, y 4 no presentaron variaciones importantes
pero en el grupo 3 los niveles fueron significativamente
bajos (p < 0.058). En el conteo de glébulos rojos (GR) no se
observeron cambios significativos en los grupos 1, 2 y 4,

pero en el grupo 3 fueron bhajos (p < 0.05). La concentracidn

20
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de hemoglobina (Hb) en el grupo 3 fue baja (p < 0.03) y en
los otros grupos normales. En 1os animales de los grupos 1y
3 hubo eaumente considerable en el numeroc de leucocitos
(p < 0.01) lo que en los grupos 2 y 4 se mantuvieron dentro
de los limites normales. El porcentaje de linfocitos en 1los
grupos uno y tres fue significativamente superior al de 1los

otros grupos (p < 0.01) (CUADRO 2 vy FIGURAS 1, 2, 3, 4 y 95).

3 GLOBULINAS
Los animales de los grupo (positivos con
presentacién clinica de la enfermedad), 2 (positivos), vy
grupo 1 (positivos mas leucocitosis persistente),presentaron
niveles séricos elevados estadisticamente significativos (p <
. 0.01) en la fraccién gamma de las globulinas (Fig.13). La
concentracién de la fracciédn beta estaba significativamente
mas baja (p < 0.05) en 1los tres grupos de animales
seropositivos con respecto al grupo control negativoe (Fig.
12). bLas proteinas totales estaban significativamente mas
altas (p < 0.01) en los tres grupos de animales positivos al
VLB (Fig. 6). Los niveles en el suero de la fraccién alfa se
encontraron significativamente mias elevadas (p < 0.01) en el
grupo tres (Fig. 9) y la albumina mias baja (p < 0.01) en el

mismo grupo (CUADRO 2 y FIGURA B).

4 DESHIDROGENASA LACTICA (DHL)

En ninguno de los grupos de animales durante 1los
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tres muestreos seriados, se detectaron diferencias

“significativas en 1la concentracién sérica de la enzima

deshidrogenasa lactica (DHL) y 1los valores se comportaron
dentro de los rangos normales de concentrac ién (CUADRO 4 y

FIGURA 14).

5 CALCIO Y FOSFORO

Los niveles en el suero de los minerales calcio vy
fésforo no sufrieron variaciones estadisticas significativas
ni entre les cuatro grupos de animales ni entre 1los tres
muestreos seriados, manteniéndose los valores dentro de 1los

rangos normales (CUADRD 4y FIGURAS 14 15).

& CITORUIMICA

Las reacciones de las tinciones de perotidasa y FAS
fueron negativas en los leucocitos de sangre periférica de
los bovinos seropositivos y negativos al VLB. La reaccién de
la tincién de verde metil pironina fue positiva en 25 % de
los linfocitos de sangre periférica de los bovinos del grupo
1, 4% en el grupo 2 , 6 Z en el grupo 3 y 2 % en el grupo

control negativo 4. (CUADRO 9.



CUADRO 1
NIVELES DE ANTICUERPOS ANTI-VLB

GRUPOS | i mn v

MUESTREOS 1-2-3 1-2-3 1-2-3 1-2-3
1 17128 (+)s+ 1764+ (s)en 17128+ (+)e+ -
2 1/64 (+) 1764  (+) 1/64 (+) -
3 1/64 {+) 1/64 (+) 1/64 {+) -
4 1/64 (+) 1/64 (+) 17258 (+) -
5 17812 (+) 1764 (+) 17128 (+) -
6 17266  (+) 1764 (+) 1/64 (+) -
7 1/64 (+) 17128 (+) 1/64 (+) -
8 1/64 (+) 1/64 (+) 1/128 (+) -
9 1/64 (+) 1764 (+) 1764 (+) -
10 1/64 (+) 1/64 (+) 1/64 {+) -
11 . -
12 -
13 -
14 -
15 }

€2

« PRUEBA DE ELISA  ++ PRUEBA DE IDGA POSITIVA

I- (+ LP)

- (+)

- { + TUMORAL)
IV- (CONTROL -)




CUADRO 2
BIOMETRIA HEMATICA

GRUPO No.DE HT *+ G.R ** HB * G.B. * LINFOCITOS »*+

BOVINO g mm3  g/100m! mm3 %
b b b a a
1 10 36.35  6.92 11.95 25.71 71.32
b b b c b
2 10 37.67 7.15 12.18 7.82 59.84
c c c b a
3 10 30.96  6.35 10.09 15.57 67.43
a a a ]
4 15 40.30  7.95 13.04 8.13 © 47.75

¢+ LAS MEDIAS CON DIFERENTES LETRAS SON ALTAMENTE SIGNIFICATIVAS P«0.01

« LAS MEDIAS CON DIFERENTES LETRAS SON SIGNIFICATIVAS P¢0.05

1-{+LP) 3- { + TUMORAL )
2-(+) 4- ( CONTROL -)

ve




CUADRO 3
CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS

GLOBULINAS

GRUPO No. DE ALBUMINA ALFA1 ALFA2 BETA GAMMA PROT.T.
BOVINQOS g %** g%+ g % * g % * g % ** g % *»

a b b b a a
1 10 2.87 0.34 0.89 0.85 2.99 7.64
a b b b a a
2 10 2.88 0.28 0.65 0.90 2.91 7.62
b a a b a a
3 - 10 2.39 0.55 0.76 0.86 3.02 7.58
a a a a b b
4 15 2.96 0.48 0.57 1.02 1.98 7.01

*»+ LOS PROMEDIOS CON DIFERENTES LETRAS SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS A P ¢ 0.01
+ LOS PROMEDIOS CON DIFERENTES LETRAS SON ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS A P ¢ 0.05

i- (+ LP) 3- ( + TUMORAL )
2- (+) 4- ( CONTROL - )

Ge



CUADRO 4

CONCENTRACION DE MINERALES Y DHL EN SUERO

GRUPO No. DE CALCIO FOSFORO D H L
BOVINOS mg/100mi mg/100ml u. L

1 10 7.88° 5.83" 378.17°

a

2 10 8.44% 5.73% 408.77

a a . a

3 10 8.33 5.72 44953

4 15 8.14° 5.47° 391.58°

1-(+LP)

2-(9)

3 - (+TUMORAL)
4 - CONTROL (-)

a= ESTADISTICAMENTE NO SIGNIFICATIVO (P>0.05)

9¢



CUADRO 5
CARACTERISTICAS CITOQUIMICAS EN LINFQCITOS DE BOVINQS
NORMALES Y SEROPQSITIVOS AL VLE

P.A.S. PEROXIDASA V.M.P.
GRUPO No.DE ANIMALES - 2.- 3. - 2.- 3. to.- 2.- 3.
% % %
1 10 - - + (25) +++
2 10 - - + (4) +
3 10 - - +(6) +
4 16 - - +(4) +
+++ FUERTEMENTE POSITIVO P.A.S. ACIDO PERIODICO DE SCHIFF 1 { A LP)
O HAMENTE Posirve 'O VMP VERDE METIL PIRONINA 3- (+ TUMORAL )

- NEGATIVO 10-20-30+ No. DE MUESTREOS 4- { CONTROL -)

Le
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FIQURA 1
VALORES DE HEMATOCRITO

O4{oont
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GRUPCS
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FIGURA 3
VALORES DE LINFOCITOS

Q2 () G3 (stumoral) G4 {control-)
GRUPOS
O MUESTREO 1 MUESTRED 2 MUEBTREO 8

G {iLP)

W MUESTREO 1 MUESTREO 2 MUESTRED §
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FIGURA 6
VALORES DE HEMOGLOBINA
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FIGURA €
VALORES DE PROTEMNAS TOTALES
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FIGURA 7
RELACION ALBUMINA/GLOBULINAS
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FIGURA 9
VALORES DE ALFA GLOBULINAS

P MUESTRED 1 MUESTREOD 2 MUESTRED 3
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— FIGURA - 11
VALORES DE ALFA | | GLOBULINAS
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FIGURA 12
VALORES DE BETA GLOBULINAS

a2 L]

GH{LP)
GRUPOS
W MuEsTRED MUEBTREO 2 MUESTHED 8




]

82 (%) @3 [+tumorsl) G4 {oonirol-)
GRUPOS
MUEBTREO 2 MUESTRED 3

FIGURA 14

WVALORES DE CALCIO SERICO
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FIGURA 15
WALORES DE FOSFORO SEAICO
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FIGURA 1 FIGURA 2

VALCRES DE HEMATOCRITO VALORES DE GLOBULOS BLANCOS
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FIGURA 8
VALORES DE ALBUMINA
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FIGURA 8
VALCRES DE ALFA GLOBULINAS
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VII. DISCUSION

En este trabajo resalta que la infeccién con el VLB
estd asociada directamente
con la respuesta de los anticuerpos anti-VLB. Esta
caracteristica proporciona una confiable opcidn para la
identificacion de animales infectados mediante pruebas
inmunoldédgicas como ya lo sefialaron Ferrer et a1.?*,

Recientemente, se han desarrollado maltiples
estudios sobre la deteccidn y cuantificacién de anticuerpos
anti-VLB. Kajikawa et al.,‘D demostraron gque la sensibilidad
de la prueba de ELISA es mayor que la prueba de IDGA, para la
deteccidén de anticuerpos contra el virus de la LB. En otro
trabajo se conprobd mayor efectividad en la prueba de ELISA
gue en la de IDGA utilizando anticuerpos moncclon a lesfﬁ para
la deteccidn de animales infectados con el VLB. Burridge"
ocbservé en 32 muestras de sangre de bovinos infectados con
VLB, escasa variacion en los titulos de anticuerpos dentro de
un periddo aproximado de seis meses, similar a lo obtenido
en este estudio.

Tambien se ha comprobado la efectividad de estas
dos pruebas (ELLISA~INDGA) en el <cuero de leche de bovinos
infectados, resultando la primera mas sensible y con menor
porcentaje de falsos positivos. Klimentwski“empleé la
técnica de ELLISA en sueros sanguineos para demostrar S51.7 7%

de reactores positivos al VLB comparado con 42.4 % con la de
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CIDGA. Los  resdltados  del presente trabajo confirman lo
reférido por los autores citados ya que la prueba de ELISA
resultd ser igualmente especifica y sensible. E1  titulo de
anticuerpos detectados durante un periocdo de tres meses
no presenté variaciones importantes. Toma et a1."® observaron
alta especificidad en la prueba de ELISA (99%) en muestreos
seriados de sangre y leche de bovinos infectados con el VLB y
concluyeron que ELISA es una prueba factible para detectar
infeccienes iniciales y monitorear hatos libres de la
enfermedad. Sin embargo a pesar de que la prueba de ELISA ha
demostrado ser muy sensible y especifica para la medicion de
anticuerpos, la prucba de 1IDGA puede ser considerada una
huena alternativa para ser aplicada en estudios
epidemiolégicos por su bajo costo y facil desarrollo.

Algunos estudios han demostrado aumento en la
concentracion de las fracciones gamma y alfa globulinas
asociado con el decremento de 1la albtmina y concentracién
normal de betaglobulina en bovinos clinicamente afectados con

18,59 -
"77, SBimilares resultados fueron observados en

linfosarcoma

los grupos 1, 2, y 3 del presente estudio aungque 1la

concentracién de la fraccidn beta fue significativamente
. 18,50

menor (p < 0.05) que 1o informado por otros en los

mismos grupos. En seres humanos con neoplasias

linfoproliferativas y en bovinos con linfosarcoma se ha

detectado un incremento progresivo de la fraccién alfa de las

globulinas de acuerdo con el desarrollo de 1la enfermedad.
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Aungue los niveles séricos de 1la fraccitén alfa fueron
significativamente elevados en los grupos 1, 2, y 3 con
respecto al grupo 4, no hubo diferencias estadisticas entre
los grupos seropositivos lo cuél sugiere gque la fraccidn
alfa no tiene relacién con respecto a 1la presentacién de
enfermedad. Kinushita et al.*® no detectaron diferencia en la
concentracién de proteinas totales, vy notaron aumento
considerable de 1la fraccién alfa y disminucién de beta vy
gamma en el suero de bovinos con linfosarcoma. Los gatos con
linfomas Y linfoadenopatias generalizadas presentan
hipergammaglobulinemiaqa{

En ninguno de lps grupos ni entre los muestreos
se ovhgervaron variaciones significativas en la concentracion
sérica de la enzima DHL y los valores se comportaron dentro
de los rangos normales. Esto indica que 1la importancia del
enzimograma no puede ser establecido con hase en los
resultados del presente trabajo. Sin embargo, otros estudios
fian  identificado incrementos importantes en 1los niveles
séricos de 1la enzima DHL y sus isovenzimas DHL! y DHL2Z en
bovinos con padecimientos de tipo cardiaco. En casos
subclinicos de LEB se ha observado aumento de 1los niveles
séricos de las isoenzimas DHL2, DHL3 y DHL toptal con
decremento de la ispenzima DHL1. En otros estudios se ha
comprobado el aumento en la actividad de 1a enzima DHL total
en bovinos infectados con el VLB y tamhién en sereshumanos

adultos cen leucemias de 1linfocitos tipo T causadas port
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retrovirus. Ishihara et al?‘demostraron alta correlacién en
la elevade actividad de la isoenzima DHL1 con el aumento en
la concentracién de linfocitos en sangre periférica de

. . cy s a1
bovinos con leucosis. Silkina et al.

observaron notable
incremento en la actividad de las isoenzimas DHL4 y DHLS en
el suecro de ovinos infectados experimentalmente con el VLB,
En medicina humana la hipercalcemia combinada con 1la
hipefosfatemia han sido ampliamente reconocidas en asociacién
con linfomas generalizados principalmente cuando la médula
osea se encuentra infiltrada por las células  tumorales vy
s6lo en casos eicepcionales en neoplasias localizadas. Esta
condicién parece ser mas comin en seres humanns con mielomas
maltiples. En este estudio no se observaron variacidnes
significativas en la concentracion sérica de calcio y fé6sforo
en ninguno de 1los 4 grupos de animales seropositivos
particularmente en el grupo de 1los animales clinicamente
enfermos. La incidencia de este desequilibrio de electrolitos
combinade con reacciones neoplisicas en animales domésticos
se desconcce pero algunoé estudios indican que es bajaah
En programas disefiados para erradicar el LER de
poblaciones ganaderas, es de gran utilidad contar con
pruebas diagnésticas confiables para detectar a los animales
reactores positivos. Actualmente se practica una prueba
diagnostica relacionada directamente con la identificacion
del incremento persistente en el nuameroc de linfocitos en

94,05

sangre periférica tas claves de Goetze y Bendixen son
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dééé;iéaé incnrreﬁtamente como una caracter{stica del estado
prodrémico del  LEB,  aungue el incremento en el nomeroc de
linfocitos no siempre precede a la presentacién de la forma
clinica de la enfermedad. Otras condicicnes patolégicas como
ciertas enfermedades de origen viral pueden estar
acompafiadas de un incremento de linfocitos sanguineos con
duracién variable. En el presente estudioc se comprobs 1la
relacién que existe entre la elevada concentracidén
persistente de leucocitos en sangre periférica y el aumento -
considerable de linfocitos. Los programas de erradicacidn de
la LEB requieren de pruebas sensihles, baratas y ripidas para
detectar el ecstado inicial de la enfermedad. Varios métodos
serolégicos se han desarrollado, sin embargo los antisueros
necesarins no son de facil obtencidn. Como alternativa
inmediata las tablas hematicas pueden ser de utilidad
como diagnéstice presuntivo mas no confirmativo de LEB. Estas
pruebas estan basadas en la demostracidn de un incremento del
conteo absoluto de 1linfocitos (tres o mas desviaciones
estandar de la concentracién media conciderada como normal
para las respectivas raczas y edades en 2 o 3 muestras de
sangre colectada a intervalos de por lo menos tres meses
cada uno™?? . Las observaciones realizadas en este estudio
san indicativas de que el perfodo de seguimiento de les
animales puede reducirse a tres meses con resultados
confiables tanto de tipo serolégico como hemAtico.

El uso de tinciones citoquimicas ha sido
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recomendado para en la clasificacidn y caracterizacidn de
leucemi as agudas y padecimientos 1linfoproliferativos en el

18, 6o .
UYL En estudies

hombre y algunos animales domésticas
previos se ha identificado 1la poblacion de linfocitos
sanguineos en seres humanos con leucemias predominando los de
tipo B. En casos de linfomas bovinos tipo timico y juvenil en
opcasiones los linfocitos no pueden ser caracterizados como de
tipo T o B y gquizad presentan una etapa de transformacion
maligna, o representan una reaccién pre-B, similar a 1o Qque
sucede en seres humanos con leucemias linfociticas agudas.
Ovinos infectados experimentalmente con el VLB, desarrollan
linfosarcoma con elevada frecuencia seis meses despues de la
inoculacién y 1los linfocitos de sangre periferica son
generalmente de tipn B. En consecuencia ha sido de gran
utilidad la aplicacién de reacciones citéquimicas en adicion
a marcadores inmunoldégicos hacia la caracterizacion de
linfocitos en sangre periférica de animales clinicamente
sanos y con desordenes linfoproliferativos. La reaccioén
citoguimica positiva a 1la tincién de verde metil pironina
en frotis de sangre periférica en el grupo 1 fue
estadisticamente superior comparada con las resultados de los
grupos 2, 3, Yy q confirmando el posible efecto
linfoproliferativo de cé¢lulas inmaduras (posiblemente tipo B)
aungue en este trahajo no sa utilizaron marcadores
especificos de superficie para comprobar estn. Las reacciones

de las tinciaones con peroxidasa y PAS fueron negativas en
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'Qaééérloé grupﬁs cuﬁfirmando el origen no granulocitico vy
monocitico en las reacciones leucociticas principalmente de
los grupes | y 3. Las observaciones realiradas por Lucks et
a1.” en seres humanos con problemas linfoides indican que
la transformacidn in vivi de los linfocitos ocurre a nivel
intrafolicular de casi todos los tejidos de tipo 1linfoide vy
las células grandes pironinofilicas del centro +folicular

pueden transformarse en tipo B.
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