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RESUMEN 

La Leucosis Bovina Enzoótica (LBE) es una patología infecciosa producida por un virus denominado 

Virus de la Leucosis Bovina (VLB). El VLB pertenece a la familia Retroviridae, y al género 

Deltaretrovirus. En la enfermedad pueden distinguirse tres formas clínicas: a) Asintomática, b) 

Linfocitosis Persistente (LP), caracterizada por una expansión policlonal no maligna de células B CD5+ 

y c) Linfosarcoma, caracterizada por la formación de tumores. Es ampliamente aceptado que la 

mayoría de los cánceres resultan de múltiples eventos celulares que se vuelven malignos luego de un 

prolongado período de latencia clínica, así como del rol crítico que juega el sistema inmune en el 

control de la progresión de esta enfermedad. Hasta el momento han sido reportadas solamente 5 

secuencias genómicas completas de cepas de  VLB, las cuales fueron aisladas de células 

mononucleares de sangre periférica de bovinos y otros orígenes no tumorales. Con el fin de contribuir 

a la comprensión de los mecanismos de leucemogénesis que induce VLB en el ganado, es necesario 

contar con secuencias de genomas completos de estirpes aisladas directamente de linfosarcomas. 

En este estudio, se realizó el análisis detallado de un genoma completo de VLB aislado directamente 

del linfosarcoma de una vaca infectada. Se encontró una sustitución nucleotídica en el elemento de 

respuesta a glucocorticoides (GRE)  localizado en la región 5'LTR. También fueron detectadas 

sustituciones de aminoácidos en las proteínas de nucleocápside, gp51 y G4. Estas mutaciones o 

sustituciones de aminoácidos, podrían estar favoreciendo la supresión de la expresión viral en las 

células B infectadas, como una estrategia para evadir una respuesta inmune efectiva. 

Dada a la mutación encontrada en el sitio GRE, se realizó la predicción de la estructura del ARN en la 

región U3 del 5’LTR de la secuencia obtenida del linfosarcoma, y se comparó con la estructura que 

formaría esta región en las secuencias provenientes de otros orígenes. Resultados en este estudio son 

coherentes con la hipótesis de la supresión de la expresión viral. 

Asimismo, fueron realizados análisis filogenéticos utilizando genomas completos que revelaron una 

marcada diversificación genética entre VLB y los demás miembros del género Deltaretrovirus. Se 

observó también una estrecha relación genética entre virus HTLV y STLV, y una relación más distante 

con el clado de VLB.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA 

1.1.1 MARCO TEÓRICO DE LA ENFERMEDAD 

La definición primaria de “leucosis” se refiere a una proliferación maligna del tejido linfoide o 

productor de linfocitos (Gatti, 2007). El primer caso reportado de leucosis bovina fue en el año 1871, 

por Leisering, quién detectó la presencia de nódulos amarillos en el bazo inflamado de una vaca (Gillet 

et al., 2007).  

Hoy en día la enfermedad es conocida como Leucosis Bovina Enzootica (LBE),  y su agente etiológico 

es un virus denominado Virus de la Leucosis Bovina (VLB). Este virus pertenece a la familia 

Retroviridae y al género Deltaretrovirus. El VLB infecta principalmente los linfocitos B, y en 

condiciones naturales se encuentra como ADN proviral integrado al genoma de los linfocitos 

infectados.  

La infección por VLB se caracteriza por manifestar un largo período de latencia viral y por la ausencia 

de viremia. Es probable que el período de latencia sea una estrategia viral para escapar a la respuesta 

inmune del hospedero, y de esta forma dar lugar, eventualmente, al desarrollo de un proceso 

oncogénico (Pierard et al., 2010). Cuando las células infectadas son aisladas y cultivadas in vitro  

ocurre un drástico incremento en la transcripción viral, lo que sugiere que el provirus se encuentra de 

alguna forma reprimido in vivo (Powers y Radke, 1992). Esta estrategia también se observa en otros 

miembros de la familia Retroviridae, como en el virus linfotrópico de células T de humanos tipo 1 

(HTLV-1) que le permite una protección efectiva contra el reconocimiento por el sistema inmune del 

hospedero (Merezak et al., 2001). En condiciones naturales VLB infecta exclusivamente al bovino, 
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pero en forma experimental infecta e induce leucosis también en ovinos (Johnson et al., 1994). Es 

importante destacar que al día de hoy no  existe una vacuna efectiva contra el VLB. 

1.1.2 FORMAS CLÍNICAS 

En la mayoría de los animales infectados (60%), nunca se observan signos de la enfermedad y se 

convierten en portadores asintomáticos del virus, a este estado de la enfermedad se lo denomina AL, por 

aleucémicos. Extrañamente, un tercio del ganado infectado presenta linfocitosis persistente (PL) 

caracterizada por una expansión policlonal no maligna de células B CD5+. Finalmente, solo entre un 5 y 

10% de los bovinos infectados desarrollan la forma clínica linfosarcoma (LS) caracterizada por la formación 

de tumores que determinan el refugio, sacrificio o la muerte de los animales afectados. Es importante 

destacar que para el ingreso a esta etapa clínica no es necesario presentar previamente una etapa de 

linfocitosis persistente (Llames et al., 2001; Kettmann et al., 1994;  Burny et al., 1988;). 

Se cree que tanto factores de la genética del hospedero como de la genética de la estirpe viral 

infectante están involucrados en la patogenia de la enfermedad (Willems et al., 2000).  

1.1.3 TRANSMISIÓN 

El contagio se da por traspaso de linfocitos infectados con el virus de un bovino enfermo a uno sano. 

La transmisión puede ser horizontal (de animal a animal) o vertical (de madre a hijo). En las 

secreciones y fluidos biológicos como leche, sangre, calostro, secreción nasal, saliva, semen y orina se 

pueden llegar a encontrar linfocitos infectados, transformando a estos fluidos en una fuente de 

contagio. No obstante la mayor proporción de linfocitos infectados se encuentran en la sangre, por lo 

tanto cualquier medida de manejo o práctica veterinaria como extracción de sangre, vacunación, 

tatuaje, etc. que se practican sin tomar las medidas higiénicas correspondientes, son una importante 

forma de diseminación de la enfermedad (denominada iatrogénica). Los artrópodos hematófagos 
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como tábanos y mosquitos podrían ser otra vía  de transmisión (Gatti, 2007; Gillet et al., 2007). La 

infección afecta a bovinos en general pero las producciones intensivas como los tambos son las más 

involucradas.  

1.1.4 EPIDEMIOLOGÍA  

La LBE presenta una distribución a nivel mundial, y ha sido listada por la Organización Mundial de la 

Salud Animal como una enfermedad de importancia para el comercio internacional (OIE, 2010). 

Actualmente, existen programas de erradicación de esta enfermedad  en diferentes países, como 

Australia y algunos estados miembros de la Unión Europea (UE), muchos de los cuales recientemente 

han logrado erradicar esta patología (Acaite et al., 2007; Nuotio et al., 2003). Sin embargo, en otras 

partes del mundo, la prevalencia de la LBE ha aumentado y se ha reportado que más del 50% del 

ganado vacuno lechero se encuentra infectado con el VLB, dando lugar a importantes pérdidas 

económicas en la producción lechera y en la exportación del ganado (Kobayashi et al., 2010). A fin de 

evitar la infección con este virus y su contagio se implementaron estrategias tales como el aislamiento 

de animales infectados, inmunización pasiva a través del calostro, vacunación con proteínas virales o 

cepas atenuadas. Hasta el momento, ninguno de estos últimos métodos ha logrado la combinación 

óptima de eficiencia, economía y seguridad  (Gillet et al., 2007). 

En América del Sur, se han reportado niveles de prevalencia predial que rondan entre un 35 y 45% en 

Colombia, Venezuela y Chile (Alfonso et al., 1998; Islas et al., 1990; Marín et al., 1978), mientras que en 

Brasil alcanzó niveles de hasta un 70,4% (Del Fava y Pituco, 2004; Melo, 1992; Abreu et al., 1990). En el 

año 2001, Trono y colaboradores, realizaron el primer estudio a nivel de todo el territorio Argentino, 

analizando rodeos de tambos de las principales regiones lecheras de ese país y encontraron una 

prevalencia general de establecimientos del 84%, mientras que la prevalencia individual resultó ser del 
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32,85 % de los animales. En Uruguay, si bien estudios epidemiológicos llevados a cabo desde hace dos 

décadas indican que existía una prevalencia de la enfermedad del 20-25% en los establecimientos 

afectados, hoy en día es posible encontrar animales positivos en prácticamente el 100% de los 

establecimientos lecheros. Además de afectar la producción directa en el país por aquellas vacas que 

manifiestan la enfermedad tumoral, existen investigaciones en donde se ha encontrado que los 

animales infectados presentan una disminución significativa en la producción lechera (Zaffaroni et al., 

2007).  

En un estudio realizado en Uruguay sobre 53 establecimientos lecheros del Departamento de Florida, 

donde se recolectaron en forma aleatoria muestras de sangre de 1060 animales, el análisis serológico 

permitió proyectar una prevalencia para la LBE en dicho Departamento de 46,62% (Guarino, 2001). Según 

este trabajo, la prevalencia de LBE aumentó en comparación con muestreos previos lo cual podría 

relacionarse con la inexistencia de programas de control de la enfermedad y la tendencia de la infección a 

difundirse más rápidamente. Asimismo, en el año 2003 la seroprevalencia por ELISA en 60 

establecimientos de los departamentos de San José, Florida y Colonia fue de 77%, 72% y 57%, 

respectivamente (Zaffaroni et al., 2007).  
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1.2. VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA 

1.2.1 CLASIFICACIÓN 

El VLB pertenece a la familia Retroviridae, y al género Deltaretrovirus, con los cuales comparte dos 

características particulares:  

1) invierten el orden en el que naturalmente fluye la información genética en los sistemas biológicos, 

ya que son virus de ARN por lo que necesitan de una transcriptasa reversa para convertir este ARN en 

ADN  

2) integran su genoma en el genoma del hospedero. Este proceso se encuentra mediado por una 

enzima denominada integrasa. La forma integrada de un retrovirus es denominada provirus. Los 

genes de este provirus son expresados por mecanismos celulares que sintetizan las nuevas partículas 

virales. 

El VLB comparte su organización genómica con los virus linfotrópicos de células T de humanos (HTLV-

1 y HTLV-2) y de simios (STLV-1, STLV-2 y STLV-3) (ICTVdB Management, 2006).  

Los virus integrantes del género Deltaretrovirus son capaces de regular la expresión de sus propios 

genes, mediante la síntesis de proteínas reguladoras expresadas a partir de su propio genoma. Esta 

propiedad, conferida por una región genómica ubicada entre el gen env y el LTR 3’, es compartida por 

todos los lentivirus que provocan inmunodeficiencia en humanos (VIH), simios (VIS), bovinos (VIB) y 

felinos (VIF), entre otros; y otros como el Virus de la Anemia Infecciosa Equina (VAIE), Virus de la 

Artritis-Encefalitis Caprina (VAEC) y Virus Visna-Maedi (VISNA); y los espumavirus, como el virus 

espumoso de los simios (VFS); y les confiere el nombre de “retrovirus complejos” (Figura 1). 
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Figura 1. Árbol filogenético de los diferentes miembros de la familia Retroviridae. Basado en la secuencia del gen pol y 

realizado mediante el método de “neighbor-joining”. SnRV, retrovirus de serpiente; WDSV, virus del sarcoma de leucomas 

dérmicos; BLV, Virus de la Leucosis Bovina; EIAV, Virus de la Anemia Infecciosa Equina; RSV, Virus del Sarcoma de Rous; 

IAP, partícula intracisternal tipo A de ratón; FeLV, Virus de la Leucosis Felina. (Tomado de Field 5th edition a través de 

Compilation by D. Griffiths, University College, London). 

 

 

 

 

 

 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

16 
 

1.2.2 ESTRUCTURA DEL VIRIÓN 

La partícula viral tiene un diámetro de entre 60 y 125nm. Bajo el microscopio electrónico se observa 

la partícula viral con un núcleo central electrón denso rodeado por una envoltura celular con 

proteínas virales (Gillet  et al., 2007). El virión presenta en su interior dos copias de un genoma de 

ARN, simple hebra de polaridad positiva, de 8700 nucleótidos aproximadamente. Las proteínas CA 

(también denominada p24) forman la cápside que contiene el ARN viral en interacción con proteínas 

de la nucleocápside NC (también denominada p12). Dos proteínas enzimáticas (RT e IN) requeridas, 

respectivamente,  para la transcripción reversa y la integración del genoma viral, también se ubican 

empaquetadas dentro de la cápside. La proteína de la matríz MA (p15) interconecta la cápside con la 

envoltura externa. La envoltura está formada por una bicapa lipídica de origen celular junto con un 

complejo de proteínas virales insertadas en ella [glicoproteína de superficie SU (también denominada 

gp51) y glicoproteína transmembrana TM (gp30)] que intervendrán en el reconocimiento, la 

adsorción y la penetración a su célula blanco (linfocito B). (Gillet et al., 2007) (Figura 2). 
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Figura 2.  Esquema representativo de la partícula retroviral de VLB. En la figura se esquematizan las proteínas  que 

conforman la estructura del virión de VLB. Cada proteína representativa y su nombre correspondiente se indican con el 

mismo color (Adaptado de Retrovirology 2007, 4:18). 
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1.2.3 ORGANIZACIÓN DEL GENOMA 

El genoma viral está formado por dos moléculas de ácido ribonucleico de aproximadamente 9kb, 

flanqueadas por regiones R de los repetidos largos terminales (LTRs). Presentan un  Cap en el extremo 

5’, y una cola poliA en el límite R del extremo 3’ (Gillet et al., 2007). 

Durante la infección retroviral, su genoma de ARN es retro-transcripto a ADN complementario doble 

hebra, el cual una vez en el núcleo de la célula infectada, se integra en forma persistente al genoma 

celular organizándose entonces como cromatina, al igual que todos los genes celulares. En este 

momento se pasa a denominar “provirus” (Colin et al., 2011). 

 El provirus se encuentra flanqueado por dos secuencias idénticas de LTRs (estructura conformada por 

tres regiones denominadas U3-R-U5) y contienen los marcos de lectura abiertos (sigla en inglés ORFs) 

correspondientes a gag, prot, pol y env. El gen gag codifica para proteínas estructurales internas del 

virión [MA (p15), CA (p24) y NC (p12)]; pro codifica para la proteasa viral (p14); pol da lugar a la 

transcriptasa reversa RT con un dominio integrasa IN; y env codifica para las glicoproteínas de la 

envoltura del virión [SU (gp51) y TM (gp30)]. Otros ORFs dan lugar a los factores de regulación Tax, 

Rex, RIII y GIV. Éstas son proteínas que se codifican en la denominada región X del genoma del VLB y 

que presentan una importante función en la regulación de la transcripción del genoma viral (Gillet et 

al., 2007)  (Figura 3).  
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Figura 3. Representación esquemática del genoma proviral de VLB, con los marcos de lectura y mapa transcripcional. El 

genoma proviral completo, incluyendo los dos LTRs es de 8714 pares de bases, según la secuencia de Genbank K02120, 

reportada por Sagata et al. (1985b). Los sitios de splicing para los diferentes transcriptos se indican según la posición 

inicial. (Adaptado de J. Virology, 1993 67:1, 39-52). 
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1.2.3.1 Determinantes genéticas virales requeridas para la activación y regulación de la 

expresión génica: 

Repetidos  terminales largos (LTRs) 

El LTR en 5’ contiene los promotores necesarios para la regulación del inicio de la transcripción e 

interactúa con los factores específicos tanto celulares como virales. Sus principales elementos 

reguladores son tres copias de una secuencia potenciadora, no estrictamente conservada, de 21 pb 

denominadas elementos de respuesta a Tax (TxRE). Los TxREs son esenciales para la respuesta del 

promotor a la proteína viral transactivadora Tax (Derse et al., 1987). El LTR en posición 3’ contiene las 

secuencias necesarias para la poliadenilación de los mensajeros virales (Colin et al., 2011; Llames et 

al., 2001; Kettmann et al., 1994).   

La accesibilidad de la región 5’LTR a los factores transactivadores determinará la expresión del ADN 

proviral, y dependerá entonces de mecanismos epigenéticos tales como modificaciones pos-

traduccionales en las colas de las histonas, y metilaciones del ADN (Brenner et al., 2006).  

Región X 

Además de los genes estructurales gag, pol, y env requeridos para la síntesis de la partícula viral, 

transcripción reversa, e integración en todos los retrovirus, el genoma del VLB contiene la 

denominada región X (también denominada pXBL) ubicada entre el gen env y el 3’ LTR, que contiene 

los genes reguladores transactivadores. Esta región codifica para cuatro proteínas: Tax, Rex, RIII y  

GIV. Rex es una fosfoproteína nuclear de regulación post-transcripcional, estabilizando y permitiendo 

la exportación hacia el citoplasma de los ARNs genómicos y de los ARNs mensajeros que codifican 

para las proteínas estructurales. RIII estaría implicada, al igual que Rex, en la regulación post-

transcripcional de la expresión viral. Por otro lado, GIV está localizada en el núcleo y la mitocondria; 
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se cree que está implicada en la transformación celular. R3 y G4 no son indispensables para la 

infectividad in vivo pero la integridad de estos genes es esencial para la propagación eficiente de la 

infección dentro del hospedero (Gillet  et al., 2007). Se ha visto que la deleción de los ORFs para G3 y 

G4, por más de que permite la infección celular, conduce a una drástica reducción de la propagación 

viral (Willems et al.,1994). Finalmente Tax, una proteína localizada principalmente en el núcleo,  es un 

activador transcripcional viral que aumenta la unión de factores de transcripción al ADN, 

promoviendo la síntesis de proteínas virales. Esta proteína presenta tembién un potencial 

oncogénico, actuando en cooperación con la oncoproteína Ha-ras en la transformación completa de 

fibroblastos embrionarios primarios de rata (Willems et al., 1990). Cabe destacar que Tax no se une 

directamente al TxRE presente en el 5’LTR, sino que previamente a su unión  interactúa con proteínas 

celulares como ser los factores de transcripción CREB, ATF-1 y ATF-2 (Adam et al., 1996).  

1.2.4 TRANSCRIPCIÓN Y EVENTOS POST-TRANSCRIPCIONALES  
 
Durante la replicación y expresión de proteínas del VLB intervienen tres ARN mensajeros (ARNm), los 

cuales son generados mediante el mecanismo de splicing post-transcripcional. De esta forma a partir 

de un trancripto primario de 8.5kb se expresan las proteínas de los genes gag y pol, y también se 

produce la progenie viral (ARN genómico) (Haas et al., 1992) (Figura 3). 

El transcripto primario sufre fenómenos de splicing simple y doble; y madura en dos ARNm 

subgenómicos, de 4.2 kb y 2.1kb, que son utilizados para la expresión del gen env y de los genes 

reguladores tax y rex, respectivamente (Alexandersen et al., 1993).  

Se han identificado in vitro, otros 6 ARNm subgenómicos alternativos. Se ha comprobado la expresión 

a partir de dos marcos de lectura, llamados RIII y GIV, que codifican para proteínas de regulación cuyo 

rol no ha sido aún bien establecido (Rovnak y Casey, 1999; Alexandersen et al., 1993) (Figura 3).  
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El producto de expresión del gen rex, p18Rex, actúa a nivel post-transcripcional, como regulador de la 

expresión de los diferentes ARN transcriptos, aumentando la transcripción de los genes estructurales 

(Rovnak y Casey, 1999; Derse, 1988). Como resultado de la regulación positiva sobre los genes 

estructurales, Rex inhibe indirectamente la expresión de los genes de regulación tax y rex. La función 

de Rex es Tax independiente y requiere de una secuencia presente en las regiones U3-R de la LTR 3’, a 

la cual se une directamente (Xiao y Buehring, 1998).  

Finalmente, se ha demostrado que la proteína RIII inhibe la función de Rex in vitro, induciendo a la 

sobreproducción de proteínas de regulación y la falta de expresión del genoma viral completo 

(Willems et al., 1994), y se ha asociado a la linfocitosis persistente con una elevada expresión del gen 

GIV (Alexandersen et al., 1993).  

La presencia continua de anticuerpos en los animales infectados indica la existencia de estimulación 

antigénica constante, lo que sugiere que VLB no persiste en un verdadero estado de latencia, sino que 

mantiene una frecuencia excepcionalmente baja de expresión, que se encontraría fuertemente 

regulada (Willems et al., 1995). 

1.2.5 VARIABILIDAD GENÉTICA 

Los virus de ARN explotan todos los mecanismos conocidos para generar variabilidad genética, los 

más frecuentes son la mutación y la recombinación. La mutación es un mecanismo clave en la 

generación de variación genética en los virus cuyo genoma está constituido por ARN, y el mismo se 

debe mayoritariamente a la carencia de actividad de corrección de errores de las ARN polimerasas, lo 

que determina una frecuencia de error del orden de 10-4 sustituciones por nucleótido en cada ciclo 

replicativo. Ésta, es responsable de la generación de gran número de variantes virales en el curso de 
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una infección (Bartenschlager y Lohmann 2000). Sin embargo, a pesar de que VLB es un virus ARN, el 

mismo presenta una baja variabilidad genética debida principalmente a su latencia en el genoma del 

hospedero, y el uso de la mitosis celular como principal vía de replicación de su genoma.  

El análisis y estudio de la variabilidad genética de VLB en diferentes zonas geográficas puede ser de 

gran interés para la medicina veterinaria, ya que involucra aspectos relacionados con la 

patogenicidad, diagnóstico y eventualmente, el desarrollo de nuevas estrategias de vacunación y de 

manejo animal. Uno de los últimos estudios en el campo de la variabilidad genética de las estirpes de 

VLB circulantes en Uruguay, así como también de su epidemiología molecular y modo de evolución 

destaca la presencia de siete genotipos circulantes en América del Sur (Moratorio et al., 2010). 

Hoy en día, la información existente sobre genomas de VLB es sumamente escasa, de hecho, 

solamente cinco secuencias completas se encuentran en la base de datos, de las cuales una es 

proveniente de un cultivo celular persistentemente infectado, otra es obtenida mediante la infección 

experimental de una oveja (Dube et al., 2009) y solamente 3 son salvajes. Estas son cepas virales de 

Argentina, Bélgica, Japón y Australia (Dube et al., 2000; Coulston et al., 1990; Rice et al., 1985; Sagata  

et al., 1985a). 

Si bien ha sido demostrada la existencia de variantes genéticas de Tax que determinan algunas 

diferencias en el comportamiento biológico del VLB (Dube et al., 2009), hasta el momento no se han 

vinculado variantes naturales en la genética del virus asociadas a las diferentes expresiones clínicas de 

la enfermedad. Estudios recientes vinculan la heterogeneidad genética de la estirpe de VLB infectante 

con el proceso de leucemogénesis desarrollado (Inoue et al., 2011). Por otro lado, algunos autores 

han correlacionado distintos aspectos de la genética bovina con una posible resistencia a la 

enfermedad (Rodríguez et al., 2011).  Es de destacar que para aproximarnos a entender la patogenia 
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de la enfermedad causada por el VLB, es de fundamental importancia el análisis y estudio exhaustivo 

de los genomas virales. En este caso, enfocaremos nuestro análisis en aquellas estirpes asociadas al 

desarrollo de linfosarcoma, intentando responder si existe algún aspecto en la genómica del VLB 

asociado a la manifestación tumoral propiamente dicha. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 GENERAL 

El objetivo central de este trabajo es obtener y analizar molecularmente el genoma completo del 

Virus de la Leucosis Bovina proveniente de una muestra de linfosarcoma. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 Formación y entrenamiento en técnicas de biología molecular y celular para la obtención de la 

secuencia completa del genoma del VLB.  

 Estudio de la variabilidad genética de la estirpe secuenciada mediante un análisis 

bioinformático empleando diferentes abordajes evolutivos.  

 Identificación de mutaciones características con el fin de contribuir a responder  cuánto puede 

influir la genética viral en la manifestación clínica tumoral de la enfermedad. 

 Modelización  de la estructura en 3D de aquellos sitios reguladores del genoma del virus 

donde se hayan identificado mutaciones características que puedan estar implicadas en el desarrollo 

de la manifestación tumoral. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1  PROCESAMIENTO DE MUESTRAS  
 
El diagnóstico de animales con linfosarcoma fue realizado por veterinarios especializados, Una vez 

refugados se procedió a la necropsia correspondiente de modo de obtener las muestras de tumor 

solido. La misma perteneció a una vaca de un establecimiento lechero y fue cedida para la realización 

de este trabajo. A partir de ésta, se realizó la caracterización molecular del genoma proviral. 

3.1.1 EXTRACCIÓN DE ADN Y PCR ANIDADA 

Se realizó la  extracción de ADN genómico  a partir de muestras de tumor solido mediante digestión 

con proteinasa K y precipitación con NaCl, según protocolo modificado de Miller, Dykes y Polesky 

(1988). El ADN obtenido fue cuantificado mediante la medida de absorbancia a 280-260nm en un 

nanodrop. 

Posteriormente para confirmar la presencia del VLB, se realizó un ensayo de PCR anidada que 

amplifica una región altamente conservada del gen env, que codifica para la glicoproteína de 

superficie gp51 de la envoltura viral del VLB. Para el primer round de amplificación se utilizaron los 

oligonucleotidos: 5`-ATG CCY AAA GAA CGA CGG-3` (sentido) y 5`- CGA CGG GAC TAG GTC TGA CCC -

3` (antisentido). La mezcla de reacción para el PCR fue preparada en un volumen final de 50 l 

conteniendo: buffer de reacción 1x (20mM Tris HCl pH 8.4, 50mM KCl); 1,5mM de cloruro de 

magnesio (Perkin Elmer); 200 M de dNTP´s; 200 nM de cada cebador específico; 0,2 U de la enzima 

Taq Platinium (Invitrogen) y H2O bidestilada y deionizada hasta completar el volumen final de 45μl. A 

los 45 l de la mezcla de reacción anterior se le adicionaron 5 l de ADN (100ng). Las reacciones de 
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amplificación se realizaron en un termociclador programable (Perkin Elmer Cetus 2400) bajo las 

siguientes condiciones:   2 min a 95 °C, y 35 ciclos de: 45 seg a 95 °C, 45 seg a 58 °C, 1 min a 72 °C; y 

una extensión final de 7 min a 72 °C. Mediante esta PCR se obtiene un producto de amplificación 

correspondiente a un fragmento de 903 pares de bases (pb).  

El segundo round, realizado a partir de 1 μl del producto de la primera amplificación, se realizó 

utilizando los oligonucleótidos 5´-CTT TGT GTG CCA AGT CTC CCA GAT ACA-3´ (sentido) y 5´-CTG TAA 

ATG GCT ATC CTA AGA TCT ACT GGC-3´ (antisentido). Las condiciones de amplificación fueron: 2 min 

a 95 °C y 35 ciclos de: 45 seg a 95 °C, 45 min a 57 °C; y una extensión final de 1 min a 72 °C. El tamaño 

del fragmento amplificado es de 440 pb (Ballagi-Pordani et al., 1992). Se realizó la siguiente reacción 

en un volumen final de 50 μl conteniendo: 1 μl del producto de amplificación del primer round; 1x 

buffer (20mM Tris HCl pH 8.4, 50mM KCl); 200 nM de cada cebador; 0.2 mM dNTPs; 1.5 mM de 

Cloruro de Magnesio (MgCl2) y 0.2 U de Taq polimerasa (Invitrogen, CA, USA).  

Para la visualización de los productos de PCR, se realizó la electroforesis en gel de agarosa (2 %) con 

tinción de bromuro de etidio (EtBr) y marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen, CA, USA). En 

todos los ensayos  se utilizaron un control positivo, un control negativo y un control de calidad del 

ADN extraído. Como control positivo se utilizó ADN de células FLK (Fetal Lamb Kidney) 

persistentemente infectadas con VLB (Van der Maaten y Miller, 1975). Como control negativo se 

utilizó agua destilada filtrada en lugar de ADN genómico. Como control sistémico de la presencia de 

ADN genómico en las muestras a diagnosticar se amplificó un fragmento de 400 pb perteneciente al 

gen que codifica para la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH)  (Tiscornia et al., 2004). 
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Todo esto se realizó con fines de proveer y documentar un correcto diagnóstico, el cual es 

imprescindible de realizar anteriormente a la elección de la muestra a trabajar durante el proyecto.  

3.1.2 AMPLIFICACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DE VLB  

Para hacer más exitosa la amplificación  del genoma completo  de VLB se diseñaron diferentes 

estrategias de amplificación y clonación del mismo, para lo que se realizó el diseño de 

oligonucleótidos  específicos que permitieran amplificar el genoma completo en fragmentos 

solapantes (Figura 4 y Tabla 1). 

A partir del ADN extraído del linfosarcoma seleccionado, se realizó la amplificación del genoma viral 

utilizando diferentes estrategias:  

a) La primera y más ambiciosa fue la amplificación del genoma completo en dos fragmentos 

largos solapados utilizando los juegos de oligonucleótidos: 1F-GP51R (que amplifica 5744pb 

aproximadamente) y GP51F-20R (de 3890pb aprox.) (ver Fig. 4A). Las condiciones de amplificación 

fueron: 30 seg a 98 °C seguido de 35 ciclos de 10 seg a 98 °C (desnaturalización), 30 seg a 64 °C 

(hibridación de los oligos) y 3 min a 72 °C (extensión), seguido de una etapa de extensión final de 10 

min a 72°C. 

b) La segunda estrategia consistió en la amplificación del genoma viral en 5 fragmentos 

solapados utilizando los juegos de oligonucleótidos: 1F-6R (esperando un tamaño de 1,8kb 

aproximadamente); 5F-12R (2,5kb aprox.); 11F-GP51R (2,9kb aprox.); GP51F-18R (2,5kb aprox.) y 

TaxF-20R (1,4kb aprox) (ver Fig.4B). Utilizando un termociclador en gradiente de temperatura, las 

condiciones de amplificación fueron: 30 seg a 98°C seguido de 30 ciclos de 10 seg a 98°C 

(desnaturalización), 30 seg a 52°C (para el fragmento 1F-6R) y a 60°C (para los cuatro fragmentos 
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restantes) (hibridación de los oligos), y 3 min a 72°C (extensión), seguido de una etapa de extensión 

final de 10 min a 72°C. 

Las PCRs se realizaron en un volumen final de 50μl conteniendo: 10 μl de buffer Phusion 5x, 1 μl  de 

dNTPs 10mM (Fermentas®),  1μl de cada juego de los oligonucleótidos anteriormente mencionados 

en concentraciones de 10μM cada uno, 0,5μl de enzima PHUSION de New England Biolabs 5U/μl, y 

1,5μl de la extracción de ADN proveniente de linfosarcoma para asegurarnos de estar incorporando 

aproximadamente 200ng de ADN por cada reacción. Para completar el volumen final se agregaron 

35μl de agua destilada filtrada Milli-Q.  

En todos los ensayos, se realizó un control positivo utilizando 1μl de una muestra de ADN  

proveniente de  linfosarcoma de una vaca con Leucosis Bovina cuyo genoma se logró obtener 

previamente. Como control negativo, se utilizó agua destilada filtrada Milli-Q en lugar de ADN 

genómico. La amplificación del genoma en cinco fragmentos se realizó por duplicado con el fin de 

optimizar la técnica aumentando la cantidad de ADN final 

3.1.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

Los productos del PCR fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa al 1,2%.  

Para la obtención del gel se preparó una solución de agarosa en buffer TAE 1X (40mM Tris- Acetato, 

10mM EDTA pH 8) y se calentó hasta que se tornara transparente. Se mezcló con bromuro de etidio 

(EtBr), un agente intercalante de ADN que bajo luz UV emite fluorescencia permitiendo visualizar las 

bandas. Se dejó enfriar unos minutos la mezcla anterior, y la preparación se vertió dentro de la camilla 

del gel previamente montada dentro de la cuba, nivelada de forma correcta. Se dejó gelificar por 
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aproximadamente 20 minutos para poder retirar los peines que genera los pocillos del gel donde se 

aplica el producto de PCR y se vierte sobre el gel 100 ml de TAE 1X, como buffer de corrida.  

A continuación se sembraron los 50μl de cada producto de PCR con 10μl de buffer de carga 6X 

compuesto de Azul de bromofenol , Xilen-cianol y Glicerol. Se sembró también, como referente de 

corrida, un marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen®). La corrida fue realizada durante 30 min 

a 90 voltios (V) para que el frente de corrida alcance las tres cuartas partes del gel. Los geles fueron 

observados en un transiluminador de luz ultravioleta y  documentados mediante el uso de un 

procesador de imágenes BDA Digital Compact (Biometra GmbH). 

3.1.4 PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR 

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados a partir del gel de agarosa, utilizando el kit  de 

purificación de QIAquick Gel Extraction (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones suministradas por 

el fabricante. Durante la purificación se eliminan los dímeros de oligonucleótidos y productos 

inespecíficos que se hayan generado en la reacción de PCR y que puedan interferir con la secuencia 

de interés. Los volúmenes de elución de los purificados fueron diferentes dependiendo de la 

estrategia utilizada: en las PCRs que amplificaron el genoma en dos fragmentos largos, el paso de 

elución de la purificación fue en un volumen final de 35μl, mientras que los productos de PCR 

correspondientes a los 5 fragmentos solapados (que fueron realizados en duplicado) fueron eluídos 

en 60μl. Las purificaciones fueron evaluadas mediante la medida de absorbancia 260-280nm en el 

nanodrop, así como mediante su comparación con un marcador de Peso Molecular de cantidad en 

ng/μl conocida en una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. 
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                  3.1.5 PRECIPITACIÓN DEL ADN   

A fin de lograr una mayor concentración de los ADN purificados (en el caso de lo que fueron eluídos 

en 60μl), se realizo la precipitación de los mismo. Con este fin se le incorporó el volumen necesario de 

H2O Milli-Q para llegar a un volumen final de 100μl y posteriormente se le adicionó a cada tubo 4μl 

de Cloruro de Sodio (NaCl) 5M y 200μl de Etanol (EtOH) al 100% a modo de neutralizar las cargas y 

deshidratar el ADN respectivamente. Posteriormente, se realizó una centrifugación a 4°C con máxima 

velocidad (16000g) durante 15 minutos, lo que permitió observar el pellet blanco correspondiente al 

ADN en el fondo del tubo. Se descartó el sobrenadante y luego se realizaron 3 lavados con EtOH al 

70% frío y posterior centrifugación a  4°C y máxima velocidad durante 10 minutos. Se dejó secar bien 

el pellet y el mismo se resuspendió en 40μl con H2O Milli-Q. Los ADN concentrados fueron 

cuantificados midiendo su absorbancia por nanodrop. 

3.1.6 CLONACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DE VLB 

3.1.6.1 Adenilación de los extremos 

El vector  pGem-T-Easy  (Promega) que se utilizó para clonar los  productos de  PCR se encuentra 

diseñado para  ligar secuencias de ADN con adenina en sus extremos 5´, como poseen los productos 

amplificados con polimerasas que poseen actividad transferasa terminal (ejemplo la Taq ADN 

polimerasa). La ADN polimerasa PHUSION carece de esa actividad. A fin de ligar el producto de PCR, 

se procedió por lo tanto al agregado de adenina en sus extremos 5´. Esto se realizó incubando a 72°C 

durante 30 minutos una  solución de 10 µl que contenía: 7µl del producto de  PCR purificado y 

precipitado (aproximadamente unos 7 ng/µl ADN), 0,5μl de dATP, 1μl de Taq polimerasa (Invitrogen), 

1μl del buffer correspondiente para Taq invitrogen 10X y 0,5μl  de MgCl2, 50mM. 
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3.1.6.2 Ligación al vector de clonado p-Gem T-Easy 

La ligación al vector de clonado  pGem-T-Easy  (Promega) se realizó en una  solución de 10 µl que 

contenía: 3 µl del producto de la adenilación, 1 µl de  pGem-T-Easy (50 ng/µl), 1μl  de ADN ligasa T4 

(Promega) (3U/μl) en 6μl del buffer de reacción *30 mM Tris-HCl pH 7.8, 5% PEG, 20 mM DTT y  20 

mM  MgCl2]. La concentración molar de inserto en la mezcla de reacción se estimó  en 2 nM mientras 

que la del plásmido pGem-T Easy fue de 2,5 nM. La mezcla  se incubó toda la noche a 4°C. 

3.1.6.3 Transformación de E. Coli con los plásmidos recombinantes  

La transformación de la cepa Escherichia Coli (E.Coli)  XL1-Blue con pGem-T-Easy recombinante se 

realizó utilizando el método de shock térmico (Sambrook y Maniatis, 1989). Para la transformación, 

las células quimiocompetentes (E.Coli) fueron extraídas del freezer a -80°C y colocadas directamente 

en hielo por 5 minutos. A cada tubo conteniendo aproximadamente 50μl de células se les incorporó 

0,5μl de β-mercaptoetanol y 3μl de producto de ligación. Se dejaron los tubos 30 minutos en hielo, y 

luego se realizó el shock térmico por 45 segundos a 42°C. A cada reacción de transformación se le 

incorporaron 800μl de medio LB (10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl) a 

temperatura ambiente y se incubaron las células a 37°C por una hora con agitación a 220rpm. 

3.1.6.4 Plaqueo 

Las celulas XL1 transformadas se sembraron, en condiciones asépticas, en placas de LB-agar [10 g/l 

triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar] que contenían ampicilina (100 µg/ml),40 

µl de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-Dgalactopiranósido) 20 ng/μl y 7 µl de IPTG (isopropil β-

tiogalactopiranósido) 1M sobre las placas.  
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Primero se sembraron 150μl de las células transformantes en cada placa. Las células restantes en los 

tubos se concentraron aún más en su medio de cultivo centrifugando a máxima velocidad por 3 

minutos cada tubo, descartando parte del sobrenadante y resuspendiendo el pellet celular en 150ul 

de LB Una vez culminado el proceso se dejaron las placas en estufa a 37°C durante toda la noche. 

3.1.6.5 Reconocimiento de células transformantes-recombinantes por α-

complementación 

El vector de clonado  pGem-T- Easy, de 3015 pares de bases, incluye un pequeño fragmento del gen 

de la  β galactosidasa (gen lacZ) de E. coli  que contiene secuencias reguladoras y codifica para los 

primeros 146 aminoácidos de la porción amino terminal de la enzima (fragmento α). Dentro de esta 

región se encuentra un sitio de clonado múltiple que mantiene el marco de lectura del fragmento α. 

Este vector se utiliza junto con células hospederas que expresan la porción carboxilo terminal de la β 

galactosidasa (fragmento ω). Ni el fragmento α que porta el plásmido ni el fragmento  ω, codificado 

en el genoma de la bacteria, son activos por separado sino que se asocian  para dar lugar a la enzima 

activa. Este tipo de mecanismo, donde mutantes con  deleciones en el segmento proximal del 

operador del gen lacZ son complementados por  mutantes negativos para la  β galactosidasa que 

poseen el segmento proximal del  operador intacto, es llamado α-complementación.   

Las bacterias transformadas no recombinantes  lac + resultantes son fácilmente  reconocibles porque 

forman colonias azules  en presencia del cromógeno X-Gal. Este último es sustrato de β galactosidasa 

y genera un producto azul al ser hidrolizado por la  enzima. Habitualmente, la inserción de un 

fragmento en el sitio de clonado del plásmido impide esta α-complementación al producir un 
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fragmento α inactivo. De esta forma, las bacterias transformadas con plásmidos recombinantes 

forman colonias blancas en presencia de X-gal y así son reconocidas.   

La expresión del fragmento ω se encuentra regulada por el represor lac el cual puede ser  desplazado 

por una molécula de IPTG. De este modo la presencia de IPTG es necesaria  para que se de la α-

complementación (Langley y Zabin, 1976).  

En condiciones de esterilidad, las colonias blancas seleccionadas fueron crecidas en tubos 

conteniendo 4ml de medio LB-ampicilina durante toda la noche a 37°C con agitación a 220 rpm. 

3.1.6.6 Extracción del ADN plasmídico por Lisis Alcalina 

La extracción del ADN plasmídico de las bacterias transformadas se realizó mediante el método 

conocido como “Miniprep por Lisis Alcalina”. Para ello el cultivo crecido durante toda la noche fue 

centrifugado a máxima velocidad durante 3 minutos y el sobrenadante fue aspirado. El pellet fue 

resuspendido primero en 100μl de una solución fría P1 [50 mM Glucosa 25 mM Tris-Cl (pH 8,0) 10 

mM EDTA (pH 8,0)+. A cada tubo se le agregó 200μl de solución fresca P2 *0,2 N NaOH 1% (w/v) SDS+ 

y se dejó reposar en hielo por 5 minutos. Luego se incorporaron 150μl de una solución fría P3 *60ml 

Acetato de Potasio (5M), 11,5 ml Ácido acético glacial, 28,5 ml H2O], se dejó nuevamente 5 minutos 

en hielo, y se centrifugaron los tubos a 4°C a máxima velocidad por 8 minutos. Se conservó el 

sobrenadante que presenta el ADN plasmídico y se le incorporó 800μl de EtOH al 100%. Se centrifugó 

a 4°C máxima velocidad por 5 minutos donde el ADN se precipitó en el pellet. Se removió el 

sobrenadante y se lavó el pellet con 500μl de EtOH 70%. Luego de 5 minutos en hielo se centrifugó a 

4°C máxima velocidad por 2 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se dejó secar bien el pellet en el 

tubo. Cada tubo conteniendo el pellet de ADN plasmídico fue resuspendido en una solución 
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conteniendo 35μl de agua pura Milli-Q y 1μl de la enzima RNasa (10mg/ml). Por último se dejó 

incubando a 65°C por 10 minutos, temperatura óptima donde es activa la RNasa.  

3.1.7 CONFIRMACIÓN DE CLONES POSITIVOS 

Visualización del inserto por digestión con enzima de restricción 

Una forma de confirmar la presencia del inserto es a través del uso de enzimas de restricción que 

permitan la liberación del mismo. Para ello se seleccionaron las minipreps cuyos vectores contienen el 

inserto de un tamaño menor a 3kb (tamaño aproximado del vector) siendo 1F-6R (de 1,8kb) y TaxF-

20R (de 1,4kb) a modo de poder discriminar las bandas al momento de correr la digestión en un gel 

de agarosa.  

La digestión se realizó en un volumen final de 20μl conteniendo: 4μl del ADN producto de la 

Miniprep, 0,5μl de enzima de restricción  EcoR1 (10U/μl), 2μl de su solución buffer 10X 

correspondiente y H2O pura Milli-Q suficiente para completar el volumen final. El mix de reacción se 

dejó a 37°C durante 4 hrs. 

Previo a la corrida electroforética de los productos de digestión, se realizó un análisis bioinformático 

utilizando el programa “NEB cutter V2.0”,  para conocer si las secuencias clonadas de VLB 1F-6R  y 

TaxF-20R presentan algún sitio de corte interno para la enzima de restricción EcoR1. Para ello, 

primero se realizó un Blast con los juegos de oligonucleótidos de ambos fragmentos (ver Tabla 1) en 

una secuencia del genoma completo de VLB seleccionada de la base de datos del National Center of 

Biothecnology Information (NCBI). Utilizando el programa se determinó el patrón de sitios de cortes 

internos para diferentes enzimas, entre ellas la de nuestro interés EcoR1. Este análisis es de gran 
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utilidad porque nos permite conocer el patrón de bandas que se espera obtener luego de la corrida 

electroforética de las digestiones.  

Visualización por amplificación por PCR 

Para el caso de las minipreps  que contienen como inserto fragmentos del genoma de VLB  de un 

tamaño similar al del vector (aprox 3kb), las cuales son: 5F-12R (de 2,5 kb), GP51F-18R (de 2,9 kb) y 

11F-GP51R (de 2,5 kb), la confirmación de la presencia del mismo se realizó por PCR. En primer lugar 

se realizó una dilución 1:10 de cada miniprep de ADN.  Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un 

volumen final de 25μl conteniendo: 5μl del buffer 5X para la enzima PHUSION, 0,5μl de dNTPs 

(10mM), 0,25μl de Enzima ADN polimerasa PHUSION (5U/μl), 1μl de la dilución 1:10 de la miniprep, 

0,5μl de cada oligonucleótido sentido y antisentido correspondiente al fragmento a amplificar y H2O 

pura Milli-Q para completar el volumen de reacción. Las condiciones de amplificación fueron: 30 seg a 

98 °C seguido de 25 ciclos de: 10 seg a 98 °C (desnaturalización), 30 seg a 58°C (hibridación de los 

oligos) y 3 min a 72 °C (extensión); seguido de una etapa de extensión final de 10 min a 72°C. 

Los productos amplificados fueron visualizaos en geles de agarosa al 1% teñidos con EtBr. 

3.1.8 SECUENCIACIÓN DE LOS PRODUCTOS EFECTIVAMENTE CLONADOS 

La secuenciación del ADN se realizó con un ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit ® y un ABI Prism 3730 Genetic Analyzer (ambos de Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EE.UU.) en el Servicio de Secuenciación de la Unidad de Biología Molecular del Instituto Pasteur de 

Montevideo, Uruguay. Se utilizaron los mismos oligonucleótidos con los cuales se amplificaron los 

segmentos del genoma, así como también los oligonucleótidos internos de cada fragmento (ver Fig. 4)  

y los oligonucleótidos que reconocen el sitio donde se ubica el inserto en el vector: SP6 y T7. El uso de 
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oligonucleótidos internos permite una secuenciación en ambas direcciones del genoma con el fin de 

evitar cualquier discrepancia que pueda interferir con la lectura y posteriores análisis de las 

secuencias obtenidas. 

3.2 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE SECUENCIAS 

3.2.1 ENSAMBLADO Y ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA  

Se montó la secuencia del genoma del VLB de la muestra de linfosarcoma alineando los fragmentos 

obtenidos con los oligonucleótidos de secuenciación, con secuencias de genomas completos de VLB 

provenientes del GeneBank utilizando el programa CLUSTAL W y MUSCLE (Thompson et al., 1994; ). 

3.2.2 ALINEAMIENTO DE GENES 

Las secuencias obtenidas en este trabajo así como aquellas obtenidas de la Base de Datos para cada 

uno de los genes estudiados fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL W  y MUSCLE 

(Thompson et al. 1994). 

3.2.3 ANÁLISIS DEL MODELO EVOLUTIVO 

Se utilizó el programa Model Generator (Keane et al., 2006) a fin de determinar el modelo evolutivo 

que mejor describía nuestro juego de datos el cual utiliza el criterio informativo de Akaike (AIC) y el 

Hierarchical Likelihood Ratio Test. AIC toma en consideración tanto la medida en que el modelo se 

ajusta a las series observadas como el número de parámetros utilizados en el ajuste, de esta forma 

busca el modelo que describa adecuadamente las series y tenga el mínimo AIC. En todos los casos el 

AIC y el Hierarchical Likelihood Ratio Test indicaron que el modelo de sustitución General Time 

Reversible + Γ (GTR+Γ) era el modelo que mejor describía nuestros datos de secuencia. 
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3.2.4 CONSTRUCCIÓN DE ÁRBOLES FILOGENÉTICOS 

Utilizando el modelo obtenido mediante la utilización del programa Model Generator, se 

construyeron árboles filogenéticos de máxima verosimilitud (Maximum Likelihood) utilizando el 

programa PhyML para genomas completos de VLB y de otros miembros del género Deltaretrovirus. 

(Guidon et al., 2005) (disponible en: http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml).  

Como medida de la robustez de cada rama de los árboles filogenéticos utilizamos una Prueba de 

Relación de Probabilidad Aproximada (Approximate Likelihood Ratio Test –aLRT-), que demuestra que 

la rama estudiada provee una probabilidad significativa contra la hipótesis nula que involucra colapsar 

esa rama del árbol, pero dejar el resto de la topología del árbol idéntica (Anisimova y Gascuel, 2006). 

3.2.5 PREDICCIÓN DE LA ESTRUCTURA EN 3D DE LA REGIÓN U3 DEL ARN 

Se realizó la predicción de la estructura en 3D de la región U3 presente en el 5’LTR del genoma de 

VLB. La misma fue realizada para la secuencia que se obtuvo de la muestra de linfosarcoma así como 

también para la secuencia obtenida de la línea celular persistentemente infectada FLK, disponible en 

la Base de Datos (secuencia EF600696). Se compararon los diseños que utilizan la mínima energía 

libre para su conformación y se analizó principalmente  el sitio de respuesta a glucocorticoides (GRE). 

Este análisis fue realizado utilizando el servidor del programa “The Vienna RNA websuite” (disponible 

en: http://rna.tbi.univie.ac.at). 

 

 

 

http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml
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Figura 4. Esquema representativo de los productos de PCR y del diseño de oligonucleótidos internos para obtener el 

genoma completo del VLB . A) genoma completo obenido en dos fragmentos mediante el uso de los pares de 

oligonucleótidos1F-GP51R (de 5,7kb) y GP51F-20R (de 3,8kb). B) genoma completo amplificado en cinco fragmentos 

utilizando los juegos de oligonucleotidos: 1F-6R (tamaño aprox. de 1,8kb), 5F-12R (de 2,5kb), 11F-GP51R (de 2,9kb), 

GP51F-18R (de 2,5kb) y TaxF-20R (de 1,4kb). C) Diseño de oligonucleótidos internos que permiten la amplificación y 

secuenciación del genoma completo del VLB. 

 

A 

B 

C 
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Tabla 1. En la tabla se observa el nombre de los oligos diseñados y utilizados para la amplificación y secuenciación del genoma 

completo de VLB. “F”: Sentido (Foward) y  “R”: Antisentido (Reverse) 

Nombre Secuencia 5' - 3' 

GENO‐01F  TGTATGAAAGATCATGCCGAC 

GENO‐02R  AGCCTTTGCGCGCTTTGVVGAA 

GENO‐03F  ATTGATCACCCCGGAACCCTA 

GENO‐04R  GGAGATTTTTCCAGGCCTGAAGCC 

GENO‐05F  ATGACCAGCCTAACGGCAGCA 

GENO‐06R  CTAATTCGGTCCCACTAAGAG 

GENO‐07F  TTCCCATTGGAAACGAGACTG 

GENO‐08R  ATTTGGTTTCCGTACCGGGAA 

GENO‐09F  CGAGCCACATTGGATTAGAAC 

GENO‐10R  AATTGGGGATGAGATCTGCAA 

GENO‐11F  GGTCACAATGTTATCAAGCCC 

GENO‐12R  AATATGCTCCTCGTCCTGTAG 

GENO‐13F  AATTGTGGCCCCAGATTTCCT 

GENO‐14R  TGGGTTATATCGGCCTGCCAA 

GENO‐15F  TTGTCTCGATGGCCGAACCCA 

GENO‐16R  GGAGCATCTCCAAGTCTGGAT 

GENO‐17F  AGCTCCTCCGGCAGGCTCCC 

GENO‐18R  GGCACCAGGCATCGATGGTG 

GENO‐19F  ATTCTACCCCTAGGCGAGCC 

GENO‐20R  CTCTCCTGGCCGCTAGAGGGC 

GP51F ATGCCYAAAGAACGACGG  

GP51R  CGACGGGACTAGGTCTGACCC 

Tax F  CAAGTGTTGTTGGTTGGGGGCC 

Tax R  CCAAGCTTCAAAAAAGGCGGGAGAGC 

TMR  TCAAGGGCAGGGTCGGAAGG 

 

 

 

 

 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

41 
 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. EXTRACCIÓN  Y CUANTIFICACIÓN DE ADN  

El ADN de la muestra de linfosarcoma de una vaca infectada con el Virus de la Leucosis Bovina fue 

extraído mediante la técnica de digestión con proteinasa K, y la calidad y cantidad del  mismo fueron 

evaluados, como mencionamos anteriormente mediante la medida de absorbancia a 260- 280nm. La 

concentración del ADN obtenida, fue de 361,6ng/μl. A partir de este valor decidimos incorporar en 

las reacciones de PCR 1,5μl de ADN, de manera de incorporar aproximadamente 200ng de ADN por 

reacción. 

4.2. OPTIMIZACIÓN DE LA TECNICA DE AMPLIFICACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DE VLB 

4.2.1 Amplificación del genoma completo en cinco fragmentos solapados 

Como se mencionó anteriormente una de las estrategias implementadas a fin de amplificar el 

genoma completo de VLB consistió en la amplificación del mismo en 5 segmentos  solapados (Ver 

Figura 4). Mediante este procedimiento se obtuvo una muy buena amplificación en cuatro de los 

cinco fragmentos  que amplifican el genoma completo de VLB. Estos fueron: 5F-12R (de 2,5kb aprox), 

11F-GP51R (de 2,9kb aprox), Gp51F-18R (de 2,5kb aprox) y TaxF-20R (de 1,4 kb). El primer segmento, 

1F-6R (de 1,8kb aprox) amplificó correctamente pero en menor intensidad (Figura 5A). Con motivo de 

optimizar la obtención del fragmento 1F-6R, se realizó una PCR que fue sometida a diferentes 

condiciones de temperatura de hibridación de los oligonucleótidos. Para ello se utilizó un 

termociclador en gradiente de temperatura. Se colocaron a 50°C, 52°C, 53°C, 55°C y 57°C de 

temperatura de hibridación respectivamente. El control negativo se colocó a la temperatura 50°C. 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

42 
 

Se obtuvieron bandas del tamaño esperado para el fragmento 1F-6R de aprox. 1,8kb. Fue óptima la 

amplificación a menores temperaturas de hibridación de los oligonucleótidos (50° y 52°C) (Figura 6).  

4.2.2 Amplificación del genoma completo en dos fragmentos largos solapados 

Respecto a la amplificación del genoma completo en dos fragmentos largos, se obtuvo la banda 

correspondiente al fragmento Gp51F-20R de 3,8kb aproximadamente, mientras que para 1F-Gp51R 

de 5,7kb no se observó producto de amplificación en el gel (Figura 5B).  Dados estos resultados, un 

nuevo intento fue realizado cambiando los parámetros: temperatura de hibridación de 

oligonucleótidos y tiempo de elongación. Se bajó la temperatura de hibridación de los 

oligonucleótidos de 64°C a 62°C para hacer la reacción menos específica, y se aumentó el tiempo de 

elongación de 3min a 3:30min. Se obtuvieron mejores resultados bajo estas nuevas condiciones de 

amplificación (Figura 7). Las bandas correspondientes al fragmento Gp51F-20R (de 3,8kb aprox.) se 

observan con mayor intensidad en comparación a las obtenidas en su primer intento de amplificación 

(Figura. 5B). Respecto al fragmento 1F-Gp51R (de aprox. 5,7kb) se obtuvieron bandas muy tenues, 

apenas visibles. Estos resultados sugieren que bajo estas nuevas condiciones la amplificación se 

optimizó para el fragmento de 3,8kb, y se mejoró para el de 5,7kb. Se realizaron posteriores intentos 

para optimizar la obtención del fragmento 1F-Gp51R de 5,7kb. Se probó su amplificación 

disminuyendo aún más la temperatura de hibridación de los oligonucleótidos, pasando de 62°C a 

58°C pero no se obtuvieron resultados. Asimismo se intentó aumentar la cantidad de ADN en el mix 

de reacción, incorporando 2μl del mismo (280ng aprox.). Desafortunadamente tampoco se 

obtuvieron resultados.  
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En este momento decidimos continuar con el objetivo general del trabajo basándonos en el diseño 

optimizado de amplificación del genoma completo en cinco fragmentos, a medida que nuevos 

intentos fueran realizados para la obtención de 1F-Gp51R. 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel que muestra los productos de PCR del genoma completo de VLB amplificado en cinco 

fragmentos (A) y en dos fragmentos solapados (B). Se realizó un gel de agarosa al 1% teñido con Bromuro de Etidio y se 

sembraron en cada pocillo 25μl del producto de PCR con 5μl de buffer de carga 6x. PM: Peso Molecular de 1kb. C-: 

Control negativo. Las bandas obtenidas coinciden con los tamaños de las bandas esperadas: 1F-6R (de 1,8kb aprox.), 5F-

12R (de 2,5kb aprox.), 11F-GP51R (de 2,9kb aprox.), GP51F-18R (de 2,5kb aprox.), TaxF-20R (de 1,4 kb), Gp51F-20R (de 

3,8kb aprox.) y 1F-Gp51R (de 5,7kb, para el  cual no se obtuvo producto de amplificación). 

 

 

A) 

B) 
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Figura 6.Electroforesis en gel de los productos de PCR para el fragmento 

1F-6R (de 1,8kb) del genoma del VLB a diferentes temperaturas de 

hibridación de los oligonucleótidos. Se realizó un gel al 1,2% de agarosa 

teñido con EtBr PM: Peso Molecular de 1kb. 50, 52, 53, 55 y 57 

corresponden a las temperaturas (ºC) de hibridación de oligonucleótidos 

utilizadas en cada reacción de amplificación del fragmento. C-: Control 

Negativo. 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 7. Electroforesis en gel de los productos de PCR de los fragmentos 1F-Gp51R (de 5,7kb) y Gp51F-20R (de 3,8kb 

aprox.) del genoma de VLB. Se realizó un gel al 1% de agarosa teñido con Bromuro de Etidio. Cada PCR se realizó por 

duplicado, y se sembró 25μl del producto de reacción con 5μl de Buffer de Carga 6x en cada pocillo. PM: Peso Molecular 

de 1kb. 

 

Gp51F-20R 1F-Gp51R PM 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

45 
 

4.3 AMPLIFICACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DE VLB EN CINCO FRAGMENTOS CON LA TÉCNICA 

OPTIMIZADA 

A fin de obtener el genoma completo de VLB perteneciente a la muestra de linfosarcoma de una vaca 

infectada, se realizó la amplificación por PCR de los cinco fragmentos que resuelven el genoma 

completo bajo las condiciones de tiempo y temperatura optimizadas anteriormente. Cada reacción 

fue realizada por duplicado. Se obtuvo una excelente amplificación de los cinco segmentos. Las 

bandas que se visualizan en el gel migraron según el tamaño esperado (Figura 8). 

 

Figura 8. Electroforesis en de los productos de PCR que amplifican el genoma completo de VLB en cinco fragmentos 

(por duplicado). Se realizó un gel al 1% de agarosa teñido con Bromuro de Etidio donde se sembraron 25μl de producto 

de PCR con 5μl de buffer de carga 6x en cada pocillo. PM: Peso Molecular de 1kb (#N3232S). C-: Control negativo. Las 

bandas obtenidas coinciden con los tamaños de las bandas esperadas: 1F-6R (de 1,8kb aprox.), 5F-12R (de 2,5kb aprox.), 

11F-GP51R (de 2,9kb aprox.), GP51F-18R (de 2,5kb aprox.), TaxF-20R (de 1,4 kb). 

1F-6R 5F-12R 11F-Gp51R 

Gp51F-18R 

TaxF-20R 

PM 

PM 

PM 

C- 
Gp51F-18R 

PM 
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4.4. PURIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR OBTENIDOS Y EVALUACIÓN DE LOS MISMOS 

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados y con motivo de confirmar la calidad de la 

purificación, se corrieron en un gel de agarosa (2%) 5μl de cada producto de purificación.  Como se 

puede observar el la figura 9, se obtuvieron bandas con los tamaños esperados para cada uno de los 

cinco fragmentos amplificados del genoma de VLB. 

 

Fig. 9. Electroforesis en gel de los cinco purificados de ADN del 

genoma de VLB. Se realizó un gel al 2% de agarosa teñido con 

Bromuro de Etidio donde se sembraron 5μl de cada producto de 

purificación con 1μl de Buffer de carga 6x en cada pocillo. PM: Peso 

Molecular de 1kb. 1F: fragmento 1F-6R (de ~1,8kb); 5F: fragmento 

5F-12R (de ~2,5kb); 11F: fragmento 11F-Gp51R (de ~2,9kb); Gp51F: 

fragmento Gp51F-18R (de ~2,5kb); y TaxF: fragmento TaxF-20R (de 

~1,4kb). 

 

 

Los purificados fueron cuantificados mediante medidas de absorbancia en el  espectrofotómetro 

nanodrop. Los valores obtenidos son coherentes al ser comparados con las intensidades de las 

bandas obtenidas en el gel de agarosa (ver Figura 9). A fin de aumentar la concentración, los 

purificados fueron precipitados y re-suspendidos en volúmenes menores (ver Tabla 2). 

 

 

 

 

 

1F Gp51F 5F TaxF 11F PM 
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Tabla 2. Cuadro comparativo de las concentraciones de ADN obtenidas para los productos de purificación y para los 

productos de purificación-precipitación.  

Fragmento 
Tamaño aproximado 
del fragmento (en kb) 

Concentración del 
Purificado (en 

ng/μl) 

Concentración del 
Purificado-Precipitado (en 

ng/μl) 

1F-6R 1,8 7,5 8,6 

5F-12R 2,5 16,4 22,5 

11F-Gp51R 2,9 19,6 22,8 

Gp51F-18R 2,5 8,6 14 

TaxF-20R 1,4 12,1 15,2 

 

4.5 LIGACIÓN, TRANSFORMACIÓN Y DIGESTIÓN 

Los productos de PCR purificados fueron ligados en el vector PGEM T easy y posteriormente 

amplificados en células E. coli X-L1blue. La presencia del inserto fue verificada mediante  digestión 

con enzima de restricción. 

A fin de determinar la enzima a utilizar, se realizó un análisis bioinformático del patrón de cortes del 

genoma completo de VLB con enzimas de restricción para la secuencia de VLB código EF600696 

(seleccionada de la Base de Datos). Este análisis dio un único sitio de corte para la enzima EcoRI en la 

posición 7929 de los 8720 nucleótidos que presenta la secuencia seleccionada. Este sitio de corte 

queda ubicado dentro del fragmento que se amplifica con el par de oligonucleótidos TaxF-20R. De los 

1458 pb que representan la secuencia enmarcada por estos oligonucleótidos, EcoRI reconoce su sitio 

de corte (GAATTC) en el nucleótido 678, es decir, en el centro del fragmento (Figura 10). 

 En base a estos resultados es que se espera obtener una banda que correspondería a los dos 

fragmentos de aprox. 700pb, que resultan de la digestión del fragmento TaxF-20R con EcoRI.  
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Figura 10.  Patrón de cortes con diferentes enzimas de restricción para la secuencia flanqueda por los oligonucleótidos 

TaxF y 20R del genoma de VLB. Se seleccionó la secuencia genómica de VLB  de código de acceso en Gene Bank EF600696 

y utilizando el programa NEBcutter 2.0 se analizan los sitios de corte para diferentes enzimas de restricción. Se resalta con 

rojo el sitio que reconoce la enzima EcoRI. 

 

La corrida electroforética de los productos de digestión con la enzima EcoRI dio los siguientes 

resultados: 

Para los plásmidos cuyo inserto era el fragmento 1F-6R  se obtuvieron dos bandas, la primera con una 

migración de 3kb aproximadamente (el tamaño del vector PGem-T-Easy), y la otra de un tamaño 

aproximado de 1,8kb. Esta segunda banda coincide con el tamaño del fragmento clonado del genoma 

de VLB 1F-6R. Todos los clones seleccionados y para los cuales se realizó la miniprep de ADN 

plasmídico fueron positivos para este fragmento (Figura 11A). 

Para los plásmidos conteniendo como inserto el fragmento TaxF-20R (de 1,4kb aprox.), su digestión 

dio como resultado una banda con un tamaño de migración de 3kb y otra con un tamaño de 700pb 

aproximadamente. Considerando el análisis bioinformático del patrón de cortes de  enzimas de 
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restricción en el genoma de VLB (Figura 10), este resultado coincide con el esperado. Solo en un clon 

(“resto 2”) no se obtuvieron bandas (Figura 11B). 

Debido a que algunos de los plásmidos recombinantes contenían como inserto los fragmentos  del 

genoma de VLB de tamaño semejante al del vector de 3kb, se realizo una PCR específica para 

confirmar la presencia de los diferentes insertos. Luego de la corrida electroforética se obtuvieron 

bandas de fuerte intensidad. 

Para las minpreps conteniendo el fragmento 5F-12R se obtuvo la banda esperada de 

aproximadamente 2,5kb en todos los clones seleccionados. Para las minipreps con el inserto Gp51F-

18R se amplificó el fragmento de aproximadamente 2,9kb en 5 de los 6 clones seleccionados. Para 

aquellas conteniendo el inserto 11F-gp51R, se amplificaron las bandas de aproximadamente 2,5kb en 

todos los clones seleccionados. El control positivo corresponde a una banda de 700pb que se 

amplifica utilizando el juego de oligonucleótidos 1F-2R y corresponde a la región 5’LTR del genoma de 

VLB. Por otro lado, el control negativo fue realizado de forma correcta y por lo tanto no se obtuvo 

producto de amplificación (Figura 12). 
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Figura 11. Corrida electroforética en gel de los productos de digestión con  la enzima EcoR1. Se realizó un gel al 1% de 

agarosa  teñido con Bromuro de Etidio  A) Digestiones de las minipreps con el inserto 1F-6R de 1,8kb. En los carriles del 1 

al 4 las digestiones  corresponden a minipreps de clones crecidos a partir del sembrado de 150μl de células 

transformadas. Los carriles del 5 al 6 corresponden a la digestión de las minipreps seleccionadas de clones crecidos a 

partir del sembrado del “resto” de las células. B) Digestiones de las minipreps con el inserto TaxF-20R de 1,4kb. En los 

carriles del 1 al 4 las digestiones  corresponden a minipreps de clones crecidos a partir de la siembra de 150μl de células 

transformadas. Los carriles restantes corresponden a digestiones de  las minipreps seleccionadas de clones crecidos a 

partir de la siembra del “resto” de las células. 

 

 

A) 
1F-6R (resto) 1F-6R (150μl) 

8 7 6 5 4 3 2 1 PM 

1,8kb 
3kb 

B) 
TaxF-20R (resto) TaxF-20R (150μl) 

8 7 6 5 4 3 2 1 PM 

3kb 

700pb 
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Figura 12. Electroforesis en gel de los productos de PCR para fragmentos del genoma de VLB de tamaño semejante al 

del vector P-Gem-T- Easy de 3kb.  Se realizó un gel al 1 % de agarosa teñido con Bromuro de Etidio. Se seleccionaron 5 

minipreps donde se amplificó el fragmento 5F-12R de 2,5kb; 6 minipreps donde se amplificó 11F-Gp51R de 2,5kb; y 8 

minipreps donde se amplificó Gp51F-18R de 2,9kb. C+: Control positivo, corresponde a la región LTR del genoma de VLB 

de aprox. 700pb. C-: Control negativo. 
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PM 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 
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4.6.  ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LA SECUENCIA COMPLETA DEL GENOMA DE VLB. 

4.6.1. Ensamblado de la secuencia “LS” 

Cada uno de los cinco fragmentos amplificados y clonados fueron secuenciados utilizando  

oligonucleótidos internos solapados diseñados por nuestro grupo. Los mismos pueden observarse en 

la figura 4 que esquematiza el diseño abordado para la realización de las diferentes reacciones de 

secuenciación. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y corroboradas por al menos tres 

reacciones de secuenciación en ambos sentidos para cada uno de las secuencias obtenidas, a fin de 

obtener la secuencia nucleotídica del genoma completo de VLB la cual denominamos “LS” haciendo 

referencia al origen de la manifestación clínica Linfosarcoma. 

4.6.2 Análisis filogenético de VLB utilizando genomas completos  

A modo de comenzar el estudio bioinformático de la estirpe de VLB amplificada, clonada y 

secuenciada por nosotros realizamos un primer análisis filogenético para determinar las relaciones 

genéticas definitivas entre las cepas de VLB y cepas de otros miembros del género Deltaretrovirus, 

HTLV y STLV. Se construyeron arboles filogenéticos de máxima verosimilitud los cuales mostraron una 

filogenia donde todas las cepas se agrupan en el árbol de acuerdo al tipo de virus, con altos valores 

de aLRT en cada caso. Estos estudios revelan una marcada diversificación genética entre VLB y los 

demás miembros del género Deltaretrovirus. Se aprecia también una mayor relación genética entre 

virus HTLV y STLV, y una  más distante con el clado de VLB (Figura 13). Estos resultados pueden 

explicarse en parte debido a que HTLV y STLV presentan como célula blanco a los linfocitos T, 

mientras que  VLB infecta a los linfocitos B.  
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Figura 13.  Árbol filogenético de máxima verosimilitud utilizando secuencias del genoma completo de cepas de Deltaretrovirus. En 

esta figura se observa las secuencias de las cepas previamente descriptas por el numero de acceso y a la derecha de cada cepa se indica 

el virus al que pertenece (HTLV, STLV y VLB). La cepa de VLB aislada de linfosarcoma se identifica con un rombo a color. El valor de cada 

uno de los  nodos muestra el valor de aLRT. La barra en la parte inferior del árbol denota distancia  genética.  
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4.6.3 Análisis comparativo de la región 5’LTR 

Se alineó la secuencia completa “LS” con otros genomas completos de VLB disponibles en GeneBank. 

Las secuencias seleccionadas han sido obtenidas de diferentes orígenes y cuyos códigos de acceso 

fueron los siguientes: EF600696 (origen: FLK, línea celular persistentemente infectada); FJ914764 

(corresponde a una cepa  proveniente de una infección experimental de una oveja con una estirpe 

Argentina); AF257515 (estirpe Argentina obtenida de PBMC);  K02120 (Japonesa, extraída de células 

tumorales) y AF033818 (de USA-Belga, obtenida de PBMC).  

Se comparó la región 5'-LTR de nuestra secuencia “LS” con la de las cepas seleccionadas de VLB 

mencionadas anteriormente.  Este estudio reveló que esta región del genoma se encuentra 

altamente conservada entre las diferentes estirpes de VLB en estudio. La única diferencia significativa 

entre nuestra secuencia y las cepas aisladas a partir de otros orígenes fue una sustitución encontrada 

en el tercer elemento potenciador de esta región y en el sitio de unión GRE (Figura 14). Estudios 

previos han determinado que GRE confiere capacidad de respuesta a los glucocorticoides como la 

dexametasona en presencia del transactivador Tax (Niermann y Buehring, 1997). En ausencia de Tax, 

mutaciones de GRE disminuyen significativamente la actividad basal del LTR (Xiao y Buehring, 1998). 

Esto plantea la hipótesis de que estas alteraciones pueden haber permitido un mejor silenciamiento 

de la transcripción viral de las cepas de linfosarcoma, como una estrategia para permitir el escape al 

reconocimiento por parte de la respuesta inmune del hospedero (Merezak et al, 2001; Xiao y 

Buehring, 1998). 

 

 



LS        TGTATGAAAGATCATGCCGACCTAGGCGCCGCCACCGCCCCGTAAACCAGACAGAGACGTCAGCTGCCAGAAAAGCTGGTGACGGCAGCTGGTGGCTAG 

EF600696   ................................................................................................... 

FJ914764   ...................G....................T..............A........................................... 

K02120     ..........................A........................................................................ 

AF257515   ...................G....................T..............A........................................... 

            

        CAT Box PU.1/Spi-B     GRE   150   CRE  E Box  PROMT    PAS               200 

LS        AATCCCCGTACCTCCCCAACTTCCCCTTTCCCGAAAAATCCACACCCTAAGCTGCTGACCTCACCTGCTGATAAATTAATAAAATGCCGGCCCTGTCGA 

EF600696   ................................................G.................................................. 

FJ914764   ................................................G.................................................. 

K02120     ................................................G.................................................. 

AF257515   ................................................G.................................................. 

    

  CAP SITE      U3|→R                          250            300 

LS        GTTAGCGGCACCAGAAGCGTTCTTCTCCTGAGACCCTCGTGCTCAGCTCTCGGTCCTGAGCTCTCTTGCTCCCGAGACCTTCTGGTCGGCTATCCGGCA 

EF600696   ................................................................................................... 

FJ914764   ..............................................................T.................................C.. 

K02120     ..................................................... .............................................. 

AF257515   ..............................................................T.................................C..  

                      350    DAS    E Box    400 

LS        GCGGTCAGGTAAGGCAAACCACGGTTTGGAGGGTGGTTCTCGGCTGAGACCACCGCGAGCTCTATCTCCGGTCCTCTGACCGTCTCCACGTGGACTCTC 

EF600696   ................................................................................................... 

FJ914764   ............................................................................G...................... 

K02120     .................G.-............................................................................... 

AF257515   ............................................................................G...................... 

            450 

                                                         R|→U5         IRF        500 

LS        TCCTTTGCCTCCTGACCCCGCGCTCCAAGGGCGTCTGGCTTGCACCCGCGTTTGTTTCCTGTCTTACTTTCTGTTTCTCGCGGCCCGCGCTCTCTCCTT 

EF600696   ................................................................................................... 

FJ914764   ..TC..................................................C............................G...........T... 

K02120     ................................................................................................... 

AF257515   ..TC..................................................C..................G.........G...........T... 

            550 

                U5|→ tRNAPro Bind site           600 

LS        CGGCGCCCTCTAGCGGCCAGGAGAGACCGGCAAACAATTGGGGGCTCGTCCGGGATTGATCACCCCGGAACCCTAACAACTCTCTGGACCCACCCCCTC 

EF600696   ............................................................................T...................... 

FJ914764   ...............................................................................T................... 

K02120     ................................................................................................... 

AF257515   ..........TC...................................................................T................... 

              600 

LS        GGCGGCATTTTGGGTCTCTCCTTCAAATTATATC   

EF600696   .................................. 

FJ914764   ......G..........T................ 

K02120     .................................. 

AF257515   ......G..........T..............CT 

Figura 14. Análisis comparativo de la región 5'-LTR de secuencias de VLB de cepas aisladas a partir de 

diferentes orígenes y de linfosarcoma. En la figura se pueden observar los alineamientos correspondientes a 

secuencias nucleotídicas pertenecientes a la cepa de VLB aislada de linfosarcoma (LS) y a cepas aisladas de 

diferentes orígenes. EF600696 (FLK, línea celular persistentemente infectada); FJ914764 (corresponde a una 

cepas  proveniente de una infección experimental de una oveja con una estirpe Argentina); AF257515( estirpe 

Argentina obtenida de PBMC);  K02120 (Japonesa, extraída PBMC) 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

56 
 

4.6.4. Predicción de la estructura en 3D del ARN en la región U3 del LTR 

Dada la sustitución encontrada en el elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), seleccionamos 

la región U3 del LTR del genoma de VLB (que contiene el sitio GRE) y realizamos una predicción de la 

estructura 3D del ARN para la secuencia proveniente del linfosarcoma “LS” y para una secuencia 

proveniente de otro origen (secuencia EF600696 de FLK) (ver Figura 15). Se seleccionó la estructura 

que requiere la mínima energía libre para su formación. Los sitios GRE de ambas secuencias dieron 

estructuras con diferencias significativas en las probabilidades de aparearse entre bases. Para la 

secuencia obtenida de linfosarcoma, el elemento de respuesta a glucocorticoide  (GRE) conforma una 

estructura secundaria más compleja y con mayor probabilidad de apareamiento de bases en 

comparación a la estructura optima para la secuencia de origen FLK. El sitio de la mutación G→A hace 

más inaccesible el reconocimiento del sitio GRE en la secuencia que derivará en el desarrollo del 

tumor (Ver Fig. 15). De este modo interpretamos que este sitio forma una estructura más difícil de 

ser reconocida por factores de transcripción relacionados, lo cual coincide con la hipótesis de que 

mutaciones allí  están relacionadas con un mejor silenciamiento de la transcripción viral de las cepas 

de linfosarcoma, como una estrategia para permitir el escape al reconocimiento por parte de la 

respuesta inmune del hospedero y seguir adelante con la manifestación tumoral (Merezak et al., 

2001; Xiao y Buehring, 1998).  
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Figura 15. Predicción de la estructura  3D de la región U3 del ARN del genoma de VLB obtenido de células FLK (A) y de 

linfosarcoma (B). En el recuadro azul se muestra el sitio GRE y con una flecha se indica la base donde se encontró la 

mutación en la secuencia “LS” (G→A). Se seleccionaron las estructuras que se conforman con la menor energía libre para 

cada caso. Los colores representan la probabilidad de que las bases formen pares apareados.  Para las regiones donde las 

bases no forman pares, los colores representan la probabilidad de que las bases no estén apareadas.  El análisis se realizó 

utilizando el programa  RNAfold websuite. 

GRE 

A 

GRE 

A 
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4.6.5 Comparación de las secuencias aminoacídicas de las proteínas estructurales: Gag; Pol; 

Pro y Env 

Se alinearon las secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales gag, pol, prot y env del 

genoma obtenido a partir de linfosarcoma “LS” con las secuencias seleccionadas provenientes de 

diferentes orígenes y reportadas en la base de datos. (Figura 16). 

a) Gag. Gag incluye tres dominios principales: la matriz (p15-MA), la cápside (p24-CA) y la 

nucleocápside (p12-NC). Las proteínas NC de todos los Retrovirus comparten la característica 

de tener un alto porcentaje de residuos básicos y dominios de dedos de zinc involucrados en 

el empaquetamiento del ARN. Estudios previos han demostrado que las sustituciones en 

muchos residuos de aminoácidos básicos y todos los residuos en los dominios de los dedos de 

zinc en el dominio NC de VLB, reducen significativamente el empaquetamiento del ARN 

(Wang et al., 2003). Se puede apreciar que los dedos de zinc y los aminoácidos básicos se 

encuentran  bien conservados entre todas las estirpes involucradas en este estudio. No 

obstante, se observa una sustitución de una Prolina a una Serina (P340S) en la proteína NC de 

la secuencia LS (Figura 16-A). 

b) PR. Todos los Retrovirus competentes para la replicación, como VLB, codifican una proteasa 

aspártica (PR) (Leis et al., 1988). La comparación de la secuencia aminoacídica de PR de la 

cepa obtenida “LS” con la de las otras cepas de VLB analizadas en este estudio, dan cuenta de 

una única sustitución de aminoácidos (V165I) (Fig. 16-B). Esta sustitución está por fuera de los  

sitios de clivaje involucrados en la función de la PR de VLB (Sperka et al, 2007; Bagossi et al, 

2005).  
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c) Pol. Comparando la secuencia de aminoácidos de pol, se encuentran dos sustituciones, una de 

ellas se ubica en la región de la RT (T377A), mientras que la otra se encuentra en la región 

endonucleasa (S573P). Más estudios serán necesarios para establecer los efectos que estas 

sustituciones pueden causar en la fidelidad o procesividad de la polimerasa de VLB (Figura 16-

C). 

d) Env. La proteína de envoltura de los Retrovirus, que es sintetizada a partir del gen env, le 

confiere a éstos la capacidad de infectar las células del hospedero. El complejo proteico Env se 

compone de las subunidades de gp 51, la glicoproteína de superficie (SU), que se ancla a los 

viriones mediante su asociación con las subunidades de la proteína transmembrana gp 30 

(TM). La comparación de la proteína Env de la cepa “LS” con respecto a las cepas de VLB 

aisladas de PBMC y otros orígenes, revela una sustitución ubicada en un epítope 

conformacional de SU (D134N), más específicamente en una región previamente relacionada 

en la neutralización, denominada “segundo dominio de neutralización” (Johnston et al., 2002; 

Callebaut et al., 1993;) (Figura 16-D). Asimismo, se ha demostrado que esta región puede 

contener también el dominio de unión al receptor (RBD), análogo al RBD de los miembros del 

género Gammaretrovirus (Johnston et al., 2002). Este cambio representa una firma molecular 

para estirpes que circulan en nuestro país y no estaría asociado a la patología tumoral de la 

enfermedad (Moratorio et al., 2010). 

 

 

 



(A)  

gag 

      1     P15-MA      50                       100 

LS         MGNSPSYNPPAGISPSDWLNLLQSAQRLNPRPSPSDFTDLKNYIHWFHKTQKKPWTFTSGGPTSCPPGRFGRVPLVLATLNEVLSNDGGAPGASAPEEQP 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .....................R........................................A.....K..................E............ 

FJ914764   ...............................................Y............S............................T.......... 

K02120     ......................................................................................E............. 

AF257515   ...............................................Y............S............................T.......... 

 

      101      P24-CA     150                   200 

LS         PPYDPPAVLPIISEGNRNRHRAWALRELQDIKKEIENKAPGSQVWIQTLRLAILQADPTPADLEQLCQYIASPVDQTAHMTSLTAAIAAAEAANTLQGFN 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .......I............................................................................................ 

FJ914764   .................................................................................................... 

K02120     .......I....................................................................................-....... 

AF257515   ...........................V........................................................................  

 

      201                250                       300 

LS         PQNGTLTQQSAQPNAGDLRSQYQNLWLQAWKNLPTRPSVQPWSTIVQGPAESYVEFVNRLQISLADNLPDGVPKEPIIDSLSYANANKECQQILQGRGLV 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .................................................................................................... 

FJ914764   ................................................S................................................... 

K02120     .............................-......................S...................-..............R..........-. 

AF257515   .................................................................................................... 

 

      301      P12-NC    350Zn finger     Zn finger 

LS         AAPVGQKLQACAHWAPKMKQPAILVHTPGPKMPGPRQPASKRPPPGPCYRCLKEGHWARDCPTKATGPPPGPCPICKDPSHWKRDCPTLKSKN 

EF600696   .................V....V................P..................................................... 

AF033818   .................V.....................P........................T............................ 

FJ914764   .................I.....................P........................T.............L.............. 

K02120     .--...................L................P..................................................... 

AF257525   .................I.....................P........................T.............L.............. 

 

 

(B) pro 

  1            50         100 

LS     RSFPLETRLSNPQIKKLIEGGLSAPQTITPITDSLSEAELECLLSIPLARSRPSVAVYLSGPWLQPSQNQALMLVDTGAENTVLPQNWLVRDYPRIPAAV 

EF600696    ....................................................................................................   

AF033818    ...........................V.....P.................................................................  

FJ914764    ...........................T.......................................R...........................T....   

K02120      .................................................................................................... 

AF257525    ...........................T...............................................................E...T....  
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       101            150 

LS     LGAGGVSRNRYNWLQGPLTLALKPEGPFITIPKILVDTFDKWQILGRDVLSRLQASISIPEEIRPPVVG 

EF600696 ..............................................................V...... 

AF033818 ..............................................................V...M.. 

FJ914764 ..............................................................VP..... 

K02120 .......................................S......................V...... 

AF257515    .....I.......S..L....I........................................V...... 

 

(C) pol 

      1   Reverse transcriptase  50                       100 

LS         GASIPFKLERLQALQDLVHRSLEAGYISPWDGPGNNPVFPVRKPNGAWRFVHDLRATNALTKPIPALSPGPPDLTAIPTHLPHIICLDLKDAFFQIPVED 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .T............................................T..................................................... 

FJ914764   .T..................L.........................T..................................................... 

K02120     ................................................................................P................... 

AF257515   .T............................................T.................R.PP................................ 

 

      101            150                       200 

LS         RFRSYFAFTLPTPGGLQPHRRFAWRVLPQGFINSPALFERALQEPLRQVSAAFSQSLLVSYMDDILIASPTEEQRSQCYQALAARLRDLGFQVASEKTRQ 

EF600696   ...P................................................................................................ 

AF033818   .................................................................................................... 

FJ914764   ...................................................T................................................ 

K02120     ...F.LS....S......................................................Y...............................S. 

AF257515   ...................................................T................................................ 

 

           201            250                       300 

LS         TPSPVPFLGQMVHEQIVTYQSLPTLQISSPISLHQLQAVLGDLQWVSRGTPTTRRPLQLLYSSLKGIDDPRAIIQLSPEQLQGIAELRQALSHNARSRYN 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .............N...................................................................................... 

FJ914764   .......................................................................................L............ 

K02120     ...................................................................-................................ 

AF257515   .......................................................................................L............ 
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           301            350                       400 

LS         EQEPLLAYVHLTRAGSTLVLFQKGAQFPLAYFQTPLTDNQASPWGLLLLLGCQYLQTQALSSYAKPILKYYHNLPKASLDNWIQSSEDPRVQELLQLWPQ 

EF600696   ............................................................................T....................... 

AF033818   ............................................................................T....................... 

FJ914764   ............................................................................T....................... 

K02120     ............................................................................T....................... 

AF257515   ..........................................................................V.TF.......C.............. 

 

      401            450                       500 

LS         ISSQGIQPPGPWKTLITRAEVFLTPQFSPDPIPAALCLFSDGATGRGAYCLWKDHLLDFQAVPAPESAQKGELAGLLAGLAAAPPEPVNIWVDSKYLYSL 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .............................E.........................................................L............ 

FJ914764   .............................E.........................................................L............ 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   ....V........................E.........................................................L............ 

 

           501            550     endonuclease                   600 

LS         LRTLVLGAWLQPDPVPSYALLYKSLLRHPAIFVGHVRSHSSASHPIASLNNYVDQLLPLETPEQWHKLTHCNPRALSRWPNPRISAWDPRSPATLCETCQ 

EF600696   .......................N................................................S..........V................ 

AF033818   ........................................................................S........................... 

FJ914764   ........................................................................S........................... 

K02120     ...............................V........................................S........................... 

AF257515   ......V.................................................................S..........V................ 

 

 

 

      601             650                       700 

LS         KLNPTGGGKMRTIQRGWAPNHIWQADITHYKYKQFTYALHVFVDTYSGATHASAKRGLTTQMTIEGLLEAIVHLGRPKKLNTDQGANYTSKTFVRFCQQF 

EF600696   ........R........................................................................................... 

AF033818   R................................................................................................... 

FJ914764   ..........................................................................................R..A...... 

K02120     .............................................................T...................................... 

AF257515   ..........................................................................................R..A...... 

 

      701        750                       800 

LS         GVSLSHHVPYNPTSSGLVERTNGLLKLLLSKYHLDEPHLPMTQALSRALWTHNQINLLPILKTRWELHHSPPLAVISEGGETPKGSDKLFLYKLPGQNNR 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .I.................................................................................................. 

FJ914764   .......I............................................................................................ 

K02120     .................D..........................................................................L....... 

AF257515   .......I............................................................................................ 
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      801        850 

LS         RWLGPLPALVEASGGALLATDPPVWVPWRLLKAFKCLKNDGPEDAHNRSSDG 

EF600696   .................................................... 

AF033818   ....................N...............P............... 

FJ914764   .........I..........................P............... 

K02120     .................................................... 

AF257515   .........I..........................P............... 

 

 

 

(D) env 

 |→ conformational epitopes F,G,H 

 ►   

      1 Leader peptide        |→gp51    50          ND 100 

LS         MPKERRSRRRPQPIIRWVSLTLTLLALCRPIQTWRCSLSLGNQQWMTAYNQEAKFSISIDQILEAHNQSPFCAKSPRYTLDSVNGYPKIYWPPPQGRRRF 

EF600696   ...K................................................................................................ 

AF033818   ............................Q..................T........................PR.......F.................. 

FJ914764   ............................Q.T..................................................F.................. 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   ............................Q........F...........................................F.................. 

 

                                            Conformational epitopes F,G,H←|               

                                                                                       ◄ 

      101      ND   150CD8+-T Cell epitope   epitope E        200 

LS         GARAMVTYDCEPRCPYVGADHFDCPHWDNASQANQGSFYVNHQILSLHLKQCHGIFTLTWEIWGYDPLITFSLHKIPDPPQPDFPQLNSDWVPSVRSWAL 

EF600696   .................................D.................................................................. 

AF033818   ....................H............D.................................................................. 

FJ914764   .................................D......D...................G....................................... 

K02120     .................................D.................................................................. 

AF257515   .................................D......D........................................................... 

 

      201       epitope B   epitope B’   250 epitopes D D’ TMHR     epitope A 300 

LS         LLNQTARAFPDCAICWEPSPPWAPEILVYNKTISSSGPGLALPDAQIFWVNTSSFNTTQGWHHPSQRLLFNVSQGNALLLPPISLVNLSTASSAPPTRVR 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   ..................................G..................L....................................V......... 

FJ914764   .....................................................L...............I.............................K 

K02120     ...................................................S................................................ 

AF257515   .....................................................L..A............I........V....F.G....GFF..S...K 
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      301 

      |→gp30 Fusion peptide      350    GD21    400 

LS         RSPVAALTLGLALSVGLTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQRLITAINQTHYNLLNVASVVAQNRRGLDWLYIRLGFQSLCPTINEPCCFLRIQNDS 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .................................................................................................... 

FJ914764   .................................................................................................... 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   ....................................................................................S............... 

 

      401  LHR TM         Membrane span450   |→cytoplasmic domain     500 

LS         IIRLGDLQPLSQRVSTDWQWPWNWDLGLTAWVRETIHSVLSLFLLALFLLFLAPCLIKCLTSRLLKLLRQAPHFPEISLTPKPDSDYQALLPSAPEIYSH 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   ..............................................................................FP.................... 

FJ914764   ................................G....................................ES.......FA...................R 

K02120     ..LR................................................................................................ 

AF257515   ................................G....................................ES........A...................R 

 

      501 

LS         LSPVKPDYINLRPCP 

EF600696   ............... 

AF033818   ...T........... 

FJ914764   ...T........... 

K02120     ............... 

AF257515   ...T........... 

 

 

Figura 16. Comparación de secuencias de aminoácidos de las proteínas estructurales de cepas de VLB reportadas y de la cepa aislada de linfosarcoma. En la figura se puede observar los 

alineamientos de aminoácidos correspondientes a: A) Gag;  B) Pro; C) Pol y D) Env. Al igual que en la figura 14, LS corresponde a la cepa aislada de linfosarcoma, EF600696 (FLK, línea celular 

persistentemente infectada); FJ914764 (corresponde a una cepas  proveniente de una infección experimental de una oveja con una estirpe Argentina); AF257515  (estirpe Argentina obtenida de 

PBMC);  K02120 (Japonesa); AF033818 (USA- Belga , PBMC) 
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4.6.6 Comparación de las secuencias aminoacídicas de las proteínas no estructurales: Tax; 

Rex; G4 y R3 

Como se menciona en la introducción, además de los genes estructurales (gag, pro, pol y env), el 

provirus de VLB contiene una región llamada X, ubicada entre el gen env y el LTR 3', que codifica al 

menos cuatro proteínas: Tax, Rex, G4 y R3 (Van der Broeke et al., 1999). 

Estudios previos sobre los dominios funcionales de la proteína Tax de VLB han identificado un motivo 

de dedos de zinc (aminoácidos 30 a 53), un dominio transactivador (aminoácidos 157 a 197) y dos 

sitios de fosforilación (aminoácidos 106 y 293) (Willems et al, 1989; Willems  1991) (Figura 17-A). Se 

han descrito una serie de mutantes de Tax de VLB con una mayor capacidad de estimular la 

transcripción dirigida por LTR, en comparación con la Tax salvaje (Tajima y Aida, 2000). Sin embargo, 

en las cepas de VLB analizadas en este estudio, no se observa ningún cambio aminoacídico 

relacionado con una mayor actividad transcripcional. 

Las proteínas Rex de los Deltaretroviruses actúan facilitando la exportación de ARN virales 

conteniendo intrones (Choi et al., 2005). En esta región no se observan diferencias en la secuencia de 

aminoácidos entre “LS” y las secuencias seleccionadas restantes (Figura 17-B). 

La secuencia de aminoácidos de G4 incluye un tramo amino-terminal de residuos hidrofóbicos 

(aminoácidos 1 a 24) seguido de posibles sitios de clivaje proteolítico y una región rica en argininas 

(aminoácidos 58 a 72), situada en el centro de la proteína (Alexandersen et al., 1993) (Figura 17-C). Al 

comparar la secuencia “LS” con las restantes provenientes de diferentes orígenes, se observa una 

sustitución (A29V) en la cepa proveniente del linfosarcoma. La posible implicancia de esta sustitución 

en la patogenia de VLB es aún desconocida. 
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La proteína R3 contiene 44 aminoácidos y se compone de una región hidrofílica N-terminal, seguida 

por una región hidrofóbica. La comparación de su secuencia no presenta sustituciones significativas 

(Fig. 17-D). 
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(A) tax 

Zn finger 

LS         MASVVGWGPHSLHACPALVLSNDVTIDAWCPLCGPHERLQFERIDTTLTCETHRINWTADGRPCGLNGTLFPRLHVSETRPQGPRRLWINCPLPAVRAQP 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   .......................................................T.......F.................................... 

FJ914764   ...............................................P.......T.......F....A............................... 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   ...............................................H.......T.......F....A............................... 

 

                 157  Leucine-rich activation domain  

LS         GPVSLSPFERSPFQPYQCQLPSASSDGCPIIGHGLLPWNNLVTHPVLGKVLILNQMANFSLLPSFDTLLVDPLRLSVFAPDTRGAIRYLSTLLTLCPATC 

EF600696   ...............................................R.................................................... 

AF033818   .........Q.....................................................P.................................V.. 

FJ914764   .............................V.................................P.................................... 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   .............................V.................................P.N.................................. 

          240    247 251   258261 265       287      297 

LS         ILPLGEPFSPNVPICRFPRDSNEPPLSEFELPLIQTPGLSWSVPAIDLFLTGPPSPCDRLHVWSSPQALQRFLHDPTLTWSELVASRKIRLDSPLKLQLL 

EF600696   .................................................................................................... 

AF033818   ....................TS..................................Y.............................G.L........... 

FJ914764   ........................................................................................L........... 

K02120     ................................P................................................................... 

AF257515   ........................................................................................L........... 

      303 

LS         ENEWLSRLF 

EF600696   ......... 

AF033818   ......... 

FJ914764   ......... 

K02120     ......... 

AF257515   ......... 

 

 

(B) rex 
       NES     
LS         MPKERRSRRRPQPIIRWRQNYFLSFKQVLLVGGPTLYMPARPWFCPMMSPSMPGAPSAGPMSDSNSKGSTPRSPARPTVSTGPPMDDLAASMERCSLDCM 

EF600696   ...K................................................................................................ 

AF033818   .............................................................N..................P.......L....H...... 

FJ914764   ...............................................T........................P.......P.......S........... 

K02120     .................................................................................................... 

AF257515   ...............................................T........................T.......P.......S........... 
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       NLS 

LS         SPRPAPKGPDDSGSTAPFRPFALSPARFHFPPSSGPPSSPTNANCPRPLATVAPLSGTAFFPGTT 

EF600696   ................................................................. 

AF033818   ..................................S...................S.......... 

FJ914764   ......................................................S.......... 

K02120     ................................................................. 

AF257515   ....G.................................................S.......... 

 

(C) G4 
 

      1  Leader peptide  ▼▼      MYB       ARR      100 

LS         LACTRVCFLSYFLFLAARALSFGAQPHPVAFGPPFLTVPIKSLPFPQRLPLHLLFPPRHRLPRRALRALRDPLPDNDKIISCLLSKCCWLGAPLSTCLPGPGFVQ 

EF600696   ............................A............................................................................ 

AF033818   ............................A............................................................................ 

FJ914764   ................G...F.......A............................................................................ 

K02120     ............................A............................................................................ 

AF257515   ..........................R.A.........................L.................................................. 

 

(D) R3 

 
  1       44 

LS          MPKERRSRRRPQPIIRWVLMNVFPCNKPQQRHSSHIQ QHLGRLF  
EF600696    ...K........................................ 

AF033818    .....................I...................... 

FJ914764    .....................I.............V........ 

K02120      ............................................ 

AF257515    .....................I.............V.......L 

 

 

 

Figura 17. Comparación de secuencias de aminoácidos de las proteínas no estructurales de cepas de VLB aisladas de linfosarcoma y otras disponibles. Se observan los alineamientos de 

aminoácidos correspondientes a: A) Tax;  B) Rex; C) G4 y D) R3. Al igual que en la figura 16, LS corresponde a la cepa aislada de linfosarcoma, EF600696 (FLK, línea celular persistentemente 

infectada); FJ914764 (corresponde a una cepas  proveniente de una infección experimental de una oveja con una estirpe Argentina); AF257515 (estirpe Argentina obtenida de PBMC);  K02120 

(Japonesa); AF033818 (USA- Belga, PBMC) 

 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

69 
 

5. CONCLUSIONES  

Los análisis filogenéticos realizados revelan una marcada diversificación genética entre VLB y los 

demás miembros del género Deltaretrovirus. Se observa también una estrecha relación genética 

entre virus HTLV y STLV, y una relación más distante con el clado de VLB. 

Se logró amplificar, clonar y secuenciar por primera vez el genoma completo de VLB (de 8700 

nucleótidos aproximadamente), partiendo de una muestra de linfosarcoma de una vaca infectada. La 

misma se obtuvo mediante un diseño de amplificación del genoma en cinco fragmentos solapados.  

La secuencia obtenida, la cual llamamos “LS”, fue comparada con secuencias de genomas completos 

disponibles en la base de datos de orígenes no tumorales (PBMC, o de la línea celular FLK). Su análisis 

permitió observar ciertas diferencias en sitios particulares, a pesar del alto grado de conservación 

que presentan las principales regiones estructurales, enzimáticas y regulatorias del genoma de VLB. 

La sustitución encontrada en el sitio GRE del 5'-LTR de la cepa de VLB aislada del linfosarcoma, podría 

estar implicada en favorecer el silenciamiento viral de forma de potenciar la progresión de la 

enfermedad tumoral. Esta hipótesis es coherente también con los resultados obtenidos de la 

estructura en 3D que conforma el ARN en la región U3 del 5’LTR. 

Se observó una sustitución de Prolina a Serina (P340S) en la proteína de la nucleocápside (p12-NC) en 

la cepa de VLB aislada de linfosarcoma. 

Se observó también un cambio relevante en un importante epítope de la glicoproteína de superficie 

SU-gp51 (D134N), más específicamente en una región previamente relacionada en la neutralización, 

denominada “segundo dominio de neutralización”. Este cambio no estaría relacionado con la 

manifestación tumoral de la enfermedad y representaría una firma molecular de estirpes circulantes 

en nuestro país. 

En la cepa de VLB analizada en este estudio, no se observa ningún cambio aminoacídico en la 

proteína Tax relacionado con una mayor actividad transcripcional, tal como fueron reportados en 

trabajos anteriores. 



ANÁLISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA OBTENIDO A PARTIR DE UN LINFOSARCOMA 

 

70 
 

 

6. PERSPECTIVAS 

Como perspectivas a este trabajo y parte de resultados preliminares que hemos obtenido, nos 

proponemos ampliar el número de secuencias de genomas completos de VLB partiendo de diferentes 

hospederos que padezcan las distintas manifestaciones clínicas de la enfermedad. De esta forma 

podremos realizar un análisis comparativo más robusto, a fin de contestar cuánto puede influir la 

estirpe viral en la enfermedad.  

Del mismo modo, sería interesante realizar un análisis comparativo de secuencias de genomas 

completos de VLB obtenidos de un mismo hospedero, de diferentes compartimentos como ser PBMC 

y linfosarcoma, para aquellos que presentan esta manifestación clínica de la enfermedad. En este 

caso se podría evaluar si existen cambios genéticos relacionados con diferentes tropismos celulares. 

Por todo lo que antecede, sería interesante generar una Base de Datos de libre acceso que sea 

específica para el Virus de la Leucosis Bovina, en  la cual además de encontrar las secuencias de los 

genomas de VLB, sea un sitio de información actualizada sobre todo lo que se conoce respecto a la 

enfermedad que este agente causa. Esta idea es una forma de contribuir al conocimiento del tema y 

ampliar la participación de quienes están involucrados en el estudio de la Leucosis Bovina desde 

diferentes enfoques, un tema de suma importancia ya que afecta la salud y bien estar del ganado 

vacuno y trae consigo consecuencias para la producción del país.  
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