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RESUMEN

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es una patologia infecciosa producida por un virus denominado
Virus de la Leucosis Bovina (VLB). EI VLB pertenece a la familia Retroviridae, y al género
Deltaretrovirus. En la enfermedad pueden distinguirse tres formas clinicas: a) Asintomatica, b)
Linfocitosis Persistente (LP), caracterizada por una expansion policlonal no maligna de células B CD5+
y c) Linfosarcoma, caracterizada por la formacién de tumores. Es ampliamente aceptado que la
mayoria de los canceres resultan de multiples eventos celulares que se vuelven malignos luego de un
prolongado periodo de latencia clinica, asi como del rol critico que juega el sistema inmune en el
control de la progresion de esta enfermedad. Hasta el momento han sido reportadas solamente 5
secuencias gendmicas completas de cepas de VLB, las cuales fueron aisladas de células
mononucleares de sangre periférica de bovinos y otros origenes no tumorales. Con el fin de contribuir
a la comprensién 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 realizo el andlisis detallado de un genoma completo de VLB aislado directamente
del linfosarcoma de una vaca infectada. Se encontrd una sustitucion nucleotidica en el elemento de
respuesta a glucocorticoides (GRE) localizado en la regién 5'LTR. También fueron detectadas
sustituciones de aminodacidos en las proteinas de nucleocapside, gp51 y G4. Estas mutaciones o
sustituciones de aminoacidos, podrian estar favoreciendo la supresion de la expresiéon viral en las
células B infectadas, como una estrategia para evadir una respuesta inmune efectiva.

Dada a la mutacion encontrada en el sitio GRE, se realizé la prediccion de la estructura del ARN en la
region U3 del 5’LTR de la secuencia obtenida del linfosarcoma, y se compard con la estructura que
formaria esta regiéon en las secuencias provenientes de otros origenes. Resultados en este estudio son
coherentes con la hipétesis de la supresion de la expresion viral.

Asimismo, fueron realizados andlisis filogenéticos utilizando genomas completos que revelaron una
marcada diversificacién genética entre VLB y los demdas miembros del género Deltaretrovirus. Se
observé también una estrecha relacidén genética entre virus HTLV y STLV, y una relacidn mas distante

con el clado de VLB.
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1. INTRODUCCION

1.1 LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA

1.1.1 MARCO TEORICO DE LA ENFERMEDAD
La definicion primaria de “leucosis” se refiere a una proliferacion maligna del tejido linfoide o
productor de linfocitos (Gatti, 2007). El primer caso reportado de leucosis bovina fue en el afio 1871,
por Leisering, quién detectd la presencia de nddulos amarillos en el bazo inflamado de una vaca (Gillet
et al., 2007).
Hoy en dia la enfermedad es conocida como Leucosis Bovina Enzootica (LBE), y su agente etioldgico
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 infeccidn por VLB se caracteriza por manifestar un largo periodo de latencia viral y por la ausencia
de viremia. Es probable que el periodo 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 drastico incremento en la transcripcidn 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 linfotrépico de células T de humanos tipo 1
(HTLV-1) que le permite una proteccion 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 dia de hoy no existe una vacuna efectiva contra el VLB.
1.1.2 FORMAS CLINICAS

En la mayoria de los animales infectados (60%), nunca se observan signos de la enfermedad y se
convierten en portadores asintomaticos del virus, a este estado de la enfermedad se lo denomina AL, por
aleucémicos. Extrafiamente, un tercio del ganado infectado presenta linfocitosis persistente (PL)
caracterizada por una expansién policlonal no maligna de células B CD5+. Finalmente, solo entre un 5y
10% de los bovinos infectados desarrollan la forma clinica linfosarcoma (LS) caracterizada por la formacion
de tumores que determinan el refugio, sacrificio o la muerte de los animales afectados. Es importante
destacar que para el ingreso a esta etapa clinica 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 estdn involucrados en la patogenia de la enfermedad (Willems et al., 2000).

1.1.3 TRANSMISION

El contagio se da por traspaso de linfocitos infectados con el virus de un bovino enfermo a uno sano.
La transmision puede ser horizontal (de animal a animal) o vertical (de madre a hijo). En las
secreciones y fluidos bioldgicos como leche, sangre, calostro, secrecién 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 proporcién de linfocitos infectados se encuentran en la sangre, por lo
tanto cualquier medida de manejo o practica veterinaria como extraccion de sangre, vacunacion,
tatuaje, etc. que se practican sin tomar las medidas higiénicas correspondientes, son una importante

forma de diseminacién de la enfermedad (denominada iatrogénica). Los artropodos hematéfagos
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como tabanos y mosquitos podrian ser otra via de transmisién (Gatti, 2007; Gillet et al., 2007). La
infeccidn afecta a bovinos en general pero las producciones intensivas como los tambos son las mas
involucradas.
1.1.4 EPIDEMIOLOGIA

La LBE presenta una distribucidn a nivel mundial, y ha sido listada por la Organizacién Mundial de la
Salud Animal como una enfermedad de importancia para el comercio internacional (OIE, 2010).
Actualmente, existen programas de erradicacion de esta enfermedad en diferentes paises, como
Australia y algunos estados miembros de la Unidn Europea (UE), muchos de los cuales recientemente
han logrado erradicar esta patologia (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 mas del 50% del
ganado vacuno lechero se encuentra infectado con el VLB, dando lugar a importantes pérdidas
econdmicas en la produccion lechera y en la exportacién del ganado (Kobayashi et al., 2010). A fin de
evitar la infeccidn con este virus y su contagio se implementaron estrategias tales como el aislamiento
de animales infectados, inmunizacion pasiva a través del calostro, vacunacién con proteinas virales o
cepas atenuadas. Hasta el momento, ninguno de estos ultimos métodos ha logrado la combinacién
6ptima de eficiencia, economia 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; Marin et al., 1978), mientras que en
Brasil alcanzé niveles de hasta un 70,4% (Del Fava y Pituco, 2004; Melo, 1992; Abreu et al., 1990). En el
afio 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 pais y encontraron una

prevalencia general de establecimientos del 84%, mientras que la prevalencia individual resulté ser del
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32,85 % de los animales. En Uruguay, si bien estudios epidemiolégicos llevados a cabo desde hace dos
décadas indican que existia una prevalencia de la enfermedad del 20-25% en los establecimientos
afectados, hoy en dia es posible encontrar animales positivos en practicamente el 100% de los
establecimientos lecheros. Ademds de afectar la produccién directa en el pais por aquellas vacas que
manifiestan la enfermedad tumoral, existen investigaciones en donde se ha encontrado que los
animales infectados presentan una disminucién significativa en la produccién 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 andlisis serolégico
permitié proyectar una prevalencia para la LBE en dicho Departamento de 46,62% (Guarino, 2001). Segun
este trabajo, la prevalencia de LBE aumentd en comparacién con muestreos previos lo cual podria
relacionarse con la inexistencia de programas de control de la enfermedad y la tendencia de la infeccion a
difundirse mas rapidamente. Asimismo, en el afio 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 CLASIFICACION
El VLB pertenece a la familia Retroviridae, y al género Deltaretrovirus, con los cuales comparte dos
caracteristicas particulares:
1) invierten el orden en el que naturalmente fluye la informacidn genética en los sistemas bioldgicos,
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 particulas
virales.
El VLB comparte su organizacion gendmica con los virus linfotropicos de células T de humanos (HTLV-
1y 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 expresién de sus propios
genes, mediante la sintesis de proteinas reguladoras expresadas a partir de su propio genoma. Esta
propiedad, conferida por una regién gendmica ubicada entre el gen envy 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. Arbol 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, particula intracisternal tipo A de ratén; FelV, Virus de la Leucosis Felina. (Tomado de Field 5th edition a través

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

de
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1.2.2 ESTRUCTURA DEL VIRION
La particula viral tiene un didmetro de entre 60 y 125nm. Bajo el microscopio electrénico se observa
la particula viral con un nucleo central electrén denso rodeado por una envoltura celular con
proteinas virales (Gillet et al., 2007). El virién presenta en su interior dos copias de un genoma de
ARN, simple hebra de polaridad positiva, de 8700 nucledtidos aproximadamente. Las proteinas CA
(también denominada p24) forman la cdpside que contiene el ARN viral en interaccidn con proteinas
de la nucleocapside NC (también denominada p12). Dos proteinas enzimaticas (RT e IN) requeridas,
respectivamente, para la transcripcion reversa y la integracién del genoma viral, también se ubican
empaquetadas dentro de la capside. La proteina de la matriz MA (p15) interconecta la capside con la
envoltura externa. La envoltura esta formada por una bicapa lipidica de origen celular junto con un
complejo de proteinas virales insertadas en ella [glicoproteina de superficie SU (también denominada
gp51) y glicoproteina transmembrana TM (gp30)] que intervendrdn en el reconocimiento, la

adsorcién y la penetracion a su célula blanco (linfocito B). (Gillet et al., 2007) (Figura 2).
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Glicoproteina de
ap51 superficie (SU)
pap Glicoproteina transmembrana

(TH)

_—» Bicapa lipidica
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Matriz (MA})
HH‘ Proteina de la Capside
P24 (cay
Transciptasa reversa (RT)
ARN P Integrasa (IN}

P12 Proteina de la
Nucleocapside (NC)

Figura 2. Esquema representativo de la particula retroviral de VLB. En la figura se esquematizan las proteinas que
conforman la estructura del virién de VLB. Cada proteina representativa y su nombre correspondiente se indican con el

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

El genoma viral esta formado por dos moléculas de acido 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 limite R del extremo 3’ (Gillet et al., 2007).

Durante la infeccidn retroviral, su genoma de ARN es retro-transcripto a ADN complementario doble
hebra, el cual una vez en el nucleo de la célula infectada, se integra en forma persistente al genoma
celular organizdndose 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 proteinas estructurales internas del
virion [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 glicoproteinas de la
envoltura del virién [SU (gp51) y TM (gp30)]. Otros ORFs dan lugar a los factores de regulacion Tax,
Rex, RIll y GIV. Estas son proteinas que se codifican en la denominada regidn X del genoma del VLB y
gue presentan una importante funcién en la regulacién de la transcripcion del genoma viral (Gillet et

al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica 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, segln la secuencia de Genbank K02120,
reportada por Sagata et al. (1985b). Los sitios de splicing para los diferentes transcriptos se indican segun la posicidn

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

Repetidos terminales largos (LTRs)

El LTR en 5’ contiene los promotores necesarios para la regulacién del inicio de la transcripcion e
interactia con los factores especificos 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 proteina viral transactivadora Tax (Derse et al., 1987). EI LTR en posicidn 3’ contiene las
secuencias necesarias para la poliadenilaciéon de los mensajeros virales (Colin et al., 2011; Llames et
al., 2001; Kettmann et al., 1994).

La accesibilidad de la region 5’LTR a los factores transactivadores determinara la expresion del ADN
proviral, y dependerd entonces de mecanismos epigenéticos tales como modificaciones pos-
traduccionales en las colas de las histonas, y metilaciones del ADN (Brenner et al., 2006).

Region X

Ademas de los genes estructurales gag, pol, y env requeridos para la sintesis de la particula viral,
transcripcién reversa, e integracion en todos los retrovirus, el genoma del VLB contiene la
denominada regién X (también denominada pXBL) ubicada entre el gen env y el 3’ LTR, que contiene
los genes reguladores transactivadores. Esta regidn codifica para cuatro proteinas: Tax, Rex, Rlll y
GIV. Rex es una fosfoproteina nuclear de regulacién post-transcripcional, estabilizando y permitiendo
la exportacidn hacia el citoplasma de los ARNs gendmicos y de los ARNs mensajeros que codifican
para las proteinas estructurales. Rlll estaria implicada, al igual que Rex, en la regulacidn post-

transcripcional de la expresién viral. Por otro lado, GIV esta localizada en el nicleo y la mitocondria;

20



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

se cree que estd implicada en la transformacion celular. R3 y G4 no son indispensables para la
infectividad in vivo pero la integridad de estos genes es esencial para la propagacién eficiente de la
infeccién dentro del hospedero (Gillet et al., 2007). Se ha visto que la delecidn de los ORFs para G3 y
G4, por mas de que permite la infeccién celular, conduce a una drastica reduccién de la propagacion
viral (Willems et al.,1994). Finalmente Tax, una proteina localizada principalmente en el nucleo, es un
activador transcripcional viral que aumenta la unidon de factores de transcripcion al ADN,
promoviendo la sintesis de proteinas virales. Esta proteina presenta tembién un potencial
oncogénico, actuando en cooperacion con la oncoproteina Ha-ras en la transformacion 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 unidn interactia con proteinas

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

1.2.4 TRANSCRIPCION Y EVENTOS POST-TRANSCRIPCIONALES

Durante la replicacién y expresién de proteinas 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 proteinas de los genes gag y pol, y también se
produce la progenie viral (ARN gendmico) (Haas et al., 1992) (Figura 3).

El transcripto primario sufre fendmenos de splicing simple y doble; y madura en dos ARNm
subgendmicos, de 4.2 kb y 2.1kb, que son utilizados para la expresion del gen env y de los genes
reguladores tax y rex, respectivamente (Alexandersen et al., 1993).

Se han identificado in vitro, otros 6 ARNm subgendmicos alternativos. Se ha comprobado la expresién
a partir de dos marcos de lectura, llamados RIll y GIV, que codifican para proteinas de regulacién cuyo

rol no ha sido aun bien establecido (Rovnak y Casey, 1999; Alexandersen et al., 1993) (Figura 3).
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El producto de expresidn del gen rex, p18Rex, actlua a nivel post-transcripcional, como regulador de la
expresion de los diferentes ARN transcriptos, aumentando la transcripcion de los genes estructurales
(Rovnak y Casey, 1999; Derse, 1988). Como resultado de la regulacién positiva sobre los genes
estructurales, Rex inhibe indirectamente la expresion de los genes de regulacion tax y rex. La funcidon
de Rex es Tax independiente y requiere de una secuencia presente en las regiones U3-Rde laLTR 3’, a
la cual se une directamente (Xiao y Buehring, 1998).

Finalmente, se ha demostrado que la proteina RIll inhibe la funcién de Rex in vitro, induciendo a la
sobreproducciéon de proteinas de regulacion y la falta de expresién del genoma viral completo
(Willems et al., 1994), y se ha asociado a la linfocitosis persistente con una elevada expresién del gen
GlV (Alexandersen et al., 1993).

La presencia continua de anticuerpos en los animales infectados indica la existencia de estimulacion
antigénica constante, lo que sugiere que VLB no persiste en un verdadero estado de latencia, sino que
mantiene una frecuencia excepcionalmente baja de expresion, que se encontraria fuertemente

regulada (Willems et al., 1995).

1.2.5 VARIABILIDAD GENETICA

Los virus de ARN explotan todos los mecanismos conocidos para generar variabilidad genética, los
mas frecuentes son la mutacién y la recombinacién. La mutacidn es un mecanismo clave en la
generacién de variacion genética en los virus cuyo genoma estd constituido por ARN, y el mismo se
debe mayoritariamente a la carencia de actividad de correccién de errores de las ARN polimerasas, lo
que determina una frecuencia de error del orden de 10™ sustituciones por nucleétido en cada ciclo

replicativo. Esta, es responsable de la generacién de gran nimero de variantes virales en el curso de
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una infeccion (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 via de replicacién de su genoma.

El analisis y estudio de la variabilidad genética de VLB en diferentes zonas geograficas puede ser de
gran interés para la medicina veterinaria, ya que involucra aspectos relacionados con la
patogenicidad, diagndstico y eventualmente, el desarrollo de nuevas estrategias de vacunacion y de
manejo animal. Uno de los ultimos estudios en el campo de la variabilidad genética de las estirpes de
VLB circulantes en Uruguay, asi como también de su epidemiologia molecular y modo de evolucién
destaca la presencia de siete genotipos circulantes en América del Sur (Moratorio et al., 2010).

Hoy en dia, la informacion 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 infeccién
experimental de una oveja (Dube et al.,, 2009) y solamente 3 son salvajes. Estas son cepas virales de
Argentina, Bélgica, Japdn 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 biolégico 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 clinicas 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 (Rodriguez 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 analisis y estudio exhaustivo
de los genomas virales. En este caso, enfocaremos nuestro analisis en aquellas estirpes asociadas al
desarrollo de linfosarcoma, intentando responder si existe algin aspecto en la gendmica del VLB

asociado a la manifestacidon 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 ESPECIFICOS

° Formacién y entrenamiento en técnicas de biologia molecular y celular para la obtencién de la
secuencia completa del genoma del VLB.

° Estudio de la variabilidad genética de la estirpe secuenciada mediante un andlisis
bioinformatico empleando diferentes abordajes evolutivos.

° Identificacion de mutaciones caracteristicas con el fin de contribuir a responder cudnto puede
influir la genética viral en la manifestacion clinica tumoral de la enfermedad.

° Modelizacién de la estructura en 3D de aquellos sitios reguladores del genoma del virus
donde se hayan identificado mutaciones caracteristicas que puedan estar implicadas en el desarrollo

de la manifestacion tumoral.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El diagndstico de animales con linfosarcoma fue realizado por veterinarios especializados, Una vez
refugados se procedié a la necropsia correspondiente de modo de obtener las muestras de tumor
solido. La misma pertenecid a una vaca de un establecimiento lechero y fue cedida para la realizacién

de este trabajo. A partir de ésta, se realizo la caracterizacién molecular del genoma proviral.
3.1.1 EXTRACCION DE ADN Y PCR ANIDADA

Se realizé la extraccion de ADN gendmico a partir de muestras de tumor solido mediante digestion
con proteinasa K y precipitacién con NaCl, segin protocolo modificado de Miller, Dykes y Polesky
(1988). EI ADN obtenido fue cuantificado mediante la medida de absorbancia a 280-260nm en un

nanodrop.

Posteriormente para confirmar la presencia del VLB, se realizd un ensayo de PCR anidada que
amplifica una regién altamente conservada del gen env, que codifica para la glicoproteina de
superficie gp51 de la envoltura viral del VLB. Para el primer round de amplificacidén 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 reaccidn para el PCR fue preparada en un volumen final de 50 ul
conteniendo: buffer de reacciéon 1x (20mM Tris HClI pH 8.4, 50mM KCI); 1,5mM de cloruro de
magnesio (Perkin Elmer); 200 uM de dNTP’s; 200 nM de cada cebador especifico; 0,2 U de la enzima
Taq Platinium (Invitrogen) y H,O bidestilada y deionizada hasta completar el volumen final de 45ul. A

los 45 pl de la mezcla de reaccion anterior se le adicionaron 5 pul de ADN (100ng). Las reacciones de
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amplificacién 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 sega 58 °C, 1 mina 72 °C; y
una extension final de 7 min a 72 °C. Mediante esta PCR se obtiene un producto de amplificacion

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

El segundo round, realizado a partir de 1 pl del producto de la primera amplificacion, se realizd
utilizando los oligonucleétidos 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 amplificacién fueron: 2 min
a 95 °Cy 35 ciclos de: 45 seg a 95 °C, 45 min a 57 °C; y una extension final de 1 min a 72 °C. El tamaio
del fragmento amplificado es de 440 pb (Ballagi-Pordani et al., 1992). Se realizé la siguiente reaccion
en un volumen final de 50 pl conteniendo: 1 ul del producto de amplificacién del primer round; 1x
buffer (20mM Tris HCI pH 8.4, 50mM KCl); 200 nM de cada cebador; 0.2 mM dNTPs; 1.5 mM de

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

Para la visualizacién de los productos de PCR, se realizé la electroforesis en gel de agarosa (2 %) con
tincién 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 extraido. Como control positivo se utilizé ADN de células FLK (Fetal Lamb Kidney)
persistentemente infectadas con VLB (Van der Maaten y Miller, 1975). Como control negativo se
utilizé agua destilada filtrada en lugar de ADN gendmico. Como control sistémico de la presencia de
ADN gendmico en las muestras a diagnosticar se amplificd 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 realizd con fines de proveer y documentar un correcto diagndstico, el cual es

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

3.1.2 AMPLIFICACION DEL GENOMA COMPLETO DE VLB

Para hacer mas exitosa la amplificacion del genoma completo de VLB se diseifaron diferentes
estrategias de amplificacién y clonacién del mismo, para lo que se realizd el disefio de
oligonucledtidos especificos que permitieran amplificar el genoma completo en fragmentos

solapantes (Figura 4 y Tabla 1).

A partir del ADN extraido del linfosarcoma seleccionado, se realizé la amplificacién del genoma viral

utilizando diferentes estrategias:

a) La primera y mds ambiciosa fue la amplificacion del genoma completo en dos fragmentos
largos solapados utilizando los juegos de oligonucledtidos: 1F-GP51R (que amplifica 5744pb
aproximadamente) y GP51F-20R (de 3890pb aprox.) (ver Fig. 4A). Las condiciones de amplificacién
fueron: 30 seg a 98 °C seguido de 35 ciclos de 10 seg a 98 °C (desnaturalizacion), 30 seg a 64 °C
(hibridacion de los oligos) y 3 min a 72 °C (extensidn), seguido de una etapa de extension final de 10
min a 72°C.

b) La segunda estrategia consistio en la amplificacion del genoma viral en 5 fragmentos
solapados utilizando los juegos de oligonucledtidos: 1F-6R (esperando un tamano 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 amplificacion fueron: 30 seg a 98°C seguido de 30 ciclos de 10 seg a 98°C
(desnaturalizacion), 30 seg a 52°C (para el fragmento 1F-6R) y a 60°C (para los cuatro fragmentos
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restantes) (hibridacién de los oligos), y 3 min a 72°C (extension), seguido de una etapa de extension

final de 10 min a 72°C.

Las PCRs se realizaron en un volumen final de 50ul conteniendo: 10 ul de buffer Phusion 5x, 1 pl de
dNTPs 10mM (Fermentas®), 1ul de cada juego de los oligonucleétidos anteriormente mencionados
en concentraciones de 10uM cada uno, 0,5ul de enzima PHUSION de New England Biolabs 5U/ul, y
1,5ul de la extraccion de ADN proveniente de linfosarcoma para asegurarnos de estar incorporando
aproximadamente 200ng de ADN por cada reaccién. Para completar el volumen final se agregaron

35ul de agua destilada filtrada Milli-Q.

En todos los ensayos, se realizé un control positivo utilizando 1ul de una muestra de ADN
proveniente de linfosarcoma de una vaca con Leucosis Bovina cuyo genoma se logrd obtener
previamente. Como control negativo, se utilizd agua destilada filtrada Milli-Q en lugar de ADN
gendmico. La amplificacién del genoma en cinco fragmentos se realizé 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 obtencién del gel se prepard una solucion de agarosa en buffer TAE 1X (40mM Tris- Acetato,
10mM EDTA pH 8) y se calentd hasta que se tornara transparente. Se mezclé con bromuro de etidio
(EtBr), un agente intercalante de ADN que bajo luz UV emite fluorescencia permitiendo visualizar las
bandas. Se dejo enfriar unos minutos la mezcla anterior, y la preparacion se vertié dentro de la camilla

del gel previamente montada dentro de la cuba, nivelada de forma correcta. Se dejé 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 continuacién se sembraron los 50ul de cada producto de PCR con 10ul de buffer de carga 6X
compuesto de Azul de bromofenol , Xilen-cianol y Glicerol. Se sembré 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 imagenes BDA Digital Compact (Biometra GmbH).

3.1.4 PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados a partir del gel de agarosa, utilizando el kit de
purificacién de QlAquick Gel Extraction (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones suministradas por
el fabricante. Durante la purificacion se eliminan los dimeros de oligonucledtidos y productos
inespecificos que se hayan generado en la reaccion de PCR y que puedan interferir con la secuencia
de interés. Los voliumenes de elucién de los purificados fueron diferentes dependiendo de la
estrategia utilizada: en las PCRs que amplificaron el genoma en dos fragmentos largos, el paso de
elucién de la purificaciéon fue en un volumen final de 35ul, mientras que los productos de PCR
correspondientes a los 5 fragmentos solapados (que fueron realizados en duplicado) fueron eluidos
en 60ul. Las purificaciones fueron evaluadas mediante la medida de absorbancia 260-280nm en el
nanodrop, asi como mediante su comparacién con un marcador de Peso Molecular de cantidad en

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

A fin de lograr una mayor concentracion de los ADN purificados (en el caso de lo que fueron eluidos
en 60ul), se realizo la precipitacién de los mismo. Con este fin se le incorporé el volumen necesario de
H,O Milli-Q para llegar a un volumen final de 100ul y posteriormente se le adiciond a cada tubo 4l
de Cloruro de Sodio (NaCl) 5M y 200pul de Etanol (EtOH) al 100% a modo de neutralizar las cargas y
deshidratar el ADN respectivamente. Posteriormente, se realizé una centrifugacién a 4°C con mdaxima
velocidad (16000g) durante 15 minutos, lo que permitié observar el pellet blanco correspondiente al
ADN en el fondo del tubo. Se descarté el sobrenadante y luego se realizaron 3 lavados con EtOH al
70% frio y posterior centrifugacidon a 4°C y maxima velocidad durante 10 minutos. Se dejo secar bien
el pellet y el mismo se resuspendiéd en 40ul con H,0O Milli-Q. Los ADN concentrados fueron

cuantificados midiendo su absorbancia por nanodrop.

3.1.6 CLONACION DEL GENOMA COMPLETO DE VLB

3.1.6.1 Adenilacion de los extremos

El vector pGem-T-Easy (Promega) que se utilizd para clonar los productos de PCR se encuentra
disefiado 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 Tag ADN
polimerasa). La ADN polimerasa PHUSION carece de esa actividad. A fin de ligar el producto de PCR,
se procedio por lo tanto al agregado de adenina en sus extremos 5°. Esto se realizé incubando a 72°C
durante 30 minutos una solucidon de 10 pl que contenia: 7ul del producto de PCR purificado y
precipitado (aproximadamente unos 7 ng/ul ADN), 0,5ul de dATP, 1ul de Taq polimerasa (Invitrogen),
1ul del buffer correspondiente para Taq invitrogen 10X y 0,5ul de MgCl,, 50mM.

31



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

3.1.6.2 Ligacion al vector de clonado p-Gem T-Easy

La ligacién al vector de clonado pGem-T-Easy (Promega) se realizd en una solucién de 10 ul que
contenia: 3 pl del producto de la adenilacion, 1 pl de pGem-T-Easy (50 ng/ul), 1ul de ADN ligasa T4
(Promega) (3U/ul) en 6ul del buffer de reaccion [30 mM Tris-HCI pH 7.8, 5% PEG, 20 mM DTTy 20
mM MgCl;]. La concentracidon molar de inserto en la mezcla de reaccion se estimé en 2 nM mientras

qgue la del plasmido pGem-T Easy fue de 2,5 nM. La mezcla se incubd toda la noche a 4°C.

3.1.6.3 Transformacion de E. Coli con los pldsmidos recombinantes

La transformacién de la cepa Escherichia Coli (E.Coli) XL1-Blue con pGem-T-Easy recombinante se
realizé utilizando el método de shock térmico (Sambrook y Maniatis, 1989). Para la transformacion,
las células quimiocompetentes (E.Coli) fueron extraidas del freezer a -80°C y colocadas directamente
en hielo por 5 minutos. A cada tubo conteniendo aproximadamente 50ul de células se les incorpord
0,5ul de B-mercaptoetanol y 3ul de producto de ligacién. Se dejaron los tubos 30 minutos en hielo, y
luego se realizd el shock térmico por 45 segundos a 42°C. A cada reaccion de transformacion se le
incorporaron 800ul de medio LB (10 g/l triptona, 5 g/| extracto de levadura, 10 g/l NaCl) a

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

3.1.6.4 Plaqueo

Las celulas XL1 transformadas se sembraron, en condiciones asépticas, en placas de LB-agar [10 g/I
triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, 15 g/I agar] que contenian ampicilina (100 pug/ml),40
ul de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dgalactopirandsido) 20 ng/ul y 7 ul de IPTG (isopropil B-

tiogalactopirandsido) 1M sobre las placas.
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Primero se sembraron 150ul de las células transformantes en cada placa. Las células restantes en los
tubos se concentraron aun mds en su medio de cultivo centrifugando a mdaxima 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 a-

complementacion

El vector de clonado pGem-T- Easy, de 3015 pares de bases, incluye un pequefio fragmento del gen
de la B galactosidasa (gen lacZ) de E. coli que contiene secuencias reguladoras y codifica para los
primeros 146 aminodcidos de la porcién amino terminal de la enzima (fragmento a). Dentro de esta
region se encuentra un sitio de clonado multiple que mantiene el marco de lectura del fragmento a.
Este vector se utiliza junto con células hospederas que expresan la porcién carboxilo terminal de la B
galactosidasa (fragmento w). Ni el fragmento a que porta el pldsmido ni el fragmento w, 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 B galactosidasa que

poseen el segmento proximal del operador intacto, es llamado a-complementacién.

Las bacterias transformadas no recombinantes lac + resultantes son facilmente reconocibles porque
forman colonias azules en presencia del cromdégeno X-Gal. Este ultimo es sustrato de B galactosidasa
y genera un producto azul al ser hidrolizado por la enzima. Habitualmente, la insercién de un

fragmento en el sitio de clonado del plasmido impide esta a-complementacion al producir un
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fragmento a inactivo. De esta forma, las bacterias transformadas con plasmidos recombinantes

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

La expresién del fragmento w 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 a-

complementacion (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 agitacién a 220 rpm.

3.1.6.6 Extraccion del ADN plasmidico por Lisis Alcalina

La extraccién del ADN plasmidico de las bacterias transformadas se realizé mediante el método
conocido como “Miniprep por Lisis Alcalina”. Para ello el cultivo crecido durante toda la noche fue
centrifugado a maxima velocidad durante 3 minutos y el sobrenadante fue aspirado. El pellet fue
resuspendido primero en 100ul de una soluciéon fria P1 [50 mM Glucosa 25 mM Tris-Cl (pH 8,0) 10
mM EDTA (pH 8,0)]. A cada tubo se le agregé 200ul de solucién fresca P2 [0,2 N NaOH 1% (w/v) SDS]
y se dejé reposar en hielo por 5 minutos. Luego se incorporaron 150ul de una solucién fria P3 [60ml
Acetato de Potasio (5M), 11,5 ml Acido acético glacial, 28,5 ml H,0], se dejé nuevamente 5 minutos
en hielo, y se centrifugaron los tubos a 4°C a maxima velocidad por 8 minutos. Se conservé el
sobrenadante que presenta el ADN plasmidico y se le incorpord 800ul de EtOH al 100%. Se centrifugd
a 4°C maxima velocidad por 5 minutos donde el ADN se precipité en el pellet. Se removid el
sobrenadante y se lavo el pellet con 500ul de EtOH 70%. Luego de 5 minutos en hielo se centrifugo a
4°C maxima velocidad por 2 minutos. Se elimind el sobrenadante y se dejé secar bien el pellet en el
tubo. Cada tubo conteniendo el pellet de ADN plasmidico fue resuspendido en una solucidon
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conteniendo 35ul de agua pura Milli-Q y 1ul de la enzima RNasa (10mg/ml). Por dltimo se dejé

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

3.1.7 CONFIRMACION DE CLONES POSITIVOS

Visualizacién del inserto por digestidon con enzima de restriccion

Una forma de confirmar la presencia del inserto es a través del uso de enzimas de restricciéon que
permitan la liberacidn del mismo. Para ello se seleccionaron las minipreps cuyos vectores contienen el
inserto de un tamaifio menor a 3kb (tamafio 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 digestion en un gel

de agarosa.

La digestién se realizd en un volumen final de 20ul conteniendo: 4ul del ADN producto de la
Miniprep, 0,5ul de enzima de restriccion EcoR1 (10U/ul), 2ul de su solucidon buffer 10X
correspondiente y H,0 pura Milli-Q suficiente para completar el volumen final. El mix de reaccion se

dejé a 37°C durante 4 hrs.

Previo a la corrida electroforética de los productos de digestion, se realizd un andlisis bioinformatico
utilizando el programa “NEB cutter V2.0”, para conocer si las secuencias clonadas de VLB 1F-6R vy
TaxF-20R presentan algun sitio de corte interno para la enzima de restriccion EcoR1. Para ello,
primero se realizd un Blast con los juegos de oligonucleétidos 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 determiné el patrén de sitios de cortes

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

electroforética de las digestiones.

Visualizacién por amplificacion por PCR

Para el caso de las minipreps que contienen como inserto fragmentos del genoma de VLB de un
tamafio 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 confirmacién de la presencia del mismo se realizé por PCR. En primer lugar
se realizd una dilucién 1:10 de cada miniprep de ADN. Cada reaccién de PCR se llevd a cabo en un
volumen final de 25ul conteniendo: 5ul del buffer 5X para la enzima PHUSION, 0,5ul de dNTPs
(10mM), 0,25ul de Enzima ADN polimerasa PHUSION (5U/ul), 1ul de la dilucién 1:10 de la miniprep,
0,5ul de cada oligonucleétido sentido y antisentido correspondiente al fragmento a amplificar y H,0
pura Milli-Q para completar el volumen de reaccién. Las condiciones de amplificacién fueron: 30 seg a
98 °C seguido de 25 ciclos de: 10 seg a 98 °C (desnaturalizacidn), 30 seg a 58°C (hibridacién de los

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

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

3.1.8 SECUENCIACION DE LOS PRODUCTOS EFECTIVAMENTE CLONADOS

La secuenciacién del ADN se realizé 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 Secuenciacién de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de
Montevideo, Uruguay. Se utilizaron los mismos oligonucleétidos con los cuales se amplificaron los
segmentos del genoma, asi como también los oligonucleétidos internos de cada fragmento (ver Fig. 4)

y los oligonucledtidos que reconocen el sitio donde se ubica el inserto en el vector: SP6 y T7. El uso de
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oligonucleétidos internos permite una secuenciacién en ambas direcciones del genoma con el fin de
evitar cualquier discrepancia que pueda interferir con la lectura y posteriores analisis de las

secuencias obtenidas.

3.2 ANALISIS BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

3.2.1 ENSAMBLADO Y ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA

Se monto la secuencia del genoma del VLB de la muestra de linfosarcoma alineando los fragmentos
obtenidos con los oligonucledtidos de secuenciacidn, 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 asi como aquellas obtenidas de la Base de Datos para cada
uno de los genes estudiados fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL W vy MUSCLE

(Thompson et al. 1994).

3.2.3 ANALISIS DEL MODELO EVOLUTIVO

Se utilizé el programa Model Generator (Keane et al., 2006) a fin de determinar el modelo evolutivo
gue mejor describia nuestro juego de datos el cual utiliza el criterio informativo de Akaike (AIC) y el
Hierarchical Likelihood Ratio Test. AIC toma en consideracion tanto la medida en que el modelo se
ajusta a las series observadas como el numero de pardmetros utilizados en el ajuste, de esta forma
busca el modelo que describa adecuadamente las series y tenga el minimo AIC. En todos los casos el
AIC y el Hierarchical Likelihood Ratio Test indicaron que el modelo de sustitucion General Time
Reversible + I (GTR+T) era el modelo que mejor describia nuestros datos de secuencia.
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3.2.4 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

Utilizando el modelo obtenido mediante la utilizacion del programa Model Generator, se
construyeron darboles filogenéticos de maxima 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 arboles filogenéticos utilizamos una Prueba de
Relacion de Probabilidad Aproximada (Approximate Likelihood Ratio Test —aLRT-), que demuestra que
la rama estudiada provee una probabilidad significativa contra la hipétesis nula que involucra colapsar

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

3.2.5 PREDICCION DE LA ESTRUCTURA EN 3D DE LA REGION U3 DEL ARN

Se realizd la prediccién de la estructura en 3D de la regidn 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 asi como
también para la secuencia obtenida de la linea celular persistentemente infectada FLK, disponible en
la Base de Datos (secuencia EF600696). Se compararon los disefios que utilizan la minima energia
libre para su conformacion y se analizé principalmente el sitio de respuesta a glucocorticoides (GRE).
Este analisis fue realizado utilizando el servidor del programa “The Vienna RNA websuite” (disponible

en: http://rna.tbi.univie.ac.at).
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Figura 4. Esquema representativo de los productos de PCR y del diseiio de oligonucleétidos internos para obtener el
genoma completo del VLB . A) genoma completo obenido en dos fragmentos mediante el uso de los pares de
oligonucledtidos1F-GP51R (de 5,7kb) y GP51F-20R (de 3,8kb). B) genoma completo amplificado en cinco fragmentos
utilizando los juegos de oligonucleotidos: 1F-6R (tamafio 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) Disefio de oligonucleétidos internos que permiten la amplificacion y

secuenciacion del genoma completo del VLB.
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Tabla 1. En la tabla se observa el nombre de los oligos disefiados y utilizados para la amplificacién y secuenciacién 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
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

El ADN de la muestra de linfosarcoma de una vaca infectada con el Virus de la Leucosis Bovina fue
extraido mediante la técnica de digestidon con proteinasa K, y la calidad y cantidad del mismo fueron
evaluados, como mencionamos anteriormente mediante la medida de absorbancia a 260- 280nm. La
concentracion del ADN obtenida, fue de 361,6ng/ul. A partir de este valor decidimos incorporar en
las reacciones de PCR 1,5ul de ADN, de manera de incorporar aproximadamente 200ng de ADN por

reaccion.
4.2. OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE AMPLIFICACION DEL GENOMA COMPLETO DE VLB
4.2.1 Amplificacion del genoma completo en cinco fragmentos solapados

Como se menciond anteriormente una de las estrategias implementadas a fin de amplificar el
genoma completo de VLB consistié en la amplificacién del mismo en 5 segmentos solapados (Ver
Figura 4). Mediante este procedimiento se obtuvo una muy buena amplificacién 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) amplificd correctamente pero en menor intensidad (Figura 5A). Con motivo de
optimizar la obtencidon del fragmento 1F-6R, se realizé una PCR que fue sometida a diferentes
condiciones de temperatura de hibridacion de los oligonucledtidos. Para ello se utilizé un
termociclador en gradiente de temperatura. Se colocaron a 50°C, 52°C, 53°C, 55°C y 57°C de

temperatura de hibridacion respectivamente. El control negativo se colocé a la temperatura 50°C.
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Se obtuvieron bandas del tamafio esperado para el fragmento 1F-6R de aprox. 1,8kb. Fue dptima la

amplificacién a menores temperaturas de hibridacion de los oligonucleétidos (50° y 52°C) (Figura 6).

4.2.2 Amplificacion del genoma completo en dos fragmentos largos solapados

Respecto a la amplificacion 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 observd producto de amplificacién en el gel (Figura 5B). Dados estos resultados, un
nuevo intento fue realizado cambiando los parametros: temperatura de hibridacion de
oligonucleétidos y tiempo de elongacién. Se bajé la temperatura de hibridacién de los
oligonucleétidos de 64°C a 62°C para hacer la reaccion menos especifica, y se aumento el tiempo de
elongacion de 3min a 3:30min. Se obtuvieron mejores resultados bajo estas nuevas condiciones de
amplificacién (Figura 7). Las bandas correspondientes al fragmento Gp51F-20R (de 3,8kb aprox.) se
observan con mayor intensidad en comparacion a las obtenidas en su primer intento de amplificacién
(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 amplificacion se
optimizd para el fragmento de 3,8kb, y se mejord para el de 5,7kb. Se realizaron posteriores intentos
para optimizar la obtencion del fragmento 1F-Gp51R de 5,7kb. Se probd su amplificacion
disminuyendo aln mas la temperatura de hibridacién de los oligonucleétidos, pasando de 62°C a
58°C pero no se obtuvieron resultados. Asimismo se intentdé aumentar la cantidad de ADN en el mix
de reaccién, incorporando 2ul del mismo (280ng aprox.). Desafortunadamente tampoco se

obtuvieron resultados.
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En este momento decidimos continuar con el objetivo general del trabajo basdandonos en el disefio
optimizado de amplificacién del genoma completo en cinco fragmentos, a medida que nuevos

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

A)
PM 1F-6R S5F-12R 11F-gp51R Gp51F-18R TaxF-20R C-

] Il Il I I |

B)
PM 1F-gp51R Gp51F-20R C-
= — —
-

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 realizé un gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio y se
sembraron en cada pocillo 25ul del producto de PCR con 5ul de buffer de carga 6x. PM: Peso Molecular de 1kb. C-:
Control negativo. Las bandas obtenidas coinciden con los tamafios 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 amplificacion).
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|

1F-Gp51R

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
hibridacién de los oligonucleétidos. Se realiz6 un gel al 1,2% de agarosa
teflido con EtBr PM: Peso Molecular de 1kb. 50, 52, 53, 55 y 57
corresponden a las temperaturas (2C) de hibridacion de oligonucleétidos

utilizadas en cada reaccion de amplificacion del fragmento. C-: Control

Negativo.

Gp51F-20R

| [ |
—— e — —

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 realizé un gel al 1% de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio. Cada PCR se realizé por

duplicado, y se sembré 25ul del producto de reaccidn con 5ul de Buffer de Carga 6x en cada pocillo. PM: Peso Molecular

de 1kb.
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4.3 AMPLIFICACION DEL GENOMA COMPLETO DE VLB EN CINCO FRAGMENTOS CON LA TECNICA

OPTIMIZADA

A fin de obtener el genoma completo de VLB perteneciente a la muestra de linfosarcoma de una vaca
infectada, se realizd la amplificacion por PCR de los cinco fragmentos que resuelven el genoma
completo bajo las condiciones de tiempo y temperatura optimizadas anteriormente. Cada reaccién
fue realizada por duplicado. Se obtuvo una excelente amplificaciéon de los cinco segmentos. Las

bandas que se visualizan en el gel migraron segun el tamafio esperado (Figura 8).

1F-6R 5F-12R 11F-Gp51R
PN; [ I 1T 1
T T
- GaED GEND SEED - T .
Gp51F-18R TaxF-20R
PM I IrgM I 1 C_
ot =

Figura 8. Electroforesis en de los productos de PCR que amplifican el genoma completo de VLB en cinco fragmentos
(por duplicado). Se realizé un gel al 1% de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio donde se sembraron 25ul de producto
de PCR con 5pl de buffer de carga 6x en cada pocillo. PM: Peso Molecular de 1kb (#N3232S). C-: Control negativo. Las
bandas obtenidas coinciden con los tamafios 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).

45



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

4.4. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR OBTENIDOS Y EVALUACION DE LOS MISMOS

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados y con motivo de confirmar la calidad de la
purificacién, se corrieron en un gel de agarosa (2%) 5ul de cada producto de purificacién. Como se
puede observar el la figura 9, se obtuvieron bandas con los tamafios esperados para cada uno de los

cinco fragmentos amplificados del genoma de VLB.

11F TaxF Gp51F Fig. 9. Electroforesis en gel de los cinco purificados de ADN del
genoma de VLB. Se realizé6 un gel al 2% de agarosa teflido con
Bromuro de Etidio donde se sembraron 5ul de cada producto de
purificacion con 1pul 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 espectrofotémetro
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 concentracidn, los

purificados fueron precipitados y re-suspendidos en volimenes menores (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Cuadro comparativo de las concentraciones de ADN obtenidas para los productos de purificacion y para los

productos de purificacion-precipitacion.

Tamafio aproximado Concejr?tracién del ‘C-oncentracﬁé.n del
Fragmento Purificado (en Purificado-Precipitado (en
del fragmento (en kb)
ng/ul) ng/ul)
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 LIGACION, TRANSFORMACION Y DIGESTION

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 digestidn

con enzima de restriccion.

A fin de determinar la enzima a utilizar, se realizé un analisis bioinformatico del patréon de cortes del
genoma completo de VLB con enzimas de restriccion para la secuencia de VLB cédigo EF600696
(seleccionada de la Base de Datos). Este andlisis dio un Unico sitio de corte para la enzima EcoRl en la
posicidon 7929 de los 8720 nucledtidos que presenta la secuencia seleccionada. Este sitio de corte
gueda ubicado dentro del fragmento que se amplifica con el par de oligonucledtidos TaxF-20R. De los
1458 pb que representan la secuencia enmarcada por estos oligonucledtidos, EcoRI reconoce su sitio

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

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

fragmentos de aprox. 700pb, que resultan de la digestién del fragmento TaxF-20R con EcoRI.
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Figura 10. Patrén de cortes con diferentes enzimas de restriccion para la secuencia flanqueda por los oligonucleétidos
TaxF y 20R del genoma de VLB. Se seleccioné la secuencia gendmica de VLB de cddigo de acceso en Gene Bank EF600696
y utilizando el programa NEBcutter 2.0 se analizan los sitios de corte para diferentes enzimas de restriccidn. Se resalta con

rojo el sitio que reconoce la enzima EcoRlI.

La corrida electroforética de los productos de digestién con la enzima EcoRl dio los siguientes

resultados:

Para los plasmidos cuyo inserto era el fragmento 1F-6R se obtuvieron dos bandas, la primera con una
migracion de 3kb aproximadamente (el tamafio del vector PGem-T-Easy), y la otra de un tamafio
aproximado de 1,8kb. Esta segunda banda coincide con el tamafio del fragmento clonado del genoma
de VLB 1F-6R. Todos los clones seleccionados y para los cuales se realizd la miniprep de ADN

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

Para los plasmidos conteniendo como inserto el fragmento TaxF-20R (de 1,4kb aprox.), su digestion
dio como resultado una banda con un tamafio de migracion de 3kb y otra con un tamano de 700pb

aproximadamente. Considerando el analisis bioinformatico del patréon de cortes de enzimas de
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restriccion 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 plasmidos recombinantes contenian como inserto los fragmentos del
genoma de VLB de tamaiio semejante al del vector de 3kb, se realizo una PCR especifica 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 amplificd 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 oligonucledtidos 1F-2R y corresponde a la regidon 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 amplificacion (Figura 12).

49



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

A)

1F-6R (150ul) 1F-6R (resto)
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Figura 11. Corrida electroforética en gel de los productos de digestion con la enzima EcoR1. Se realizd un gel al 1% de
agarosa tefiido 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 150ul de células
transformadas. Los carriles del 5 al 6 corresponden a la digestidon 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 150ul 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.
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Gp51R-18R

2,9kb ——

Figura 12. Electroforesis en gel de los productos de PCR para fragmentos del genoma de VLB de tamafo semejante al
del vector P-Gem-T- Easy de 3kb. Se realizd un gel al 1 % de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio. Se seleccionaron 5
minipreps donde se amplifico el fragmento 5F-12R de 2,5kb; 6 minipreps donde se amplific6 11F-Gp51R de 2,5kb; y 8
minipreps donde se amplific6 Gp51F-18R de 2,9kb. C+: Control positivo, corresponde a la regién LTR del genoma de VLB

de aprox. 700pb. C-: Control negativo.
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4.6. ANALISIS BIOINFORMATICO 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
oligonucleétidos internos solapados disefiados por nuestro grupo. Los mismos pueden observarse en
la figura 4 que esquematiza el disefio abordado para la realizacién de las diferentes reacciones de
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y corroboradas por al menos tres
reacciones de secuenciacién en ambos sentidos para cada uno de las secuencias obtenidas, a fin de
obtener la secuencia nucleotidica del genoma completo de VLB la cual denominamos “LS” haciendo

referencia al origen de la manifestacién clinica Linfosarcoma.

4.6.2 Analisis filogenético de VLB utilizando genomas completos

A modo de comenzar el estudio bioinformdtico de la estirpe de VLB amplificada, clonada vy
secuenciada por nosotros realizamos un primer analisis 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 maxima verosimilitud los cuales mostraron una
filogenia donde todas las cepas se agrupan en el arbol de acuerdo al tipo de virus, con altos valores
de alRT en cada caso. Estos estudios revelan una marcada diversificaciéon genética entre VLB y los
demas miembros del género Deltaretrovirus. Se aprecia también una mayor relacion genética entre
virus HTLV y STLV, y una mas 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. Arbol filogenético de maxima 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 arbol denota distancia genética.
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4.6.3 Analisis comparativo de la region 5’LTR

Se alined la secuencia completa “LS” con otros genomas completos de VLB disponibles en GeneBank.
Las secuencias seleccionadas han sido obtenidas de diferentes origenes y cuyos cédigos de acceso
fueron los siguientes: EF600696 (origen: FLK, linea celular persistentemente infectada); F1914764
(corresponde a una cepa proveniente de una infeccién experimental de una oveja con una estirpe
Argentina); AF257515 (estirpe Argentina obtenida de PBMC); K02120 (Japonesa, extraida de células

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

Se compard la region 5'-LTR de nuestra secuencia “LS” con la de las cepas seleccionadas de VLB
mencionadas anteriormente. Este estudio reveld que esta regién del genoma se encuentra
altamente conservada entre las diferentes estirpes de VLB en estudio. La Unica diferencia significativa
entre nuestra secuencia y las cepas aisladas a partir de otros origenes fue una sustitucién encontrada
en el tercer elemento potenciador de esta regidn y en el sitio de unién 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 hipdtesis de que estas alteraciones pueden haber permitido un mejor silenciamiento
de la transcripcidn 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).

54



LS
EF600696
FJ914764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJo14764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJ914764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJo914764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJo914764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJo914764
K02120
AF257515

LS
EF600696
FJo14764
K02120
AF257515

TGTATGAAAGATCATGCCGACCTAGGCGCCGCCACCGCCCCGTAAACCRGACACACACETCAGCTECCAGAA GGCTAG

................... Ge et et T e e B e e e
.......................... B e e
................... Gt e T e B e

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

AATCCCCGTACCTCCCCAACTTCCCCTTTCCCGAAAAA_CTGATAAATT-ATGCCGGCCCTGTCGA
................................................ Gt et e e e e
................................................ Gt et e e
................................................ Gt et e e
................................................ Gt e e e e e e e
CAP SITE U3|-R 250 300

GTTAGCGGCACCAGAAGCGTTCTTCTCCTGAGACCCTCGTGCTCAGCTCTCGGTCCTGAGCTCTCTTGCTCCCGAGACCTTCTGGTCGGCTATCCGGCA

.............................................................. P o
.............................................................. TC

350 E Box 400
GCGGTCAGGTAAGGCAAACCACGGTTTGGAGGGTGGTTCTCGGCTGAGACCACCGCGAGC_
............................................................................ et e
................. G e m e e e e e e e e e e e e e e
............................................................................ ettt e

450

R|-US IRF 500

L e e it e e e e e e it i et ittt et e ettt Gt i it i i i i i i e Gevevvennnn. T
e et e e e e e e e i i it i i ittt ittt taetaeeanennes G e e e Govewvennn Govewvennnnn T
550
U5|- tRNA"™ Bind site 600
CGGCGCCCTCTAGCGGCCAGGAGAGACCGGCAAACAAT I 1 G~ T CACCCCGGAACCCTAACAACTCTCTGGACCCACCCCCTC
............................................................................ Tt e e e e e e
............................................................................... T e i i
.......... e
600
GGCGGCATTTTGGGTCTCTCCTTCAAATTATATC Figura 14. Analisis comparativo de la region 5'-LTR de secuencias de VLB de cepas aisladas a partir de
.................................. diferentes origenes y de linfosarcoma. En la figura se pueden observar los alineamientos correspondientes a
""" R R A R secuencias nucleotidicas pertenecientes a la cepa de VLB aislada de linfosarcoma (LS) y a cepas aisladas de

diferentes origenes. EF600696 (FLK, linea celular persistentemente infectada); FI914764 (corresponde a una
cepas proveniente de una infeccién experimental de una oveja con una estirpe Argentina); AF257515( estirpe
Argentina obtenida de PBMC); K02120 (Japonesa, extraida PBMC)



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

4.6.4. Prediccion de la estructura en 3D del ARN en la regién U3 del LTR

Dada la sustitucidon encontrada en el elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), seleccionamos
la region U3 del LTR del genoma de VLB (que contiene el sitio GRE) y realizamos una prediccién 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 selecciond la estructura
gue requiere la minima energia libre para su formacion. 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 mds compleja y con mayor probabilidad de apareamiento de bases en
comparacion a la estructura optima para la secuencia de origen FLK. El sitio de la mutacién G—>A hace
mas inaccesible el reconocimiento del sitio GRE en la secuencia que derivard en el desarrollo del
tumor (Ver Fig. 15). De este modo interpretamos que este sitio forma una estructura mas dificil de
ser reconocida por factores de transcripcion relacionados, lo cual coincide con la hipdtesis de que
mutaciones alli estan relacionadas con un mejor silenciamiento de la transcripcién 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 manifestacion tumoral (Merezak et al.,

2001; Xiao y Buehring, 1998).
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Figura 15. Prediccion de la estructura 3D de la region 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 encontré la
mutacion en la secuencia “LS” (G—=>A). Se seleccionaron las estructuras que se conforman con la menor energia 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 analisis se realizd

utilizando el programa RNAfold websuite.
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4.6.5 Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas estructurales: Gag; Pol;

Proy Env

Se alinearon las secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales gag, pol, prot y env del

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

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

a)

b)

Gag. Gag incluye tres dominios principales: la matriz (p15-MA), la capside (p24-CA) vy la
nucleocapside (p12-NC). Las proteinas NC de todos los Retrovirus comparten la caracteristica
de tener un alto porcentaje de residuos basicos y dominios de dedos de zinc involucrados en
el empaquetamiento del ARN. Estudios previos han demostrado que las sustituciones en
muchos residuos de aminoacidos bdsicos 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 aminodacidos basicos se
encuentran bien conservados entre todas las estirpes involucradas en este estudio. No
obstante, se observa una sustitucidon de una Prolina a una Serina (P340S) en la proteina NC de
la secuencia LS (Figura 16-A).

PR. Todos los Retrovirus competentes para la replicaciéon, como VLB, codifican una proteasa
aspartica (PR) (Leis et al., 1988). La comparacion de la secuencia aminoacidica de PR de la
cepa obtenida “LS” con la de las otras cepas de VLB analizadas en este estudio, dan cuenta de
una unica sustitucion de aminoacidos (V165I) (Fig. 16-B). Esta sustitucion esta por fuera de los
sitios de clivaje involucrados en la funcion de la PR de VLB (Sperka et al, 2007; Bagossi et al,

2005).

58



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

c)

d)

Pol. Comparando la secuencia de aminoacidos de pol, se encuentran dos sustituciones, una de
ellas se ubica en la regién de la RT (T377A), mientras que la otra se encuentra en la regiéon
endonucleasa (S573P). Mas estudios serdn necesarios para establecer los efectos que estas
sustituciones pueden causar en la fidelidad o procesividad de la polimerasa de VLB (Figura 16-
Q).

Env. La proteina 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 glicoproteina de superficie (SU), que se ancla a los
viriones mediante su asociacién con las subunidades de la proteina transmembrana gp 30
(TM). La comparacion de la proteina Env de la cepa “LS” con respecto a las cepas de VLB
aisladas de PBMC y otros origenes, revela una sustitucion ubicada en un epitope
conformacional de SU (D134N), mas especificamente en una regién previamente relacionada
en la neutralizacién, denominada “segundo dominio de neutralizacién” (Johnston et al., 2002;
Callebaut et al., 1993;) (Figura 16-D). Asimismo, se ha demostrado que esta regidon puede
contener también el dominio de unidn al receptor (RBD), analogo al RBD de los miembros del
género Gammaretrovirus (Johnston et al., 2002). Este cambio representa una firma molecular
para estirpes que circulan en nuestro pais y no estaria asociado a la patologia tumoral de la

enfermedad (Moratorio et al., 2010).
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Figura 16. Comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas estructurales de cepas de VLB reportadas y de la cepa aislada de linfosarcoma. En la figura se puede observar los

alineamientos de aminoacidos 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, linea celular

persistentemente infectada); F/914764 (corresponde a una cepas proveniente de una infeccion 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 Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas no estructurales: Tax;

Rex; G4y R3

Como se menciona en la introduccion, ademads de los genes estructurales (gag, pro, pol y env), el
provirus de VLB contiene una region llamada X, ubicada entre el gen env y el LTR 3', que codifica al

menos cuatro proteinas: Tax, Rex, G4 y R3 (Van der Broeke et al., 1999).

Estudios previos sobre los dominios funcionales de la proteina Tax de VLB han identificado un motivo
de dedos de zinc (aminoacidos 30 a 53), un dominio transactivador (aminodcidos 157 a 197) y dos
sitios de fosforilaciéon (aminoacidos 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
transcripcién dirigida por LTR, en comparaciéon con la Tax salvaje (Tajima y Aida, 2000). Sin embargo,
en las cepas de VLB analizadas en este estudio, no se observa ningin cambio aminoacidico

relacionado con una mayor actividad transcripcional.

Las proteinas Rex de los Deltaretroviruses actuan facilitando la exportaciéon de ARN virales
conteniendo intrones (Choi et al., 2005). En esta region no se observan diferencias en la secuencia de

aminoacidos entre “LS” y las secuencias seleccionadas restantes (Figura 17-B).

La secuencia de aminoacidos de G4 incluye un tramo amino-terminal de residuos hidrofdbicos
(aminoacidos 1 a 24) seguido de posibles sitios de clivaje proteolitico y una region rica en argininas
(aminoacidos 58 a 72), situada en el centro de la proteina (Alexandersen et al., 1993) (Figura 17-C). Al
comparar la secuencia “LS” con las restantes provenientes de diferentes origenes, se observa una
sustitucidon (A29V) en la cepa proveniente del linfosarcoma. La posible implicancia de esta sustitucién
en la patogenia de VLB es aun desconocida.
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La proteina R3 contiene 44 aminodacidos y se compone de una region hidrofilica N-terminal, seguida
por una region hidrofdbica. La comparacién de su secuencia no presenta sustituciones significativas

(Fig. 17-D).
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Figura 17. Comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas no estructurales de cepas de VLB aisladas de linfosarcoma y otras disponibles. Se observan los alineamientos de
aminodcidos 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, linea celular persistentemente
infectada); FJ914764 (corresponde a una cepas proveniente de una infeccidn experimental de una oveja con una estirpe Argentina); AF257515 (estirpe Argentina obtenida de PBMC); K02120

(Japonesa); AF033818 (USA- Belga, PBMC)
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5. CONCLUSIONES

Los analisis filogenéticos realizados revelan una marcada diversificaciéon genética entre VLB y los
demas miembros del género Deltaretrovirus. Se observa también una estrecha relacidon genética

entre virus HTLV y STLV, y una relacion mas distante con el clado de VLB.

Se logré amplificar, clonar y secuenciar por primera vez el genoma completo de VLB (de 8700
nucledtidos aproximadamente), partiendo de una muestra de linfosarcoma de una vaca infectada. La

misma se obtuvo mediante un disefio de amplificacién del genoma en cinco fragmentos solapados.

La secuencia obtenida, la cual lamamos “LS”, fue comparada con secuencias de genomas completos
disponibles en la base de datos de origenes no tumorales (PBMC, o de la linea celular FLK). Su analisis
permitid observar ciertas diferencias en sitios particulares, a pesar del alto grado de conservacién

gue presentan las principales regiones estructurales, enzimaticas y regulatorias del genoma de VLB.

La sustitucion encontrada en el sitio GRE del 5'-LTR de la cepa de VLB aislada del linfosarcoma, podria
estar implicada en favorecer el silenciamiento viral de forma de potenciar la progresién de la
enfermedad tumoral. Esta hipdtesis es coherente también con los resultados obtenidos de la

estructura en 3D que conforma el ARN en la region U3 del 5’LTR.

Se observé una sustitucion de Prolina a Serina (P340S) en la proteina de la nucleocdpside (p12-NC) en

la cepa de VLB aislada de linfosarcoma.

Se observé también un cambio relevante en un importante epitope de la glicoproteina de superficie
SU-gp51 (D134N), mas especificamente en una regidén previamente relacionada en la neutralizacién,
denominada “segundo dominio de neutralizacion”. Este cambio no estaria relacionado con la
manifestacion tumoral de la enfermedad y representaria una firma molecular de estirpes circulantes

en nuestro pais.

En la cepa de VLB analizada en este estudio, no se observa ningun cambio aminoacidico en la
proteina Tax relacionado con una mayor actividad transcripcional, tal como fueron reportados en

trabajos anteriores.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas a este trabajo y parte de resultados preliminares que hemos obtenido, nos
proponemos ampliar el nUmero de secuencias de genomas completos de VLB partiendo de diferentes
hospederos que padezcan las distintas manifestaciones clinicas de la enfermedad. De esta forma
podremos realizar un andlisis comparativo mas robusto, a fin de contestar cuanto puede influir la

estirpe viral en la enfermedad.

Del mismo modo, seria interesante realizar un andlisis 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 manifestacién clinica de la enfermedad. En este

caso se podria evaluar si existen cambios genéticos relacionados con diferentes tropismos celulares.

Por todo lo que antecede, seria interesante generar una Base de Datos de libre acceso que sea
especifica para el Virus de la Leucosis Bovina, en la cual ademas de encontrar las secuencias de los
genomas de VLB, sea un sitio de informacion 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 participacion de quienes estan 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 produccion del pais.
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