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1.1 La Leucosis Bovina Enzodtica.

1.1.1 La Enfermedad.

La Leucosis Bovina Enzodtica (LBE) es una enfermedad viral que afecta al ganado
bovino y que en razén de practicas de manejo, sanidad y produccion, adquiere especial

importancia en animales lecheros.

La misma, debe distinguirse de otras dos afecciones leucdsicas que afectan
severamente, y de forma esporadica, a la especie bovina y cuya etiologia es
desconocida: (i) la leucosis juvenil, en sus formas timica o multicéntrica; y (ii) la

leucosis cutanea del adulto (Toma et al., 1990).

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. Extraflamente, un tercio del ganado
infectado presenta linfocitosis persistente (PL) caracterizada por una expansion
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
formacién de tumores que determinan el refugo, 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. (Burny et al.,

1988; Kettmann et al., 1994; Llames et al., 2001).

El agente etioldgico de esta enfermedad es un Retrovirus denominado Virus de la
Leucosis Bovina (VLB) perteneciente al género Deltaretrovirus. Este género incluye
virus linfotrépicos de células T tanto de simio como de humanos(STLV-1, -2 y 3, vy
HTLV-1, 2 y 3, respectivamente), los cules son agentes causales de leucemias de células
T (Kettmann et al., 1994). Es por este motivo que existe gran preocupacion ante la

posibilidad de que el agente etioldgico de la LBE pueda afectar al ser humano a través
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de la leche. Si bien hasta el presente nunca se ha comprobado en forma fehaciente

este hecho, el mismo no puede ser descartado. (Buehring et al., 2003).

La enfermedad LBE produce pérdidas directas por su presentacion clinica, que en
general es poco frecuente aunque en algunos establecimientos adquiere inusual
relevancia. Las pérdidas econdmicas de las poblaciones afectadas en forma subclinica,
aunque discutidas en algunas investigaciones, incluyen disminucidn en la produccion
lechera, infertilidad e incremento de refugos. En ausencia de vacunas efectivas,
numerosos paises han emprendido campafias de control y/o erradicacion de la LBE. La
mas antigua y reconocida es la llevada a cabo por la Union Europea, que eliminando
mediante sacrificio a todos los animales seropositivos, ha determinado luego de
muchos afos, que 12 de los 15 paises originales del bloque se encuentren actualmente
libres de LBE. Muchos otros paises poseen programas voluntarios de control, ademas

de politicas restrictivas a la importacion de animales en pié.

1.1.2 Historia de la LBE

El primer intento de estudiar la LBE y caracterizarla como una entidad clinica fue entre
1871 y 1877 por Siedamgrotzky (Kettmann et al., 1994). Un siglo mas tarde, se
comenzd a investigar la etiologia infecciosa de la LBE debido a la presentacién de
tumores de caracteristicas transmisibles entre bovinos de un mismo rodeo donde se
realizaban practicas de inmunizacién que incluian la transferencia de sangre entera
entre los animales(Olson, 1961). En 1969 se demostrd por microscopia electrdnica la
presencia de un agente viral en cultivos de células mononucleares procedentes de
bovinos con aumento en el recuento total de gldbulos blancos (Miller et al., 1969).
Finalmente en 1970 se confirmd la naturaleza transmisible de la infecciéon probandose
gue la inoculacién de sangre y leche procedente de bovinos afectados era capaz de
provocar tumores en bovinos y ovinos (Mammerickx, 1970). En 1972 se comprobd la
presencia de anticuerpos especificos dirigidos contra VLB en suero de bovinos con
tumores linfoides utilizando el ensayo de inmunofluorescencia (Miller y Olson, 1972),
abriendo asi el camino hacia los primeros estudios serolégicos. Mas tarde, Van Der

Maaten y Miller (1976) lograron adaptar el VLB a células fetales ovinas, para derivar en
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la obtencién de en una linea celular de ovinos persistentemente infectada, Fetal Lamb

Kidney cells (células FLK).

1.1.3 Diagnéstico de la Leucosis Bovina Enzodtica

Los animales que presentan linfoma pueden ser detectados mediante diagndstico
clinico, pero aquellos infectados asintomaticos y/o con LP requieren de pruebas de

laboratorio para realizar el diagndstico.

La deteccidn serolédgica, mediante inmuno-difusién en gel agar (IDGA) o ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA), de anticuerpos principalmente contra la
glicoproteina gp51 de la envoltura viral, constituye el método mas cominmente usado
para la identificacién de animales infectados (Martin et al., 2000; Gonzalez et al.,
2001). Estas técnicas son reconocidas por la Organizacién Internacional de Epizootias
(Beier, 2008) y aceptadas por la mayoria de los Gobiernos, incluido nuestro pais, como

pruebas oficiales para el diagndstico de VLB.

Por otra parte, se ha descrito el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
como método diagndstico directo, que detecta secuencias del gen env, codificante de
la glicoproteina gp51 del VLB (Ballagi-Pordany et al., 1992; Felmer et al., 2006). Esta
metodologia también es aceptada actualmente por la Organizacién Internacional de
Epizootias (OIE) como prueba de diagndstico de VLB, aunque en forma alternativa
como prueba confirmatoria de las pruebas seroldgicas mencionadas anteriormente

(Beier, 2008).

Se ha reportado que el método diagndstico mas sensible es la PCR, luego el ELISA,
siendo IDGA la que detecta menor niumero de animales positivos (Fechner et al., 1996;
Martin et al., 2001; Trono et al., 2001; Felmer et al., 2006; Camargos et al., 2007; Rama
et al., 2010). Para el control de esta enfermedad es muy importante la unificacion de
criterios sobre el método diagndstico a utilizar (Acta 84, CONAHSA, 2005), por lo que

se debe conocer la sensibilidad y especificidad de los diversos métodos validados y
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disponibles. Asimismo, es que varios reportes y manuales proponen para el
diagndstico de VLB la utilizacién de métodos seroldgicos en un periodo comprendido
entre 2 semanas antes y un mes después del parto (Burridge et al., 1982; Hiibner et al.,
1996). Esto es debido a la deteccién de un mayor porcentaje de falsos negativos,
utilizando IDGA como método de diagndstico, en vacas que se encuentran cercanas al
parto (Burridge et al., 1982; Hubner et al., 1996). Dicho fendmeno puede ser explicado
por un descenso de los anticuerpos maternos circulantes debido al transporte de los

mismos hacia la glandula mamaria, en la produccion de calostro (Rama et al., 2011).

Durante muchos afios las alteraciones hemadticas fueron consideradas como fase
pretumoral de LBE y constituyeron la base del diagndstico en los planes de control y
erradicacion de esta enfermedad. Sin embargo, con el desarrollo e introduccion de
IDGA, se pudieron evidenciar importantes limitaciones de sensibilidad y especificidad
de las claves hematoldgicas, perdiéndose el interés por las alteraciones hematoldgicas
como herramienta de diagndstico, epidemiologia y control de la LBE (Sienra et al.,
comunicacion nacional, 1998), quienes mostraron que del conjunto de animales que
presentaban leucocitosis, la mayor proporcién eran VLB positivos por ELISA. Ademas,
determinaron que los animales seropositivos tienen mayor promedio de leucocitos y
linfocitos circulantes que los seronegativos, mientras que no encontraron diferencias
significativas promedio con respecto a neutrofilos, eosinéfilos y monocitos. Por otro
lado, Collazo et al. (Comunicacién nacional, 2002) mostraron que la frecuencia de
muestras con recuento de leucocitos totales aumentado es significativamente mayor
en vacas seropositivas con respecto a sus congéneres seronegativos.

Debido a que el recuento celular de la linea blanca (recuento leucocitico diferencial,
RLD) se ve afectado por otras enfermedades (no LBE), las investigaciones que tengan
como fin estudiar los efectos de este virus sobre el RLD deben de registrar los eventos

sanitarios de los animales.
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1.1.4 Prevencion y Control

En la actualidad no existe ningln tratamiento para la LBE, sélo es posible la prevencion
y/o control de la enfermedad (Radostits et al. 2002). El principio fundamental para la
prevencion de esta enfermedad es la correcta identificacion de los animales infectados
y su eliminacién o segregacion del rodeo (Barros y Lemos, 1998). Los programas de
control basados en este principio requieren de pruebas de diagndsticas periddicas.
Estos programas han sido adoptados por varios paises de Europa que requieren
certificado de negatividad para el ganado importado, como Dinamarca y Alemania. En
otros paises, incluyendo Canada y los Estados Unidos, los programas de control no son
de cardcter oficial, por lo tanto son llevados a cabo de forma voluntaria (Fenner et al.,

1993).

Se considera un rodeo positivo al que tienen un solo animal seropositivo, y por lo tanto
la totalidad de los restantes animales debe ser testados. Los animales infectados
pueden ser reemplazados por otros animales seronegativos para VLB y por lo tanto
libres de LBE (Barros y Lemos, 1998). Existen procedimientos para el correcto manejo
de predios de forma de disminuir la transmision a través de la sangre contaminada; los
mismos deben llevarse a cabo de forma conjunta con la correcta identificacion y
eliminacién de animales infectados.

Entre ellos podemos mencionar:

- Desinfeccidn de instrumentos quirdrgicos, instrumentos de tatuaje, caravanas, etc.

- El uso de guantes desechables para la palpacion rectal o desinfeccién

- Mantener aislados del rebafio a los bovinos seronegativos (Barros y Lemos, 1998).



Introduccion General

1.2 El Virus de la Leucosis Bovina (VLB)

1.2.1 Clasificacion

El VLB pertenece a la familia Retroviridae, y al género Deltaretrovirus (ver Figura 1),
con los cuales comparte dos caracteristicas particulares:

1) invierten el orden en el que naturalmente fluye la informaciéon 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 y se sintetizan asi, las nuevas particulas virales

El mismo comparte su organizacién gendmica con los virus linfotrépicos 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 expresion de
sus propios genes, mediante la sintesis de proteinas reguladoras expresadas a partir de
su propio genoma. Esta propiedad, conferida por una regidon gendmica ubicada entre
el gen env y el LTR 3’, es compartida por todos los lentivirus que provocan
inmunodeficiencia en humanos (HIV), simios (SIV), bovinos (BIV) y felinos (FIV), entre
otros; y otros como el Virus de la Anemia Infecciosa Equina (EIAV), Virus de la Artritis-
Encefalitis Caprina (CAEV) y Virus Visna-Maedi (VISNA); y los espumavirus, como el

virus espumoso de los simios (SFV); y les confiere el nombre de “retrovirus complejos”.
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Figura 1. Arbol filogenético, en forma de estrella, en donde se representan las relaciones entre los

diferentes miembros de la familia Retroviridae, basado en la secuencia del gen poly 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 ratdn; FelV, Virus de la Leucosis Felina. (Tomado

de Field 5th edition a través de Compilation by D. Griffiths, University College, London).
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1.2.2 Caracteristicas estructurales

La particula viral de VLB presenta entre 80 y 120 nm de diametro, es un virén envuelto

(presenta una envoltura lipidica) y de forma esférica (Figura 2).

gp51: glicoproteina de superficie
E£p30: glicoproteina transmembrana
// Envoltura: bicapa lipidica

pl2: proteina de la nucleocapside
pl5: proteina de matriz

p24: proteina de capside

Integrasa
Transcriptasa Reversa

proteasa

ARN gendmico

Figura 2. Esquema de una particula de VLB. Del interior al exterior, dos copias de ARN gendmico junto
con proteina de la nucleocdpside, asociado a la proteasa, transcriptasa reversa e integrasa; capside,
matriz, envoltura lipidica con glicoproteinas transmembrana y glicoproteinas de superficie. (Adaptado

de Science, 1988, 240 1427-1434).

El empaquetamiento del material genético con las proteinas virales para formar la
particula viral es un proceso complejo, que involucra primeramente la unién de
regiones especificas del ARN gendmico con la proteina mayoritaria de capside, la
proteina p24. Este complejo ribo-proteico primario, se ensambla junto con las enzimas
virales transcriptasa reversa, proteasa e integrasa, y un nimero menor de copias de las
proteinas pl2 y p10. Asimismo, es posteriormente rodeado de una matriz amorfa
constituida por la proteina p15, dando lugar a la nucleocdpside completa en el
citoplasma de la célula hospedera (Coffin, 1994). La particula viral termina de formarse
durante su extrusion de la célula, cuando el viridn adquiere la envoltura mediante el

proceso de exocitosis. Las proteinas virales de la envoltura gp51 (mayor de superficie)
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y gp30 (de anclaje), son sintetizadas y translocadas a la superficie celular donde se
incorporan al virién. Las mismas son ancladas, en primera instancia, en la bicapa
lipidica derivada de la membrana plasmatica perteneciente a la célula hospedera

(Figura 3) (Varmus, 1988).

Figura 3. Micrografia electrénica de particulas virales de VLB (imagen superior, particula viral naciente;

inferior, particula extracelular madura)(Adaptado de Fields 5th edition).

1.2.3 Organizacidon gendmica

EL VLB presenta un genoma compuesto de dos copias idénticas de acido ribonucleico
(ARN), simple hebra y de polaridad positiva, unidas no covalentemente por el extremo
5’, dando lugar a la formacidn de un dimero. El mismo consta de 8700 nucleétidos

aproximadamente (Sagata et al., 1985b).

Al igual que el genoma de todos los retrovirus consta de regiones internas, con tres
genes estructurales denominados gag (group-associated antigen), pol (polymerase) y
env (envelope), en direccion 5' a 3', respectivamente. La expresion del gen gag codifica

para una poliproteina precursora de 66 kDa (Pr 66) que se cliva posteriormente dando

10
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lugar a las cuatro proteinas estructurales no glicosiladas: p24 o proteina mayoritaria
del core viral, p15 o matriz, p12 y p10. El gen prot codifica en forma independiente
para la proteasa viral (p14), responsable del clivaje de las poliproteinas precursoras.
Las enzimas virales polimerasa, integrasa y endonucleasa, son sintetizadas a partir de
un precursor de 145 kDa (Pr 145) originado en los genes gag y pol. El gen env codifica
para un precursor de 72 kDa (Pr 72) del cual provienen las dos glicoproteinas de
envoltura: gp51 o proteina mayor de superficie y gp30 o proteina transmembrana

(Kettmann et al., 1994) (Figura 2)

El genoma se encuentra flanqueado por dos regiones no codificantes, que contienen
secuencias comprometidas en los procesos de regulacidon de la expresion génica viral,
denominadas Long Terminal Repeats o LTRs (Luciw y Leung, 1994) (Figura 4). Las
regiones LTR son idénticas entre si y estan organizadas en 3 zonas denominadas U3-R-
U5, 5" a 37, respectivamente. Se encuentran ubicadas a ambos extremos del genoma
proviral y contienen secuencias regulatorias de importancia en la interaccion virus-
hospedero y durante los procesos de iniciacidon de la transcripcion y maduracién post-

transcripcional (Xiao y Buehring, 1998; Kiermer et al., 1998).

Por otra parte, el genoma de VLB, presenta una region llamada X o pX, entre el gen env
y el LTR del extremo 3’ (Sagata et al., 1985a, 1985b), que contieneal menos 4 genes
con marcos de lectura superpuestos, y que codifican para tax, rex, Rlll y GIV,
involucradas en asociacidén con secuencias presentes en los LTRs, en la regulacién de la
expresion viral a nivel transcripcional y post-transcripcional (Alexandersen et al., 1993;

Kerkhofs et al., 1998).

aps1 gplo Rin nex
(=1 LR
GV
T T T T T T T T
1000 2000 J000 4000 5000 6000 Tooo 8000 {mit]

Figura 4: Esquema de la organizacién genémica de VLB.

11
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1.2.4 Transcripcidn y eventos post-transcripcionales

La iniciacién de la sintesis de ARN tiene como actor principal a una secuencia
promotora ubicada en la regién LTR 5’, asi mismo es necesaria la supresion del
promotor ubicado en la regién LTR 3’ (Luciw y Leung, 1994). El eficiente
funcionamiento de las secuencias responsables de la transcripcion presentes en el
extremo 5' del LTR del genoma viral depende del producto de expresién del gen tax. El
gen tax codifica para una fosfoproteina nuclear (p34Tax) que activa, en trans, la
transcripcion viral a partir del promotor Unico (TATA box) presente en U3 (Unk et al.,
1994; Willems et al., 1987); y que requiere del “elemento de respuesta a Tax” o TxRe,

también en la region U3 del LTR (Derse, 1987).

Durante la replicaciéon y expresion 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 5).

El transcripto primario sufre fendmenos de splicing simple y doble; y madura en dos
ARNmM subgendmicos, de 4.2 kb y 2.1kb, que son utilizados para la expresién del gen

envy 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 expresion a partir de dos marcos de lectura, llamados RIll y GIV, que
codifican para proteinas de regulacion cuyo rol no ha sido aln bien establecido

(Alexandersen et al., 1993; Rovnak y Casey, 1999) (Figura 5).

Mediante la utilizacién de la técnica de RT-PCR fueron evidenciados diferentes
patrones de transcripcion en los diferentes estadios patogénicos de la infeccidon con
VLB (Jensen et al., 1990). En el estado aleucémico, se puede evidenciar a bajos niveles

pero de forma constante la presencia de ARN gendmico y ARNm de la envoltura. Por
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otra parte se ha podido evidenciar la presencia de ARNm de tax y de rex en el

citoplasma de linfocitos de animales en todos los estadios (Haas et al., 1992).

El producto de expresion del gen rex, p18Rex, actua a nivel post-transcripcional, como
regulador de la expresiéon de los diferentes ARN transcriptos, aumentando la
transcripcion de los genes estructurales (Derse, 1988; Rovnak y Casey, 1999). Como
resultado de la regulacidn positiva sobre los genes estructurales, Rex inhibe
indirectamente la expresidon de los genes de regulacion tax y rex. La funcion 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 proteina RIll inhibe la funciéon de Rex in vitro,
induciendo a la sobreproduccion de proteinas de regulacion y la falta de expresion del
genoma viral completo (Willems et al., 1994), y se ha asociado a la linfocitosis

persistente con una elevada expresion del gen G/V (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).
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Figura 5. Representacidon esquemdtica 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 posicion inicial. (Adaptado de J. Virology, 1993 67:1, 39-52).
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1.2.5 La glicoproteina gp 51

El gen env de VLB, tal como se menciond anteriormente, codifica para un precursor
peptidico denominado gp 72, el cual es clivado por accién de la proteasa viral dando
lugar a las glicoproteinas gp30 y gp 51, transmembrana y de superficie
respectivamente. Ambas proteinas se encuentran asociadas mediante puentes

disulfuros.

Mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales se demostro la presencia de ocho
epitopes en gp51. La actividad bioldgica del virus (infectividad, induccién de sincicios y
lisis celular por anticuerpo o complemento) estd relacionada con estos epitopes
presentes en la glicoproteina gp51 (Mamoun et al., 1990). Dicha proteina presenta un
peso de 51 KDa y es utilizada para estudios filogenéticos como también para la
deteccién de anticuerpos contra la misma en el diagndstico de esta enfermedad.
Asimismo, la glicoproteina gp51 es bioldgicamente muy importante ya que es
responsable de la infectividad del virus. Su hipotética unidon a un receptor celular
especifico es el paso inicial de la infeccion. La formacién de sincicios in vitro es
resultado de la unidn de gp51 a la membrana de algunas células (Altaner et al., 1993).
Dicha proteina, es hasta el momento el mayor candidato a presentar el dominio de
unién a receptor celular y actor principal involucrado en etapas tempranas de
infeccion viral (Johnston et al., 2000, 2002; Lavanya et al., 2008). El estudio de esta
proteina es de fundamental interés para intentar dilucidar cual o cuales receptores
celulares estan involucrados en los pasos de reconocimiento e infeccidon viral. Es
importante resaltar que el receptor celular aun no ha sido encontrado, aunque,
recientemente se ha propuesto como candidato la sub-unidad 6 del complejo AP3, el
cual esta involucrado en transporte intracelular, por lo que existe gran controversia, ya
gue es dificil entender su funcionamiento a nivel de receptor en la superficie celular

(Lavanya et al., 2008).
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1.2.6 Ciclo Replicativo

El VLB infecta células de la serie mononuclear, preferentemente linfocitos B CD5+
maduros, aunque se ha detectado en menor grado, la presencia de ARN mensajero
viral en granulocitos, monocitos y linfocitos T CD8+ (Schwartz et al., 1994). Como otros
retrovirus, este virus presenta una estrategia replicativa, que involucra dos etapas, una
temprana, dependiente de proteinas virales y una tardia, dependiente de enzimas del

hospedero y de los productos de los genes virales.

El primer paso del ciclo replicativo es el reconocimiento especifico de los receptores de
la célula hospedera por parte de las proteinas de la envoltura. Esta interaccion genera
un cambio conformacional en la proteina de la envoltura viral que da lugar a la
penetracion a través del mecanismo de fusion de membranas independiente de pH
(Brasseur et al., 1988). Una vez en el citoplasma celular, ocurre la etapa de
desnudamiento, seguida de la sintesis de ADN a partir del ARN viral mediante la accién
dela enzima transcriptasa reversa. Durante la etapa de retrotranscripcion las
secuencias presentes a ambos extremos del genoma viral se repiten en cada extremo
del nuevo ADN dando lugar a los extremos terminales, como se menciond
anteriormente, denominados LTRs. La nueva molécula de ADN penetra en el nucleo
celular y mediante la actividad de la enzima integrasa, se integra al azar al genoma del
hospedero. La forma viral integrada es denominada provirus (Luciw y Leung, 1994). A
pesar de poseer un genoma diploide, solo una de las moléculas de ADN generadas por
retrotranscripcion es integrada al genoma del hospedero. La integracion del ADN lineal
es un paso critico que asegura la asociacion estable con el genoma del hospedero. La
integracion viral marca el fin de la etapa temprana y el comienzo de la etapa tardia del
ciclo de viral, donde se lleva a cabo la sintesis de ARN viral, sintesis de proteinas virales

y ensamblaje de la progenie.

Inmediatamente después de la infeccidn, se activa la expresién génica y la traduccion
de la proteinas necesarias para la produccion de viriones maduros en la célula
hospedera. Se puede identificar una viremia que dura de 10 a 12 dias post-infeccidn

(Schwartz et al., 1994), después de la cual se genera una respuesta inmune
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persistente, aunque ya no se pueden detectar viriones en los 6rganos de los animales
infectados. La particula viral se puede aislar de un individuo infectado Unicamente
cuando se realiza el cultivo ex vivo de células mononucleares de sangre periférica
(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) (Miller et al., 1985; Mammerickx et al.,
1987).

Aunque in vivo la expresion genética viral parece estar inhibida, se puede detectar la
presencia de ARN viral en uno de cada 2.000 a 50.000 linfocitos de bovinos
clinicamente normales utilizando la técnica de hibridacion in situ (Haas et al., 1992;
Willems et al., 1993). Este proceso de inactivacion de la expresion génica viral se debe

a la compleja interaccion entre factores de regulacion viral y celular.

Se ha demostrado en cultivos a corto plazo de animales infectados de PBMCs, que el
agregado de plasma, tanto bovino como humano, o de fluido linfatico bovino bloquea
la expresion de VLB (Gupta y Ferrer, 1982; Gupta et al., 1984; Zandomeni et al., 1992,
1994). Asimismo, recientemente se ha demostrado que un complejo que contiene
fibronectina es capaz de inhibir la sintesis de p24 en cultivos de corto plazo de células

mononucleares de sangre periférica (van den Heuvel y col., 2005).

Luego de la infeccidn, la respuesta humoral, citotoxica y los factores plasmaticos
podrian suprimir eficientemente el ciclo de replicacidn viral. Sin embargo, la presencia
continua de anticuerpos en los animales infectados indica la existencia de estimulacién
antigénica constante, lo que sugiere que VLB no persiste en un verdadero estado de
latencia, sino que mantiene una frecuencia excepcionalmente baja de expresién, que
se encontraria fuertemente regulada (Willems et al.,, 1995). Recientemente, Florins y
colaboradores (2007), propusieron que la represidon de la expresion viral seria efectiva
solo en una proporcion de las células infectadas, mientras que la respuesta inmune
eliminaria aquellas células con una transcripcion viral activa, permitiendo solo una
expansion mitdtica de las células que portan el provirus. El resultado final de esta
presion de seleccion del sistema inmune seria que solo aquellas células en las que el
virus se encuentra silenciado transcripcionalmente sobrevivirian y se acumularian,

llevando a la linfocitosis, mientras que aquellas que expresan genes virales serian
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eliminadas y mantendrian estimulado al sistema inmune del animal durante toda su

vida.

1.3 Variabilidad Genética de VLB

Los virus de ARN explotan todos los mecanismos conocidos para generar variabilidad
genética, los mas frecuentes son la mutacién y la recombinacién. La mutacién es un
mecanismo clave en la generacion de variacidn genética en los virus cuyo genoma esta
constituido por ARN, y el mismo se debe mayoritariamente a la carencia de actividad
de correccidn de errores de las ARN polimerasas, lo que determina una frecuencia de
error del orden de 10-4 sustituciones por nucleétido y ciclo replicativo. Esta, es
responsable de la generacion de gran nimero de variantes virales en el curso de una
infeccion (Bartenschlager y Lohmann 2000). Algunas de estas mutaciones acumuladas
por ciclo de replicacidon son silenciosas o sinénimas, por lo cual no tienen impacto
directo en la secuencia de aminodcidos de la proteina viral, pero si pueden afectar la
estructura secundaria del ARN. Otras mutaciones, las llamadas no sinédnimas, llevan a
cambios en la secuencia proteica y producen la emergencia de nuevas variantes.
Adicionalmente existen mutaciones que llevan a la produccion de virus defectuosos,
las cuales son denominadas letales (Le Guillou-Guillemette et al. 2007). Muchas
variantes sobreviven generando una suma de variantes diferentes en un mismo
hospedero infectado, a este conjunto de variantes genéticas estrechamente
relacionadas se le denomina cuasiespecies virales (Eigen y Schuster 1979; Eigen et al.,
1981). Esta poblacion es una nube dinamica de mutantes los cuales pueden cooperar o
competir, la misma se considera como una unidad de selecciéon (Domingo y cols. 2006;

Vignuzzi et al., 2006; Domingo y Gomez 2007).

La presencia de diferentes poblaciones virales en un mismo hospedero, sean variantes
que conforman al espectro de cuasiespecies o cepas de diferentes genotipos que co-
infecten a una misma célula, abre la posibilidad de otro mecanismo de generacién de
diversidad genética denominado recombinacién. Esta consiste en la generacién de

nuevas estirpes a través de diferentes combinaciones genéticas entre variantes
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distintas (Worobey y Holmes, 1999). Estos eventos pueden dar lugar a variantes
dificiles de diferenciar de las cepas que recombinen en el caso de que éstas sean
genéticamente similares. Sin embargo, cuando la recombinacién ocurre entre
variantes de distintos genotipos que circulan simultadneamente en la misma célula,
pueden originar cepas con mayor capacidad de replicacién, de mas facil transmisién o
mas virulentas (Salminen, 1995). Por esta razon, la recombinacion es una herramienta
muy efectiva para aumentar la variabilidad genética de una poblacion viral, que provee
a estos virus una gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones impuestas por
el sistema inmunitario del hospedero, asi como a drogas o terapias antivirales (Nagy y

Simoén, 1997).

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 replicacion de su genoma.

En lo que respecta al estudio de la variabilidad genética del VLB, los primeros estudios
han mostrado muy poca variacion entre las diferentes estirpes analizadas (Coulston et
al., 1990). La baja heterogeneidad genética de VLB se fundamenta en su relativa lenta
tasa de sustitucion nucleotidica (Willems et al., 1993). Sin embargo, estudios sobre la
variabilidad genética y modo de evolucién de VLB basados en analisis de polimorfismos
de fragmentos de restriccién y secuenciacion de ADN proviral de cepas de diferentes
regiones geograficas, utilizando regiones parciales de genes estructurales, revelaron
gue VLB presenta un modo de evolucién y una epidemiologia molecular mas compleja
de la anteriormente prevista.

Estos estudios permitieron la clasificacion de VLB en tres diferentes grupos genéticos
denominado Bélgica, Australia y Japon (Mamoun et al., 1990; Molteni et al., 1996;
Beier et al., 2001). Estudios mas recientes, utilizando secuencias del gen env (444 pb),
sugieren la presencia de un cuarto grupo genético compuesto por cepas aisladas en
Chile y la diversificacion del mismo en esta region geografica (Felmer et al., 2005).
También hay estudios evolutivos de VLB de cepas aisladas en Brasil y Argentina
(Camargos et al., 2007; Monti et al., 2005). Por otro lado, el andlisis llevado a cabo por
Zhao y Buehring (2007) se realizé utilizando la secuencia completa del gen env. Este

trabajo reveld la presencia de cuatro grupos genéticos: Consenso, EE.UU., Europa vy
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Costa Rica.

Los analisis evolutivos han avanzado considerablemente en los ultimos afos. La cada
vez mas numerosa base de datos y la complejidad de los modelos evolutivos de
sustitucién permiten hoy en dia el desarrollo de mejores métodos para la construccion
de arboles filogenéticos. Por lo tanto, el analisis de la variabilidad genética de VLB en
diferentes zonas geograficas pueden ser de gran interés para la medicina veterinaria,
ya que involucra aspectos relacionados con la patogenicidad, diagndstico vy
eventualmente, en el desarrollo de estrategias de vacunacién y manejo animal.
Estudios de la diversificacion viral pueden ser también muy importantes para dilucidar

la posibilidad de transmisidn viral a otras especies (Buehring et al., 2003).

1.4 Epidemiologia

La infeccion con el VLB estd relacionada directamente con sistemas de manejo
intensivo, con el estrecho contacto fisico de los animales y con la importante
participacién del ser humano (Ferrer et el., 1981). Existe una clara tendencia a que la
tasa de infeccion se incremente a medida de que aumenta la edad, siendo en general
escasa la incidencia de la infeccién en individuos menores de 2 afios (Dimmock et al.,
1991). Se ha demostrado también una mayor susceptibilidad en animales con alto

potencial lechero (Detilleux et al., 1991; Jacobs et al., 1991, 1995).

La transmisidn natural en rodeos lecheros se produce en forma mas lenta en aquellos
en que existe una baja o moderada prevalencia de la infeccidn, mientras que ésta
difunde mucho mas rapidamente en establecimientos con alta prevalencia (Dimmock
et al.,, 1991). La edad en que los animales se contagian esta influenciada por la
situacion epidemioldgica dentro del rodeo, ya que en aquellos con elevadas
prevalencias se favorece la aparicion de la infeccion en individuos mas jovenes

(DiGiacomo, 1992).
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El VLB en condiciones naturales se presenta intimamente asociado a los linfocitos,
siendo muy raro que se pueda encontrar en forma de particulas libres (Johnson et al.,
1992). Dado que la Unica fuente de virus son los linfocitos de los animales infectados,
todos los materiales que puedan contener éste tipo de célula blanca representan el
mayor factor de riesgo para la transmision del virus. Practicas de manejo que facilitan
la transmisién horizontal del VLB incluyen tanto el contacto entre categorias, como
procedimientos y materiales que posibiliten el pasaje de pequefias cantidades de
sangre entre un animal y otro (DiGiacomo, 1992; Pelzer, 1997). Dentro de ellos se
destacan la castracidon, descorne, tatuajes u otras formas de identificacidn -caravanas,
extraccion de pezones supernumerarios, inyecciones, premunicion, palpacion rectal,
etc. (Pelzer et al., 1993; Sargeant et al., 1997). Alguna de estas posibles formas de
transmisién iatrogénica ha sido objeto de divergencias, como es el caso de la palpacién
rectal (Hopkins et al., 1991, 1997; Lassauzet et al., 1989; Shirley et al., 1997). El posible
rol de artrépodos e insectos hematéfagos también ha sido comprobado en forma
experimental, aunque resulta dificil estimar su alcance en condiciones practicas

(DiGiacomo, 1992; Johnson et al., 1992; Perino et al., 1990; Wentink et al., 1993).

Estudios epidemioldgicos estiman que en USA mads del 10% del ganado lechero vy
carnico estan infectados con VLB, en tanto que en Argentina la infeccion representa a
mas del 30% del ganado bovino (Ferrer, 1980; Brenner et al, 1989; Trono et al, 2001;
Monti et al, 2005).
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1.5 Situacion en la region y en nuestro pais

En América del Sur, se han reportado niveles de prevalencia predial que rondan entre
un 35y 45% en Colombia, Venezuela y Chile (Alfonso et al., 1998; Marin et al., 1978;
Islas et al., 1990), mientras que en Brasil alcanzo niveles de hasta un 70,4% (Abreu et
al., 1990; Melo, 1992, Del Fava y Pituco, 2004). 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 32,85 % de los animales.

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 analisis seroldgico permitié proyectar una prevalencia
para la LBE en dicho Departamento de 46,62% (SD 4,23%) (Guarino, 2001, Revista del
Plan Agropecuario N296, marzo 2001). Segun este trabajo, la prevalencia de LBE
aumentdé en comparacion 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. En este estudio también se concluyd que el 61% de los
productores estiman que la leucosis puede ser una limitante para la produccion, por lo
gue seria conveniente que las autoridades estudien la posibilidad de implementar
algun tipo de programa de control. 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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1.6 Problematica de VLB

En la LBE las pérdidas econdmicas directas por linfosarcoma son las mas facilmente
visibles y cuantificables. Ellas implican una disminucidn en la produccion, deterioro del
estado general, y muerte o refugo de los animales afectados (Brenner et al., 1989;
Rhodes et al., 2003; Shirley et al., 1997). Si bien en la mayoria de los establecimientos
los casos de la neoplasia son poco frecuentes, en algunos rodeos la inusual incidencia
de linfosarcoma determina un importante impacto econdmico (Brunner et al., 1997).
Respecto al efecto de la infeccion sobre la produccién y reproduccion de los rodeos
infectados existen opiniones dispares y contradictorias. Existen estudios que no
evidencian diferencias productivas entre animales seronegativos y seropositivos
(Huber et al., 1981; Jacobs et al., 1991; Pollari et al., 1992; Rhodes et al., 2003). Otras
investigaciones, sin embargo, han encontrado que los animales infectados presentan
una disminucion significativa en la produccién lechera (Brenner et al., 1989; Da et al.,
1993; Ott et al.,, 2003; Scott et al., 1990; Wu et al., 1989), alteraciones en la
composicion de la leche (Brunner et al., 1997; Da et al., 1993; Scott et al., 1990; Wu et
al., 1989), incremento en el intervalo interparto (Brenner et al., 1989; Jacobs et al.,
1995) y mayor indice de refugos (Brenner et al., 1989).

Por otra parte, las restricciones del mercado internacional y el alto costo de los
programas de control representan un costo indirecto sumamente importante en la
mayoria de los paises. En un relevamiento efectuado por Ott et al. (2003), que
comprendio 20 estados de USA, se concluyd que las vacas seropositivas tuvieron una
disminucion de 218 Kg. en su produccién frente a las seronegativas. En el mencionado
estudio las pérdidas econdmicas totales para USA se estimaron en 525 millones de
USD (Ott et al., 2003).

Numerosos estudios han demostrado que el VLB se encuentra presente en leche de las
vacas con LBE, y que a partir de ella es posible infectar experimentalmente bovinos u
ovinos (Johnson et al.,, 1992; Rhodes et al.,, 2003). Tal circunstancia ha generado
preocupacion debido al riesgo que puede significar para el ser humano el consumo de
tan vital alimento procedente de rodeos infectados. Importantes relevamientos se han

efectuado y no ha sido posible determinar hasta el presente una relacién entre el VLB
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y de neoplasias linfoides en el ser humano (Wentink et al.,, 1993). No obstante ello,
recientes estudios realizados por Buhering et al. (2003) han puesto en evidencia
genoma del VLB y aun proteinas de la capside en pacientes humanos con cancer de

mama (Buehring et al., 2003). El significado de los mismos todavia no esta claro y es un

terreno abierto a nuevas investigaciones.
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Hipdtesis de trabajo

Hipotesis de investigacion planteadas a lo largo de este trabajo
de tesis.

e EL Virus de la Leucosis Bovina presenta una epidemiologia molecular mas

compleja de la detallada anteriormente.

e Mediante la secuenciacion del genoma completo de estirpes de VLB aisladas de
linfosarcoma se podran identificar mutaciones caracteristicas y diferentes a las

estirpes de VLB que no desencadenan dicha presentacion clinica

e Es posible corregir el error de los actuales métodos de secuenciacion al analizar
cuasiespecies virales mediante el disefio de librerias circulares que permitan

leer al menos 3 veces la misma secuencia obtenida.
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Objetivos

3.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento sobre la biologia de la Leucosis Bovina, mediante el estudio

gendmico, evolutivo y estructural de agente etioldgico: VLB.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Estudiar el grado de variabilidad genética de las estirpes de VLB que circulan en
el Uruguay mediante diferentes abordajes filogenéticos sobre la secuencia completa

codificante para la proteina gp 51.

3.2.2. Analizar la epidemiologia molecular de VLB en la region Sudamericana

3.2.3. Estudiar y caracterizar genomas de VLB provenientes de la presentacién tumoral

de esta enfermedad, linfosarcoma.

3.2.4. Producir la proteina gp 51 en diferentes sistemas de expresion

3.2.5. Disefnar librerias moleculares para el analisis y abordaje del estudio de la

evolucidn de virus cuyos genomas estan constituido por ARN, y por lo tanto, poder

determinar de forma precisa la frecuencia de mutaciones de una cuasiespecie viral.
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4.1 Resumen

Estudios recientes han revelado que las cepas de VLB se clasifican en seis genotipos
diferentes, aunque se discute la existencia de otro posible genotipo. Con el objetivo de
profundizar en este aspecto, se procedio al estudié del grado de variabilidad genética
de las cepas de VLB que circulan en América del Sur, realizandose analisis filogenéticos
a partir de secuencias del gen env gp 51. Los resultados de estos estudios revelaron la
presencia de siete genotipos de VLB en esta region geografica, asi como también, la
utilidad de una regién parcial del gen env gp 51 para la realizaciéon de inferencias
filogenéticas. Asimismo, un numero significativo de sustituciones aminoacidicas
encontrados en las cepas analizadas mapean en el segundo dominio de neutralizacién
de gp 51. El modelado 3D de esta proteina revelé que estas sustituciones estan
situadas en la superficie de la molécula. Esto puede proporcionar una ventaja selectiva

en la evasion de la respuesta inmune de neutralizacion del hospedero.
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4.2 Marco teorico de la investigacion

Como en todos los miembros de la familia Retroviridae, las glicoproteinas de envoltura
(env) de VLB desempefian un papel crucial en la infeccion viral y en la formacién de
sincitios (Portetelle et al.,, 1989; Callebaut et al., 1993), ya que probablemente
contienen el dominio de unién al receptor (RBD) que interactia con el receptor de
superficie celular requerido para la entrada del virus (Johnston et al, 2002). El gen env
de VLB codifica para una poliproteina precursora (gp 72) que se cliva en un péptido
sefial y las glicoproteinas gp 51 de superficie (SU) y gp 30 transmembrana (TM)
(Mamoun et al., 1990).

La ubicacion de las glicoproteinas env en la superficie de las particulas virales
determina que seran el blanco natural de los anticuerpos neutralizantes especificos.
Una infeccidn con VLB desata la tipica respuesta inmunoldgica que implica una
produccién fuerte y permanente de anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina env.
Sin embargo, se ha informado de varios casos en que el ganado fue infectado
persistentemente con VLB sin mostrar una respuesta de anticuerpos detectable
(Fechner et al., 1997). Los primeros estudios sobre la variabilidad genética del gen env
de VLB han demostrado muy poca variacion entre distintos aislados (Portetelle et al.,
1989; Coulson et al., 1990). Esta diversidad genética podria ser baja debido a la relativa
baja tasa de sustitucion del virus (Willems et al., 1993). Sin embargo, estudios basados
en el anadlisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP),
permitieron la clasificacion de las cepas de VLB en un maximo de cinco genotipos
diferentes (Fechner et al., 1997; Licursi et al., 2002; Asfaw et al., 2005). El analisis de
secuencias del gen env gp 51 de VLB de diferentes regiones geograficas reveld la
presencia de diferentes grupos genéticos que se correlacionaron con el origen
geografico de los aislamientos (Mamoun et al., 1990; Molteni et al., 1996; Beier et al.,
2001; Camargos et al., 2002; Felmer et al., 2005; Monti et al., 2005; Zhao et al., 2007;
Camargos et al., 2007). En base a analisis de secuencias completas de este gen, se ha
propuesto recientemente una nueva clasificacién de las cepas de VLB en seis

genotipos, proponiendo la posible existencia de un séptimo (Rodriguez et al., 2009).



Variabilidad genética de VLB en Uruguay y en la region

Existen pocos estudios sobre la variabilidad genética y heterogeneidad de VLB en la
region Sudamericana. En un estudio realizado en Chile, donde se utilizaron secuencias
parciales del gen env, se indico la presencia de un grupo genético especifico
compuesto por cepas aisladas en dicho pais (Felmer et al., 2005). Estudios evolutivos
realizados en Brasil sugirieron que las cepas que alli circulan pertenecen al menos a
dos clados filogenéticos diferentes (Camargos et al., 2007). Estudios similares
efectuados en Argentina revelaron la presencia de dos tipos de cepas de VLB en
productos lacteos de rebafios, designados como Australia y Argentina (Monti et al.,
2005). Sin embargo, estudios muy recientes revelaron la presencia de al menos cuatro

genotipos distintos circulando en aquel pais (Rodriguez et al., 2009).

Recientemente se han obtenido nuevas secuencias del gen env gp 51 de VLB a partir
de estirpes aisladas en Argentina, Brasil, Chile y Uruguay. Con el objetivo de
profundizar en el grado de variabilidad genética de VLB en la regién Sudamericana, se
realizaron analisis filogenéticos. Los resultados de estos estudios revelaron la presencia
de siete genotipos de VLB en esta regién del mundo, asi como la utilidad de secuencias

parciales del gen env gp 51 para la inferencia filogenética.
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4.3 Objetivo

El objetivo de este capitulo es contribuir al conocimiento de la biologia del Virus de la
Leucosis Bovina, mediante el estudio de la epidemiologia molecular de VLB en la

region Sudamericana utilizando diferentes abordajes filogenéticos.

Para alcanzar este objetivo nos basamos en los siguientes puntos de trabajo, los cuales

son detallados a continuacion:

1- Puesta a punto y optimizacidon de diferentes metodologias para la extraccion de
ADN proviral de células mononucleares de sangre periférica y células somaticas de la

leche.

2- Estudiar el grado de variabilidad genética de las estirpes de VLB que circulan en el
Uruguay mediante diferentes abordajes filogenéticos sobre la secuencia completa
codificante para la proteina gp 51, y compararlo con las estirpes circulantes en la

region.
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4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Toma y procesamiento de muestras

Se utilizaron muestras que fueron obtenidas durante muestreos veterinarios de rutina,
realizados en establecimientos lecheros de todo el pais donde la enfermedad se
presentaba de forma endémica. Se analizaron previamente un total de 456 animales
por la técnica de IDGA y ELISA con el fin de obtener alrededor de 200 animales
seropositivos para VLB. Las muestras se extrajeron por venopuncién coccigea en tubos
BD Vacutainer® (Becton Dickinson, NJ, USA) sin y con anticoagulante. De ese total, se
realizé6 hemograma para determinar la presencia de linfocitosis persistente (de muchas
de las muestras ya contamos con esta informacién la cual fue realizada por

veterinarios).

A partir de las muestras de sangre periférica obtenidas se realizé la extraccion de
células mononucleares (PBMC). Asimismo, se obtuvieron células somaticas a partir de
muestras de leche. De esta forma, mediante la recoleccion de las muestras
anteriormente mencionadas, comenzado la construccién del banco de muestras de

VLB.

4.4.2 Deteccion de anticuerpos anti-VLB

Para los analisis de los sueros por IDGA y ELISA las muestras fueron centrifugadas antes
de las 48 hrs durante 10 min a 2000 rpm y luego se almacenaron a -20 2C hasta su
procesamiento. Para la extraccion de ADN las muestras de sangre fueron procesadas

en las primeras 24 hrs desde su obtencion.

4.4.3 IDGA

Los sueros se procesaron utilizando la técnica de referencia de IDGA (Beier., 2008). La
misma se llevd a cabo mediante la utilizacion de un kit comercial, cedido por la

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata Argentina (aprobado
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por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agrolimentaria, SENASA, Argentina, Exp.
41.285/87). Las muestras se procesaron siguiendo las indicaciones del fabricante (FCV-
UNLP-Argentina). Se utilizd una solucién de agar al 1% en buffer Tris-HCI con 8.5% de
NaCl pH 8 y se sembraron 35 ul de cada una de las muestras. Posteriormente se
incubd a temperatura ambiente con humedad hasta su lectura final (72 hrs). Fue

incluido en este ensayo un control positivo incluido en el kit.

4.4.4 ELISA

Para el andlisis de ELISA se utilizé un kit comercial para anticuerpos contra VLB para
suero bovino con 98% de sensibilidad y 100% de especificidad (Laboratorio VMRD, cod.
5505.20, WA, USA), aprobado por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA). Las muestras fueron procesadas de acuerdo a las indicaciones del fabricante,
utilizando 50 pl de suero diluido a 1/25. La lectura fue realizada en un
espectrofotémetro de rango visible a 620 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Se
utilizaron tres controles positivos débiles por placa, que poseen una baja
concentracion de anticuerpos contra el virus estableciéndose la linea de corte para

cada placa a partir del promedio de sus densidades dpticas (DO).

4.4.5 Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido a partir de PBMC y células somaticas de la leche de
vacas lecheras infectadas con VLB mediante el uso del kit QIAmp DNA Blood Mini Kit de

QIAGEN,de acuerdo con las instrucciones suministradas por el fabricante

4.4.6 Amplificacion por PCR del gen env gp 51

La amplificacion por PCR del gen completo env gp 51 (903 pb) se realizé utilizando los
siguientes oligos: directo, 5’- ATG GAA AAA CCY CGA CGG -3’, y reverso, 5'- CGA CGG
CAG TAG GTC TGA CCC- 3’. La mezcla de reaccidn final contenia Tris HCl 20 mM pH 8,4,
KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 uM, cada oligonucledtido a 200 nM, y 1 U de
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Tag polimerasa (Invitrogen, EE.UU). Las condiciones para la amplificacion por PCR
fueron las siguientes: 95 9C durante 4 min; 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C
durante 60 seg, annealing a 55 2C durante 60 seg, y extension a 72 °C durante 60 seg;
seguido por una extension final a 72 2C durante 10 minutos. Los fragmentos parciales
del gen env gp 51 de VLB (413 y 311 pb) fueron amplificados de acuerdo con la PCR
anidada desarrollada por Ballagi-Pordany et al. (Ballagi-Pordany et al., 1992).

En todos los ensayos como control positivo se utilizé ADN de células FLK (Fetal Lamb
Kidney) persistentemente infectadas con VLB (Miller y Van der Maaten, 1975). Como
control sistémico de la presencia de ADN gendmico en las muestras a diagnosticar se
amplificd un fragmento de 400 pb del gen GAPDH para cada muestra (Tiscornia et al.,
2004). Como control negativo se utiliz6 agua destilada filtrada en lugar de ADN
genomico. Se cuantificaron las concentraciones de ADN midiendo su absorbancia en el

equipo NanoDrop.

4.4.7 Electroforesis en gel de agarosa

Con el fin de observar los productos obtenidos en la amplificacidn, se realizé una
corrida electroforética en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X. Para la obtencién
del gel se prepard una solucidon 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 (BrEt), un agente intercalante mutagénico que bajo luz UV
intensifica su emision, permitiendo visualizar las bandas. Se dejé enfriar unos minutos
y la preparacion se vertio dentro de las cubetas niveladas de forma correcta. Se dejo
gelificar por aproximadamente 20 minutos para poder retirar los peines y verter sobre

el gel 100 ml de TAE 1X, como buffer de corrida.

A continuacidn se sembraron los 50 ul de cada producto de PCR con 10 pul de buffer de
carga 6X compuesto de Azul de bromofenol y Xilencianol, repartiendo el contenido de
cada producto en dos pocillos del gel. Se sembré también como referente de corrida

dos marcadores de peso molecular de 100 pb y de 1 kb de (Invitrogen). La corrida fue
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realizada durante 30 min a 90 voltios (V). Por ultimo el gel se visualizd en un

documentador de geles con luz ultravioleta (Gel Doc X5 170-8170, Biorad).

4.4.8 Purificacion del producto de PCR

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados a partir del gel de agarosa,
utilizando el kit de purificacion de QlAquick Gel Extraction (Qiagen), de acuerdo con

las instrucciones suministradas por el fabricante.

De modo de confirmar que la purificacion fue correcta se corrieron 5 pl de cada
purificado de ADN en un gel de agarosa al 1,5%, y finalmente se cuantificd su

concentracion midiendo la absorbancia en nanodrop.

4.4.9 Clonacion de productos amplificados

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

La ligacion al vector de clonado pGem-T-Easy (Promega) se realizé en una solucion de
volumen final de 10 pL que contenia: 3 ul del producto de la purificacién, 1 ul de
pGem-T-Easy (50 ng/ul), 1ul de ADN ligasa T4 (Promega) (3 U/ul) en 6 ul del buffer de
reaccion [30 mM Tris-HCI pH 7.8, 5% PEG, 20 mM DTT y 20 mM MgCl,]. La
concentracidon molar de inserto en la mezcla de reaccién se estimé en 2 nM mientras
gue la del plasmido pGem-T Easy fue de 2,5 nM. La mezcla se incubd toda la noche a 4

oC.

4.4.9.2 Transformacion de E. coli

La transformacion de la cepa Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue con pGem-T-Easy
recombinante se realizé utilizando el método de shock térmico (Licursi et al., 2002).
Para la transformacién las células quimiocompetentes (E. coli) fueron retiradas del
freezer a -80 2C y colocadas directamente en hielo por 5 min. A cada tubo conteniendo

aproximadamente 50 pl de clulas se les incorpord 0,5 ul de B-mercaptoetanol y 3 ul
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de producto de ligacién. Se dejaron los tubos 30 min en hielo, y luego se realizd el
shock térmico por 45 seg a 42 °C. Enseguida a cada reaccion de transformacion se le
incorporaron 800 pl de medio LB (10 g/l triptona, 5 g/| extracto de levadura, 10 g/I
NaCl) a temperatura ambiente y se incubaron las células a 37 2C por una hora con

agitacion a 220 rpm.

4.4.9.3 Plaqueo

Las colonias XL1 transformantes se sembraron, en condiciones asépticas, en placas de
LB-agar [10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/I NaCl, 15 g/I agar] que
contenian ampicilina (100 pg/ml). Previo a ello, se esparcieron 40 ul de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dgalactopirandsido) 20 ngjil y 7 ul de IPTG (isopropil B -

tiogalactopirandsido) 1M sobre las placas.

Se sembraron, en primero lugar, 150 pl de las élulas transformantes en cada placa.
Las células restantes en los tubos se concentraron aun mas en su medio de cultivo
centrifugando a maxima velocidad por 30 segundos, descartando parte del
sobrenadante. El pellet celular fue resuspendido en 150 pl de LB y posteriormente
plagueados en las placas LB-amplicilina. Una vez culminado el proceso se dejaron las

placas en estufa a 37 2C durante toda la noche.

4.4.9.4 Reconocimiento 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 aminoacidos de la porcion amino terminal
de la enzima (fragmento a). Dentro de esta regh 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 pdsmido ni el fragmento
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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-complementacion.

Las bacterias transformadas no recombinantes lac + resultantes son facilmente
reconocibles porque forman colonias azules en presencia del cromdgeno X-Gal. Este
ultimo es sustrato de B galactosidasa y genera un producto azul al ser hidrolizado por
la enzima. Habitualmente, la insercidn de un fragmento en el sitio de clonado del
plasmido impide esta a-complementacién al producir un 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 expresidon 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.

En condiciones de esterilidad, las colonias blancas seleccionadas fueron crecidas en
tubos conteniendo 4ml de medio LB-Ampicilina durante toda la noche a 37 2C con

agitacion a 220 rpm.

4.4.9.5 Extraccion del ADN plasmidico por Lisis Alcalina

La extraccion de ADN plasmidico de bacterias transformadas se realizd por Lisis
Alcalina. Para ello el cultivo crecido durante toda la noche se centrifugd a maxima
velocidad durante 3 minutos y se aspird su sobrenadante. El pellet se resuspendio
primero en una solucién fria P1 [50 mM Glucosa 25 mM Tris-Cl (pH 8,0) 10 mM EDTA
(pH 8,0)]. A cada tubo se le agregd 200 pl de solucién fresca P2 [0,2 N NaOH 1% (w/v)
SDS] vy se dejo reposar en hielo por 5 min. Luego se incorporaron 150 ul 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 min en hielo, y se centrifugaron los tubos a 4 2C a maxima
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velocidad por 8 min. Se conservo el sobrenadante que presenta el ADN plasmidico y se
le incorporaron 800 ul de EtOH al 100%. Se centrifugd a 4 2C a maxima velocidad por 5
min donde el ADN se precipitd en el pellet. Se removid el sobrenadante y se lavé el
pellet con 500 ul de EtOH 70%. Luego de 5 min en hielo se centrifugd a 4 2C a maxima
velocidad por 2 min. 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
solucién conteniendo 35 pl de agua pura Milli-Q y 1 ul de la enzima ARNasa (10
mg/ml). Por ultimo se dejé incubando a 65 °C por 10 min, temperatura 6ptima donde

es activa la ARNasa.

4.4.9.6 Confirmacion de clones positivos

Se visualizaron los insertos luego de una digestién con enzimas de restricciéon. Para ello
se seleccionaron las minipreps cuyos vectores contienen el inserto a modo de poder
discriminar las bandas al momento de correr la digestion en un gel de agarosa.
La digestion se realizd en un volumen final de 20 ul conteniendo: 4 ul del ADN
producto de la Miniprep, 0,5 pl de enzima de restriccon EcoR1 (10 U/ul), 2 pl de su
solucion buffer 10X correspondiente y H,O pura Milli-Q suficiente para completar el

volumen final. El mix de reaccidn se dejé a 37 2C durante toda la noche.

4.4.10 Secuenciacion

La secuenciacién de los productos de PCR fue realizada en el Servicio de Secuenciacién
de la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur de Montevideo. Se
secuenciaron ambas hebras de los pldsmidos purificados utilizando los oligos
universales T7 y SP6 mediante el kit Big Dye DNA sequencing kit (Perkin-Elmer) en un

secuenciador 373 DNA Sequencer (Perkin-Elmer).
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4.4.11 Analisis filogenéticos

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994). Una vez obtenido el alineamiento, se utiliz6 el programa Model Generator
(Keane et al., 2006) para identificar el modelo evolutivo éptimo para describir al
conjunto de secuencias. Mediante dos aproximaciones (Akaike information criteria y
hierarchical likelihood ratio test), se indicd que el modelo de sustitucién nucelotidico
HKY + I" es el que mejor se ajusta a nuestros datos de secuencia. Utilizando este
modelo se procedio a la construccidn de arboles filogenéticos de maxima verosimilitud
mediante el programa PhyML (Guindon et al., 2005). Como medida de la robustez de
cada nodo se utilizé el método alLRT (approximate Likelihood Ratio Test), que asume
que la rama en estudio provee una verosimilitud significativa en contra de la hipdtesis
nula, que implica el colapso que esta rama del arbol filogenético dejando el resto de la
topologia idéntica (Anisimova y Gascuel.,, 2006). El aLRT se calculd utilizando tres
enfoques diferentes: (a) calculos de minimos cuadrados, (b) un procedimiento del tipo
Shimodaira-Hasegawa (SH-like) (Shimodaira y Hasegawa., 2001; Shimodaira., 2002)
gue es no paramétrico, y (c) una combinacién de ambos (SH-like y calculos de minimos
cuadrados), que es la opcidon mas conservadora para estos calculos. Ademas, se utilizo

el método de bootstrap.

4.4.12 Modelado estructural 3D de la proteina gp 51 de VLB

Un modelo 3D de homologia estructural del RBD de gp 51 fue realizado utilizando el
programa MODELLER version 9v6 (Picard et al., 1997). Se utilizé la estructura
cristalografica mas cercana a modo de patrén (PDBID: 1 AOL_A, identidad de 12,3%),
correspondiente al RBD de la glicoproteina env del Virus de la Leucemia Murina de
Friend (F-MLV-RBD) (Fass et al., 1997). La secuencia que contiene el presunto RBD de
gp 51 de VLB (posiciones de aminodacidos 1-152) fue alineada con F-MLV-RBD
utilizando Clustal W (Thompson et al., 1994) y luego corregida manualmente para
eliminar posibles errores de alineamiento, comparando con alineamientos de

secuencias de proteinas relacionadas que se encuentran en la base de datos Pfam
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(Finn et al., 2006). El modelado se realizd mediante la ejecucion de una rutina
automatizada de modelado comparativo, y el mejor modelo generado fue elegido a
partir de su menor energia de DOPE (Discrete Optimized Protein Energy). Para mejorar
la precisidn, una segunda ronda de optimizacién fue realizada utilizando las secuencias
de comandos apropiadas del programa MODELLER mediante la inspeccion/correccidon
manual de elementos de estructura secundaria, basado en relaciones estructura-
secuencia entre RBDs de F-MLV y VLB. Cinco modelos fueron obtenidos, y el de menor
valor de DOPE fue seleccionado. La visualizacidn, correccion manual y preparacién de

la figura fue realizada con el programa PyMOL (http://www.pymol.org).

4.4.13 Numeros de acceso de secuencias nucelotidicas

Las secuencias reportadas en este trabajo fueron subidas a la base de datos EMBL
Database. Los nombres, nimeros de acceso y la ubicacién geografica de todas las

secuencias implicadas en este estudio, se indican en la Tabla 1.



Tabla 1. Tabla de secuencias. En la tabla se puede observar el nombre de la secuencia, el numero de acceso y el pais de aislamiento de estirpes de VLB utlizadas en este trabajo.

Nombre [Pais de aislamiento| Numero de acceso Nombre [Pais de aislamiento| Numero de acceso [ Pais de aislamiento|[ Numero de acceso | Pias de aislaminto [Numero de acceso
Uru LO1VI Uruguay FM955545 Uru LO3I Uruguay FM955550 Argentina AB099319 Brasil DQO059419
Uru LO1VII Uruguay FM955546 Uru LO3III Uruguay FM955551 Argentina AB099320 Brasil DQ059420
Uru LO1VIII Uruguay FM955547 Uru LO7I Uruguay FM955569 Argentina AB099321 Brasil DQO059421
Uru LO1IX Uruguay FM955548 Uru LO7II Uruguay FM955570 Argentina AB099322 Chile AY515273
Uru LO1X Uruguay FM955549 Uru LO7III Uruguay FM955571 Argentina AB099323 Chile AY515274
Uru LOSI Uruguay FM955577 Uru LO7V Uruguay FM955572 Argentina AB099324 Chile AY515275
Uru LO9II Uruguay FM955578 Uru LO7VI Uruguay FM955573 Argentina AB099325 Chile AY515276
Uru LO9VI Uruguay FM955581 Uru LO7VII Uruguay FM955574 Argentina AB099326 Chile AY515277
Uru LO9XI Uruguay FM955582 Uru LO7VIII Uruguay FM955575 Argentina AB099327 Chile AY515278
Uru LO9XXI Uruguay FM955583 Uru LO7IX Uruguay FM955576 Argentina AF257515 Chile AY515279
Uru CO5I Uruguay FM955552 Argentina AB099305 Argentina AF485773 Chile AY515280
Uru COSII Uruguay FM955553 Argentina AB099306 Argentina AF547184 Costa Rica EF065635
Uru CO5III Uruguay FM955554 Argentina AB099308 Argentina FJ808588 Costa Rica EF065636
Uru CO5IV Uruguay FM955555 Argentina AB099309 Argentina FJ808589 Costa Rica EF065637
Uru CO5V Uruguay FM955556 Argentina AB099312 Argentina FJ808590 Costa Rica EF065639
Uru CO6I Uruguay FM955557 Argentina AB099313 Argentina FJ808591 Costa Rica EF065640
Uru CO6I1 Uruguay FM955558 Argentina AB099314 Argentina F1808592 Costa Rica EF065643
Uru CO6lII Uruguay FM955559 Argentina AB099316 Argentina FJ808593 Costa Rica EF065645
Uru CO6IV Uruguay FM955560 Argentina AB099317 Argentina FJ808594 Costa Rica EF065654
Uru CO6VI Uruguay FM955561 Argentina AB099318 Argentina FJ808595 Costa Rica EF065655




Tabla 1. Tabla de secuencias. En la tabla se puede observar el nombre de la secuencia, el numero de acceso y el pais de aislamiento de estirpes de VLB utlizadas en este trabajo.

Nombre [Pais de aislamiento| Numero de acceso | Pais de aislamiento | Numero de acceso | Pais de aislamiento | Numero de acceso | Pias de aislaminto | Numero de acceso

Uru 7 Uruguay FM209474 Argentina AF257515 Argentina FJ808596 Francia M35238
Uru 13 Uruguay FM209475 Argentina AF485773 Argentina FJ808597 Francia M35239
Uru 18 Uruguay FM209473 Argentina AF547184 Argentina FJ808598 Italia $83530
Uru 24 Uruguay FM209472 Argentina FJ808571 Austria D00647 Japon EF065646
Uru 33 Uruguay FM209470 Argentina FJ808572 Bélgica AF503581 Japon EF065650
Uru 34 Uruguay FM209469 Argentina FJ808573 Bélgica EF065638 Japon EF065651
Uru 38 Uruguay FM209471 Argentina FJ808574 Bélgica M35240 Japon EF065652
Uru MC Uruguay FIM209468 Argentina FJ808575 Bélgica M35238 Japon EF065653
Uru 1JD Uruguay FM955567 Argentina FJ808576 Bélgica K02251 Japon EF065657
Uru 1rl Uruguay FM955563 Argentina F1808577 Brasil AF399702 Japon EF065658
UrulR2 Uruguay FM955564 Argentina FJ808578 Brasil AF399703 Japon EF065659
Uru8JD Uruguay FM955565 Argentina FJ808579 Brasil AF399704 Japon EF065660
Uru9JD Uruguay FM955566 Argentina FJ808580 Brasil AY185360 Japon EF065661
UrullJD Uruguay FM955568 Argentina FJ808581 Brasil AY277947 Japon EF065662
Uru1100 Uruguay FM955562 Argentina FJ808582 Brasil AY283061 Japon K02120
Uru LO1I Uruguay FM955540 Argentina FJ808583 Brasil AY283060 USA M35239
Uru LO1II Uruguay FM955541 Argentina F1808584 Brasil DQ059415 USA M35242
Uru LO1III Uruguay FM955542 Argentina FJ808585 Brasil DQ059416 USA EF065641
Uru LO1IV Uruguay FIM955543 Argentina FJ808586 Brasil DQ059417 USA EF065642
Uru LO1V Uruguay FM955544 Argentina FJ808587 Brasil DQ059418 USA EF065644
USA EF065647 USA EF065648 USA EF065649 USA EF065656




Variabilidad genética de VLB en Uruguay y en la Region

4.5 Resultados

4.5.1 Ensayo de ELISA

Los resultados del ensayo de ELISA para los sueros bovinos pueden observarse en la

tabla 2. De un total de 425 sueros analizados se detecté un 71,5% de muestras

positivas para VLB. Por otro lado 111 de los sueros, que corresponde a un 26,1%

fueron negativos, y solamente 10 muestras (2,4%) se catalogaron como “borde”, una

categoria indeterminada por su D.O.

Tabla 2. Resultados de los ensayos de ELISA.

edad Positivos (%) Borde (%) Negativos (%) Total (%)
<6 meses 14 (25,9%) 3 (5,6%) 37 (68,5%) 54 (100%)
<1 afio 22 (40,7%) 0 (0,0%) 32 (59,3%) 54 (100%)
1-2 afos 38 (53,6%) 3 (4,2%) 30 (42,2%) 71 (100%)
Vacas 229 (93,9%) 4 (1,6%) 11 (4,5%) 244 (100%)
Toros 1 (50,0%) 0 (0,0%) 1 (50,0%) 2 (100%)
Total 304 (71,5%) 10 (2,4%) 111 (26,1%) 425 (100%)

4.5.2 Amplificacion por PCR del gen env gp 51

Luego de realizar el ensayo de serologia, fueron seleccionadas las muestras de sangre

entera positivas, para la extraccién de ADN de las PBMC y posterior amplificaciéon y

clonacién del fragmento env gp 51. Los mismos fueron clonados de forma exitosa y la

seleccidn de los clones positivos se realizo a través de la digestién con enzima EcoR1.

Los resultados de la digestion se observan en la figura 6.
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Figura 6. Gel de agarosa para la visualizacion del inserto env gp 51 por digestion con enzimas de restriccion. Se
puede apreciar en el carril 1 el marcador de peso molecular de 1Kb; en el carril 2 un control negativo y en los
carriles 3 al 12 se observan las bandas correspondientes al vector a 3 Kb y al inserto a 900pb.

4.5.3 Analisis filogenéticos de cepas de VLB

Con el objetivo de estudiar el grado de variabilidad genética de las estirpes de VLB
aisladas en la regiéon Sudamericana, se obtuvieron secuencias completas del gen env
gp 51 de 8 cepas de VLB aisladas en Uruguay. Estas secuencias fueron alineadas con 31
secuencias correspondientes de cepas aisladas en Argentina y Brasil, asi como 37
secuencias de cepas aisladas en otras regiones geograficas, representando todos los

genotipos de VLB.

Una vez obtenido el alineamiento, se construyeron darboles filogenéticos de maxima
verosimilitud utilizando el modelo de sustitucidén nucleotidica HKY + I'. Los resultados

de estos estudios se muestran en la figura 7.

Todas las cepas en el arbol se agrupan en 7 clados, que representan los siete genotipos
descriptos recientemente (Rodriguez et al., 2009). Todos los clados estan apoyados por
altos valores de alLRT (ver Figura 7). Las estirpes aisladas en Uruguay se agrupan con
variantes del genotipo 1 (ver Figura 7, centro). Las cepas aisladas en Argentina se
asignaron a los genotipos 1, 2, 4 y 6, siendo el genotipo 2 exclusivamente representado
por cepas de este pais (ver Figura 7, abajo). Las cepas aisladas en Brasil fueron
asignadas a los genotipos 1 y 6, siendo el primero representado exclusivamente por

cepas aisladas en Argentina y Brasil (ver Figura 7, parte inferior). Los resultados de
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estos estudios sugieren la diversificacion de las cepas de VLB en cuatro genotipos

diferentes.
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Recientemente, una cantidad significativa de secuencias parciales del gen env gp 51,
han sido obtenidas a partir de cepas aisladas en Argentina, Brasil y Chile (Felmer et al.,
2005; Monti et al., 2005; Camargos et al., 2007). En este trabajo, se obtuvieron 42
secuencias parciales del gen env gp 51 a partir de muestras aisladas en Uruguay. Con el
objetivo de conocer el grado de variabilidad genética de VLB en la regién, asi como
para establecer la utilidad de secuencias parciales del gen env gp 51 para el
establecimiento de relaciones filogenéticas, se repitieron los mismos estudios
utilizando 123 secuencias de cepas aisladas en América del Sur (para 33 de ellas, su
genotipo se habia establecido con anterioridad utilizando secuencias completas del
gen env gp 51) y 24 secuencias de cepas de VLB aisladas en otras regiones,
representando todos los genotipos de VLB ( para las que también se ha establecido su
genotipo con anterioridad) (Rodriguez et al., 2009). Los resultados de estos estudios se

muestran en la figura 8.

Se puede apreciar nuevamente que todas las cepas incluidas en estos estudios fueron
asignados a siete linajes genéticos, correspondientes a los siete genotipos de VLB
establecidos recientemente (Rodriguez et al., 2009). Todos estos grupos fueron
apoyados por altos valores de aLRT (ver Figura 8). Todas las cepas de VLB aisladas en
Uruguay fueron asignados al genotipo 1, de acuerdo con los resultados anteriores

utilizando secuencias completas del gen env gp 51 (comparar Figuras 7 y 8).

Una situacion diferente se puede apreciar en el caso de Argentina, donde al menos
tres genotipos diferentes co-circulan (1, 2 y 4). Todos los cepas del genotipo 2 incluidas
en estos estudios proceden de aislamientos realizados en Argentina (ver Fig. 3, centro).
Esto también concuerda con los resultados encontrados utilizando secuencias

completas del gen env gp 51 (comparar Figuras 7 y 8).

Curiosamente, la cepa S83530 aislada en Italia, que es la Unica cepa propuesta del
genotipo 7 de VLB, comparte un clado con un alto apoyo estadistico con cepas de VLB
aisladas en Chile y Brasil (ver Figura 8, abajo). Este hallazgo sugiere que este genotipo
de hecho existe y estd presente en la region de América del Sur. Al menos cuatro

genotipos distintos (1, 5, 6 y 7) circulan en Brasil (ver Figura 8). Este resultado es
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concordante con estudios previos de variabilidad genética de VLB realizados en Brasil

(Camargos et al., 2002; Camargos et al., 2007).

Por otra parte, dos genotipos diferentes se encontraron en Chile (4 y 7). Las cepas
chilenas del genotipo 4 comparten una estrecha relaciéon genética entre ellas en
relacion con las demas variantes de este genotipo. Esto concuerda con el grupo
genético especifico para cepas aisladas en Chile que fue propuesto por Felmer y
colaboradores (Felmer et al., 2005). Tomando todos estos resultados en su conjunto,
podemos detectar la presencia de los siete genotipos VLB en la regién de América del

Sur.
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4.5.4 Sustituciones aminoacidicas en la proteina env gp 51 de cepas de

VLB aisladas en Sudameérica

Para observar los cambios de aminoacidos observados en las cepas de VLB aisladas en
América del Sur, procedimos a alinear secuencias parciales del gen env gp 51 de
estirpes aisladas en la regidn, usando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994) y
posteriormente se tradujeron las secuencias nucleotidicas a aminodacidos utilizando el
programa MEGA 4 (Kumar et al., 2007). Los resultados de estos estudios se muestran

en la figura 9.

Se puede apreciar que las sustituciones de aminoacidos en la proteina gp 51 de las
cepas de VLB aisladas en América del Sur no estan dispersos a lo largo de toda la
proteina, sino que en su mayoria se sitian en el segundo dominio de neutralizacién de
la proteina gp 51 (ver Figura 9). Una sustitucidn significativa puede observarse en
algunas cepas aisladas en Uruguay y Brasil en la posicién 134 de la proteina gp 51,
donde se sustituyd el acido aspartico (D) por una asparagina (N) (ver Figura 9). Estas
cepas también comparten una sustitucion de fenilalanina (F) por una serina (S) en la
posicion 146. Las cepas aisladas en la Argentina y algunas de las cepas aisladas en

Brasil, comparten una sustitucién de N a D en la posicidn 141 de gp 51 (ver Figura 9).

4.5.5 Modelado 3D del RBD de env gp 51

Los cambios de aminodcidos en la proteina gp 51 de las cepas de VLB aisladas en
América del Sur, sumado al claro agrupamiento filogenético que deriva del analisis de
una region clave en las propiedades fusogénicas del virus y en su reconocimiento por
parte del sistema inmune (Callebaut et al.,, 1993), nos llevd a generar un modelo
tridimensional de la proteina y asi poder mapear y evaluar de una forma mas detallada
la posible implicancia de estas mutaciones. Hasta la fecha, la informacién estructural
sobre una glicoproteina de la envoltura retroviral codificada sélo esta disponible para
el RBD N-terminal del virus F-MLV. El plegamiento general de RBD se caracteriza por

un nucleo compuesto por una hoja-8 antiparalela, con alternancia de bucles intra-
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hebra y regiones helicoidales (llamados VRA, VRB y VRC), que determinan el tropismo
viral. Sin embargo, la falta de identidad de secuencia significativa entre las proteinas
de VLB y el F-MLV ha dificultado la fiabilidad de los modelos del RBD de gp 51. Para
generar un modelo 3D de VLB-gp 51, hemos seguido un enfoque de modelado
estructural basado en la idea de que a pesar de una baja similaridad, ambas proteinas
deben compartir un modelo de plegamiento polipeptidico en comun. De esta forma se
realizdé el modelado de homologia con el programa MODELLER, utilizando un
alineamiento entre secuencias del RBD de F -MLV y otras secuencias RBD retrovirales
existentes en las bases de datos (descripto en detalle en Materiales y métodos
previamente). Nuestro modelo presenta el tipico pliegue del RBD, con una hoja-8
antiparalela central y segmentos de hélice-bucle similar a las regiones variables VRA,
VRB, y VRC (Figura 10). Una diferencia notable surge del hecho de que la longitud del
RBD de VLB es mas corta que la de F-MLV, lo que resulta en un segmento del tipo-VRA
pequefio. Todas las sustituciones aminoacidicas encontradas en la proteina env gp 51
de VLB aislados en Sudamérica estdn expuestas en la superficie del segundo epitope
neutralizante, una ubicacién que sugiere una posible implicancia en la respuesta de
anticuerpos neutralizantes. Esto implica que puede ocurrir un reconocimiento inmune

diferencial entre cepas de VLB de diferentes localizaciones geograficas.
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Figura 10 Modelo 3D de la proteina env gp 51 de VLB. A) Un modelo tridimensional de la RBD de VLB-gp 51 generado sobre la base de similitud de secuencias con la estructura de rayos X de F-MLV-
RBD (ver Material y Métodos). Se indican las posiciones de las sustituciones de aminodcidos encontrados en cepas de VLB aisladas en Uruguay. B) Representacion en volumen del presunto gp 51-RBD de
VLB. Las mutaciones indicadas en A) se sefialan en azul para resaltar su exposicion al solvente. Ambos residuos estdn espacialmente contenidos en la superficie accesible del RBD, indicandose en

amarillo el segundo dominio neutralizante.
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4.6 Discusion

Se ha asumido que VLB exhibe una alta estabilidad genética. Este bajo grado de
variabilidad genética puede explicarse por el hecho de que VLB replica su ADN proviral
principalmente por medio de la replicacion mitdtica de las células B infectadas, con

una menor participacion por parte de la transcripcién reversa viral.

Los primeros estudios sobre la composicion de aminoacidos de env gp 51 de VLB
mostraron regiones altamente conservadas en esta proteina de diferentes cepas
(Portetelle et al., 1989; Coulson et al., 1990; Mamoun et al., 1990). Sin embargo,
estudios mas recientes revelaron que el grado de variabilidad genética de VLB es
mayor que lo estimado anteriormente (Licursi et al., 2003; Felmer et al., 2005; Zhao y
Buehring., 2007 Rodriguez et al., 2009). En base al analisis de regiones completas del
gen env de VLB, se ha propuesto recientemente una nueva clasificacion de este virus
en 6 genotipos distintos, con la posibilidad de un séptimo (Rodriguez et al., 2009). Los
resultados de nuestros estudios concuerdan con este reporte, revelando la presencia
de siete grupos genéticos de VLB y confirmando por primera vez que circulan en la

region Sudamericana (ver Figura 8).

La presencia de mas de un genotipo de VLB en esta region geografica puede ser
explicada por las actuales tendencias comerciales de ganado (Camargos et al., 2007;
Zhao y Buehring., 2007). El hecho de que el gen env gp 51 codifica para la proteina de
superficie de la envoltura de VLB, que naturalmente estd sometida a presiones del
sistema inmune y procesos de seleccion (Portetelle et al., 1989), hacen que esta region
contenga informacién clave para la realizacién de inferencias filogenéticas (Zhao y
Buehring., 2007). En este trabajo realizamos andlisis filogenéticos con la regién
completa y con regiones parciales del gen env gp 51, y éstas fueron comparables, lo
gue revela la utilidad de estas secuencias parciales para la determinacién de relaciones

filogenéticas entre distintas cepas de VLB (comparar las Figuras 7 y 8).

Diferentes situaciones epidemioldgicas se han encontrado en diferentes paises de

América del Sur (Figura 7). Mientras todas las cepas de VLB aisladas en Uruguay
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pertenecen al genotipo 1, por lo menos cuatro genotipos diferentes circulan en Brasil
(1, 5, 6 y 7), tres en Argentina (1, 2 y 4) y dos en Chile (4 y 7). No hay cepas del
genotipo 3 de VLB que hayan sido incluidas en estos estudios (ver Figuras 7 y 8). Todas
las estirpes del genotipo 2 analizadas fueron aisladas en Argentina (ver Figuras 7 y 8),
lo que revela el agrupamiento area geografica especifico de ciertas cepas de VLB. En el
caso de Chile, algunas de las cepas alli aisladas se asignan al genotipo 4, mientras que
otras comparten una estrecha relacidon genética con la cepa S83530, que habia sido
reportado como el Unico miembro del genotipo 7 (Rodriguez et al., 2009), (ver Figura
8, abajo). Esto apoya la posibilidad de que este genotipo exista y esté presente en la

region de América del Sur.

Un importante nimero de las sustituciones aminoacidicas en la proteina gp 51 de
cepas de VLB aisladas en América del Sur, mapean en el segundo dominio de
neutralizacion de esta proteina, lo que concuerda con analisis evolutivos realizados
recientemente (Zhao y Buehring., 2007; Rodriguez et al.,, 2009), (véase también la
Figura 9). Se ha informado que este dominio podria estar involucrado en la interaccion
de gp 51 con el receptor expresado en la membrana de las células del hospedero, por
lo que esta region esta directamente implicada en la unién del virus, y por ende, en la
infectividad de éste (Callebaut et al.,, 1993; Gatot et al., 2002). En particular, dos
cambios aminoacidicos en las posiciones 134 (D-N) y 146 (F-S), son compartidos entre
una cepa brasilefia y la mayor parte de las cepas uruguayas (ver Figura 9). Para
comprender en mayor medida la implicancia de la ubicacion de estos mutaciones,
hemos generado un modelo tridimensional del presunto RBD de gp 51 de VLB, en base
a la informacion de la estructura cristalografica del RBD de F-MLV (PDB: 1A0L) que se
utilizé como patrén (Figura 10). Como se muestra en el modelo, las sustituciones de
aminodcidos se encuentran en el segundo dominio de neutralizacion de la proteina env
gp 51 de las cepas de VLB aisladas en la regién Sudamericana, ubicdndose sobre la
superficie de la molécula. En particular, el cambio de aminoacidico en la posicién 134
(D a N) cambia la carga neta de un bucle (véase la Figura 10). Varios inmunoensayos
disefados para la deteccion de anticuerpos anti-VLB utilizan como antigeno a gp 51.

Sin embargo, se ha informado de que varios animales fueron positivos por PCR pero
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negativos por andlisis serolégicos (Monti et al.,, 2005). En particular, Fechner y
colaboradores, (Fechner et al., 1997) observaron que algunas variantes de VLB no eran
detectadas por anticuerpos mediante métodos serolégicos y propusieron que la
variabilidad de secuencia de cepas de VLB puede dar lugar a diferencias antigénicas
gue podrian afectar a la identificacién seroldgica viral en las poblaciones de bovinos
infectados de diferentes areas geograficas. Sin embargo, otros estudios informaron
gue no hay una correlacién entre el genotipo de VLB y el estado serolégico de los
animales infectados, sugiriendo que la diferencia en la respuesta inmune antiviral
puede estar relacionada con la etapa de la infeccion y otros factores del hospedero

(Licursi et al., 2002).

Los resultados de estos estudios revelaron un mayor grado de variabilidad genética
que el esperado, con siete genotipos de VLB diferentes circulando en la regién de
Sudamérica. Estos estudios serdn de relevancia para la aplicacion de politicas de
manejo de ganado adecuadas y desarrollo de estrategias antivirales y de vacunacién

adecuadas para la region de América del Sur.
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5. Caracterizacion molecular de genomas
completos de VLB extraidos de
Linfosarcoma.
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5.1 Resumen

El VLB es un miembro oncogénico de la familia Retroviridae, y como se menciond
anteriormente es responsable de la generacién de linfosarcomas en hasta un 10 % de
las vacas infectadas. Asimismo, es ampliamente aceptado que la mayoria de los
canceres resultan de multiples eventos celulares que tornan hacia la malignidad 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 de
otros origenes. Extranamente, no se ha reportado aun genomas completos de este
virus extraido directamente de linfosarcomas de vacas que presentan la manifestacion
tumoral de esta enfermedad. Con el fin de contribuir a la comprensién de los
mecanismos de leucemogénesis que induce VLB en el ganado, es necesario realizar
una detallada caracterizacién de genomas completos de estirpes aisladas directamente

de linfosarcomas.

En este estudio, se realizd el andlisis y caracterizacién molecular de genomas
completos de cepas de VLB aisladas directamente de linfosarcomas de vacas
infectadas. Se encontrd una sustitucidn nucleotidica en el elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE) localizado en la regién 5'LTR. Por otro lado, sustituciones
aminoacidicas en Tax, previamente reportadas y asociadas al incremento de la
transcripcion viral, no fueron encontradas en este trabajo. Sin embrago, otras

sustituciones en esta proteina si fueron reportadas.

Consiguientemente, encontramos sustituciones de aminodcidos en las proteinas de
nucleocapside, gp51 y G4. Asimismo, se observd también codones prematuros de
terminacion en R3. Estas mutaciones o sustituciones de aminoacidos encontradas,
podrian estar favoreciendo la supresion de la expresion viral en las células B

infectadas, como una estrategia para evadir una respuesta inmune efectiva.
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5.2 Marco tedrico de la investigacion

El genoma de VLB, tal como se menciond en el capitulo 1, estd constituido por dos
copias idénticas de ARN, simple hebra, de polaridad positiva, unidas no
covalentemente por el extremo 5’, dando lugar a la formacién de un dimero. El mismo
tiene un tamafio de aproximadamente 8700 nucledtidos (Sagata, 1985b). En el mismo,
pueden destacarse importantes regiones involucradas en la regulacién y morfogénesis
viral, las cuales son de gran interés para estudiar su variabilidad genética y mutaciones
diferenciales de relevancia, como por ejemplo las regiones LTR. Dichas regiones son
idénticas entre si y estan organizadas en 3 zonas denominadas U3-R-U5, 5" a 3’
respectivamente. Se encuentran ubicadas a ambos extremos del genoma proviral y
contienen secuencias regulatorias de importancia en la interaccidn virus-hospedero y
durante los procesos de iniciacion de la transcripcion y maduracién post-

transcripcional (Xiao, 1998; Kiermer, 1998).

Por otro lado la regidn X presenta especial importancia en cuanto a la regulacion y
activacion de la transcripcién viral (Zhao et al, 2007; Dube et al., 2009). La regidén X
(también denominada pXBL) del genoma del VLB se localiza entre la regiéon envy el LTR
en posicién 3’ y es encargada de codificar la regién 3” de las proteinas reguladoras del
virus. Estas proteinas son cuatro: Tax, Rex, R3 y G4. Rex es una fosfoproteina nuclear
de regulacidon post-transcripcional, que actua estabilizando y permitiendo Ia
exportacion hacia el citoplasma de los ARNs gendmicos y de los ARNs mensajeros que
codifican para las proteinas estructurales. R3 estaria implicada, al igual que Rex, en la
regulacién post-transcripcional de la expresion viral. Por otro lado, G4 esta localizada
en el nucleo y la mitocondria; se cree que estd implicada en la transformacién celular.
R3 y G4 no son indispensables para la infectividad in vivo pero la integridad de estos
genes es esencial para la propagacion eficiente de la infeccion dentro del hospedero
(Gillet et al., 2007). Finalmente Tax es un activador transcripcional viral que aumenta la
unién de factores de transcripcion al ADN, promoviendo de esta forma, la sintesis de
proteinas virales. Se localiza principalmente en el ndcleo. La proteina Tax presenta

también un potencial oncogénico, actuando en cooperacién con la oncoproteina Ha-
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ras en la transformacion completa de fibroblastos embrionarios de rata primarios
(Willems et al., 1990). Las funciones de transactivacion y de inmortalizaciéon pueden
ser disociadas mediante la introduccion de mutaciones inducidas in vitro en regiones

especificas de la proteina (Willems et al., 1992).

Los principales elementos reguladores a nivel del genoma viral son tres copias de una
secuencia potenciadora, no estrictamente conservada, de 21 pb ubicada en el 5” LTR,
denominadas elementos de respuesta a Tax (TXRE). Los TxREs son esenciales para la
respuesta del promotor a Tax (Derse, 1987). Es de destacar que Tax no se une
directamente al TxRE sino que interactua con proteinas celulares como ser los factores
de transcripcion CREB, ATF-1 y ATF-2 (Adam et al.,, 1996). Ha sido demostrada la
existencia de variantes genéticas de Tax que determinan algunas diferencias en el
comportamiento biolégico del VLB (Dube et al., 2009), a su vez algunos mutantes de
Tax provenientes de aislados naturales presentan variacion en su capacidad de
transactivacion (Tajima y Aida., 2000).

Sin embargo, hasta el momento no se han vinculado variantes naturales del virus
asociadas a las diferentes expresiones clinicas de la enfermedad. En este sentido la alta
prevalencia de la LBE en nuestro pais constituye una ventaja por la posibilidad de la

presencia de este tipo de variantes virales.

Es sumamente importante destacar que en la actualidad solo existen 5 genomas
completos disponibles en la base de datos, de los cuales 1 es proveniente de un cultivo
celular persistentemente infectado (FLK), con el cual también contamos en el
laboratorio y usamos como control positivo, otro es obtenido mediante la infeccidn
experimental de una oveja (Dube et al 2009) y es de origen argentino y solamente 3
son salvajes (algunas sin ser la secuencia completa en su totalidad). Estas son estirpes
virales de Argentina, Japén y USA-Bélgica y ninguna es proveniente de un
linfosarcoma. (Rice et al., 1985; Sagata et al., 1985; Dube et al., 2000). Por otro lado
hay secuencias que no estan completas pero han sido muy importantes para el avance
en el estudio de la gendmica de este virus como es una cepa Australiana (Coulston et

al., 1990).
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Es por esta razén que el estudio y caracterizacién molecular de diferentes genomas
virales presentes en bovinos que padezcan la presentacion tumoral de la enfermedad

puede ser clave para entender la patogenia de la misma.

5.3 Objetivo

El objetivo de este capitulo es contribuir al conocimiento de la biologia del Virus de la
Leucosis Bovina y el proceso de leucemogénesis que el mismo provoca, mediante un
analisis gendmico basado en la caracterizaciéon molecular y estudio exhaustivo de
estirpes virales presentes en bovinos infectados que presenten la manifestacién clinica

tumoral de esta enfermedad.

Para alcanzar este objetivo nos basamos en los siguientes puntos de trabajo, los cuales

se detallan a continuacion:

1- Puesta a punto y optimizacion de diferentes metodologias para la amplificacion,

clonacion y secuenciacion del genoma completo de VLB.

2- Caracterizar genomas virales presentes en bovinos infectados con la manifestacion
tumoral de la enfermedad, linfosarcoma, con especial énfasis en regiones gendmicas

claves como son el 5°LTR, env y tax.

3- Estudiar el grado de variabilidad genética de las estirpes de VLB que circulan en el
Uruguay utilizando genomas completos, comparando nuestras estirpes con estirpes
pertenecientes a diferentes regiones geograficas y comparando las mismas con

genomas completos de otros miembros del género Deltaretrovirus.
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5.4 Materiales y Métodos

5.4.1 Procesamiento de Muestras

El diagnodstico de animales con linfosarcoma fue realizado por veterinarios
especializados, Una vez refugados se procedio a la necropsia correspondiente de modo
de obtener las muestras de tumor solido. Las mismas pertenecieron a 2 vacas de
establecimientos diferentes y fueron cedidas para la realizacion de este trabajo. A

partir de éstas, se realizd la caracterizacion molecular de diferentes genomas virales.

5.4.2 Extraccion de ADN y PCR anidada

Se realizd la extraccion de ADN gendmico a partir de las muestras de tumor solido
mediante digestion con proteinasa K y precipitacion con NaCl, segin protocolo
modificado de Miller, Dykes y Polesky (1988). Luego, se realizé un ensayo de PCR
anidada confirmatoria para amplificar una region altamente conservada del gen env
que codifica para la glicoproteina de superficie gp51 de la envoltura viral del VLB (ver
punto 4.4.6).

En todos los ensayos como control positivo se utilizé ADN de células FLK (Fetal Lamb
Kidney) persistentemente infectadas con VLB (Van der Maaten y Miller, 1975). Como
control sistémico de la presencia de ADN gendmico en las muestras a diagnosticar se
amplificé un fragmento de 400 pb del gen GAPDH para cada muestra (Tiscornia y col.,
2004). Como control negativo se utilizd agua destilada filtrada en lugar de ADN
gendmico. Se cuantificaron las concentraciones de ADN midiendo su absorbancia en el

NanoDrop.
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5.4.3 Amplificacion del genoma completo de VLB

Para la realizacién de la amplificacion del genoma completo de VLB se disefiaron tres
estrategias diferentes y utiliz6 ADN de células FLK para la optimizacion y elaboracion
de un control positivo, asi como también para su implementacion a lo largo de toda la
metodologia. La primera estrategia se basé de un solo juego de oligos : 1F - 5" TGT ATG
AAA GAT CAT GCC GAC 3’ (sentido) y 20R- 5" CTC TCC TGG CCG CTA GAG GGC 3’ (anti
sentido) y se utilizd la enzima TAKARA LA. Las condiciones de amplificacién fueron: 1
min a 94 °Cy 30 ciclos de 5 seg a 98 °C, 1 min a 58 °C y 15 min a 68 °C. El tamafio del
fragmento obtenido fue de 8720 pb aproximadamente (la longitud del genoma

completo de VLB) (ver Figura 11).

—> 8,7kb

i 552 713 1168 1331 1771 1885 2188 2462 2851 3020 3514 3675 4053 4213 4852 4942 571 6228 6379 7252 7347 7858 B177 a7

11F 12R JGPS1 TV R

13F 14R _ GPSIF GPS1R

15F 16R

Figura 11. Estrategia de amplificacién 1. En la figura se observa la estrategia disefiada a fin de amplificar el genoma
completo de VLB en un solo fragmento. Las flechas y dévalos verdes indican los oligos especificos (sentido y
antisentido) utilizados (denominados 1F y 20R , respectivamente).Mediante esta estrategia se logra la

amplificacidn de un fragmento de 8720pb.
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La segunda estrategia consta de 2 juegos de primers, el primero 1F - 5" TGT ATG AAA
GAT CAT GCC GAC 3" y GP51 R - 5-CGA CGG GAC TAG GTC TGA CCC- 3 y el segundo
GP51 F-5"-ATG CCY AAA GAA CGA CGG-3" y 20R- 5" CTC TCC TGG CCG CTA GAG GGC 3".
En esta, se utiliza la enzima PHUSION de New England Biolabs. Las condiciones de
amplificacién fueron: 30 seg a 98 °Cy 35 ciclosde 10 seg a 98 °C, 30 seg a 64 °Cy 3 min
a 72 °C. El tamafo de los fragmentos obtenidos es de 5744 pb y 3890 pb

aproximadamente (ver Figura 12).

—_ 5,7kb <

3,8kb <

—

1 552 713 1168 1331 17711885 2188 2462 2851 3020 3514 3675 4053 4213 4852 4942 5744 6228 6379 7252 7347 7859 8177 87N

11F 12R jGP51 TMR

13F 14R _ GPSIF GPS1R

15F 16R

Figura 12. Estrategia de amplificacion 2. En la figura se observa la estrategia disefiada a fin de amplificar el genoma
completo de VLB en dos fragmentos solapados. Las flechas y évalos indican los oligos especificos (sentido y

antisentido). Mediante esta estrategia se logra la amplificacién de dos fragmentos solapados de 5744pb y 3890pb.

Por ultimo la tercera estrategia se basd en la amplificacion del provirus de VLB en 5
fragmentos gendmicos, para la misma se utilizaron los siguientes oligos: 1F-6R
(tamafio de amplicén de 1,8kb); 5F-12R (2,5kb); 11F-GP51R (2,9kb); GP51F-18R (2,5kb)
y TaxF-20R (1,4kb), ver Figura 13. Se utilizd un termociclador en gradiente de

temperatura, las condiciones de amplificacion fueron: 30 seg a 98°C seguido de 30
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ciclos de 10 seg a 98°C (desnaturalizacién), 30 seg a 52°C (para el fragmento 1F-6R) y a
60°C (para los cuatro fragmentos restantes) (annealing), y 3 min a 72°C (extensién)

seguido de una etapa de extensién final de 10 min a 72°C.

2,9kb

1 8kb 2,5kb 2,5kb 1 4kb

ll 552 713 1168 1331 1771 1885 2288 2462 2851 3020 3514 3675 4053 4213 4852 4942 5384 6228 6379 7252 7347 7859 8177 E720

o ) G e

13F 14R GPSI1F PS1R

15F 16R

Figura 13. Estrategia de amplificacién 3. En la figura se observa la estrategia disefiada a fin de amplificar el genoma
completo de VLB en cinco fragmentos solapados. Los oligos especificos utilizados para la amplificacion de cada
segmento se encuentran marcados con évalos de colores que se corresponden con los colores de los fragmentos
amplificados observados en la figura. Mediante esta estrategia se logra la amplificaciéon de cinco fragmentos

solapados de 1,8KB; 2,5KB; 2,9Kb, 2,5Kb y 1,4Kb.

Todas las PCRs fueron realizadas en un volumen final de 50ul conteniendo: 10 ul de
buffer Phusion 5x, 1 ul de dNTPs 10mM (Fermentas®), 1ul de cada juego de los
oligonucledtidos anteriormente mencionados en concentraciones de 10uM cada uno,
0,5ul de enzima PHUSION de New England Biolabs 5U/pl, exceptuando la estrategia de
amplificacién en un solo fragmento en donde se utilizé la enzima TAKARA LA, como se
menciond anteriormente. Fue necesario utilizar 200ng de ADN (1,5ul) proveniente de
cada linfosarcoma par la realizacién de cada una de las reacciones d PCR. Para

completar el volumen final se agregaron 35ul de agua destilada filtrada Milli-Q.
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5.4.4 Clonacidn y secuenciacion de genomas completos de VLB

Los amplicones obtenidos fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al
2%, posteriormente purificados mediante el kit QlAquick PCR Purification de QIAGEN, y
clonados en vectores pGEM-T Easy (Promega, EE.UU.). Luego se transformaron células
Escherichia coli XL1-Blue por electroporacion (BTX Electroporador, Genetronics
Biomédica Ltd). Las colonias positivas se crecieron y posteriormente se purificaron los
plasmidos utilizando el kit GFX DNA purification kit (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
EE.UU.). Se secuenciaron ambas hebras de los plasmidos purificados utilizando los
oligos universales T7 y SP6 mediante el kit Big Dye DNA sequencing kit (Perkin-Elmer)
en un secuenciador 373 DNA Sequencer (Perkin-Elmer). Para ver protocolos detallados
de esta metodologia referirse al punto 4.4.9)

Para la secuenciacién del genoma completo se emplearon oligonucledtidos internos,
los cuales fueron disefiados para la realizacion de este trabajo (ver Tabla 3). (Para ver

protocolo detallado de esta metodologia referirse al punto 4.4.10)
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Tabla 3. En la tabla se observa el nombre de los oligos disefiados y utilizados para la amplificacion y secuenciacién

del genoma completo de VLB. También se denota la secuencia y polaridad de los mismos.

Oligos Secuencias Nucleétidos| Polaridad
O1F tgtatgaaagatcatgccgac 1-21 sentido
02R agcctttgegegcetttgvvgag 692-713 anti sentido
03 F attgatcaccccggaacccta 552-572 sentido
04R ggagatttttccaggcctgaagec 1308-1331 [anti sentido
O5F atgaccagcctaacggcagca 1168-1188 sentido
06 R ctaattcggtcccactaagag 1865-1885 |anti sentido
07 F ttcccattggaaacgagactg 1771-1791 sentido
08 R atttggtttccgtaccgggaa 2442-2462 |anti sentido
09F cgagccacattggattagaac 2288-2308 sentido
10R aattggggatgagatctgcaa 3000-3020 |anti sentido
11F ggtcacaatgttatcaagccc 2851-2871 sentido
12 R aatatgctcctecgtectgtag 3655-3675 | anti sentido
13 F aattgtggccccagatttect 3514-3534 sentido
14 R tgggttatatcggcctgccaa 4193-4213 | anti sentido
51F atgccyaaagaacgacgg 4873-4849 sentido
15F ttgtctcgatggecgaaccca 4053-4073 sentido
16 R ggagcatctccaagtctggat 4922-4942 | anti sentido
51R cgacgggactaggtctgaccc 5724-5744 | anti sentido
17 F agctecteeggeaggetecec 6228-6247 sentido
TMR tcaagggcagggtcggagg 6361-6379 | anti sentido
TAX F caagtgttgttggttgggggcc 7259-7280 sentido
18R ggcaccaggcatcgatggtg 7328-7347 | anti sentido
19F attctacccctaggegagece 7853-7878 sentido
TAXx R ccaagcttcaaaaaaggcgggagagd 8156-8177 | anti sentido

20R ctctcctggecgetagagggce 8700-8720 | anti sentido




Caracterizacion molecular de genomas completos de VLB extraidos de Linfosarcoma

5.4.5 Analisis Bioinformaticos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias previamente descritas,
provenientes de Genbank, EMBL y DDBIJ, utilizando el programa CLUSTAL W
(Thompson et al.,, 1994). Se analizaron exhaustivamente posibles eventos de
recombinacién utilizando dos aproximaciones implementadas en el programa SimPlot
(Lole et al., 1999): a) un analisis de ventana basado en distancia y b) bootscanning
(Salminen et al., 1995). El programa Modelgenerator (Keane et al., 2006) fue utilizado
para determinar el mejor modelo evolutivo que represente los datos de secuencia
obtenidos (utilizaremos como criterio los resultados obtenidos utilizando Akaike
Information Criteria y Hierarchical Likelihood Ratio Test). Una vez determinado el
modelo evolutivo, se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud
(maximum likelihood) utilizando el programa PhyML (Guindon et al., 2005), utilizando
tanto los genomas completos como diferentes genes virales. Como medida de
fiabilidad de los arboles filogenéticos obtenidos, utilizamos el método de bootstraps.

A efectos de observar motivos especificos de secuencias de aminoacidos, las
secuencias de nucledtidos obtenidas se tradujeron automaticamente utilizando el
programa MEGA 5 (Kumar et al., 2006). A efectos de determinar probables secuencias
caracteristicas de determinados clusters o secuencias particulares (sequence
signatures), éstas fueron analizadas utilizando el método de Korber & Myers, tal como
estd implementado en el programa VESPA y que anteriormente nuestro grupo a

utilizado (Korber & Myers, 1992; Moratorio et al.,2007).
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5.5 Resultados y discusion

5.5.1 Amplificacion del genoma completo de VLB

Como mencionamos anteriormente se desarrollaron tres estrategias diferentes para la

amplificacién de los genomas completos de VLB.

Como podemos observar en la figura 14, la primera estrategia permitiéo amplificar los
8720 pb correspondientes al genoma completo de VLB en una unica PCR mediante la

utilizacidon de un unico juego de primers externos y la enzima TAKARA LA

\
23.130
E—
9416 —>
sy W

Figura 14. Amplificacion del genoma completo de VLB . En la figura se observa un gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular A Hind Ill, carril 2: fragmento amplificado

de 8720pb correspondiente al genoma completo de BLV

La segunda estrategia de amplificacion del genoma completo de BLV, se baso en la
utilizacién de 2 juegos de primers y en la utilizaciéon de la enzima PHUSION de New
England Biolabs. Mediante esta estrategia se logré la amplificacién del genoma de BLV
en dos amplicones solapados. El tamafio de los fragmentos obtenidos es de 5744 pby

3890 pb aproximadamente (ver Figura 15).
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Figura 15. Amplificacion del genoma completo de VLB en dos fragmentos solapados. En la figura se observa un
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular de 1KB, carril

2: fragmento amplificado de 3888pb, carril 3 fragmento amplificado de 5744pb.

Por ultimo la tercera estrategia se basd en la amplificacion del provirus de VLB en 5
fragmentos gendmicos solapantes, para la misma se utilizaron 5 pares de oligos

especificos. En la figura 16 se observa el resultado de esta estrategia.
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Figura 16. Amplificacion del genoma completo de VLB en cinco fragmentos solapados. En la figura se
observa un gel de agarosa teflido con bromuro de etidio. En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular de 1KB, en el carril A se observa los amplificados de 1,8Kb, utilizando los oligos 1F y 6R; en el
carril B se observa los amplificados de 2,5Kb utilizando los oligos 5F y 12R; en el carril C se observan los
amplificados de 2,9 Kb, obtenidos con los oligos 11F y gp51R; en el carril D se observan amplificados de
2,5Kb, obtenidos con gp51F Y 18R y en el carril F se puede observar los amplicones de 1,4Kb que se

obtienen con TaxF y 20R. El carril C- corresponde al control negativo de la amplificacion 1F-6R.

5.5.2 Anadlisis filogenético de cepas de VLB utilizando genomas

completos

Con el objetivo de establecer el grado de variabilidad genética existente entre cepas de
VLB aisladas de PBMC y otros origenes, asi como de tumores (obtenidas en este
trabajo), se realizaron estudios comparativos utilizando todas las secuencias de
genomas completos disponibles en la base de datos. Como se aprecia en la Tabla 4,
todas las cepas de VLB comparten una estrecha relaciéon genética entre si. Sin
embargo, se pueden observar diferencias entre las distintas cepas y diferentes

regiones del genoma de VLB.
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Tabla 4. Similaridad nucleotidica y aminoacidica de otras cepas de referencia de VLB con respecto a la estirpe

Uruguaya de VLB, extraida de linfosarcoma °

EF600696 F1914764 K01220 AF033818
Genoma 99.4 96.9 99.1 96.7

LTR 99.7 97.6 99.5 N D

Gag 99.4(99.2) 96.4(97.9) 98.8(98.4)  95.7(97.9)
Pol 99.2(99.3) 97.1(98.4) 98.9(98.4)  97.1(98.7)
Env 99.4(99.6) 96.8(96.9) 99.1(99.2)  96.6(97.5)
Rex 99.8(99.4) 98.2(97.0) 100.0(100.0) 98.4(96.4)
Tax 99.4(99.4) 97.7(97.4) 99.4(99.4)  96.7(96.4)

“ La similaridad es mostrada en porcentaje, la similaridad aminoacidica es mostrada entre paréntesis. N.D: No
disponible

Como abordaje para profundizar en el conocimiento acerca de la evolucién del género
Deltaretrovirus, asi como para establecer las relaciones genéticas definitivas entre las
cepas de VLB y los miembros de este género, se realizaron andlisis filogenéticos
utilizando secuencias del genoma completo. Una de nuestras secuencias fue alineada
con todas las secuencias disponibles de genomas completos de miembros del género
Deltaretrovirus. Se procedié luego a la construccion de arboles de maxima
verosimilitud, utilizando la aproximacién aLRT como medida de robustez de cada nodo.
Los resultados de estos estudios se muestran en la Figura 17. 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 diversificacion genética entre VLB y los demas
miembros del género Deltaretrovirus. Se aprecia también una estrecha relacién
genética entre virus HTLV y STLV, y una relacidon mds distante con el clado de VLB (ver

Fig. 17).
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Figura 17. Arbol filogenético de méaxima 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 al virus que pertenece (HTLV, STLV and VLB). Las cepa de VLB aislada de
linfosarcoma se indican por el nombre en italica. El numero cada uno de los nodos muestra el valor de aLRT. La

barra en la parte inferior del arbol denota distancia.
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5.5.3 Analisis comparativo de la region 5'-LTR de secuencias de VLB de

cepas aisladas a partir de diferentes origenes y de linfosarcomas.

VLB inicia la transcripcion en la union U3-R de 5’-LTR y es inducida por Tax (Derse,
1987). La transactivacion requiere la presencia de tres elementos potenciadores de 21
pb (llamados elementos de respuesta a Tax, TXREs) ubicados en la region U3 del 5’-LTR
(Adam et al., 1994). Cada TxRE contiene una secuencia central, de repetidos de 8
nucleotidos, que corresponde a un elemento de respuesta a AMP-ciclico (CRE)
relativamente conservado, que se une factores celulares de transcripcién como la
proteina de unién a CRE (CREB), la isoformat moduladora de CRE (CREMT), y factores
de activacion de la transcripcion 1y 2 (ATF-1 y ATF-2) (Nguyen et al., 2007). Cada TxRE
también contiene una secuencia de caja E (E-box), con superposiciones de cada uno de
los tres motivos CRE (Calomme et al., 2004).Los sitios E-box se unen a proteinas que
pertenecen a la familia de factores de transcripcion hélice-bucle-hélice basicos (bHLH),
como c-Myc, Max, USF, o TFE3 (Calomme et al, 2002; Massari y Murre, 2000). Un
segmento que contiene sitios de unién de miembros de la familia de proteinas NF-kB
también se ha encontrado en esta regién (Brooks et al., 1995). La regién U3 también
contiene un sitio de unién a PU.1/Spi-B (ETS especifico de células B y macréfagos,
miembro de la familia de proteinas que regulan la transcripcion de numerosos
retrovirus) (Dekoninck et al., 2003) y un elemento de respuesta a glucocorticoides
(GRE) (Xiao y Buehring, 1998). Ademas, la expresion de VLB estda regulada por
secuencias 5'-LTR ubicadas corriente abajo del sitio de iniciacién de la transcripcion:
secuencias activadoras corriente abajo (DAS) de 64 pb, ubicadas en el extremo 3’ de Ia
region R (Kiss-Toth y Unk, 1994) y un sitio de unidon a factores reguladores de
interferén en la regién U5 (Kiermer et al.,, 1998). Todas las posiciones de estos

elementos presentes en 5’-LTR de VLB se pueden apreciar en la Figura 18.

Se compararon la secuencias 5'-LTR de las cepas de VLB obtenidas a partir de
linfosarcomas, con todas las cepas disponibles de VLB aisladas a partir de PBMC,FLK y
de otros origenes para las que se conoce su genoma completo. Este estudio reveld que
esta regién del genoma se encuentra altamente conservada entre las diferentes

estirpes de VLB en estudio (Fig. 18). La uUnica diferencia significativa entre nuestras
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secuencias y las cepas aisladas a partir de otros origenes fue una sustitucion
encontrada en el tercer elemento potenciador de esta regién y en el sitio de unién GRE
(Fig. 18). Previamente se ha 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 transcripcién 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).
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Figura 18. Analisis comparativo de la region 5'-LTR de secuencias de VLB de cepas aisladas a partir de diferentes origenes y de linfosarcomas. En la figura se pueden

observar los alineamientos correspondientes a secuencias nucleotidicas pertenecientes a cepas VLB aisladas de linfosarcoma (LS1 y LS2) y a cepas aisladas de diferentes

origenes. EF600696 (FLK, linea celular persistentemente infectada); F1914764 (corresponde a una cepas proveniente de una infeccidon experimental de una oveja con una

estirpe Argentina); AF257515( estirpe Argentina obtenida de PBMC); K02120 (Japonesa, extraida PBMC)
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5.5.4 Comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas
estructurales de cepas de VLB reportadas y cepas aisladas de

linfosarcomas.

Con el objetivo de investigar las posibles diferencias a nivel proteico entre las cepas de
VLB aisladas de linfosarcoma, con respecto a las aisladas de diferentes origenes como
ser PBMC, FLK o animales de experimentacién, se alinearon las secuencias de
aminodcidos de las proteinas estructurales gag, pro, pol, y env de la cepas
secuenciadas para este estudio con secuencias correspondientes de cepas de VLB
aisladas de otros origenes y reportadas en la base de datos. Los resultados de estos

estudios se muestran en la Figura 19.

El proceso de empaquetamiento del ARN gendmico en Retrovirus implica un evento de
reconocimiento del genoma viral por el precursor de la poliproteina gag viral (PrGag),
gue inicia la morfogénesis de las particulas virales (Jewell y Mansky, 2000). Gag incluye
tres dominios principales: la matriz (p15-MA), la capside (p24-CA) y la nucleocdpside
(p12-NC) (véase en la Figura 19-A.). 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 de ARN. Estudios previos han
demostrado que las sustituciones en muchos residuos de aminoacidos basicos y todos
los residuos en los dominios de los dedos de zinc en NC de PrGag de VLB, reducen

significativamente el empaquetamiento del ARN (Wang et al., 2003).

Se puede apreciar que los dedos de zinc y los aminoacidos basicos se encuentran bien
conservados entre todas las estirpes involucradas en este estudio. No obstante, una
sustitucién de una Prolina a una Serina (P340S) se observa en la proteina NC de las dos
2 estirpes aisladas de linfosarcoma (Figura 19-A). Previos trabajos han demostrado
que los residuos de MA y NC interaccionan directamente con la sefal de
empaguetamiento de ARN en VLB, o tal vez son secuencias adyacentes las que pueden
influir en el reconocimiento del genoma viral (Wang et al., 2003). La interaccion de NC
con secuencias de ARN distintas a estas estructuras secundarias de ARN, ha sido

observada en otros Retrovirus, como en el virus de la leucemia murina (MLV) y el virus
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de la necrosis del bazo (SNV). Estas interacciones desempefian un papel importante en

el empaquetamiento de estos virus de ARN (Beasley y Hu, 2002; D'Souza et al, 2001).

Todos los Retrovirus competentes para la replicacion, como VLB, codifican una
proteasa aspartica (PR) (Leis et al., 1988). Previamente se ha establecido un modelo
molecular de la PR de VLB, asi como también su especificidad de sustrato, tipos de

sitios de clivaje y su sensibilidad a inhibidores (Sperka et al., 2007).

Podemos apreciar en la Figura 19-B una comparacion de la secuencia aminoacidica de
PR de la cepas obtenidas en este trabajo (LS1 y LS2), con la de todas las otras cepas
VLB analizadas en este estudio. Como puede observarse solo hay una sustitucidon en
comun entre las estirpes aisladas de linfosarcoma (V165l) y las demds cepas en
comparacion. Sin embargo, estas sustituciones no estan relacionados con los sitios
involucrados en las interacciones con los dtomos de la cadena principal de residuos
que formen sitios de clivaje involucrados en la funcion de la PR de VLB (Sperka et al,
2007; Bagossi et al, 2005). Ademas, diferentes sustituciones pueden observarse entre

las estirpes de LS1y LS2 en la posicidon 37 y 38 de la PR (ver figura 19B).

Dos sustituciones de aminoacidos pueden encontrarse en el gen pol de las cepas LS1y
LS2, en comparacion con las cepas de VLB aisladas a partir de otros origenes. Una de
ellas se ubica en la region de la RT (T377A), mientras que la otra se encuentra en la
region endonucleasa (S573P) (Fig. 19-C). Lamentablemente, la estructura de la
polimerasa de VLB, como la de otros Deltaretrovirus relacionados como HTLV-1, es
actualmente desconocida. Mas estudios serdn necesarios para establecer los efectos
gue estas sustituciones pueden causar en la fidelidad o procesividad de la polimerasa

de VLB.

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. Sus oligdmeros se
unen a receptores de superficie de la célula blanco y median la entrada de su genoma
viral. 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 asociacidén con

las subunidades de la proteina transmembrana gp 30 (TM). Las moléculas SU
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reconocen a los receptores celulares y se unen a ellos iniciando de esta forma cambios
conformacionales que conducen a la fusién de la membrana viral y celular, mediante
los oligémeros de TM (Wallin et al., 2004). La proteina Env se dispone en la superficie
del virus de forma trimérica, con 3 subunidades SU asociadas mediante enlaces di-

sulfuro a las 3 subunidades de TM (Lamb et al., 2011).

Estudios previos han demostrado que la regién N-terminal de la gp 51-SU madura
juega un papel importante en la infectividad del virus y en la formacién de sincitios
(Bruck et al., 1982a; Portetelle et al., 1989). Ademas, estos estudios han indicado que
esta region puede también contener el dominio de unién al receptor (RBD), al igual
gue los RBD de los miembros del género Gammaretrovirus (Johndon et al., 2002). Esta
region de SU forma epitopes conformacionales F, G y H (Bruck et al., 1982b), seguido
por el fuerte giro estructural GYPD que es conservado en todos los Retrovirus
oncogénicos (Gallaher et al.,, 1995). Este motivo separa la regidon de epitopes
conformacionales del extremo C terminal de gp 51, que contiene los epitopes lineales
A, B, Dy E (Ban et al., 1992; Callebaut et al., 1991) (ver Figura 19-D). La comparacion
de la proteina Env de las cepas LS1 y LS2, con respecto a cepas de VLB aisladas de
PBMC vy otros origenes, revela una sustitucion ubicada en un epitope conformacional
de SU (D134N), mas especificamente en una regién previamente relacionada en la
neutralizacion, denominada Segundo dominio de neutralizacién (Johnston et al., 2002;
Callebaut et al., 1993;) (ver Fig. 19-D). Asimismo, se ha demostrado que esta region
puede contener también el RBD, andlogo al RBD de los miembros del género

Gammaretrovirus (Johnston et al., 2002).
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Figura 19. Comparacion de secuencias de aminodcidos de las proteinas estructurales de cepas de VLB reportadas y cepas aisladas de linfosarcomas. 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 18, LS1 y LS2 corresponden a cepas aisladas 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, extraida PBMC); AF033818 (USA- Belga , PBMC)
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5.5.5 Comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas no
estructurales de cepas de VLB aisladas de linfosarcoma y otras

disponibles.

Ademas de los genes estructurales (gag, pro, pol y env), el provirus de VLB contiene
una region llamada X, ubicada entre el gen envy 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 presunto motivo de dedos de zinc (aminoacidos 30 a 53), un dominio
transactivador (aminoacidos 157 a 197) y dos sitios de fosforilacion (aminoacidos 106 y
293) (Willems et al, 1989; Willems et al, 1991) (véase la Fig. 20-A). Se han descrito una
serie de mutantes de Tax de VLB con una mayor capacidad de estimular la
transcripcion dirigida por LTR, en comparacién con la Tax salvaje (Tajima y Aida, 2000).
Todos estos mutantes tienen sustituciones entre los aminoacidos 240 y 265 de Tax. Un
mutante de Tax con una sustitucion unica (E303K) resulté ser defectuoso en la
replicacion (Van der Broeke et al., 1999). Ninguno de estos cambios aminoacidicos
relacionados tanto con una mayor actividad transcripcional, como con una replicacién
defectuosa, fue observado en las cepas de VLB analizadas en estos estudios (ver Figura
20-A). Tampoco se observaron cambios en los sitios de fosforilacion previamente
descriptos. La Unica sustitucién encontrada en la cepa LS1, se encuentra fuera del
dominio de activacion rico en Leucinas (Figura 20-A). El posible efecto de esta
sustitucién aminoacidica sobre la transcripcion o replicacion de VLB es actualmente
desconocido. Sin embargo, una variante de Tax con una fuerte actividad de
transactivacion podria ser una desventaja para la supervivencia y la expansion de VLB
(Tajima y Aida, 2000). Estudios previos han revelado que el silenciamiento es
fundamental para la progresion del tumor, y han identificado distintos mecanismos
genéticos y epigenéticos para la supresién completa de la expresion de Tax en VLB. La
conservaciéon de sitios implicados en la supresion de la expresién viral puede ser un
factor importante para la proliferacion descontrolada de las células tumorales

infectadas con VLB (Merimi et al. 2007).
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Las proteinas Rex de los Deltaretroviruses actuan facilitando la exportacion de ARN
virales conteniendo intrones (Choi et al., 2005). Las proteinas Rev se transportan entre
nucleo y el citoplasma mediante la sefial de localizacién nuclear (NLS) y la sefial de
exportacion nuclear (NES) (ver Figura 20-B). La NLS dirige la proteina Rev al nucleo
excepto cuando se une a ARN viral. Esta unidon enmascara la NLS, permitiendo que la
NES dirija este ARN al citoplasma a través de los poros nucleares (Kim et al, 1996; Zapp
et al, 1991). No se apreciaron sustituciones significativas en las proteinas Rev de todas

las cepas de VLB analizadas (ver Figura 20-B).

Aunque el rol que cumplen las proteinas G4 y R3 no estd del todo claro aun, éstas son
de importancia para la propagacioén viral in vivo (Lefebvre et al., 2002a). Asimismo, se
ha indicado que G4 presenta potencial oncogénico en células primarias
correspondientes a fibroblastos de embriones de rata (REF) (Kerkhofs et al., 1998). La
secuencia de aminodcidos de G4 incluye un tramo amino-terminal de residuos
hidrofébicos (aminodcidos 1 a 24) seguido de posibles sitios de clivaje proteolitico y
una region rica en Argininas (aminodacidos 58 a 72), situada en el centro de la proteina
(Alexandersen et al., 1993) (ver Figura 20-C). Esta ultima regidn es necesaria para la
interaccion de G4 con la sintetasa de pirofosfato de farnesilo (FPPS) (Lefebvre et al.,
2002b). Esta enzima celular estd implicada en la ruta que conduce a la prenilacién de
una variedad de proteinas incluyendo laminas nucleares, Ras y otras proteinas de
unién a GTP, y varias quinasas y fosfatasas (Lefebvre et al., 2002b). La importancia
biolégica de la interaccion G4-FPPS ha sido previamente demostrada en
transformaciones celulares. Mutaciones en la hélice a rica en Argininas de G4 impiden
la inmortalizacion de células primarias y la induccién de tumores en ratones atimicos
(Lefebvre et al., 2002b). Por lo tanto, la interrupcién de la interaccion entre G4 y FPPS

podria interferir en el proceso de oncogénesis.

Ninguna sustitucion de aminodcidos fue encontrada en la hélicea rica en Argininas de
la proteina G4 de las cepas de VLB analizadas en estos estudios (ver Fig. 20-C). Sin
embargo, se aprecia una sustitucion aminoacidica (A29V) en las cepas aisladas de
linfosarcoma (Figura 20-C). La posible implicancia de esta sustitucion en la patogenia

de VLB es auin desconocida.
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La proteina R3 contiene 44 aminodcidos y se compone de una region hidrofilica N-
terminal, seguida por una region hidrofébica. Tanto en la cepa LS1 como en la LS2, se
observo la presencia de un coddn stop prematuro en esta proteina (aminodcidos 29 y

38, respectivamente) (ver Figura 20-D).
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Figura 20. Comparacion de secuencias de aminodcidos de las proteinas no estructurales de cepas de VLB aisladas de linfosarcoma y otras disponibles. En |a figura se puede observar los
alineamientos de aminoacidos correspondientes a: A) tax; B) rex; C) G4 y D) R3. Al igual que en la figura 18, LS1, LS2 y LS3 corresponden a cepas aisladas 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, extraida PBMC); AF033818 (USA- Belga , PBMC)
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5.6 Conclusiones

Los andlisis filogenéticos realizados a través de arboles de mdaxima verosimilitud
utilizando genomas completos de VLB, asi como también de Deltaretrovirus humanosy
simios, revelaron un alto grado de diversificacion genética (ver Figura 17). Sin
embargo, todas las cepas de VLB analizadas comparten una estrecha relacién genética

entre si (Tabla 4 y Figura 17).

A pesar del alto grado de conservacién, que presentan las principales regiones
estructurales, enzimaticas y regulatorias, entre las cepas de VLB aisladas a partir de
diferentes fuentes no tumorales, como ser PBMC, y de linfosarcomas, pueden
observarse diferencias entre ellas en las diferentes regiones del genoma. Se cree que
el silenciamiento de la expresion viral es fundamental para la progresion tumoral y la
proliferaciéon de células tumorales infectadas con VLB (Merimi et al, 2007), asi como
para el escape al reconocimiento por parte de la respuesta inmune del hospedero
(Pierard et al, 2010; Merezak et al., 2001). En ese sentido, la sustitucion encontrada en
el sitio GRE del 5'-LTR de la cepa de VLB aislada del linfosarcoma, puede contribuir a
estos hechos, ya que estudios previos han demostrado que sustituciones en el sitio
GRE reducen significativamente la actividad de transcripcién basal mediada por LTR

(Merezak et al., 2001) (ver Figura 18).

Asimismo, todas las sustituciones de aminoacidos en Tax que fueron previamente
relacionadas con la estimulacién de la actividad transcripcional de 5'LTR, no fueron
encontradas en estos estudios (ver Figura20-A). Ademads, una sustitucién de Prolina a
Serina (P = S) se observo en la proteina de la nucleocapside (p12-NC) en las cepas de
VLB aisladas de linfosarcoma (Fig. 19-A). Los residuos de la NC contactan de forma
directa con la sefial de empaquetamiento presente en el ARN Vviral
Consiguientemente, las sustituciones aminoacidicas en la misma regiéon de la NC donde
se encontrd esta sustitucion, afectan el reconocimiento del genoma viral para su

encapsidacién (Wang et al., 2003).
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El dominio N-terminal de glicoproteina de superficie (gp51-SU) juega un papel
importante en la infeccion viral (Portetelle et al.,, 1989) y esta regién puede también
contener el dominio de unién al receptor (RBD) de VLB (Johnston et al., 2002).
Sustituciones aminoacidicas fueron encontradas en la regién del epitope
conformacional de SU en la cepa de VLB aislada de linfosarcoma. Esta region ha sido
previamente relacionada con la neutralizacion (Johnston et al., 2002). Increiblemnete,
el mismo cambio fue encontrado en el estudio de variabilidad realizado para las
estirpes de VLB que circulan en el Uruguay (Ver Figura 9, Cap 4), lo que sugiere una

firma en estirpes que circulan en nuestro pais y en Brasil.

Estudios anteriores han demostrado que el silenciamiento es un proceso de multiples
pasos que conduce al crecimiento descontrolado de las células B transformadas y la
aparicion de la enfermedad (Merimi et al., 2007). Las sustituciones que favorecen la
supresion de la expresion viral en las células B malignas podria ser una estrategia para
eludir el ataque inmune efectivo. Mecanismos genéticos y epigenéticos se han
propuesto recientemente para la supresion de la expresion génica de VLB (Colin et al,
2011; Merimi et el, 2007). Los resultados de estos estudios, utilizando secuencias de
genomas completos, indican que posiblemente pocas mutaciones o sustituciones
pueden ser necesarias o estar implicadas en contribuir al provirus de VLB lograr el

silenciamiento mencionado anteriormente.
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6. Expresion y purificacion de la
glicoproteina de superficie gp 51
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6.1 Resumen

El gen env de VLB codifica para un precursor peptidico denominado gp 72, el cual es
clivado por accién de la proteasa viral dando lugar a las glicoproteinas gp 30 y gp 51,
transmembrana y de superficie respectivamente. La proteina gp 51 presenta un peso
de 51 KDa y posee 8 epitopes, 4 lineales y 4 conformacionales. Estos se relacionan
directamente con la actividad bioldgica del virus como la infectividad e induccion de
sincitios. Dicha proteina, ademas de su utilizacién para estudios filogenéticos (como se
vio en capitulo 4), es fundamental para la deteccién de anticuerpos contra la misma en
el diagnostico de esta enfermedad. Asimismo, la glicoproteina gp 51 es de gran
relevancia bioldgica ya que es responsable de la infectividad del virus. Por lo que
antecede, y dada la gran importancia de esta proteina, en el presente capitulo se
trabajo en la obtenciéon de gp 51 mediante el uso de dos sistemas diferentes de
expresion. Se llevaron cabo diversas metodologias obteniendo finalmente dicha
proteina sin la calidad necesaria para la realizacién de estudios estructurales y
funcionales. La misma fue expresada, purificada y verificada por analisis de
espectrometria de masa. Dicha proteina podra utilizarse para la realizacién de un
método de diagndstico a nivel nacional, el cual contemple las variaciones antigénicas

gue presenten las estirpes de VLB circulantes en el Uruguay.



Expresion y purificacién de la glicoproteina de superficie gp 51

6.2 Marco tedrico de la investigacion

Las glicoproteinas de la envoltura de retrovirus juegan un rol fundamental en el ciclo
de replicacién de éstos. Generalmente son responsables de la unién a un receptor
especifico del virus, determinando asi el tropismo viral. Estan involucradas en el
proceso de interferencia viral y muchas de estas glicoproteinas son responsables,
ademas, de la induccion de la formacién de sincitios. El gen env de VLB se transcribe a
partir de ADN proviral y luego es traducido al precursor de la envoltura: Pr 72. Este
precursor es procesado generando asi una glicoproteina transmembrana (TM): gp 30y

una glicoproteina de superficie (SU): gp 51 (Altaner et al., 1993).

Estas glicoproteinas son antigenos de la envoltura viral. La infeccion de ganado con
VLB, ya sea natural o experimental, induce una respuesta de anticuerpos que
usualmente es la Unica caracteristica constante de la infeccidn durante el periodo de
latencia de la enfermedad. Los anticuerpos estan dirigidos principalmente contra la
glicoproteina de envoltura gp 51 y la proteina interna del cdpside p 24 (Burny et al.,
1980). Estos anticuerpos naturales anti-gp 51 producidos por el ganado infectado,
evidencian variadas actividades antivirales: neutralizan la infectividad viral y la
actividad inductora de sincitios, asi como también exhiben un fuerte efecto citolitico

en células productoras de VLB.

La glicoproteina gp 51 de VLB es biolégicamente muy importante ya que es
responsable de la infectividad del virus, y su union a un receptor celular es el paso
inicial de dicha infeccion. La formacidn sincitios in vitro es resultado de la unién de gp

51 a la membrana de algunas células (Altaner et al., 1993).

Los residuos glicosilados presentes en gp 51 no son sélo dependientes de la especie
sino que también podrian variar con el érgano de origen de las células utilizadas para
la replicacion del virus. Dichas modificaciones contribuyen a la formacion de los
epitopes conformacionales (Altaner et al., 1993). Por lo tanto, cambios en los patrones
de glicosilacion podrian influenciar la infectividad del virus tanto positiva como

negativamente (Bruck et al., 1983).
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Luego de que la poliproteina precursora de las proteinas maduras de envoltura de los
retrovirus es clivada proteoliticamente, las subunidades SU y TM se mantienen
asociadas entre si. Inicialmente se report6 que las proteinas SU y TM de VLB estarian
unidas por puentes disulfuro (Burny et al., 1978), pero luego se concluyd que no era asi
dado que TM era perdida durante la purificacién de la proteina SU (Burny et al., 1987).
Recientemente se ha corroborado que SU y TM estan, de hecho, unidas por puentes
disulfuro, lo que podria jugar un rol clave en los cambios conformacionales durante la
unién al receptor y la iniciacion de la fusién (Johnston & Radke, 2000). Si bien el
receptor de VLB aun no ha sido identificado, se ha demostrado que los 182 residuos
amino-terminales de la glicoproteina de superficie de VLB comprende el dominio de

union al receptor (Lavanya et al., 2008).

Como se mencioné anteriormente, tanto gp 51 como p24, son las proteinas virales
inmunodominantes in vivo ya que tienen el mas alto grado de antigenicidad. Por esta
razon, la expresion y purificaciéon de gp 51 de VLB para su uso como un reactivo
antigénico representa un abordaje prometedor al desarrollo de ensayos de diagndstico
para la deteccién de anticuerpos contra VLB (Merza et al., 1991), asi como para el

desarrollo de vacunas (De Giuseppe et al., 2004; Russo et al., 1998).

En el 2004, De Giuseppe y colaboradores utilizando el sistema Baculovirus expresaron
el gen que codifica para la glicoproteina principal de la envoltura (gp 51), con su
secuencia sefial, representada por una secuencia adicional NH,-terminal de 33
residuos de aminoacidos de VLB. De este modo fue posible aislar un virus

recombinante que expresara una proteina gp51 secretada en células de insecto.

La proteina gp 51 recombinante expresada se caracterizd utilizando anticuerpos
monoclonales anti-VLB mediante analisis de Western blot y ELISA. Esta fue entonces
utilizada como antigeno Unicamente, ya que no presentd la calidad suficiente para
realizar ensayos estructurales y funcionales, y se desarrollé un ELISA con gp 51

recombinante (rgp 51) para la deteccién de anticuerpos VLB.
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Es por lo que antecede que el disefio de la expresidn de gp 51 es clave y representa un
desafio interesante para poder estudiar la estructura y funcionalidad de tan
importante proteina viral. Por otro lado, la eleccién de la linea celular productora de
virus podria ser importante al considerar la produccién de la glicoproteina para
vacunas dada la importancia de los residuos de glicosilacién de esta proteina.

Asimismo, no existe en la actualidad estructura alguna de una glicoproteina de

superficie de un Deltaretrovirus.
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6.3 Objetivo

El objetivo de este capitulo es contribuir al conocimiento de la biologia del Virus de la

Leucosis Bovina mediante la expresién y purificacion de la glicoproteina de superficie

gp 51.

Para alcanzar este objetivo nos basamos en los siguientes puntos de trabajo, los cuales

se detallan a continuacion:

1- Expresioén en células de mamifero, en particular en células de mieloma murino X-63
mediante transfeccion estable de un plasmido conteniendo el gen de gp 51-SU bajo

control del promotor de Ig.

2- Expresion y purificacion en E. coli de la proteina recombinante gp 51 mediante la

utilizacion de un vector de expresion inducible.
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6.4 Materiales y Métodos

6.4.1 Expresion de la proteina gp 51 de VLB en células de mamifero

6.4.1.1 Construccion pSV2k-gp 51

Utilizando los productos de amplificacién obtenidos correspondientes al gen env gp 51
en estudios previos (ver capitulo 4) se realizé la adaptacion de los mismos mediante el
empleo de oligos especificos con los sitios de restriccion Cla y Not | para la posterior

clonacién en el vector pSV2k (ver Fig. 21).

EcoRI

ind I

ColE1 ori
Clal

BLV-gp51

Notl
Xhol

16600 bp

EcoRI

Figura 21. Construccion de pSV2k-gp 51. Esquema representativo de la construccién realizada

6.4.1.2 Mantenimiento de la linea celular murina X63

La linea de células de mamifero a utilizar fueron linfocitos B murinos derivados de
mieloma denominada X63. La misma es una linea que presenta crecimiento en
suspensidon y se mantuvo bajo el siguiente medio de cultivo: RPMI, 4 mM de L-
glutamina 20 % a 10 % de suero bovino fetal (SBF). Posteriormente se realiz6 la

electroporacién de estas células con la construccién pSV2k-gp 51.
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6.4.1.3 Electroporacion de células murinas X63 y clonacion por dilucidn limite

Se agregd 3 pg de ADN linealizado de la construccion pSV2k-gp51 a una cubeta de
electroporacién BTX de 0,4 mm, para luego adicionar 800 pl de células a una

concentracion de 5 x 10° células/ml.

Posteriormente se incubd en hielo por 20 min y se configurd el electroporador de la
siguiente forma: 500V de capacitancia y resistencia, tiempo de capacitancia = 1000,
tiempo de resistencia = 24, voltaje: 300 V y longitud de pulso de 7 mili segundos.
Luego de este paso se transfirieron las células de forma inmediata al medio de
crecimiento pre-calentado y se ubicaron en una placa de 24 pocillos para luego
dividirlas en una dilucién correspondiente a 1 célula cada tres pocillos en placas de 96.
Todos estos pasos fueron realizados aumentando la concentracion de forma gradual
del antibidtico Neomicina, de forma de no estresar a las células de forma inmediata, y
poder obtener los clones viables dados por la resistencia conferida por el vector
incorporado. La selecciéon de los clones fue realizada mediante observacion bajé

microscopio invertido de las placas durante varios dias.

6.4.1.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis se realizdé a temperatura ambiente en una cuba electroforética Bio-
Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell de acuerdo al protocolo de Laemmli (1970), utilizando un
gel de corrida al 10% y un gel concentrador al 4,5%. Las electroforesis se llevaron a
cabo amperaje constante de 25 mA hasta que las muestras atravesaran el gel

concentrador, para luego aumentarse a 30 mA.
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6.4.1.5 Tincion de geles de poliacrilamida con Coomasie Blue

Los geles se tineron en una solucion de 0,2% de Coomasie Brilliant Blue en 45% de
metanol y 10% de acido acético durante una hora. Para decolorar, se dejaron durante

toda la noche en una solucidn de 45% de metanol y 10% de acido acético.

6.4.1.6 Western Blot

Luego de correr los geles de poliacrilamida, estos fueron transferidos a membranas de
PVDF (Macherey-Nagel, Germany). Las muestras se electro-transfirieron en un ECL-
semi dry Blatter (Amersham) por 1 hr. Luego se bloqueo la membrana con 20 ml de
Buffer de bloqueo a 4 2C. Luego de tres lavados con buffer de lavado se incubd con el
primer anticuerpo monoclonal, a una dilucién 1:1000. Posteriormente se procedio a
lavar la membrana en 5 oportunidades durante 5 minutos cada una con buffer de
lavado y se colocd el segundo anticuerpo conjugado con biotina, que es anti IgG de

ratén y fue nuevamente incubado con la membrana.

6.4.2 Expresion y purificacion de la proteina gp 51 de VLB en E. coli

6.4.2.1 Construccion pET21 d-gp51

Utilizando los amplicones obtenidos correspondientes al gen env gp 51 en estudios
previos (ver capitulo 4) se realizé la adaptaciéon de los mismos mediante el empleo de
oligos especificos con los sitios de restriccion Nhe | y Xho | para la posterior clonacion

en el vector pET21 d (ver Fig. 22).
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gp51 HIS

Xral (93]

Sral (o41)
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pBR322 origin

Figura 22. Construccion pET21 d-gp51.Esquema representativo de la construccion pET21 d-gp51.

6.4.2.2 Expresion de gp 51 recombinante

La expresion de las proteinas recombinantes se realizé en la cepa E. coli BI21 (DE3)
pLys usando el vector de expresién inducible pET21d (Novagen), el cual provee una
etiqueta de polihistidina (6XHIS). Asimismo, la expresion fue inducida en medio LBy a

30 2C por el agregado de 1 mM IPTG durante 5 hrs.

6.4.2.3 Purificacion de gp 51

La purificacion de la proteina fue realizada mediante el siguiente protocolo el cual se
basé en una cromatografia de afinidad a metales (Ni2+), IMAC, en condiciones

desnaturalizantes.

A partir de 0,5 litros de cultivo de células se realizé el lavado y ruptura de cuerpos de
inclusidon de las mismas. En una primera instancia se centrifugd dicho cultivo a 5.000 g
y una temperatura de 4 2C para la obtencién del pellet celular. Posteriormente, se

llevd el mismo a un volumen de 15 ml en el buffer de resuspension (20 mM Tris HCI
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pH: 8,0) y adiciond lysozima, coctel de proteasas sin EDTA, y se dejé reposar 30 min

en hielo.

Se procedid a la sonicacidon de dicho pellet, resuspendido en el buffer mencionado
anteriormente, en sucesivas etapas, cada una de ellas tuvo una duracién de 25 segy
una amplitud de 20-30%. Luego se centrifugd a 20.000 rpom a4 2C por 30 mina 1 hry
se removio el sobrenadante, para mas adelante suspender el pellet en 10 ml de buffer

de aislamiento (2M Urea, 20mMTris HCI, 0,5 M NaCl, 2% triton-X 100 pH 8).

A continuacién se volvieron a realizar los mismos pasos de sonicacidn, para luego, una
vez mas, resuspender el pellet, pero en esta ocasion en 5-10 ml de binding buffer (6M
Guanidinio, 20mMTris HCI, 0,5 M NaCl, 5mM Imidiazol, 1 mM 2-mercaptoentanhol,
pH8). Se dejé reposar 1 hr a temperatura ambiente y se centrifugd a 20.000 rpm a 4 2C
por 15 minutos. Finalmente el sobrenadante fue filtrado y pasado la columna. De esta

forma, se recuperaron fracciones sin haber lavado la columna, y luego lavandola.
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6.5 Resultados

6.5.1 Expresion de la proteina gp 51 de VLB en células de mamifero
6.5.1.1 Purificacion y preparacion de inserto gp 51 y vector pSV2k

Como puede observarse en la figura 23 el vector pSV2k (16.600 pb), asi como el inserto
correspondiente a la amplificacion del gen completo para la proteina gp 51 (900 pb)

fueron purificados de forma 6ptima, y verificados a través de la corrida de un gel de

agarosa para su posterior clonacién.

16.6Kb ——>

Figura 23. Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa de inserto y vector purificados. Se puede observar un
gel de agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio. En el carril 1 se observa peso molecular de 1 Kb, carril 2 vector
Psv2K de 16.600 pb previamente digerido, carril 3 y 4 purificados de los amplificaciones del gen completo de gp 51

correspondiente a 900 pb y en el carril 5 peso molecular de 100 pb.
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6.5.1.2 Clonacidon de gp 51 en pSV2k

La clonacién del inserto gp 51 en pSV2k fue realizada con éxito y verificada mediante el
corte con la enzima de restriccion Bam HI, la cual digiri6 en tres regiones la

construccion pSV2k-gp 51 (ver Figura 24).

Dos de los cortes fueron provocados sobre la secuencia del vector, generando 2
fragmentos de 8 y 6 kb aproximadamente, y uno sobre la secuencia del inserto
generando un fragmento de menor tamafio de aproximadamente 2,6 kb (ver Figura

24).

ColE1 oni
SV40 ori

"BLV-gp51

Notl
Xhol

pSVa2k

16600 bp

EcoRI

Figura 24. Verificacion de la construccion pSV2k-gp 51. En A, se observa un gel de agarosa al 1 % tefiido con

bromuro de etidio con el patrén de bandas obtenidas por la digestién con Bam HI de la construccién pSV2k-gp 51.
En B, se muestra un esquema representativo de la construccion pSV2k-gp 51 y los sitios de corte para la enzima

Bam HI.

6.5.1.3 Clonacion por dilucién limite de células X63

La clonacién por dilucién limite de células X63 transfectadas con la construccion
pSV2k-gp 51 fue realizada satisfactoriamente. El objetivo de este trabajo fue la
obtencion de varios clones derivados de una unica célula, los cuales presenten de

forma estable la construccion denominada anteriormente. Como puede verse en la
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figura 25, pSV2k-gp 51 fue linealizado con el objetivo de electroporarlo en esta forma
y el mismo pudiera integrase dando lugar a transfectantes estables que expresen de

forma constitutiva, bajo el promotor kappa de inmunoglobulinas, el producto del gen

env gp 51.
1 2 3
’ ) KIS |\\ o
. ' 820 8 ATt 2
RSN 550 5
Clonacién por > é‘- AR e
— ¥ NS L
- dilucién limite X63 | SIS o)
T - _I;-c‘”\""‘l’ - -
Y o « ."‘.?. :.5*93‘- X
OO - S = -

Figura 25. Linealizacién de pSV2k-gp 51 y clonacion por dilucién limite en X63. En la figura se puede observar un
gel agarosa al 0,8 % tefiido con bromuro de etidio. En el carril 1 se carril el pS-gp 51ck sin linealizar, en el carril 2 la

construccion linealizada y en el carril 3 se observa el marcador A hind Ill.

6.5.1.4 Verificacion de clones positivos

La Unica verificacion positiva de los clones obtenidos fue mediante la deteccion de ARN
mensajero de la proteina gp 51 mediante la realizacién de una transcripcion reversa
especifica para la sintesis de ADNc a partir de mensajeros (mediante uso de oligo dT).
Por otro lado, tanto por ensayos de WB, asi como también por citometria de flujo de
los clones cultivados, no fue posible detectar la proteina. La busqueda de la misma fue
realizada de forma intracelular y extracelular. Como mencionamos anteriormente, en
el caso de la extraccion de ARN de los clones y posterior realizacion de ADNc mediante
el empleo de oligos polyT, fue posible amplificar del mismo un segmento codificante

para dicha proteina. Estos resultados son mostrados en la figura 26.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 26. Verificacion de clones positivos de X63 por RT-PCR- Gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio
En la parte Ay B del gel se observa un fragmento inferior correspondiente al amplificado del mensajero de gp 51, y
un fragmento de mayor peso molecular correspondiente al mensajero de GAPDH el cual se realizo como control de

extraccion de ARN de los clones.

6.5.2 Expresion y purificacion de la proteina gp 51 de VLB en E. coli

6.5.2.1 Clonacidn de gp 51 en pET21 d

Con el objetivo de poder obtener la proteina gp 51 en el sistema de expresidon de E.
coli, se procedié a la realizacién de la construccién pET21 d-gp51, como puede verse
en la figura 22. Para ello fue necesaria la verificacion de la construccion mediante un
analisis de digestidn utilizando las mismas enzimas de restriccion Not | y Cla I, tal como
se detall6 en materiales y métodos de este capitulo. La clonacién se corroboré

mediante la digestion del inserto (ver Fig. 26).
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GP S1

Figura 27. Verificacion de la construccion pET21 d-gp51 por digestion con Not | y Cla I. Puede observarse en el
carril 1 un marcador de peso molecular de 1Kb, carril 2 al 7 digestién de la construccidon pET21d-gp 51, en cada carril
se encuentra la banda correspondiente al vector pET21d aproximadamente 6.000 pb y una banda a 900 pb

correspondiente al inserto gp 51. En el carril 8 se observa un marcador de paso molecular de 100 pb.

Se pueden apreciar claramente los tamanos correspondientes al inserto gp 51 de 900

pb y al vector de aproximadamente 6000 pb.

6.5.2.2 Optimizacion de condiciones de expresion de gp 51 en BL21 (DE3)pLysS

Con el objetivo de poder obtener la proteina gp 51 se trabajé con el sistema de
expresion de E. coli, concretamente se ensayaron diversas condiciones sobre la cepa
BL21 (DE3) pLysS, de modo de optimizar la expresion asi como la cantidad de proteina
obtenida. De esta forma se evaluaron: temperatura de crecimiento, concentraciéon de
inductor, tiempo y temperatura de induccidn y velocidad de agitacion. Finalmente las
condiciones 6ptimas encontradas para la expresion de dicha proteina fue de
crecimiento a 30 2C durante 5 hrs mediante la induccion de 1 mM de IPTG a 200 rpm

(ver figura 28).
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Figura 28. Ensayo de condiciones de expresion. Gel SDS Page al 15 %; en al carril BR marcador de peso molecular
Broad Range, en el carril SI: Soluble Inducido, en el carril IT: Inducido Total, en el carril 130C: Insoluble Inducido a
30C 5 hrs y en el carril S30C: Soluble Inducido a 30 C 5 hrs; en el carril 120C: Insoluble inducido 20 C toda la noche;

en el carril S20C soluble 20C toda la noche

La expresion de gp 51 puede apreciarse de forma clara bajo las condiciones
anteriormente descriptas en la fraccién insoluble a 30 2C, la banda correspondiente se
encuentra seleccionada con un recuadro (ver Fig. 28). Posteriormente la banda
seleccionada fue recortada y enviada para su analisis por espectrometria de masa por
MALDI-TOF. Estos resultados fueron confirmatorios por mapeo peptidico y pueden

observarse en la figura 29.
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Figura 29. Identificacion de gp 51 recombinante por mapeo peptidico mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF).
Espectro obtenido en ensayo de MALDI —TOF: Con la busqueda realizada en base de datos publica se identifica de manera estadisticamente significativa a la proteina gp 51 del Virus de la Leucosis Bovina.



6.5.2.3 Purificacion por IMAC de gp 51 recombinante obtenida de cuerpos de

inclusion

Como puede puede verse en la figura 30, la fraccion 2 de la elucién de la columna de
IMAC fue en la que se obtuvo la proteina gp 51. La misma puede compararse con la
fraccion 130 en la cual se observa la banda de interés previa a la purificacién, dicha
forma de sembrar se utilizd6 a modo de control para la correcta purificaciéon de la

proteina.

Asimismo, la fraccidn 1 presentd una concentracion de 5,7 mg/ml y permanece soluble
(ya que el buffer de eluciéon fue un buffer fosfato 0,5 M imidiazole). La fraccién 2
precipita totalmente, por lo que se centrifugd y resuspendié en urea 8 M. Al

cuantificarse se observa una concentracion de 2,5 mg/ml.

BR F1 130 F2

325

Figura 30. Purificacion de proteinas gp 51 por IMAC. En la figura se puede observar un gel SDS page al 15% teiiido
con comassie blue En el carril BR se observa un marcador de peso molecular de Brad Range, en el carril F1 se
observa Fraccién nimero 1 obtenida de la columna, en el carril 130 el Inducido total a 30C y en el carril F2 la
Fraccién nimero 2 obtenida de la elucidn de la columna, el rectangulo seleccionado muestra la purificacion de la

proteina gp 51.
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6.6 Discusion

En una primera instancia se intentd la expresiéon por ingenieria genética de la
glicoproteina viral de superficie gp 51-SU, la cual ha sido demostrado que presenta una
alta inmunogenicidad. Es de importancia destacar el componente glucidico de esta
glicoproteina, el cual resulta fundamental tanto en la estructura como en la
inmunogenicidad de la misma. Fue por esta razén que se eligié un sistema de
expresion eucariota, en otras palabras, que posea la maquinaria bioquimica necesaria
capaz de glicosilar esta proteina. Asimismo, se escogid como sistema a una célula
homologa a la cual infecta el VLB naturalmente, un linfocito B, en este caso murino.
Ademas, se tuvo en cuenta la eleccidén del promotor que deberia controlar al vector de
expresion, otra vez disefiando el experimento por homologia a la expresion natural de
esta proteina en el transcurso de una infeccion viral, fue asi que se utilizé un promotor

de inmunoglobulinas, kappa.

Asimismo, este sistema fue disefiado para secretar las glicoproteinas recombinantes
hacia el medio extracelular lo cual permitiria a partir del sobrenadante de cultivo,
optimizar los protocolos de purificacién. Desafortunadamente no pudo detectarse la
proteina en estudio luego de vastas pruebas, las cuales incluyeron desde el escalado
de cultivo para mayor obtencién de sobrenadante y por lo tanto de proteina, hasta
ensayos de WB y citometria de flujo contra dicha proteina. Sorpresivamente, si
pudimos detectar niveles de expresion de mensajero para esta proteina, confirmando
de esta manera que los hibridomas resultantes de este experimento transcribian

ARNm de gp 51.

Diferentes hipdtesis puede plantearse para explicar la falta de esta proteina o no
deteccién de la misma. Una posibilidad es que estos mensajeros son degradados
previamente a ser traducidos, esto podria explicarse por el reclutamiento de los
mismos por parte de estructuras como los cuerpos de procesamiento, denominados

mas comunmente como P-Bodies.
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Los cuerpos de procesamiento se encuentran estan distintas regiones del citoplasma
de las célula eucariota y consisten en estructuras donde intervienen las cuales regulan
negativamente la expresion de muchos ARNm. Estos cuerpos de procesamiento se han
observado en las células somaticas procedentes de vertebrados e invertebrados,
incluyendo las plantas y levaduras. Hasta la fecha, se ha demostrado que desempefian
un papel fundamental en degradacién y decaimiento de la concentracion de ARNm en
general (Brengues et al., 2005). Es importante tener en cuenta que no todos los ARNm
gue entran a cuerpos de procesamiento no son degradados, ya que se ha demostrado
que algunos pueden salir de estas estructuras y volver a iniciar la traduccion (Brengues

et al., 2005; Bhattacharyya et al., 2006).

Otra alternativa es que la proteina pudo haber sido téxica para las células y mediante
otros mecanismos, como ser la via de la ubiquitina, fue degradada, ya que los clones
crecieron con normalidad bajo la resistencia a neomicina conferida por la construccion.
Finalmente, existe la posibilidad que la misma se haya expresado pero en niveles
significativamente basales e indetectables para las técnicas que utilizamos. De ser asi,
igualmente representaria una gran dificultad, la cual posiblemente no podriamos
resolver, para la purificacion y posterior realizacion de diversos ensayos funcionales y

estructurales que teniamos previsto realizar con dicha proteina.

Con respecto a la expresion en E. coli, la misma fue realizada de modo de obtener la
secuencia peptidica de la proteina gp 51, ya que de forma previa, dada la inviabilidad
de este sistema para glicosilar residuos claves que naturalmente presenta, buscamos
obtener los epitopes lineales de mayor importancia desde el punto de vista antigénico

de la proteina.

Durante la puesta punto de la expresidn se evaluaron diferentes condiciones de las
cuales pudo obtenerse un protocolo optimizado para la expresidon y purificacidon de la
proteina gp 51 en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Dicha proteina fue obtenida
relativamente pura, previa purificacion por IMAC, en una fraccidn de elucion de lavado
de la columna. La misma, requirid de su re-solubilizacion en urea 8 M, dado que fue

obtenida en la fraccién insoluble mediante previa ruptura de cuerpos de inclusion.
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De este modo generamos en el laboratorio una importante herramienta para el disefio
de un método de deteccién, como ser ELISA o dot blot, contra sueros de vacas
naturalmente infectadas con VLB. Actualmente, existe una linea de investigacién en el
laboratorio la cual presenta un perfil biotecnolégico que podrd hacer uso de esta
herramienta, como ser la expresion de la proteina gp 51 de las estirpes que circulan
naturalmente e infectan a nuestro ganado, en el sistema optimizado en este trabajo.
Asimismo, como se detallo en el capitulo 4, existen variantes a nivel nacional de este
virus que presentan importantes mutaciones en epitopes lineales de neutralizacién del
virus de la proteina gp 51, las mismas podran ser expresadas y utilizadas en diferentes
ensayos para la elaboracién de un kit diagndstico a nivel a nacional que contemple

estas variantes.
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7. Disefo de librerias moleculares para
el estudio de Ila dinamica de
cuasiespecies de virus ARN
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7.1 Resumen

Los virus cuyos genomas estan constituidos por ARN presentan tasas de mutacion muy
elevadas. La tasas de error concebidas por las ARN polimerasa dependiente de ARN
(APdA), presentes en estos virus, se estiman entre 107 v 10°. Por consiguiente, una
poblacion de un virus ARN no se compone de una sola variante genética, sino de un
conjunto de variantes virales estrechamente relacionadas desde un punto de vista
genético, denominadas cuasiespecies. Hasta el momento no se ha disefiado un
método para poder medir de forma precisa la frecuencia de mutaciones de una
cuasiespecie viral dada. Las nuevas metodologias de secuenciacidn profunda tienen la
sensibilidad adecuada para hacer frente a tan importante desafio. Sin embrago, estos
métodos presentan una importante tasa de error, la cual puede enmascarar la
verdadera frecuencia de mutaciones que tienen lugar durante la replicacidon viral y
dindmica de cuasiespecies virales concebida por la misma. Es por lo que antecede, que
se fijo como objetivo de este trabajo, el disefio un nuevo y prometedor método para el
analisis de cuasiespecies. Este se basé en la realizacién de librerias moleculares
circulares que puedan reducir el error de lectura de secuencia y dar a conocer de
forma precisa la verdadera dimensién y frecuencia de mutaciones de una cuasiespecie
viral. Para realizar este nuevo método se trabajé con el Virus Polio en laboratorio del

Dr. Raul Andino de la Universidad de California de San Francisco.
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7.2 Marco tedrico de la investigacion

Los virus cuyos genomas estan constituidos por ARN presentan tasas de mutacion
muy elevadas. La tasas de error concebidas por las ARN polimerasa dependiente de
ARN (APdA), presentes en estos virus, se estiman entre 102 y 10 por nucleétido
copiado, mientras que las tasas que presentan las ADN polimerasas se estiman en el
orden de 10® a 10! (Vignuzzi et al., 2005). Por consiguiente, una poblacién de un virus
ARN no se compone de una sola variante genética, sino de un conjunto de variantes
virales estrechamente relacionadas desde un punto de vista genético, denominadas

cuasiespecies.

Las altisimas tasas de mutacion y el gran tamafio de las poblaciones de cuasiespecies
virales permiten a los virus ARN evolucionar y adaptarse a cambios y desafios durante
la infeccion viral (Biebricher, C.K. and M. Eigen., 2006). Por consiguiente, es la
poblacién viral en su conjunto y no una estirpe viral de forma individual el blanco de la
seleccidon. Mas aun, estudios recientes demuestran que las cuasiespecies virales no son
solo un conjunto de mutantes, sino una poblacién de variantes que interaccionan
entre si, contribuyendo a las caracteristicas de la poblacién viral y siendo una entidad
absolutamente dinamica. Por consiguiente, comprender los mecanismos moleculares
gue subyacen en la dindmica, interaccidn y evolucidén de cuasiespecies de virus ARN es
de fundamental importancia para el disefio de nuevas y efectivas estrategias

antivirales.

Estudios recientes realizados en el laboratorio del Dr. Raul Andino en la Universidad de
California, San Francisco, han permitido aislar una variante de virus Polio (PV) que se
replica en altos niveles en células Hela, generando una menor diversidad genética y
produciendo una poblacién de cuasiespecies limitada en cuanto a las mutaciones
adquiridas en la misma. Este fendmeno es debido a un Unico cambio aminodcidico
(G64S) en la APdA. Por consiguiente, esta variante es incapaz de adaptarse a
condiciones adversas de crecimiento y se encuentra muy atenuada in vivo, no

pudiendo producir el efecto citopatico que caracteriza al virus Polio (PV).
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Sin embargo, el fenotipo atenuado de esta variante puede ser devuelto a su estado
salvaje mediante la ampliacidén de la cuasiespecie a través del tratamiento de la misma
con un agente mutagénico como la ribavirina (Domingo, 2006). Asimismo, el equilibrio
dindmico entre capacidad de adaptacion y carga mutacional es de fundamental

importancia para la supervivencia y evolucién de las poblaciones de virus ARN.

Por lo que antecede, es evidente que tanto la diversidad genética como la estructura
poblacional de la cuasiespecie desempeian un rol de fundamental importancia en el

fitness viral, o capacidad replicativa de un virus en un ambiente dado.

Una medida de la patogénesis viral es la infectividad especifica (proporcion de
particulas virales que son infectivas). Las poblaciones de virus ARN se caracterizan por
una baja infectividad especifica: la tasa de unidades formadoras de placas (PFUs) al
total de particulas virales se ha estimado en el orden de 0,001 para PV (Racaniello et
al., 2007). Una pregunta importante a responder es por qué sélo una fraccidon de los
viriones es infecciosa. Una posible hipdtesis es que la baja infectividad puede deberse
o ser parcialmente explicada por la presencia de genomas no infectivos presentes en la
cuasiespecie viral. La teoria de cuasiepecies predice que al aumentar la diversidad de
una poblacién, una mayor proporcion de esta podra atravesar el umbral de error
(Biebricher, C.K. y M. Eigen., 2005). Asi, cuasiespecies muy diversas deberian tener una
mayor fraccion de genomas no infecciosos y por tanto una menor infectividad
especifica.

Por lo que antecede, y la gran importancia de poder entender a la dindmica de las
cuasiespecies virales, es que nos preguntamos:

¢Como podemos medir cuantitativamente la diversidad viral?

Un desafio técnico importante para hacer frente a esta pregunta es cOmo caracterizar
el espacio de secuencias de una poblacion viral. Una meta importante es desarrollar
métodos rdpidos y cuantitativos para determinar la distribucion de mutantes en una
cuasiespecie dada, con alto grado de resolucién temporal, ya que la misma, como

mencionamos anteriormente, es una entidad dinamica. La secuenciacién ultra
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profunda tiene la sensibilidad y la naturaleza cuantitativa necesaria para realizar
investigaciones sobre la deriva genética viral, la seleccion natural y la respuesta a

estrategias antivirales.
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7.3 Objetivo

El objetivo de este capitulo es contribuir al conocimiento de la dindmica de
cuasiespecies virales de virus cuyos genomas estan constituidos por ARN, utilizando a
PV como modelo. Para ello se procedera al disefio de librerias moleculares especificas

para el analisis y abordaje por secuenciado profundo de este fendmeno.

Para alcanzar este objetivo nos basamos en los siguientes puntos de trabajo, los cuales

se detallan a continuacion:

1- Generacién de ARN gendmico de PV transcripto in vitro, e infeccion y titulacion de

PV en células Hela S2.

2- Obtencion de particulas virales y extraccion de genomas de PV para realizacion de

librerias circulares para el analisis de la dindmica de cuasiespecies virales.

3-Optimizacién y disefio de este nuevo método para el estudio de la evolucion de

cuasiespecies virales por secuenciado profundo.
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7.4 Materiales y métodos

7.4.1 Transformacion de células E. coli con el plasmido PV -1

La transformacion de la cepa Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue con el plasmido PV-1, el
cual contiene todo la secuencia codificante para el genoma de PV tipo 1 (ver Fig. 31) se
realizé utilizando el método de shock térmico, tal como se detallé en el capitulo 4,

seccion materiales y métodos (Licursi et al., 2002).

hammerhead ribozyme T7 promoter
ORI

i >
APr
Miul (7618) DWI
10237
EcoRI (7523) o
/ Polio Genome

Bglll (5602)

Figura 31. Mapa del plasmido utilizado para la transcripcion in vitro de todo el genoma de PV.

7.4.2 Extraccion del ADN plasmidico por Lisis Alcalina

La extraccion de ADN plasmidico de bacterias transformadas se realizd por lisis alcalina

tal como se detalld en el capitulo 4 (seccion materiales y métodos).

7.4.3 Linealizacion del ADN plasmidico

Para transcribir in vitro el genoma de PV primero fue necesario realizar de forma
previa la linealizacién del plasmido mediante el corte con EcoRl, ya que el mismo

presenta un unico sitio de corte para esta enzima. Para reaccion se utilizaron 10 pg de
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ADN plasmidico y 30 U de enzima, durante una incubacion por 1 hora a 37 2C en su

buffer de reaccion.

7.4.4 Purificacion del ADN lineal correspondiente al genoma de PV

Se agregd 3M de acetato de sodio pH 5,2 al ADN para llevar al mismo a una
concentracion de 0,3M, para luego adicionar 1 volumen de Fenol: Cloroformo: Alcohol
Isoamilico. Posteriormente se mezclé bien y centrifugd por 2 minutos a 12.000 g.
Luego, se removio la fase acuosa (la capa superior) y precipité con 2,5 volimenes de
etanol 100%, dejando reposar la reaccidén por 20 min a temperatura ambiente. El paso
siguiente fue la centrifugacién a mdaxima velocidad durante 30 min para mds adelante
poder lavar el pellet con 2 volimenes de etanol 70%. Finalmente se centrifugd por 5
min a maxima velocidad y dejo secar el pellet para luego resuspender el mismo en un

volumen apropiado de agua libre de nucleasas.

7.4.5 Transcripcion In vitro ADN lineal correspondiente al genoma de PV

La reaccidén de de transcripcion in vitro fue realizada mediante la siguiente reaccion: 20
pl de buffer de transcripcion in vitro 5X, 30 pl dNTPs 25 mM, 20 pg de ADN linearizado,
2 ul ARN Polimerasa T7, 1 pl ARNasa out y finalmente se completo hasta 100 ul de

H,0. Posteriormente se dejo incubar la reaccion durante toda la noche a 37 2C.

7.4.6 Electroporacion de células HelLa S3 con ARN de PV transcripto In

vitro

Se tripsinizé aproximadamente 2 T-150 en 100 % de confluencia, y se agregd al menos
un volumen de D-PBS, para posteriormente centrifugar por 5 min a 1.000 rpm. Luego
las células fueron lavadas dos veces nuevamente con D-PBS. El paso siguiente, fue la
acondicionamiento de las células en un volumen de D-PBS para ajustar su
concentraciéon 5 x 10° células/ml. Posteriormente se adicionaron 20 ug de ARN

transcripto in vitro a una cubeta de electroporacion BTX de 0,4 mm y se agregaron 800
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pl de células a cada cubeta. Luego de dejar reposar 20 minutos en hielo se electroporé

utilizando el siguiente seteo:

- 500V de capacitancia y resistencia

Tiempo de capacitancia = 1000

Tiempo de resistencia = 24

Voltaje: 300 V

Finalmente se transfirieron las células de forma inmediata a medio de crecimiento pre-

calentado en una T-75 e incubd a 37 °C.

7.4.7 Ensayo de plaqueo viral para Poliovirus en céluas HelLa S3

Para la titulacion de PV se realizd el siguiente ensayo de plaqueo viral. Se sembraron
placas de 6 pocillos a una densidad de 6-9 x 10° células/placa un dia antes del ensayo
de plaqueo viral. El dia del ensayo de plaqueo viral, se colocé el bafio de agua a 57 2C.
Luego, se fundié el volumen apropiado de agarosa al 2% en agua (aproximadamente 8-
12 ml por placa). Posteriormente, se calenté medio libre de suero (o PBS) y DMEM 2X a
37 2C (el DMEM 2X fue preparado a partir de su forma en polvo + 2,4g de bicarbonato

de sodio y luego filtrado y esterilizado previo a su uso.

A continuacion se realizaron diluciones seriadas del virus en medio libre de suero, para
ello se utilizéd tubos de 5 ml y se vortexed entre cada dilucién. Se realizaron las
siguientes series de 102, 10" 10° 107, 10®, 10°. A continuacién se lavé cada pocillo
con PBS o medio libre de suero, luego se removié el medio de lavado y agregd 0,25 ml
de cada dilucidn a su correspondiente pocillo. Consiguientemente, se incubd las placas
a 37 oC por 30 min (agitando las mismas cada 10 min). Inmediatamente antes de su
uso, se mezclo la agarosa 2% y DMEM 2X 1:1 y cubridé cada pocillo con 2-4 ml de dicha
mezcla, para posteriormente dejar las placas alcanzar la temperatura ambiente y luego

incubarlas a 37 eC.

Luego de 48 horas, se agregd formaldehido 2% a cada pocillo y luego incubd a

temperatura ambiente por 10-15 min. Removio el recubrimiento de agarosa y adiciond
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cristal violeta a cada pocillo. Luego de 10-15 min se lavaron las placas con hipoclorito e

inmediatamente se también fueron lavadas con H,O0.

7.4.8 Purificacion de viriones de PV por colchon de sacarosa

Se creci6 2,5-3,0 L de células Hela S3 en frascos de cultivo celular con agitacién, luego
fueron centrifugadas y se peletearon las células (1.000 rpm por 5 min) utilizando tubos
conicos de 500 ml. Las mismas fueron resuspendidas en medio libre de suero y se
agregd 1,25-3,00 x 10*° PFU de PV (MOI aprox. 10). El volumen final fue de 25-30 ml en
un tubo cénico de 50 ml y se incubé a 37 2°C por 30-45 min, mezclando
peridodicamente. Posteriormente, se transfirié a un matraz de agitacion mas pequefio y

ajusto el volumen a 250-300 ml para incubar durante 37 2C por 8-24 hrs.

De forma siguiente fue transferido a tubos cénicos, congelados-descongelados 3 veces,
de modo de romper todas las células, y se clarificé (3.500 rpm por 5 minutos) y

transfirio a tubos conicos nuevos.

7.4.9 Ultracentrifugacion

Para llevar a cabo la ultracentrifugacion se descongelé el sobrenadante de cultivo viral
y transfiridé a 5 tubos de UC (Beckman 344058). El 6to tubo se utiliz6 como blanco (con
agua o buffer). Se procedié a una primera etapa de centrifugacién de 10 min a 14K en
rotor SW28. Luego, se transfirié el sobrenadante de cultivo viral a tubos cénicos de 50
ml y agregaron 40 pul de ARNasa A a 10 pg/ml por 1 hr a temperatura ambiente.
Durante el tratamiento con ARNasa, se prepararon los 6 tubos de UC con 6 ml de un
colchdn de sacarosa 30% en HBSS, mientras que se ajusté el sobrenadante de cultivo
viral a 0,5% de SDS y EDTA 2 mM. Posteriormente se pipeted suavemente el

sobrenadante en la sacarosa, con el prop6sito de no mezclar ambos.

Posteriormente se centrifugd 4 hrs a 28.000 rpm en el rotor SW28 (a una temperatura
de 15 9C). A continuacion, se aspird el sobrenadante dejando el colchdn de sacarosa en

su lugar y lavo la parte superior de la sacarosa con 1 ml de HBSS. Finalmente se
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removié la sacarosa con una pl000 y tomd el pellet de viriones, el cual fue

resuspendido en buffer de lisis de viriones.

Posteriormente a la purificacion de viriones de PV, se procedio la estrategia disefada
para la generacion de librerias circulares como puede observarse en la figura 32 y se

detalla posteriormente.

Fragmentacion
quimica por Zn

Ligacién
ARN

Purificacion
por gel

Rolling-circle RT

Seleccion por
tamafio

Ligacidn

I cDNA
|

Primer B f_\ Primer A
: '

PCR

Figura 32. Esquema representativo del disefio experimental para la generacion de librerias circulares para el

analisis por secuenciado profundo de cuasiespecies virales.
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7.4.10 Extraccion y fragmentacion de genomas de PV

La extraccién de ARN gendmico de PV fue realizada mediante la utilizacion del Kit
comercial QlAgen, segun las instrucciones de su fabricante. Para proceder con la
fragmentacion de ARN se llevé el volumen de la muestra de ARN a 9 ul con agua libre
de nucleasas. Luego se agregd 1 ul de Buffer de Fragmentacion 10X, el cual consta de
cationes de Zn los cuales clivan, bajo la accién de alta temperatura, de forma aleatoria
al ARN, generando una mezcla de fragmentos de ARN de diferentes tamafios. Esta
mezcla se vortexeo, se centrifugd brevemente y se incubd a 70 2C por 15 min.

Finalmente se agregd 1 ul de Solucion Stop (accidon quelante) y se almacend a -80 2C.

7.4.11 Purificacion de ARN de Urea-PAGE

Luego de la realizacién de un gel de poliacrilamida 15% suplementado con urea 6M, y
corrido las muestras de ARN correspondientes, se tifid el gel por 10-40 min con SYBR
Gold 1:10000 en TBE 1X. Se visualizo el gel en un transiluminador UV para luego cortar
las bandas deseadas. Utilizando una aguja de 0,7 mm se realizé un orificio en el fondo
de tubos de 0,5 ml y se ubicaron las bandas, ubicandose luego los tubos de 0,5 ml en
uno de 1,5 ml. Luego de una centrifugacion a maxima velocidad por 3 minutos, se
suspendio el gel en 300 ul de agua libre de nucleasas y se incub6 por 10 min a 70 °C.
Posteriormente se cargd la suspensién en una columna Spin-X (acetato de celulosa) y
se centrifugd por 3 min a maxima velocidad, para finalmente recoger el eluido que se

precipitd con etanol.

7.4.12 Analisis por Bioanalyzer de fragmentos de ARN purificados

El Bioanalyzer Agilent 2100 estd disefiado para determinar la calidad del ARN vy la
cantidad de una forma mas fiable y rigurosa que los sistemas tradicionales. El mismo
fue utilizado para el analisis de los fragmentos de ARN gendmicos de PV purificados

luego de la fragmentacion. El equipo consiste en un sistema de microelectroforesis
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mediante el uso de nanocapilares. Es por ello, que este sistema minimiza la cantidad
de ARN que se usa para este control, ademas del tiempo empleado en ello. Permite
obtener un algoritmo denominado RIN (Nimero de Integridad de ARN) que permite
determinar la calidad de las muestras de ARN total en base a un rango numérico del 1
al 10, siendo 1 el valor para una muestra de ARN totalmente degradada y 10 el valor

obtenido para una muestra intacta.

7.4.13 Fosforilacion y reparacion de extremos por Polinucleotido quinasa

(PNK)

Se diluyd una concentracién 10 pmol de cada uno de los fragmentos de ARN
purificados en un volumen total de 20 ul en agua libre de ARNasas, para luego
desnaturalizar los mismos durante 3 min a 95 2C. Posteriormente se incubd en hielo
por 2 min y se agregaron 2,5 pl de buffer 10X de T4 ARN ligasa. A continuacién se
adicionaron 2,5 pl de PNK (10 U/ul) y se mezcld bien. Finalmente se incubd por 1 hr a

37 °C.

7.4.14 Circularizacion de ARN

Para la circularizacion de ARN se agregaron 20 ul de agua libre de ARNasas a los
fragmentos de ARN tratados con PNK. Estos se desnaturalizaron incubandolos a 95 2C
por 3 min y se llevaron luego a hielo por 2 min. Posteriormente se agregaron 2,5 ul de
buffer 10X de T4 ARN ligasa (NEB), 0,5 pl de ATP 10mM, 2 pl de T4 ligasa (20 U/ul) y se
vortexed la mezcla. A continuacién se incubé la mezcla por 1 hr a 37 2C y se procedid
con el protocolo de purificacion de acidos nucleicos por fenol cloroformo, tal como fue

detallado previamente para ADN en el punto 7.4.4.

El pellet de ARN fue resuspendido en 10 ul de buffer de desnaturalizacién 1X y se
corriéd a 260V en un gel de poliacrilamida 15% suplementado con urea 6M, con un

control no ligado. El pellet se resuspendié en 11 ul de agua libre de ARNasas y se



Disefio de librerias para el estudio de la dindmica de cuasiespecies de virus ARN

analizd 1 ul del ARN circular utilizando el Bioanalyzer con un chip de para analisis de

ARN pequeiio.

7.4.15 Transcripcion Reversa utilizando ARN circular como molde y

ligacion del ADNc

Se realizé una Transcripcion Reversa (RT) para obtener ADNc, a partir de los
fragmentos de ARN circulares purificados obtenidos previamente. Para ello realizamos
una mezcla de reaccién utilizando los siguientes reactivos por cada muestra: 3 pl de
agua Milli-Q, 1 ul de dNTPs a una concentracién de 10 mM, 3 pl de hexameros
aleatorios unidos a los oligos de llumina separados por un linker y 3 ul de cada molde
circular de ARN. Esta mezcla se incubd a 65 2C por 5 min y posteriormente se incubd
en hielo 1 min. A continuacién se adicionaron a la mezcla 4 pl de buffer 5X, 2 ul de DTT
100 mM, 1ul de ARNasa out y 1l de la enzima RT (ADN polimerasa ARN dependiente
superscript 1) de Invitrogen, en una concentracién de 200 U/ul, obteniendo un
volumen final de 20 pl. Esta mezcla de reaccdn fue incubada 10 min a 25 2C, 50 min a

42 °Cy 15 min a 70 2C en el termociclador Corbett PalmCycler CG-196.

7.4.16 PCR para la generacion de librerias para analisis por secuenciado

profundo utilizando llumina.

Se realizé la PCR utilizando la secuencias especificas de los oligos de llumina
contenidos en el ADNc obtenido. Para la misma se procediod utilizando los siguientes
cebadores:

directo, 5'- AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGC
TCTTCCGATCT- 3’, y reverso, 5'- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGCTCT TCCGATCT- 3'. La
mezcla de reaccién final contenia Tris HCl 20 mM pH 8,4, KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM,
dNTPs 200 uM, cada cebador a 200 nM, y 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen, EE.UU).
Las condiciones para la amplificaciéon por PCR fueron las siguientes: 95 °C durante 3

min; 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 2C durante 30 seg, hibridacion a 55 2C durante



Disefio de librerias para el estudio de la dindmica de cuasiespecies de virus ARN

30 seg, y extensidn a 72 oC durante 30 seg; seguido por una extension final a 72 2C

durante 10 min.

7.4.17 Secuenciacion convencional para verificacion de la libreria

La secuenciacién de los productos de PCR fue realizada en el Servicio de Secuenciacién
de Genetch Hall, UCSF, utilizando los oligos de llumina mediante el kit Big Dye DNA

sequencing kit (Perkin-Elmer) en un secuenciador 373 DNA Sequencer (Perkin-Elmer).
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7.5 Resultados

7.5.1 Purificacion de viriones y genomas de PV
La purificacion de los viriones de PV fue realizada con éxito. Posteriormente, mediante

la utilizacion de los mismos, fue llevada a cabo la extraccién y purificacién de genomas
virales (ver figura 33).

10Kb

Figura 33. Extraccion de genomas de PV a partrir de los viriones purificados. En la figura se observa un gel de
agarosa al 1 % tefido con BrEt. En el carril 1 marcador de peso molecular de ARN, en los carriles 2 al 5 se observan
diferentes genomas de PV extraidos a partir de los viriones previamente purificados.

7.5.2 Fragmentacion de genomas de PV mediante la accion de cationes

de Zn.

Para la fragmentaciéon de los genomas de PV se utilizé un protocolo basado en la
accion de los cationes de Zn sobre los acidos nucleicos, tal como se detallé en el punto
7.4.10. Para la puesta a punto del mismo fue necesaria la realizacion de diversas
pruebas, que consistieron en la variacién de los tiempos de incubacién a 70 2C del ARN
con Zn, y de la cantidad de ARN en pg a fragmentar. Estos ensayos se encuentran
descriptos en las figuras 34 y 35. De esta manera la optimizacion de la fragmentacién
utilizando cationes de Zn fue puesta a punto de forma exitosa. El paso de
fragmentacion puede verse en el mapa de diseiio general del experimento (ver figura

32).
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Figura 34. Visualizacion de la corrida electroforética de los genomas de PV previamente fragmentados con Zn. En
la figura se observa un gel desnaturalizante de acrilamida al 15 % - urea 6M. En los carriles se observa un PM,
marcador de peso molecular de ARN, en los cinco carriles siguientes se observa claramente la corrida de ARN de
diferentes concentraciones, desde 0.5 pg a 5.0 ug que fueron tratados con Zn durante 10 minutos. El carril C
corresponde a un genoma de ARN sin fragmentar. Los ultimos tres carriles corresponden a las corridas de ARN de
concentracion 0.5 a 2.5 pg tratados con Zn durante 15 minutos. Se observa un aumento gradual de la cantidad de

byt 4

ARN de menor tamafio al aumentar el tiempo de exposicién al Zn a 70 °C.
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Figura 35. Visualizacion de la corrida electroforética de los genomas de PV previamente fragmentados con Zn. En

la figura se observa un gel desnaturalizante de acrilamida al 15 % - urea 6M. En los cinco primeros carriles se
observa la corrida de ARN de diferentes concentraciones, desde 5.0 pug a 0.5 ug que fueron tratados con Zn durante
15 minutos. En PM, marcador de peso molecular de ARN. El carril C corresponde a un genoma de ARN sin
fragmentar. Los ultimos dos carriles corresponden a las corridas de ARN de concentracién 5.0 y 3.5 g tratados con
Zn durante 20 minutos. Se observa un aumento gradual de la cantidad de ARN de menor tamafio al aumentar el
tiempo de exposicién al Zn a 70 °C.

Posteriormente a la optimizacion de la fragmentaciéon de ARN gendmico de PV, fue
necesaria la realizacion de geles con carriles de mayor tamafio para poder sembrar un
mayor volumen de ARN gendmico fragmentado, y asi proceder al corte y purificaciéon
de bandas de tamafios comprendidos entre 30 y 100 nucledtidos, como puede verse

en la figura 36.
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Figura 36. Visualizacion de la corrida electroforética de los genomas de PV previamente fragmentados con Zn. En
la figura se observa un gel desnaturalizante de acrilamida al 15 % - urea 6M. En el carril 1 se observa un marcador
de paso molecular de ARN. En el carril 2 un marcador solo de 50 nts de ARN y en los carriles 3, 4 y 5 genomas de PV

fragmentados para su posterior purificacion en diferentes tamafios

7.5.3 Purificacion de fragmentos de ARN de tamaiio especifico a partir de

geles Urea-PAGE

Posteriormente a la fragmentacién se llevd a cabo la purificacion de fragmentos de
ARN del genoma de PV de diferentes tamafios. Los mismos oscilaron en un rango de 30
a 100 nts. Fue necesaria la utilizacion de un marcador de ARN de 50 nts, ademas del de
peso molecular para la correcta identificaciéon de los fragmentos de interés. La

purificaciéon fue realizada con éxito, tal como se puede observar en la figura 37.
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Asimismo pudo corroborarse una mejor fragmentacién en tamafios iguales o

superiores a los 50 nts.

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12

Tint ——> : -~
d6nt > -

jbnt —>

Figura 37. Purificacion y electroforesis de fragmentos de ARN gendmicos de PV para ligacion. En la figura se
observa un gel de acrilamida desnaturalizante al 15 % -urea 6M. Los fragmentos fueron ligados utilizando T4 ARN
Ligasa. En el carril 1 se observa un marcador de ARN, en el carril 2 un cincuentamero de ARN y en los carriles 3 al 12
se observan los diferentes fragmentos de ARN purificados que habian sido previamente cortados del gel de ARN de

PV fragmentado.

7.5.4 Andlisis de los fragmentos de ARN purificados

Para analizar de forma precisa la integridad y tamanos de los fragmentos de ARN
purificados se utilizé el equipo Bioanalyzer, el cual estd disefiado para determinar la
calidad del ARN y la cantidad de una forma mas fiable y rigurosa que los sistemas

tradicionales. Los analisis realizados pueden verse en la figura 38.
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Figura 38. Resultados del Bioanalyzer de fragmentos de ARN purificados. El nimero de cada una de los graficos se
corresponde con el nimero de la muestra analizada. En el eje Y se graficé fluorescencia de la medida, en el eje X el

tamafios en nucledtidos de la muestra de ARN corrida.

7.5.5 Fosforilacidn y reparacion de extremos por Polinucleétido quinasa

(PNK)

La fragmentacién quimica del ARN por iones de Zn deja como resultado la
desfosforilacién de los extremos 5. El uso de la enzima PNK resuelve este problema
mediante la fosforilacién de los extremos 5" y la adicién de grupos OH en 37, en
presencia de ATP. Este ensayo es necesario para la posterior ligacién de los fragmentos

mediante la accién de la T4 ARN ligasa.

7.5.6 Circularizacion de fragmentos de ARN

Para la obtencion de los moldes circulares de ARN cada poblacion de fragmentos de
ARN purificada fue tratada con la enzima T4 ARN ligasa. Durante la reaccién de

ligacidn, se obtuvieron distintas formas moleculares. Por un lado, varios fragmentos se
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ligaron entre si dando lugar a formas lineales de tamafos mayores. A su vez, también
se encontramos un importante porcentaje de ARN que permanecid sin ligarse. Por
ultimo, aproximadamente ente el 20 y 30% de la poblacidn especifica de fragmentos
sometidos a la reaccidn se ligaron en si mismos dando lugar a las formas circulares
esperadas. Todos estos resultados son detallados en la Figura 39. La migracién
diferencial, obtenida bajos las condiciones desnaturalizantes del gel fue clave para
poder purificar solo aquellos fragmentos circulares y ligados en si mismos. De este
modo se obtuvieron los moldes circulares para poder realizar las reacciones de RT

rodante o “Rolling RT” de forma posterior.

Figura 39. Ligacion de fragmentos genémicos de PV. En |a figura se observa un gel de acrilamida desnaturalizante al
15 %- urea 6M. En el carril 1 marcador de peso molecular de ARN; en el carril 2 un cincuentamero de ARN; en el
carril 3 marcador de peso molecular “in house”; en el carril 4 un fragmento de 35 nt sin ligar; en el carril 5 se
observa la ligacidon de un fragmento de 35 nt; en el carril 6 se observa un fragmento de 50 nt sin ligar; en el carril 7
ligacién de un fragmento de 50nt; en el carril 8 fragmento de 60 nt sin ligar; y en el carril 9 se observa la ligacion de

un fragmento de 60 nt.

7.5.7 Secuenciaciéon convencional para verificacion de la libreria

Como se aprecia en la figura 40, se pudo correr y purificar la libreria realizada por PCR
y efectivamente pudo corroborarse que la lectura de la secuencia estaba repetida en
tdndem. En este caso, el nimero de repeticiones de la secuencia a amplificar fue de 3

veces.
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Figura 40. Secuenciacion de librerias moleculares. Gel con la amplificacion de la libreria, mediante el uso de los oligos de llumina(secuencias en azul y celeste), y verificacion de tandem de 3

repetidos de secuencia.
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7.6 Discusion

Hasta el momento no se ha podido calcular la frecuencia de mutaciones de una
cuasiespecie viral de forma precisa. Las metodologias que existen en la actualidad para

secuenciar una entidad tan dindmica y compleja no permiten abordar este objetivo.

Esta afirmacion puede explicarse de la siguiente forma, nuestros métodos actuales
para evaluar la frecuencia de mutaciones de una cuasiepecies viral producen datos
estadisticamente cuestionables, o sin la robustez suficiente. Asimismo, el bajo nimero
de nucledtidos que son capaces de secuenciar los métodos convencionales representa
un impedimento para analizar y cubrir la totalidad del espectro de variantes virales en
una cuasiepcie dada de un virus cuyo genoma estd constituido por ARN.

Sin embrago, las nuevas tecnologias de secuenciaciéon desafian este importante
obstaculo pudiendo generar una enorme cantidad de informacién de secuencias, en el
orden de millones de éstas, las cuales dependiendo del método podran variar en
numero y longitud. A pesar de esto, las mismas presentan una alta tasa de error
producida, no solo por el método de secuenciado, sino por las enzimas que deben de
utilizarse durante la generacién de la libreria a analizar. Ademas de esto, debe
considerarse que el error provocado por la técnica de secuenciacion puede producir un
error aproximado de 1%, 1-2 6rdenes de magnitud mayor que la frecuencia de

mutaciones de una gran variedad de virus de ARN, como por ejemplo el PV.

Es por esta razén que el disefio de librerias por biologia molecular que nos permitan
leer la misma secuencia, fisicamente hablando, nos permite reducir de forma
significativa el orden de magnitud de error. Exactamente por dos 6rdenes de magnitud
para cada lectura adicional de la misma secuencia viral. El disefio de esta novedosa
metodologia podra en un futuro estimar de forma precisa por primera vez la
frecuencia de mutaciones de una cuasiespcie viral. Lo mds importante de esto seran
las preguntas bioldgicas que podran responderse bajo el uso de esta metodologia,
como ser la influencia real del uso de mutagenos y antivirales, o el cambio en factores

externos, como la temperatura o el PH, en la estructura de una poblacién viral.
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Actualmente estos estudios continian en el Laboratorio del Dr. Raul Andino vy

prevemos la realizacion de importantes publicaciones derivadas de los mismos.
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Con respecto al analisis de variabilidad genética y modo de evolucidon de VLB en el

Uruguay y en la region:

e Los resultados obtenidos del analisis de las primeras secuencias de gp51 de VLB
obtenidas en Uruguay, permiten agrupar las mismas dentro del genotipo 1.

e Confirman y revelan la presencia de siete genotipos diferentes.

e La co-circulacion de diferentes linajes en localizaciones geograficas especificas.

e Sustituciones especificas sobre el RBD de gp51 mapeadas en el 2do dominio de
neutralizacidn viral.
e Una diversificacion en aumento de VLB en América del Sur con la presencia de

los 7 genotipos descriptos.

Dicho trabajo fue publicado en una revista internacional arbitrada (ver Anexo Il)
Phylogenetic analysis of bovine leukemia viruses isolated in South America reveals
diversification in seven distinct genotypes. Moratorio G, Obal G, Dubra A, Correa A,

Bianchi S, Buschiazzo A, Cristina J, Pritsch O. Archives of Virology 155(4):481-9. 2010

Estos resultados nos llevaron al desarrollo de una metodologia para obtener la
informacién completa del genoma proviral de VLB y a la expresién de la proteina de

superficie viral gp51.

Con respecto a la caracterizacién molecular de genomas provirales de VLB extraidos de
linfosarcomas:
e Se desarrolld un método de amplificacién, clonacién y secuenciacion de

genomas provirales de VLB.

e Estos genomas representan las primeras secuencias completas de VLB extraidas
directamente de un linfosarcoma y reportada en la base de datos (actualmente

protegidas con fecha de liberacion para diciembre del 2012)
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e Se identificaron mutaciones caracteristicas de estas estirpes en diferentes
regiones del genoma, e hipotetizé su posible rol en el desarrollo oncogénico de

esta enfermedad.

e En esta tesis se discuten dos de estas secuencias completas pero hemos llegado
a analizar una tercera la cual se encuentra en el manuscrito (ver Anexoll)
enviado a una revista internacional arbitrada (BMC Research Notes) con los

resultados finales obtenidos

Con respecto a la expresidn y purificacion de la proteina gp51 de VLB:

e Se realizd la construccion pSV2k-gp 51 y se transfectd de forma estable en
células X63 ,lamentablemente no pudo detectarse la proteina y Unicamente se

obtuvo el ARN mensajero de la misma

e Mediante la construccién pET21 d-gp51, se expreso y purifico la proteina gp 51
de VLB, la misma podra utilizarse como una herramienta para desarrollar un kit
diagndstico a nivel nacional que contemple las variantes de la misma que

circulan en nuestro pais.

Con respecto a la construccion de librerias moleculares para el estudio de

cuasiespecies de virus ARN:

e Fue posible desarrollar librerias que reduzcan significativamente el error de
secuencia y por lo tanto poder por primera vez, calcular la tasa de mutaciones

de una cuasiespecie viral de forma precisa.

e Esta metodologia podra ser empleada para responder importantes preguntas

de la biologia viral como cual es la verdadera dimensidon y estructura
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poblacional de una cuasiespecie viral durante una infeccion o bajo la accion de

diferentes presiones como ser mutagenos y-o antivirales.

e la metodologia descripta sera de gran importancia para entender los
comprender los mecanismos moleculares que subyacen en la dindmica,
interaccion y evolucion de cuasiespecies de virus ARN, los cuales son de
fundamental importancia para el disefio de nuevas y efectivas estrategias

antivirales.

e Este método podra ser utilizado para la gran mayoria de virus ARN.

e Prevemos importantes publicaciones futuras a partir de estos valiosos vy

excitantes resultados obtenidos durante el desarrollo de esta metodologia.

Finalmente, esta tesis representa el primer ladrillo del desarrollo de una linea de
investigacion sobre el VLB mediante la creaciéon de un grupo multidisciplinario
enfocado en el estudio de la epidemiologia y fisiopatologia de la LBE, su agente

etioldgico y el proceso oncogénico que desencadena.



Abreviaturas

°C Grados Celsius

ADN Acido Desoxirribonucléico

ADNCc ADN copia

Ag Antigeno

AL Aleucémico

alRT prueba aproximada de la razon de la verosimilitud (approximate Likelihood Ratio Test)
APdA ARN polimerasa dependiente de ARN

ARN Acido Ribonucleico

ARNmM ARN mensajero

BIV Virus de la inmunodeficiencia en bovinos

BolLA Antigeno Linfocitario Bovino (Bovine Lymphocyte Antigen)
c.s.p. cantidad suficiente para

CAEV Virus de la Artritis-Encefalitis Caprina

CRE elemento de respuesta a AMP-ciclico

DAS secuencias activadoras corriente abajo

DO Densidad 6ptica

DOPE Energia Optimizada Discreta de la Proteina (Discrete Optimized Protein Energy
E. coli Escherichia coli

EIAV Virus de la anemia infecciosa equina

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

env gen codificante de la glicoproteina gp 51 de envoltura
F-MLV Virus de la Leucemia Murina de Friend

FIV Virus de la Inmunodeficiencia en Felinos

FLK Células de rifion fetal ovino (Fetal Lamb Kidney cells)
g Aceleracién de la gravedad

gag antigeno grupo especifico (group-associated antigen)

gp 30 glicoproteina transmembrana de VLB

gp 51 glicoproteina de superficie de VLB

gp 51-ELISA Prueba de ELISA que detecta anticuerpos contra la gp 51 de BLV
GRE Elemento de Respuesta a Glucocorticoides

HIV Virus de la Inmunodeficiencia Humanos

hr hora/s

HTLV Virus de la Leucemia de células T de los Humanos

IDGA Inmunodifusién en gel de agar

Ig Inmunoglobulina

IgG Inmunoglobulina G

IPTG Isopropil Tiogalactdsido

kb kilopares de bases

kDa kiloDalton

LB Luria-Bertoni

LBE Leucosis Bovina Enzodtica

LP Linfocitosis Persistente

LS Linfosarcoma

LTR Repetidos Terminales Largos (Long terminal repeats)
mA mili Amperes

MCMC Cadenas de Markov Monte Carlo

MDBK Rion Bovino Madin-Darby (Madin-Darby Bovine Kidney)
mg miligramo/s

MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad

min minuto/s

ml mililitro/s

MLV Virus de la Leucemia Murina

mm milimetro/s

mM mili Molar



ND
NES
ng
NLS
nm
NR
OIE
PAQ
p/v
PAGE
pb
PBF
PBMCs
PBS
PFU
PCR
pH
PNK
pol
prot
PV
PVDF
RBD
RDL
RFLP
RIN
rp24
rom
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
seg
SENASA
SFV
SIvV
SNV
SNP
STLV
SU
SFB
TA
™
TxRE
u

pl
USDA
uv

Vv
VDVB
VESPA
VISNA
VLB

No Determinado

Sefial de Exportacion Nuclear

nanogramo/s

Sefial de Localizacién Nuclear

nanémetro/s

No Reportado

Organizacién mundial de sanidad animal (Office International des Epizooties)
Analisis de Particion de Cuasiespecies (Partition Analysis of Quasiespecies)
peso en voliumen

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (Polyacrialmide gel electroforesis)
pares de bases

plasma BLV-blocking factor

Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral blood mononuclear cells)
Solucién amortiguadora de fosfato (Phosphate buffered salt)
Unidad Formadora de Placas

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
potencial de Hidrégeno

Polinucleétido Quinasa

gen de la polimerasa (polymerase)

proteasa

Virus Polio

polifluoruro de vinilideno (polivynilidene difluoride)
Dominio de unidn al Receptor (Receptor Binding Domain)
Recuento Leucocitico Diferencial

Polimorfismos en el Largo de los Fragmentos de Restriccion
RNA Integrity Number

p24 recombinante

revoluciones por minuto

Retrotranscripcién + PCR

Dodecil sulfafo de sodio (sodium docecil sulfate)

PAGE en presencia de SDS

segundo/s

Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agrolimentaria

Virus espumoso de los simios

Virus de la Inmunodeficiencia en Simios

Virus de la Necrosis del Bazo
Polimorfismo Simple de Nucleétidos

Virus de la Leucemia de células T de los Simios
glicoproteinas gp 51 de superficie

Suero Fetal Bovino

Temperatura Ambiente

glicoproteinas gp 30 transmembrana

Elemento de Respuesta a Tax

Unidad/es

microlitro/s

Departamento de Agricultura de Estados Unidos

Ultravioleta

Voltio/s

Virus de la Diarrea Viral Bovina

Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis

Virus Visna-Maedi

Virus de la Leucosis Bovina (Bovine Leukemia Virus)
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