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RESUMEN

Aunque algunas proteinas virales juegan un papel importante en la patogénesis de
las enfermedades asociadas con el HTLV-I, su estilo integracional permanece
parcialmente sin resolver. En este trabajo se evaluaron caracteristicas de la
cromatina en una region de 100 Kbp alrededor de provirus HTLV-I en sujetos
seropositivos asintomaticos. A partir de una biblioteca gendmica humana de
clones IPCR proveniente de cuatro individuos seropositivos asintomaticos del
Suroccidente colombiano, se secuenciaron 27 clones. Mediante el uso del
programa BLAT del Genome Browser UCSC, se calcul6 el contenido de C/G y
las diferencias estadisticas del nimero de islas CpG, de elementos repetidos, de
genes referenciados y otras covariables genomicas, mediante pruebas no
paramétricas. El contenido promedio de C/G en una region de 50 bp del sitio de
integracion proviral, fue de 57.6%. Las integraciones se distribuyeron con mayor
frecuencia en las porciones subteloméricas de los cromosomas 1, 2, 3,4, 5,9, 10,
11, 14, 16, 17, and 19. El 89.9% de las secuencias correspondieron a elementos
repetidos, 9.65% a islas CpG y solamente 0.46% a genes (p<0.001). SINE and
LINE fueron las secuencias repetidas mas abundantes. AluSx fue el elemento Alu
mas frecuente (70.9%) (p<0.01). Se concluye que la integracion del HTLV-I en el
estado asintomatico ocurre en areas de la cromatina celular con elevada densidad
de elementos SINE/LINE que estarian favoreciendo estados conformacionales
variables de la cromatina, ademas de eventos epigenéticos.

Palabras claves: Integracion Retroviral. HTLV-I. Seropositivos Asintomaticos.
Expansion Clonica. PCR Inverso. Genoma Humano. Bioinformatica.

Recibido: Agosto 30 ae 2009
Aceptado: Noviembre 16 ae 2009
Correspondencia: Departamento de Ciencias Fisiolégicas.

Escuela de Ciencias Ba’sicas. Facultad der Salud. Universidad del Valle. Sede San Fernando,

Edificio 120 oficina 508 Calle 436'00 Cali. Colombia. E'mail: Iabiomol@gmail.com-

Rev. Asoc. Col. Cienc. Biol. (Col.), 21: 109-125; 2009 109



Saicedo-Cituentes, Mercedes y et an.

ABSTRACT

Although some viral proteins play important functions in the associated diseases,
the role of HTLV-I proviral integration style remains partially unsolved. In this
work we evaluated several characteristics of the genomic regions associated with
HTLV-I provirus in asymptomatic carriers. From a human genome library of
Inverse PCR DNA from four HTLV-I asymptomatic seropositive subjects of
southwest pacific of Colombia twenty seven IPCR clones were sequenced. Using
UCSC BLAT Genome Browser, mapping and characterization of several genomic
covariables in a window of 100 Kbp around the integration sites were performed.
The average of G/C content in a 50 bp flanking proviral region was 57.6% + 6.93,
which was significantly higher than 60 random genome control sequences. [PCR
sequences were distributed in several loci of human chromosomes 1, 2, 3,4, 5,9,
10,11, 14,16,17,and 19. The 89.9% of sequences were repetitive elements, 9.65%
CpG island and only 0.46% genes (p<0.001). SINEs (42.5%) and LINEs (23.7%)
were the most abundant but AluSx constituted the 70.9% of all Alu types that were
recorded (p<0.01). We propose that genome integration of HTLV-I during
asymptomatic status, occur in chromatin areas with a high density of non coding
repetitive elements (SINE/LINE) that would favored variable conformational
states of chromatin and epigenesis.

Key words Retrovirus integration. Human T-Lymphotropic Virus I. Asymptomatic
carriers. Clonal expansion. Inverse PCR. Human Genome. Bioinformatics.

Introduccién (ATL) (2, 3), mientras que del 1 al 2%
una condicién neurodegenerativa
denominada Paraparesia Espastica
Tropical/Mielopatia Asociada al

HTLV-I (PET/MAH) (4)

La infeccion por el Virus Linfotrépico
Humano tipo I (HTLV-I), de la cual se
calculan alrededor de 20 millones de
personas infectadas en el mundo,

constituye un problema serio de salud
publica en muchas areas del planeta
incluyendo la regién Caribe y
Suramérica (1). Varios estudios
epidemioldgicos muestran que las
regiones suroccidente y del Caribe de
Colombia, son 4reas de media y
elevada seroprevalencia del virus.
Aunque la gran mayoria de los
infectados permanece en un estado
asintomatico, el 2 al 3% desarrolla una
leucemia de células T en el adulto
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La integracion del cDNA retroviral en
el genoma del hospedero constituye
una etapa crucial de su ciclo de vida
puesto que estd directamente
implicada en la expresion eficiente de
su progenie (5, 6). Se ha estudiado la
relacion entre la modalidad de
integracion del virus y su asociacion
con la patogénesis de enfermedades
asociadas. Aunque todavia se conoce
poco, en la Leucemia de células T en
adultos (ATL), se ha observado un
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patrén de integracion monoclonal
(7,8), en el que los provirus se
localizan dentro o cerca a unidades de
trascripcidon de genes reguladores del
ciclo celular y transduccién de sefial,
estas caracteristicas podrian explicar
la transformacién y carcinogénesis
celular (9).

La secuenciacion del genoma humano
ha permitido, identificar en términos
cuantitativos cuales son las
caracteristicas del ambiente genomico
que rodea los sitios de integracion de
retrovirus. Adicionalmente, los
estudios de integracion con base en los
analisis bioinformdticos en varios
retrovirus han mostrado que la
integraciéon no es aleatoria, y que
incluso difiere dependiendo del tipo de
virus (10, 11). Por ejemplo Mitchell et
al 2004 (10) indico que el VIH-1
prefiere integrarse dentro de unidades
génicas, mientras que el MLV lo hace
preferencialmente en regiones ricas en
islas CpG o en regiones de inicio de
transcripcion. Estas diferencias en
patones de integracion y en las
caracteristicas del ambiente genémico
que rodea los provirus parecen estar
influenciada por factores tanto (12),
como celulares (13, 14).

Los analisis a nivel gendmico sobre la
integracion del HTLV-I en linfocitos,
se han centrado en pacientes ATL y
PET/MAH, ademdas de algunos
estudios in vitro. Sin embargo es muy
poco lo que se conoce acerca de las
caracteristicas gendmicas de la
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integracion durante el estado
asintomatico. En este estudio se
evaludé, mediante secuenciacion de
regiones de ADN humano adyacentes
a provirus HTLV-, tanto la expansion
clonal en linfocitos de sangre
periférica, como los microambientes
gendmicos asociados con la
integracion proviral en una extension
de 100 Kpb; para ello, se incluyeron 4
individuos seropositivos
asintomaticos procedentes del
Suroccidente Colombiano. Mediante
secuenciacion de 27 clones
recombinantes construidos a partir de
amplicones generados por PCR
inverso, se analizé el contenido de GC,
el locus cromosdémico, genes
referenciados, elementos repetidos y
otras caracteristicas estructurales del
genoma asociado con la integracion.
Los resultados mostraron que éstas,
son regiones que contienen algunos
genes de funcidn esencial, una elevada
frecuencia de secuencias repetitivas
(LINE y SINE/Alu), ademas de ser
ricas enislas CpG.

Materiales y Métodos

Muestras y extraccion de ADN de
linfocitos de sangre periférica

En el estudio se incluyeron 4
individuos asintomadticos con
diagnodstico confirmado de infeccion
con HTLV-I+ por ELISA, Western
Blot y PCR (15) provenientes del
suroccidente colombiano (tabla 1). A
cada uno de ellos, se les tomo, bajo
consentimiento informado, una
muestra de 5 mL de sangre total;
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mediante gradientes de Ficoll
Hypaque, se colectaron linfocitos de
sangre periférica que fueron
criopreservados a -156°C hasta su
utilizacion (16). E1 ADN linfocitario
se extrajo utilizando el estuche

Wizard™ Genomic DNA Purification
(Promega. Madison. WI). El grado de
pureza y la concentracion de los ADN
extraidos se evaluo por
espectrofotometria (47).

Tabla 1 Descripcién de las caracteristicas de edad, sexo y seropositividad de indiivdiduos

asintomaticos seropositivos confirmados para la infeccion por el HTLV'I del suroccidente

colombiano

Individuo Edad Sexo IE®* WB" PCR° Bandas IPCR®
ColAC-13 33 M + n ++ 3
ColAC-16 62 M + + ++ 6
ColAC-17 36 M + + ++ 7
ColAC-23 45 M + + ++ 5

a. Inmuncensa yo enzimatico, b. Western blot] ¢. Reaccion en Cadena de 1a Polimerasa; d. Reaccion en

Cadena Inversa de la Polimerasa

Amplificacion del ADN gen6mico
por PCR inverso (IPCR)

La amplificacién de secuencias de
ADN celular adyacentes a provirus
HTLV-I se efectu6 siguiendo un
protocolo ya descrito (17,18), que se
muestra en la figura 1A. Todo el
proceso incluyd las siguientes etapas:
Una digestion inicial del ADN
extraido con Alul. Una segunda etapa
incluyo un proceso de autoligacion de
los extremos cohesivos de cada uno de
los fragmentos obtenidos en la etapa
anterior usando la enzima ADN ligasa
del fago T4. Una tercera etapa los
fragmentos autoligados se sometieron
a digestion con Sstll, endonucleasa de
restriccion que reconoce
especificamente un sitio de corte
dentro del gen gag del provirus;
mediante este tratamiento se
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conservaron los anillos de ADN que
contenian porciones de genoma del
hospedero mas un fragmento de la
region U5 del LTR proviral. Después
de una etapa de calentamiento a 93°C
por 30 minutos, los circulos relajados
fueron amplificados por PCR. Los
oligonucledtidos cebadores
sintetizados a partir de  secuencias
especificas de la region US del
provirus HTLV-I y corresponden
fueron HTVL-009, 5 -
AAGCCGGCAGTCAGTCGTGA-3’
(8946-8927) y el HTLV-010, 5'-
AAGTACCGGCAACTCTGCTG-3’
(8958-8977). El alineamiento de los
cebadores se llevo a cabo a 52°C por
30 segundos, seguida de una etapa de
extension a 72°C por 90 segundos. El
nimero de ciclos de amplificacion
IPCR fue de 35 en total.
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Figura 1. Determinacion del grado de expansisn clonal det HTLV-l en linfocitos de portadores asintomaticos.

(A). Esquerma empleado para reatizar et PCR inverso con

adyacentes a provirus HTLV-l. (B) Eiectroforesis en gel de agarosa det 2% que muestra

el fin de amplificar segmentos de genoma humano

los diferentes

amplicones generados por |PCR. Los Nnumeros a la derecha del gel corresponden a un patron de tamano

molecular de una escalera de 100pb. (pb) par de bases.

Todos los productos de la IPCR se
separaron, de acuerdo con su tamafio
molecular mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2%. La
visualizacion de las bandas de ADN se
registrd por la fluorescencia del
Bromuro de Etidio unido al ADN. El
grado de expansion clonal y el
numero de clones se calculé por
conteo directo sobre el gel del nimero
de bandas de ADN de los amplicones
IPCR; cada banda representaba un
clon celular.

Protocolos de clonacién y
secuenciacion
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Los fragmentos de ADN obtenidos
por IPCR se eluyeron de los geles de
agarosa usando el estuche comercial
QIAEX II Gel Extraction®
(Qiagen,Valencia. CA). Los
fragmentos de ADN eluidos fueron
ligados al sitio Hind III del plasmido
vector pCR2.1 previamente
linearizado con la misma enzima. Los
plasmidos recombinantes se
transformaron en  células de
Escherichia coli cepa DHS5 siguiendo
las instrucciones del estuche
comercial TA Cloning System™ (In
VitroGen. Carisbad. CA). Los
recombinantes obtenidos por
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extraccion de ADN en lisis alcalina
(19), fuerondigeridos con EcoR I para
liberar el fragmento de ADN celular
clonado. En total se obtuvieron 24
clones IPCR del HTLV-I. El ADN
celular clonado se secuencid
empleando el método de
secuenciacidén ciclica en un
secuenciador ABI PRISM 310; (PE
Applied Biosystems, Norwalk, CON).

Alineamientos y asignacion de
secuenciasIPCR

Con el fin de eliminar Ila
contaminacion de porciones de LTR
virales, las secuencias IPCR
obtenidas en este trabajo, se analizaron
mediante el programa de Vector Screen
(www.ncbi.nlm.nih.gov/vecscreer/ve
cscree.html). Ya editadas se alinearon
con porciones de ADN humano,
empleando el programa BLAT del
“Genome Browser” de la Universidad
de California en Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/) (20). Para
los distintos analisis, se utilizaron
solamente aquellas secuencias cuyo
tamafio vari6 de 50 a 500 pb que
tuvieron un score mayor de 95% de
similitud consignadas hasta mayo de
2006. Adicionalmente la informacion
se complementd a partir del programa
Blast N del Instituto Nacional de
Biotecnologia e Informacion (NCBI)
de los Estados Unidos
(http://www.ncbi.nih.gov).

Se explord una region de 100Kbp

localizada alrededor de cada uno de los
sitios de integracion registrados. En
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cada caso, utilizando las herramientas
computacionales disponibles en el
“Genome Browser” de la Universidad
de California en Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/), en el el
Gencard(http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl); Gene-Entrez
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ncbi/ge
neentrez) y Gene Ontology (GO)
(http://www.geneontology.org/index.s
html, se obtuvo la informacion sobre el
locus cromosémico, los genes
anotados, los elementos repetidos y
otras caracteristicas de la cromatina
adyacente a los provirus HTLV-I
(orientacién, proceso bioldgico en el
que intervienen, funcion molecular y
ubicacidn celular),

Anélisis Estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando Stata version 8.0 (30) y el
software Statagraphics plus 5.1 para
Windows. Las diferencias entre la
composicién nucleotidica de las
secuencias adyacentes a los sitios de
integracion se calcularon usando la
prueba t de student. Las diferencias
estadisticas entre el tipo de secuencia
adyacente al ADN proviral y la
frecuencia de éstas en el genoma
humano obtenidas por Venter et al-
2001 (21) y las del THGSC-2001
(“International Human Genome
Sequencing Consortium”) (22), se
calcularon aplicando la prueba de
Chi2; un valor de p<0,05 fue
considerado como estadisticamente
significante. Se ejecutd una prueba de
Kruskal-Wallis para determinar
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humano alrededor de los alineamiento
de las secuencias IPCR, se determind
que el 70,6% (12/17) de ellos
ocurrieron en porciones no
codificantes (2=7,58, p<0.05),
mientras que el 29,4% de los restantes
coincidieron con secuencias
codificantes de genes anotados en las
bases Gene Entrez o Gene Card. De
acuerdo con el grado de repeticidn, las
secuencias tipo LINE/L2 fueron las
mas frecuentes (46,2%). Se
determinaron diferencias
estadisticamente significantes entre la
distribucién de las secuencias de los
sitios de integracion y aquellas del
genoma total tomando como base de
comparacion los datos reportados por

Venter et al-2001(50) y los de
Consorcio Internacional para la
secuenciacion del Genoma Humano
(IHGSC) (51), tanto las diferencias
encontradas, como los valores p de la
pruebas estadisticas realizadas, se
consignan tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los sitios de
integracion del HTLV-I en el genoma
de paciente colombianos con LLCTA
con relacion al genoma humano. Los
datos de porcentajes de secuencias
génicas y repetitivas en el genoma
humano fueron tomadas de Venter et al
2001 (28) y del Consorcio
Internacional para la Secuenciacion
del Genoma Humano (IHGSC) (31).

Clase de Numero de potenciales Numero en miles
secuencias sitios de integracion (porcentaje en el genoma
(porcentaje) humano) P
Unidades de
transcripcion
Genes 6 (31,6%) 30-40 (1.4%) P<0.05°
Elementos
repetitivos
LINES 6 (31,6%) 868 (21%) P<0,05°
SINES 0 1558 (13%) NC
RS 5 (26,3%) 762(8%) P<0.05°%
LTR 2 (10,5%) 737 (11%) P>0.5NS

La secuencia IPCR del clon AC1611
se localizo en el intron 7 del gen que
codifica para la proteina G acoplada al
receptor 125 (GRP125) (figura 2).
Este es un megagen mapeado en el
locus 4p15.31 con un tamafio de
128.674 pares de bases y contiene 19
exones; después del procesamiento, el
mARN transcrito final, es de 3.966

116

nucledtidos. De acuerdo con la
informacion disponible en el Entrez
Gene, la proteina GRPI125, es un
receptor huérfano localizado en la
membrana plasmatica de linfocitos de
sangre periférica. Especificamente se
une a proteinas y regula los pasos de
sefializacidon de neuropéptidos.

Rev. Asoc. Col. Cienc. Biol. (Col.), 21: 109-125; 2009



Locus Cromosdmico

Provirus HTLV'I en linfocitos

4p15.3

100Kpb
L .l [l L) - L1 1 uim " L — LI
L. g b | L B ) L] LR N L) LN B BB N BN | L. (R ) ] LARE Y | II—IIIIIIIIIb
Repeticiones4: w (T T L (I S | N N B R S R R R ) 4
-_— - 1 — " 1
—_ "
a
|8
I
» - o
Genes - : =
‘f Intrén7
IslasCpG ] 1 el im] 1
Contig =

HE LS
MW
HE L
HE LS

ATTH:

Hitw.
Hi.
HI
ELILS
S

Figura 2. Integracién de un provirus HTLV'I dentro del intrén 7 del gen GRP1 25 que codifica para la proteina

G acoplada al receptor 125 localizado en el locus cromosdmico 4p153 humano. En el grafico se muestra

también la distribucion de repeticiones, el mega gen GRP1 25 y las islas CpG

Adicionalmente dentro de la region
genoémica correspondiente a otras
integraciones, en la ventana de
observacion 500 pb, se localizaron tres
genes: el que codifica por la Proteina
Cinasa C, alfa (PKC), que puede ser
activado por calcio y por diacilglicerol
como segundo mensajero y participa
en varios procesos de sefializacion
celular. El de la subunidad alfa del
factor 1 de hipoxia inducible (HIF1A)
el cual es un factor de transcripcion
que se activa por bajos niveles de
oxigeno en células cultivadas,
manteniendo la homeostasis celular
bajo condiciones de hipoxia; y el gen
de la Glicoproteina sinaptica 2
(GPSN2), el cual cataliza, como
Oxidorreductasa, la reduccidon del
trans-2,3-enoil-CoA a acyl-CoA
saturado.

El microambiente gendmico de

integracion delHTLV-I
Con el objetivo de identificar
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covariables genomicas que puedan
definir caracteristicas comunes de
microambientes dentro del genoma
humano que favorezcan la integracion
del HTLV-I en los asintomadticos
seropositivos, se analizo la
distribucion de genes codificantes,
islas CpG and elementos repetidos
—RE- (SINE, LINE, LTR, DNA
transposons and repeticiones simples)
en una extension de 100Kpb alrededor
de los sitios de integracion viral
previamente identificados

Se determind que el 90,2%
(2243/2458) de las secuencias
localizadas en las zonas de integracion
proviral correspondieron a elementos
repetidos; un 8,9% (220/2458) a Islas
CpG y solamente un 0,9% a genes
referenciados en las bases de datos
consultadas. Del andlisis estadistico
realizado aplicando la prueba de
Kruskal-Wallis y Friedman se obtuvo
un valor de p<0,001 (figura 3A).
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Figura 3. Graficas de cajas y bigotes que representan las diferencias en la distribuciéon de distintos

elementos del genoma humano localizados en una extensién de 100 Kbp adyacentes a secuencias provirales

aet HTLV-I. (A)

Diferencias de medias entre los genes,
las islas CpG y las secuencias
repetidas (RS). (B) Diferencias entre
los diferentes elementos repetidos no
codificantes del genoma humano.
(SINE), Elemento inter espaciador
corto. (LINE). Elementos inter
espaciador largo. (LTR). Secuencias
que contienen repeticiones terminales
largas equivalentes a retrovirus
endogenos. (RS). Repeticiones
simples. (LC). Repeticiones de baja
complejidad. (Kpb). Kilopar de bases.

Dentro de una extensiéon de 100 Kpb
del genoma humano homologo a las

18

distintas secuencias IPCR, fue posible
localizar e identificar once genes
(tabla 3). De estos, cinco tiene como
funcion unién a moléculas y participan
en procesos que regulan la
homeostasis celular. De estos genes y
tal como se describe en la tabla 3, se
localizan tanto en el nucleo, en el
citoplasma y en las membranas; sin
embargo el gene TTLL11, el cual es un
miembro 11 de la familia de ligasa de
tirosina a Tubulina, se localiza
especialmente en los cilios y cumple la
funcion de ligar tirosinas a la Tubulina
una de las proteinas componentes de
los cilios.
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Tabla 3 Principales caracteristicas de los genes asociados con regiones gendmica de integracion de

provirus HTLV'I,

Occidente colombiano

en una extensién de 100 Kpb, en individuos seropositivos asintomaticos

del Sur

Simbolto Coaigo” Locus

Tamano pb E

Locatizacion

NEK7 140609 1a31 162.576

GPR125
EEFSEC

166647
60678

4515.31
34213

128.674
255.177
DNAJB8 165721 34213 8.495
GATA2
ERCC4

2624
2072

34213
1613.12

8.495
32192

DAB2IP 153090 16513 1.634.818

TTLL11 158135 9433.2 271681

A2BP1 54715 16513.2 1.634.818

F de C

protein.

S, M

Sintesis de proteinas Citoplasma
Union a Citoprasma

choaue

de GTPasa

Procesamiento ae Nucreo

mRNA

(a). (NEK7 NIMA), Cinasa 7 del gen "nunca en mitosis”. (GPR125), R

ptor 1 25

plado a proteina G.

(EEFSEC), Factor de elongacion eucaridtico especifico de tRNA de seleniocisteina. (DNAJBB), Miembro 8 de
la subfamilia B DNAJ homdlogo a Hsp40. (GATAZ), Proteina 2 de unién a GATA. (ERCC4) 1 Proteiha del grupo
de complementacion 4 de deficiencia de reparo por excision . (DABZIP), Proteina de Interaccién DABBZ.

(TTLL1 1) ,Miembro 11 de la familia de ligasa de tirosina a Tubulina . (AZBP1), Proteina 1 de unicén a Ataxina.)

(b) Cédigo de acceso al Entrez Gene (http:l/www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)

Una comparacion entre las medianas
de los valores de cada uno de los
miembros de esta subfamilia Alu,
reveld diferencias estadisticamente
significantes entre ellos (p<0,001).
Para los otros grupo de elementos
como LINE, LTR, Transposones DNA
y repeticiones simples y de baja
complejidad, no se registraron
diferencias estadisticamente
significante excepto en el caso de las
secuencias LINE, L1y L2 (p<0.001).

Discusién

En este trabajo se realizo un analisis
molecular fino y anivel gendmico de la
integracion del HTLV-I en linfocitos de
sangre periférica de individuos
seropositivos asintomaticos. De los
cuatro sujetos incluidos, el de menor
edad fue el que tuvo la expansion
clonal mas baja que los otros. A partir
de las caracteristicas de la integracion
observada en los asintomaticos
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incluidos en el estudio, se concluye que
la integracién ocurrié en zonas del
genoma con baja densidad de genes y
una elevada frecuencia de secuencias
SINE. En su conjunto, los resultados
obtenidos, permiten postular que
ciertas caracteristicas de la dinamica de
la expansion clonal y de las regiones
del genoma humano asociado con
integraciones provirales, son
covariables ttiles para definir un
estado asintomatico.

Aunque la infeccion por el HTLV-I ha
sido epidemioldgicamente asociada
conATLy PET/MAH, existen todavia
aspectos que se conocen muy poco con
relacion a la evolucion de la infeccion
viral en asintomaticos seroconvertidos
y portadores de largo plazo o en
aquellas personas que podrian
desarrollar otro tipo de condiciones
patologicas por causa de la infeccion
viral (23), En estudios previos se
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postula que la infeccion progresa
mediante expansion clonal de
linfocitos infectados, aunque son muy
pocos los datos que ligan esta variable
con la carga proviral medida como el
numero de copias de ADN proviral/103
linfocitos, y cuyo comportamiento es
variable dependiendo del modo de
infeccion y el progreso hacia la
transicion aATL (24)

El progreso de la condicion de
asintomatico hacia algunas de las
patologias asociadas con la infeccion
viral, es largo y se presenta con una
frecuencia baja en la poblacién de
infectados. Uno de los mecanismos
responsables por este hecho, tiene que
ver con el estado inmunologico y la
expresion de la proteina viral tax que
promueve, via interaccion con otras
proteinas celulares, una desregulacion
de la homeostasis del ciclo celular
linfocitario y de la respuesta celular a
reparacion de dafios en el ADN, esta
propuesta es reforzada en este trabajo
pues los cuatro sujetos asintomaticos
analizados, tuvieron en el plasma,
anticuerpos anti-Tax circulantes
detectados, mediante western blot
(24,25). Previamente, se ha
demostrado que linfocitos
CD4+/CD8+ infectados con HTLV-I,
tienen patrones similares de expansion
clonal entre seropositivos sin fenotipo
de malignidad. Sin embargo, en la
expansion espontanea de clones CD8+
que ocurre en algunos asintomaticos,
existe una asociacion con los niveles
de expresion de mARN de la proteina
viral tax (26). Estos hallazgos podrian
explicar dos de los efectos de la accion
viral, uno de ellos es que la infeccion
previene la muerte celular en el
seropositivo asintomatico mientras se
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reclutan las clonas, en la ultima fase del
ciclo celular; el otro caso seria que el
ciclo celular y no la apoptosis
promoveria la acumulacion de defectos
genéticos asociados que desencadena
el fenotipo leucémico. Como
conclusion general de este estudio y
otros, es posible postular que Ila
infeccion por el HTLV-I juega un papel
crucial en la expansion de linfocitos
infectados y en la sobrevida
incrementada de células CD4+ in vivo;
ademds sugieren que la expansion
clonal esta contrabalanceada por
factores que limitan la carga viral; ello
podria ocurrir via una subregulacion
mediada por tax de la proliferacion de
linfocitos infectados y estaria asociada
con otras proteinas virales como rex y
p30Il (27-30) . Asi los linfocitos
sobrevivientes pueden ser susceptibles
de cambios genéticos que conllevarian
hacia una condicion patologica

A pesar de que los marcadores
inmunologicos y virales ya descritos,
son utiles en el momento de definir el
estado asintomatico, no revelan a nivel
genomico la dinamica del proceso de
integracion proviral. De acuerdo con
nuestros resultados, la mayor
frecuencia de eventos de integracidon en
los asintomadticos incluidos en este
trabajo, ocurri6 en zonas del genoma
humano altamente ricas en secuencias
repetidas y con baja densidad de genes
e islas CpG. Es importante destacar
que el 90,2% de las secuencias del
genoma humano asociadas a
Integraciones virales en una extension
de 100 Kpb correspondieron a
elementos repetidos no codificantes en
los que AluSx junto con L2 fueron las
mas frecuentes. Una consecuencia de
este estilo integracional, seria la
conservacion de la estructura de
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aquellos  genes localizados en la
vecindad de provirus, impidiendo que
ocurran con elevada frecuencia,
eventos de mutacion integracional, y
de esta forma promover una
regulacion de la homeostasis celular.
Sin embargo y a pesar de que este
hecho se comprobo para la gran
mayoria de los eventos de integracion
de los sujetos que se estudiaron, en uno
de ellos fue posible determinar una
integracion proviral dentro del intrén
siete del gen que codifica por el
receptor 125 acoplado a proteina G, la
proteina juega un papel fundamental en
la transduccion de sefiales via proteina
G; el mARN transcrito de este gene, se
sobre expresa nddulos linfaticos y en
células provenientes de leucemia
cronica mielogénica (K562)
leucemia promielocitica (hl60) (datos
tomados de “GNF Expression Atlas 2”
a partir de los analisis de expresion en
los chips de ADN UI33A and
GNF1H); Con base en estos analisis, es
posible proponer que tedricamente este
evento de mutacidén integrativa
produciria una alteracion de la
expresion del mARN correspondiente
en las células antes descritas. Es
posible entonces hipotetizar que en
este asintomatico, como consecuencia
de mutacion insercional, se produciria
un disturbio en la regulacion de
aquellos procesos celulares asociados
con la transduccion de sefiales mediada
por proteinas G. Se podria postular
que en este caso, se estaria
incrementando el riesgo a desarrollar
condiciones patologicas asociadas con
lainfeccion por el HTLV-L.

Estudios recientes sobre la integracion
del HTVL-I in vitro, mostraron que las
caracteristicas de los microambientes
genomicos adyacentes a este provirus
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son muy semejantes a los del virus de la
leucemia aviar (ASLV) (31-34). Las
regiones comparadas correspondieron
a secuencias génicas y a regiones
promotoras de la trascripcidn ricas en
islas CpG; sin embargo con relacidn al
HIV-1, se observaron diferencias (33);
aunque estos resultados parecen no
concordar con los que se obtuvieron en
este trabajo, es importante destacar que
los datos nuestros provienen de
linfocitos naturalmente infectados,
mientras que aquellos in vitro, se
obtuvieron mediante cotransfeccion
con vectores gamarretrovirales o
derivados de MLV. EIl andlisis
comparativo entre estas caracteristicas
en su conjunto con relacion a su
distribucion en el genoma humano,
mostrd diferencias estadisticamente
significativas (35-37).

El genoma de los eucaridticos
superiores esta literalmente plagado de
copias de elementos entre los que se
incluyen Transposones ADN,
elementos interespcaiadores cortos y
largos (SINE y LINE) y pseudogenes
procesados. Sin embargo de los SINE
humano los mas frecuentes son las de
tipo Alu, que es uno de los mas exitosos
elementos moviles pues tiene
aproximadamente 1 millon de copias
en el genoma humano. Algunas de
ellas, intervienen dinamicamente
remodelando el genoma humano y
ademas son la causa de mutacion
insercional que es la base molecular de
muchas enfermedades. (38,39). La
elevada frecuencia de elementos SINE
y especialmente los AluSx, podria
significar que la integracion ocurre en
zonas cuya densidad de genes es bajay
que los efectos de insercion proviral no
provocarian méas que una
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reconfiguracion local de la estructura
de la cromatina asociada con los
eventos de integracion registrados en
este estudio. Esta explicacion se
sustenta en el hecho que tanto la
expansion clonal como la carga
proviral, son covariables que podrian
regular la integracidén via
desregulacion del ciclo celular, lo que
produciria efectos de mediano y corto
rango sobre la cromatina asociada con
la integracion (40-45).

En este trabajo se mostr6 como la
integracion de provirus HTLV-I
ocurrid en regiones del genoma
humano cuya densidad de genes es baja
y con una riqueza de elementos
repetidos del tipo SINE y LINE.
Aproximadamente el 0,27% de las
enfermedades humanas causadas por
mutacidn insercional se atribuyen a
elementos retrotrasnponibles. Los
multiples mecanismos de alteracion
via mutacidn insercional incluyen la
recombinacion, la retrotransposcion
mediada y la conversion génica
mediada por deleccion, favorecen la
oncogenicidad. A la luz de nuestros
resultados, es posible postular que
tanto la densidad de AluSx y como de
VSA-B (un elemento que tiene
aproximadamente 3000 copias en el
genoma humano asociado
esporadicamente con algunas
enfermedades en humanos (46), se
conviertan en covariables que permitan
seguir el progreso de la dindmica de la
integracion hacia estados patologicos
asociados.

Se estudid la integracion retroviral del
HTLV-I a nivel gendmico como una
aproximacion al entendimiento mas
detallado de este mecanismo crucial
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que es para asegurar el establecimiento
de una infeccidon activa. Los datos
pueden compararse con aquellos que
provengan de pacientes con alguna
condicion patologica asociada con el
virus. Puesto que provienen de
linfocitos naturalmente infectados, son
fuente de comparaciéon con
equivalentes patoldgicos con el fin de
lograr entender de manera mas
detallada, como es el efecto de la
integracion vs las enfermedades
asociadas como laATLy laPET/MAH.
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