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en la leucemia/linfoma de células T en adultos
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Introduccion. Aunque la integracion del virus linfotrépico humano tipo | no es al azar, se
desconocen muchos de los detalles de este proceso.

Objetivo. Evaluar las caracteristicas de la cromatina celular adyacente a secuencias provirales
en pacientes con leucemia/linfoma de células T en adultos asociada al virus.

Materiales y métodos. Se extrajo el ADN de biopsias de siete pacientes colombianos con
leucemia/linfoma de ceélulas T en adultos y positivos para el virus linfotropico humano tipo I.
Este se amplific6 mediante reaccion inversa en cadena de la polimerasa, para determinar el
grado de expansién clénica y su composicion de nucleétidos. A partir de 61 secuencias de ADN
humano adyacentes a provirus, provenientes de pacientes leucémicos colombianos y japoneses,
se efectué un analisis in silico para obtener datos sobre su integracién, las caracteristicas de la
cromatina y sus funciones asociadas.

Resultados. La expansién de clones celulares fue predominantemente oligoclonica. De las 61
secuencias de ADN adyacente a provirus, se seleccionaron 155 alineamientos que cumplieron con
los criterios de inclusién (homologias>95%, e-value<0,05). De éstos, 74,84% fueron secuencias
no codificantes repetidas y no repetidas. El 45,95% de las integraciones provirales se localizo
en los cromosomas de los grupos Ay B. Se observaron tendencias de integracion hacia exones
de genes que se replican tempranamente, regulan el ciclo celular y participan en la transducciéon
de sefales.

Conclusiones. Los resultados permiten postular que la integracién del virus linfotrépico humano
tipo | se dirigiria hacia un ambiente gendmico caracterizado por elevado contenido de C:G, genes
de replicacién temprana que regularian el ciclo celular y la transduccion de sefiales.

Palabras clave: integracion viral, virus linfotropico de células T humanas tipo 1, leucemia/
linfoma de células T en adultos, reaccién en cadena de la polimerasa, genoma humano, biologia
computacional.

Clonal expansion and genomic characterization of the human T-cell lymphotropic virus
type | during the integration process in adult T-cell leukemia/lymphoma

Introduction. Although the integration of human T-cell lymphotropic virus type | into the T-cells is
not a random process, the mechanistic details are not understood.

Objectives. The characteristics of the flanking host chromatin were evaluated at the integration
sites in adult T-cell leukaemia/lymphoma (ATLL) patients infected with the virus.

Materials and methods. From seven leukemic Colombian patients positive for the human T-cell
lymphotropic virus type | (HTLV-I), lymphocyte DNA samples were extracted and amplified by
inverse polymerase chain reaction (IPCR). Clonal expansion and human genome nucleotide
composition in an extension of 50 bp was determined. To establish the characteristics of the
human genome flanking provirus, 61 IPCR sequences from Colombian and Japanese ATLL
patients, were analyzed in silico to obtain insights about the genomic structure, functions and
nature of associated chromatin.



Biomédica 2009;29:218-31

Gendmica del proceso de integracion del HTLV-I

Results. The clonal expansion of cell clones was predominantly oligoclonal. From 61 IPCR
sequences, 155 alignments with homology higher than 95% (e-value <0.05) were screened.
Seventy-five percent of those sequences corresponded to non coding elements that include
repetitive and non-repetitive DNA. Fifty percent of the proviral integrations were associated with
chromosomes of A and B groups. Viral DNA integration tended to favor exons of genes that
replicated early, controlled the cell cycle, or were involved in signal transduction.

Conclusions. The results indicated that HTLV-I integration was preferentially directed towards
genomic environments with high C:G content, and toward genes that replicate early, regulate cell

cycle or involved with signal transduction.

Key words: Virus integration, human T-lymphotropic virus 1; leukaemia-lymphoma, adult T-cell;
polymerase chain reaction; genome, human; computational biology.

El virus linfotrépico humano tipo | (HTLV-I) fue
el primer retrovirus humano descubierto (1) y su
infeccion es de distribucion mundial. Los datos
epidemioldgicos recientes muestran que hay,
aproximadamente, 25 millones de personas
infectadas, con focos endémicos en Japon,
el Caribe, algunas zonas de Africa Central,
Centroamérica y Suramérica (2). En Colombia
se registran seroprevalencias del 1% al 2%,
aunque en algunas zonas del Pacifico y de la
region Caribe alcanzan valores de 7,5% y 10%,
respectivamente (2-4).

La infeccion por este retrovirus se asocia con
una amplia gama de manifestaciones clinicas
que van desde infecciones asintomaticas hasta
alteraciones linfoproliferativas y neurolégicas
(1). Entre éstas se incluye un tipo de cancer
poco comun, conocido como leucemia/linfoma
de células T en adultos (5). Esta hemopatia
maligna se caracteriza por una expansion de
poblaciones de células T, cuyo fenotipo es CD3+,
CD4+ y CD8-, CD25+, HLA-DR+ (5,6).

A pesar del gran volumen de evidencias
experimentales sobre la participacion del virus
en el proceso de transformacion maligna
de células T, existen todavia preguntas sin
contestar, principalmente en lo que respecta a
los mecanismos celulares y moleculares que
contribuirian a la génesis de la leucemia que
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se presenta después de un largo periodo de
latencia de la infeccion viral.

En este sentido, los estudios recientes aportan
datos de que el HTLV-l, en general, tiende a
integrarse en regiones cromosomicas especi-
ficas, sensibles al tratamiento con ADNasa,
asociadas con zonas de cromatina interfasica
relajada (7), ricas en islas CpG (8-10), ubicadas
enlasbandas R (11,12), y que contienen una alta
densidad de genes (13). Se postula que, como
resultado de la interaccién de las caracteristicas
gendmicas del huésped (7,14,15) y de factores
virales (16), se seleccionarian ambientes geno-
micos especificos para la integracion, en donde
cambios genéticos y epigenéticos contribuirian
en el desarrollo de la leucemia (17).

Como otros virus, el HTLV-I tiene un gran poten-
cial para dirigir la maquinaria de transcripcion
celular hacia su replicacién y la produccién de
su progenie viral (17). Se ha postulado que
la proteina Tax, producto de expresion viral
con efecto oncogénico, es necesaria pero no
suficiente para la transformacion tumoral de los
linfocitos T. Los estudios recientes indican que
algunas proteinas accesorias del genoma viral
podrian estar determinando la progresién del
estado asintomatico al sintomatico, participando
en una serie de etapas intermedias del proceso
neoplasico que alterarian, entre otros, el ciclo
celular de la célula huésped (16,18,19).

Aunque la infeccién por HTLV-I es un importante
problema de salud publica en Colombia, se
desconoce la prevalencia de la leucemia/linfoma
de células T en adultos asociada. Esto se debe
a que no es rutinario, entre el grupo de clinicos,
hacer un diagnéstico serologico para la infeccién
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en los casos confirmados de leucemia/linfoma
de células T en adultos (20).

En este estudio se analiz6 la presencia del
provirus HTLV-l en biopsias ganglionares y en
células mononucleares de sangre periférica de
75 pacientes colombianos con diagnostico de
leucemia, queingresaron al Hospital Universitario
del Valle “Evaristo Garcia” entre 1998 y 2003. En
las muestras positivas para el HTLV-1 se logré
confirmar la expansion clonica. Se caracterizo el
ADN adyacente a las puntos de integracion del
provirus del HTLV-I mediante un estudio in silico
de 28 secuencias del genoma humano que se
encuentran al lado de los sitios de integracién
proviral, provenientes de pacientes con leucemia/
linfoma colombianos y 33 secuencias de origen
japonés.

Los hallazgos corroboraron la presencia de clones
de células tumorales y permitieron concluir
que en esta enfermedad, la integracién del
HTLV-l no es al azar. Las regiones blanco de
integracion se asociaron con secuencias ricas
en GC que definen un ambiente genémico rico
en genes localizados en regiones de cromatina
de replicacién temprana, que intervienen en el
ciclo celular y la transduccién de sefiales de la
célula hospedera.

Materiales y métodos
Pacientes y muestras

Seincluyeronbiopsiasganglionaresde 73 pacien-
tes que ingresaron al Hospital Universitario
“Evaristo Garcia” de Cali entre 1998 y 2003, con
diagnostico clinico de leucemia. Estas biopsias,
embebidas en parafina, fueron remitidas al
Departamento de Patologia de la Universidad
del Valle, en Cali, para su revision y diagnéstico
histopatologico de leucemia/linfoma de células
T en adultos. De las muestras incluidas, 66,7%
eran de hombres y 33,3% de mujeres, con un
rango de edades entre 5y 88 afios (media=42,5).
De cada uno de los casos, se obtuvieron datos
relacionados con la condicién patolégica vy
pruebas de laboratorio, asi como el origen
geografico, los cuales se consignaron en la
historia clinica existente. Ademas, se estudiaron
dos muestras de células mononucleares de
sangre periférica de dos pacientes leucémicos
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diagnosticados serol6gicamente como portadores
del HTLV-I.

El acceso a las muestras de tejido y a las de
sangre recolectadas a los individuos con
diagnostico de leucemia y serologia positiva
para HTLV-l (leucemia/linfoma de células T
en adultos/HTLV-I), se realiz6, luego, de la
aprobacién por parte del Comité de Etica de la
Universidad del Valle, asi como el del Hospital
Universitario “Evaristo Garcia” (21).

Extraccion del ADN

El ADN de los tejidos embebidos en parafina
se obtuvo siguiendo las instrucciones del
estuche comercial EX-WAX® especialmente
disefiado para tejidos parafinados (Chemicon
Internacional, Temecula, CA). Para dos casos
de leucemia, a partir de sangre completa,
mediante gradientes de Ficoll Hipaque, se
obtuvieron células mononucleares de sangre
periférica (22). EI ADN se extrajo utilizando
el estuche WizardGenomic DNA Purification®
(Promega, Madison, WI). El grado de pureza y
la concentracion del ADN extraido se evalu6 por
espectrofotometria.

Hibridacion de ADN

Una alicuota de 10 ng/ml de cada uno de los ADN
extraidos se inmovilizé6 en membranas de nailon.
Fueron colocados, de forma independiente en
posiciones registrables sobre la membrana,
con ayuda de un equipo para transferir por
vacio. EI ADN se fijé a la membrana mediante
irradiacion con luz ultravioleta en un aparato de
entrecruzado de luz ultravioleta (Stratalinker UV
Crosslinker®, Stratagene, Santa Clara, CA), de
acuerdo con las condiciones recomendadas por
el fabricante. Posteriormente, las membranas,
se incubaron durante 16 horas con la mezcla
apropiada de hibridacién.

Como sonda se utilizé el plasmido pMT2, el
cual contenia la secuencia de ADN completa
del HTLV-1 de la cepa de referencia MT2 (23).
Esta sonda se marc6é no radiactivamente con
digoxigenina-dUTP, usando el estuche comercial
DIG DNA Labeling and Detection (Boehringer
Mannheim, Germany), siguiendo un protocolo
ajustado en el laboratorio a partir del método de
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Feinberg et al. (24). Después de la hibridacion,
la membrana se sometié a varios procesos
de lavado y posterior revelado siguiendo el
protocolo del estuche comercial; para ello se
us6 una pelicula de rayos X de alto contraste
(Cronex® 10T, Agfa). Esta se expuso en la
oscuridad sobre la membrana hibridada durante
tiempos variables. Después del proceso de
revelado, aquellas muestras que presentaban
una mancha negra correspondiente a la sefial de
hibridacién en la pelicula, se clasificaron como
positivas para la presencia del ADN proviral del
HTLV-l. Como control interno de hibridacién, se
utilizé una sonda comercial de -globina.

Amplificacibn del ADN de las secuencias
LTR y del gen tax del HTLV-I

Los ADN de las diferentes muestras incluidas
en este trabajo se sometieron a un proceso de
PCR anidada con oligonucleétidos cebadores
especificos para el gen faxy la regién LTR que
fueron sintetizados a partir de las secuencias
de nucledtidos correspondientes de la cepa
de referencia ATK1 (23). Los oligonucleétidos
cebadores corresponden a secuencias de
nucledtidos de tamafo variable, sintetizadas
quimicamente. Todas las reacciones de la PCR
anidada se realizaron siguiendo las condiciones
de reaccion previamente descritas (25).

El proceso completo incluyé una primera
amplificacion de la region del gen tax con los
oligonucledtidos cebadores externos PXO1+,5"-
TCGAAACAGCCCTGCAGATA-3'(7257-7276)
y PX02-, 5-TGAGCTTATAGATTTGTCTTCA-
37(8447-8467). Unsegundo ciclo de amplificacién
sellevé acabo conlos cebadores internos PXI1+,
5°-ATACAAAGTTAACCATGCTt-3'(7274-7293)y
PXI35-AGACGTCAGAGCCTTAGTCT-3 (8374-
8393). Con el uso de los cebadores internos
se buscaba incrementar la especificidad y la
sensibilidad de la segunda amplificacion.

Para amplificar la regién LTR, se utilizaron los
oligonucledtidos cebadores externos LTRO1%,5"-
ACCATGAGCCCCAAATATCCCCC-37(9-31) Y
LTRO2, 5-TCGTATCCCGGACGAGCCCCCA-
A-3°(757-746) en una primera ronda de PCR; en
la segunda ronda se emplearon los cebadores
internos LTRI1*,5"-AGACTAAGGCTCTGACGT-
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CTCCC-37(97-119) y LTRI2, 5-AATTTCTCT-
CCTGAGAGTGCT-3'(722-746).Lascondiciones
de amplificacién fueron similares a las aplicadas
para la amplificacién de la regién Tax.

Amplificaciébn del ADN genémico por PCR
inversa

La amplificacion de secuencias de ADN celular
adyacentes el provirus HTLV-l se efectud
siguiendo un protocolo ya descrito (26,27) con
modificaciones menores (28). Todo el proceso
incluyé las siguientes etapas: una digestién
inicial del ADN extraido con Alul, que reconoce
los sitios de restriccion localizados en la regién
U5 de los LTR, uno interno dentro del gen gag del
provirus, otro en la region U5 del extremo 5°LTR
y otros externos localizados en el genoma del
hospedero. Una segunda etapa incluyé 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. En 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
conservaron los anillos de ADN que contenian
porciones de genoma del huésped 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 oligonucleétidos
cebadores fueron sintetizados a partir de
secuencias especificas de la regiéon U5 del
provirus HTLV-I. Previamente a los ciclos de
amplificacion por PCR, la muestra fue sometida
a desnaturalizacién térmica en las condiciones
antes descritas. Como oligonucleétidos ceba-
dores de la PCR se emplearon el HTVL-009, 5°-
AAGCCGGCAGTCAGTCGTGA-3" (8946-8927)
y el HTLV-010, 5"-AAGTACCGGCAACTCTG-
CTG-3" (8958-8977). El alineamiento de los
cebadores se llevd a cabo a 52°C por 30
segundos, seguido de una etapa de extensién a
72°C por 90 segundos. El nimero de ciclos de
amplificacion PCR inversa fue de 35 en total.

Todos los productos de la PCR inversa se
separaron, de acuerdo con su tamafo molecular,
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en pares de bases, 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 expansioén clénica y el nimero de clones se
calcularon por conteo directo sobre el gel del
namero de bandas de ADN de los amplicones
IPCR; cada banda representaba un clon celular.

Protocolos de clonacion y secuenciacién

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR
inversa, se eluyeron de los geles de agarosa
usando el estuche comercial QIAEX Il Gel
Extraction® (Qiagen, Valencia, CA). Los frag-
mentos de ADN eluidos se ligaron al sitio Hind
[l del plasmido vector pCR2.1, previamente
alineado con la misma enzima. Los plasmidos
recombinantes se transformaron en células de
Escherichia coli, cepa DH5a, siguiendo las ins-
trucciones del estuche comercial TA Cloning
System® (In VitroGen, Carisbad, CA). Los
recombinantes obtenidos por extraccion de ADN
en lisis alcalina, se digirieron con EcoR | para
liberar el fragmento de ADN celular clonado. En
total, se obtuvieron 28 clones por PCR inversa
del HTLV-I en los pacientes colombianos con
diagnéstico de leucemia/linfoma. EI ADN celular
clonado se secuencié empleando el método de
secuenciacion ciclica en un secuenciador ABI
PRISM 310; (PE Applied Biosystems, Norwalk,
CONN).

Obtencion de secuencias por PCR inversa de
pacientes leucemia/linfoma de células T en
adultos del Japon

Mediante busqueda en la base mundial de
datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), se
seleccionaron 33 secuencias de PCR inversa,
provenientes de pacientes japoneses con
diagnostico confirmado de leucemia/linfoma de
células T en adultos/HTLV-I*, depositadas por
Ozawa et al., cuyos codigos de acceso van del
AB114357 al AB114390 (29).

Alineamientos y asignacion de secuencias
por PCR inversa

Con el fin de eliminar la contaminacién de
porciones de secuencias LTR virales, las 61
secuencias por PCR inversa incluidas en este
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trabajo se analizaron mediante el programa
de Vector Screen de acceso publico (www.
ncbi.nim.nih.gov/vecscreer/vecscree.html).
Las secuencias de nucleétidos ya editadas se
alinearon, utilizando el programa Blast-N (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) con porciones de
ADN humano. Para este estudio se utilizaron
solamente aquellas secuencias con grados de
homologia >95% (e-value <0,05). Los tamarfos
de éstas variaron de 50 a 1.000 pb.

La localizacién cromosomica, los genes
anotados, los elementos repetidos y otras
caracteristicas de la cromatina adyacente a los
provirus HTLV-I (orientacion, proceso bioldgico
en el que intervienen, funcién molecular vy
ubicacion celular), se llevaron a cabo utilizando
las herramientas computacionales disponibles
en la pagina web del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) de los Estados
Unidos, y en la base de datos del Genome
Browser de la Universidad de California en
Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/).

Ademas, se complementé con informacién anota-
da en las bases de datos Gencard (http://www.
genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl); Gene Entrez
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ncbi/gene-entrez) y
Gene Ontology (GO) (http://www.geneontology.
org/index.shtml).

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando
el paquete Stata, versién 8.0 (30). Las diferen-
cias entre la composicién de nucleétidos de
las secuencias adyacentes a los sitios de
integracion se establecieron mediante la prueba
t de Student. Las diferencias estadisticas entre
el tipo de secuencia adyacente al ADN proviral
y la frecuencia de estas secuencias en el
genoma humano segun Venter et al. (31), y las
del IHGSC-2001 (International Human Genome
Sequencing Consortium) (32), se calcularon con
la prueba de ji al cuadrado, en donde un valor de
p<0,05 fue considerado como estadisticamente
significante. La correlacion entre el tamafio
del cromosoma y el nimero de integraciones
se establecid6 mediante el coeficiente ro de
Spearman. La correlacion entre el numero
de integraciones y la relacién del tiempo de
replicacién, se determind mediante un analisis
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de correlacion lineal R de acuerdo con los datos
de obtenidos por Woodfine et al. (12) (figura 1).

Resultados

Casos colombianos de leucemial/linfoma de
células T en adultos positivos para HTLV-I

Las caracteristicas generales de los casos
de leucemia/linfoma de células T en adultos/
HTLV-I* segun los hallazgos del estudio se
resumen en el cuadro 1. Los resultados de la
hibridaciéon en Southern usando como sonda el
pMT2 y los de la PCR anidada del gen taxy LTR
del provirus, permitieron clasificar 8% (6/75) de
las muestras como leucemia/linfoma de células
T en adultos/HTLV-I* (cuadro 1). Solamente Col-
leu-2189 no mostrd sefal de hibridacion; sin
embargo, en ésta se logré amplificar tanto sus
secuencias LTR como las del gen tax, por lo cual
fue incluida como positiva para el virus en los
estudios posteriores.

Expansion clbonica y composicion de
nucleébtidos

De los siete pacientes colombianos con leuce-
mia/linfoma de células T en adultos/HTLV-I*
estudiados en este trabajo, cinco mostraron un
bajo nivel de expansion clénica que correspondié
a un nuamero de clones menor de 10 (figura 2).
En dos casos, Col-leu-2189 y Col-leu-220, se
observé un patrén de expansion monoclénica
(figura 2). El promedio del nimero de amplicones
por PCR inversa en los pacientes colombianos

(R

Numero de provirus/cromosoma

123 45 67 8 9101112 1314 151617 1819 20 2122 2324

Cromosoma

uoioed)idas ap odway olpaw ap ugloejeY
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fue de 5,8, con un rango de 1 a 10, cuyos
tamarfos variaron entre 50 y 1.000 pb.

El porcentaje de los cuatro nucleétidos en una
region de 50 pb del ADN celular vecino a los
sitios de integracion del provirus HTLV-I fue de
24,7% A, 19,6% T, 28,6% G y 2,5% C (figura
3). El promedio de contenido de G:C en el
ADN celular de los flancos de los pacientes con
leucemia/linfoma de células T en adultos/HTLV-I*
fue 56,1x12,9%; éste fue estadisticamente
significativo con respecto al promedio tomado
de 600 secuencias al azar del genoma humano
(42,216,3%) (p<0,05).

Asignacién cromosoémica de las secuencias
por PCR inversa

Los alineamientos de secuencias por PCR
inversa con las bases de datos incluidas en este
trabajo, se iniciaron en agosto y finalizaron en
noviembre de 2007. Para los andlisis posteriores,
se consider6 una ventana de apertura de 100 a
200 kpb. En estas condiciones, se obtuvieron 155
hits con homologias 295%, que es consideraba
como estadisticamente significante (e-value
<0,05). Los hits incluyeron secuencias de ADN
codificantes (37/155) y secuencias repetitivas
(116/155). EI45,95% (17/37) de las integraciones
se localizaron en regiones del exdn del genoma.
En 21 de estos genes, la integracién, ocurrié en
la cadena positiva, en la direccion correcta de
transcripcion.

®)
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w N o
o 3 4
[=) [=) o
S =] =]

Contenido G:C (%)

20,00
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100 1,10 120 130 140 150 160 1,70 1,80 1,90 2,00

Relacion del tiempo de replicacion

Figura 1. Correlacion entre el nimero de integraciones del HTLV-I registradas en este estudio, con el tiempo de replicacion
relativo segiin Woodfine et al. (12), y contenido en C:G del correspondiente locus cromosémico segin Venter et al. (28)
(figura A). Relacion de los tiempos de replicacion cromosémica segin Woodfine et al. y el nimero de integraciones por

cromosomas (figura B).
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Los resultados mostraron una mayor tendencia
de eventos de integracion hacia cromosomas
con relaciones de tiempos de replicacién mayores
que 1,5 (los cuales se consideran como de
replicacion temprana) (12) y en regiones cromo-
sémicas con alto contenido C:G (figura 4).
El mayor nimero de eventos de integracion
se registr6 en los cromosomas grandes y
medianos de los grupos A, B y C (ro de

Biomédica 2009;29:218-31

Spearman, p>0,05). En las muestras incluidas
en este trabajo, no se registraron provirus en los
cromosomas 7, 9, 13, 15, 19, 21, X y Y (figura
3). La distribuciéon cromosémica de estos provirus,
mostré una tendencia a concentrarse en regiones
teloméricas y subcentroméricas, sin diferencias
significativas en esta distribucién, segun el tipo
de secuencia codificante o no codificante (figura
4). Esta asignacion cromosomica de provirus

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los pacientes colombianos con leucemia/linfoma positivos para el HTLV-I.

Codigo Diagnostico Tipo de Sexo Edad Origen PCR § Hibridacion Numero de
patolégico muestra @) amplicones
IPCR
Col-leu-144 1 a M 61 Cali ++ + 10
Col-leu-962 1 b M 32 Bocas Satinga ++ + 3
Col-leu-322 2 b M 29 Buenaventura ++ + 9
Col-leu-3139 2 b M 37 Barbacoas ++ + 9
Col-leu-2189 3 c H 59 Cali + - 1
Col-leu-220 2 d H 42 Cali ++ + 1
Col-leu-167 2 d M 56 Cali ++ + 8

1: difuso con células grandes y pequefias, 2: difuso con células grandes; 3: difuso con células cerebriformes de gran tamafio;
a: ganglio axilar com linfoma; b: ganglio de linfoma no especificado; c: ganglio de linfoma retroperitoneal; d: linfocitos de
sangre periférica.

§: PCR inversa con tax y LTR; ++: amplificacién con ambos oligonucleétidos cebadores; +: amplificacién solamente con los
oligonucleétidos cebadores para LTR; *: resultado de hibridacién de ADN por quimioluminiscencia; +: sonda de hibridacién
con pMT2; —: sin hibridacién con la sonda pMT2; ¥: se calculé como el nimero de amplicones de PCR inversa obtenidos del
ADN de cada una de las muestras de leucemia/linfoma de células T en adultos positivas para HTLV-I; M: mujer; H: hombre.

123 4567 89
] - o

Figura 2. Patrones de expansion clonal en siete
casos colombianos leucemia/linfoma de células
T en adultos/HTLV-I+ del Hospital Universitario
del Valle “Evaristo Garcia” de Cali, Colombia.
Electroforesis de los productos de la PCR inversa
realizados con ADN de cinco biopsias nodulares
y dos muestras de células mononucleares de
sangre periférica. La leucemia es resultado de la
expansién de poblaciones celulares clénicas, las
cuales en una electroforesis se observan como
— bandas de ADN de diferente tamafio sobre el gel;
se define como monoclénica cuando se observa
una sola banda vy, oligoclénica, cuando hay
presencia de varias bandas de ADN obtenido por
PCR inversa. (1) Marcador de tamafo molecular
en pares de bases correspondiente a la escalera
de 100 pb. (2) Linea celular MT4. (3) Col-leu-
144. (4) Col-leu-2189. (5) Col-leu-3139. (6) Col-
. leu-322. (7) Col-leu-220. (8) Col- leu-167. (9)

Col-leu-962. Las flechas indican la migraciéon de
los fragmentos de ADN en pares de bases de la
escalera de 100 pb.

1000 bp —
700 bp —»

500 bp —»

300 bp —»

100 bp —» -
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Figura 3. Distribucion del contenido de GC por nucleétido en regiones de genoma humano de 50 pb adyacentes a los sitios
de integracion de provirus en pacientes colombianos con leucemia/linfoma de células T en adultos.

HTLV-l fue semejante en las secuencias tanto
de pacientes colombianos como de japoneses
(p>0,05).

Ambiente genémico de las zonas adyacentes
a los provirus

El 74,84% (116/155) de los alineamientos
ocurrieron en porciones no codificantes del
genoma humano, mientras que el 25,16%
(39/155) correspondieron a genes anotados en
las bases Gene Entrezy Genecard (cuadro 2).

De acuerdo con el grado de repeticion, 56,04%
(65/116) correspondieron a secuencias SINE y
transposonesy elementosretrovirales (figura5a).
Al compararse el porcentaje de esta distribucion
con aquéllas reportadas por Venter et al. (31)
,y el International Human Genome Sequencing
Consortium (IHGSC) (32) para el total del
genoma humano, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) (cuadro
2). Ademas, la comparacion del porcentaje
del total de genes del genoma (31,32), en
relacién con la frecuencia de aquellos genes
localizados en los sitios de integracion proviral,
también mostr6 diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

Los genes identificados en los sitios de
integracion, se clasificaron segun el proceso
biolégico en el que intervienen, la funcién
molecular y la ubicaciéon subcelular. En relaciéon

con el proceso biolégico, los mas frecuentes
(25/37) correspondieron a genes reguladores
del ciclo celular, de transduccion de sefiales y
de regulacion de la expresién de otros genes
(figura 5b). De acuerdo con su funcién celular,
fueron mas frecuentes los genes con funciones
receptoras, de uniéon a moléculas y factores de
transcripcion (figura 5¢). En el 37,84% (14/37)
de los genes identificados con el estudio in silico,
sus productos génicos se localizan en el nicleo
(figura 5d).

Una caracterizacién mas detallada que incluy6
el locus cromosémico, sitio exacto de integracién
dentro del gen, y la orientacién de transcripcion
de la cadena, se presentan en el cuadro 3.
Discusion

Aunque la infeccion por el HTLV-I en Colombia
es un problema importante de salud publica,
su asociacién con hemopatias ha sido poco
explorada. Los datos de prevalencia obtenidos de
la cohorte incluida en este estudio, proveniente
de una institucién universitaria de salud de
nivel 3, mostraron una prevalencia de 8,8% de
positividadparaelHTLV-1;ésteeselprimerreporte
epidemioldgico en el suroccidente colombiano,
en un tamafo de muestra significativo, en donde
se confirma, mediante estudios moleculares
directamente efectuados sobre tejido tumoral
y células mononucleares de sangre periférica,
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19 20 21

[ Integracién en secuencias codificantes
Il Integracion en secuencias no codificantes

Figura 4. Localizacién cromosomica de 155 integraciones del provirus HTLV-I de pacientes con leucemia/linfoma de células
T en adultos. Los sitios de integracién fueron asignados segun la informacion del Gene Entrez y el Genecard. Los cuadros
blancos muestran zonas de integraciéon dentro de secuencias codificantes; los cuadros negros corresponde a la localizacién

de integraciones en secuencias no codificantes.

la presencia de secuencias provirales (LTR
y tax) en pacientes con diagnéstico clinico de
leucemia/linfoma. Solamente en un reporte
previo se determiné la presencia del retrovirus
a partir de muestras de linfocitos de sangre
periférica en casos aislados de leucemia de
pacientes colombianos (33).

La existencia de un bajo nimero de expansion
oligocldnica en las muestras estudiadas, asi como
un alto contenido de C:G en una regién de 50
pb del genoma humano adyacentes a provirus
HTLV-1, concuerdan con resultados previos
obtenidos por otros autores (34,35). Sin embargo,
es importante destacar que este tipo de hallazgo ha
sido muy frecuentemente reportado en muestras
de sangre, a diferencia de los resultados
obtenidos en este estudio en el que se efectué
tanto en sangre como en biopsias ganglionares.

Un aspecto interesante de este trabajo fue
el haber determinado que el mayor numero

226

de integraciones ocurrié en el 71,9% del total
de la cromatina celular (31), involucrando los
cromosomas de gran tamafo; este resultado
coincide con los de Doi et al. (36) y Hanai et
al. (37), en los que se referencia la asignacién
cromosomica. Utilizando cromosomas artificiales
con tamanos variables (0,5 a 1,6 Mbp), se ha
demostrado que cuando disminuye el tamafno
cromosOmico se incrementa la relacion de
pérdidas de ADN vy, por lo tanto, se compromete
la estabilidad del cromosoma (38). Con base
en estas evidencias experimentales, y a la luz
de los resultados obtenidos en este trabajo,
se podria proponer que la integracién proviral
del HTLV-I es favorecida por una estabilidad
mitética, la cual seria dependiente del tamafio
del cromosoma blanco de integracion.

Las caracteristicas de la composicion de la
cromatina adyacente a los sitios de integracion,
se comportan como variables; el contenido de
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A B
SINE Divisién celular
LTR/Transposones Senalizacion celular
Expresion de genes
LINE o proteinas
Metabolismo celular
Repeticiones simples Estructura y movilidad celular
Defensa celular
Satélite
: . . . . . . Sin definir
0 5 10 15 20 25 30 35 ! ! ! !
0 10 20 30
Cc D
Receptores celulares Nucleo
Unién a moléculas Membranas
Factores de transcripcion
Citoesqueleto
Enzimas
Mitocondrias
Estructura y citoesqueleto
Moléculas transportadoras Citoplasma
Sin identificar Sin identificar
+ v v v J T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 5. Distribucién de las secuencias homoélogas a las secuencias por PCR inversa en estudio segin tipo de secuencia
repetitiva (figura A), proceso bioldgico (figura B), funcién celular (figura C) y ubicacién subcelular (figura D) segun la base de
datos de Gen Ontology (GO).

Cuadro 2. Caracteristicas generales y correlacion de las secuencias homélogas a las secuencias por PCR inversa en estu-
dio. Los datos de porcentajes de secuencias génicas y repetitivas en el genoma humano fueron tomadas de Venter et al. (28),
y del International Human Genome Sequencing Consortium (IHGSC) (31).

Clase de secuencias Numero de potenciales Numero en miles
sitios de integracion (porcentaje en el P*
(porcentaje) genoma humano)

Unidades de transcripcion

Genes 37 (24,18) 30-40 (1,4) P<0,05s
Elementos repetitivos

LINE 25 (16,33) 868 (21) P=0,7284ns
SINE 35 (22,87) 1.558 (13) P<0,05s
Satélite 3(2,0) Nc nc
Repeticiones simples 23 (15,03) 762 (8) P<0,05 ns
Transposones y elementos retrovirales 30 (19,60) 737 (11) P<0,05s

* valor de p para el ji al cuadrado de dos proporciones independientes; S: estadisticamente significante; ns: estadisticamente
no significante; nc: no calculado.
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Cuadro 3. Principales caracteristicas de los genes que estan involucrados en la integracién del provirus HTLV-I en pacientes con

leucemia/linfoma incluidos en este estudio.

Nombre del gen Simbolo Locus Numero de Integracién  Orientacion
oficial cromosomico identificacion en dela
del gen (*) **) integracion
Motivo 33 tripartito Trim33 1p13.1 51592 Exoén Negativa
Sinaptogamina VI Syt6 1p13.2 148281 Exén Negativa
Proteina de dedos de cinc mym tipo 4 Znf262 1p32-p34 9202 Exon Positiva
Caja homedtica 1 de preleucemia de células b Pbx1 1923 5087 Exo6n Positiva
Componente del cinetocoro homélogo a ndc80 Nuf2 1923.3 83540 Exén Positiva
Antigeno cd46 Cd46é 1932 4179 Exon Positiva
Proteina nuclear similar a las del consenso Nvl 1g41-g42.2 4931 Exoén Negativa
de valosina
Cinasa de linfoma anaplasico Alk 2p23 238 Exoén Negativa
Subnunidad 3 de la ATP sintasa Atp5g3 2g31.1 518 Exén Negativa
Miembro 3 del intercambiador aniénico Slc2c 2qg36 6508 Exoén
Proteina cinasa tryo1 Epha4 2g36.1 2043 Exo6n Negativa
Antigeno cd38 Cd38 4p15 952 Exén Positiva
Proteina 1 de enlace al factor de crecimiento Fgfbp1 4p16 9982 Exo6n Negativa
de fibroblastos
Factor de coagulacion IX F11 4935 2160 Exo6n Negativa
Factor 15 semejante al de ribosilacién de ADP Arl15 5p15.2 54622 Exoén Negativa
Miembro 8 de la familia de las poli(ADP-ribosa) Parp8 5q11.1 79668 Exén Positiva
polimerasas
Miembro a de la familia con similitud de Fam46a 6q14 55603 Exoén Negativa
secuencia 46
lodotirosina desiodinasa lyd 6025.1 389434 Exon Positiva
Dominio con homologia a la pleckstrina Plekhg1 6925.1 57480 Exoén Positiva
Proteina corregulada por parkina 2 Pacrg 6026 135138 Exon Positiva
Ankirina isoforma 1 eritrocitica Anki 8p11.1 286 Exoén Negativa
Sintenina Sdcbp 8q12 6386 Exén Positiva
Receptor ionotrépico delta 1 del glutamato Grid1 10922 2894 Exo6n Negativa
Proteina 4 homoéloga a la de pair rule oz/tem de Odz4 11g14.1 26011 Exoén Negativa
Drosophila, tenascin m4
Factor miogénico 6 o herculina Myf6 12921 4618 Exoén Positiva
Gefirina Gphn 14923.3 10243 Exoén Positiva
Proteina 720 de dedos de zinc Znf720 16p11.2 124411 Exon Positiva
Isoforma 1 de la subunidad IV de la citocromo Cox4i1 16qg22-gter 1327 Exoén Positiva
C oxidasa
Factor 8 regulador del interferén Irf8 16024.1 3394 Exon Positiva
Proteina I3mbt4 semejante a la de Drosophila L3mbtl4 18p11.31 91133 Exén Negativa
Componente del cinetocoro homélogo a ndc80 Ndc80 18p11.32 10403 Exén Positiva
Antigeno cd226 Cd226 18g22.3 10666 Exoén Negativa
Treonina aspartasa 1, (taspasa) Tasp1 20p12.1 55617 Exoén Negativa
Proteina 1 candidata al sindrome de Cecr1 22q11.2 51816 Exo6n Negativa
Schmid-Fraccaro
Cadena pesada 9 de la miosina no muscular Myh9 22q13.1 4627 Exén Negativa

*: la abreviatura seguln lo consignado en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de los Estados
Unidos (http://www.ncbi.nih.gov); **: obtenido de la base de datos Entrez Gene del NCBI y GeneCard.

G:C (4,8-11,39,40), la densidad de islas CpG
(11,13), la densidad de genes (13,15), los
tiempos de replicacién (12,14,15) y eventos
de recombinacion y mutacién (17,41,42) de
porciones de cromatina que estan constante-
mente sometidas a procesos de remodelacion
por eventos epigenéticos (17,42,43), constitu-
yeron el microambiente genémico asociado con
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una mayor concentraciéon de integraciones
provirales identificadas en este trabajo. Una
posible explicaciéon a este hecho debe incluir
el estado de conformacién de la cromatina en
el momento de la integracion. Trabajos previos
(44-47) han puesto de manifiesto la importancia
de la estructura de la cromatina en la integracion
retroviral, puesto que una conformacién mas
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relajada aumentaria la accesibilidad de los
complejos remodeladores de la cromatina que
regularian la integracion retroviral (45).

Se ha identificado previamente que las secuen-
cias SINE-Alu actian como promotores alternos
para la expresion de genes (42,48). La gran
frecuencia de integraciones dentro de elementos
repetidos tipo SINE, reportada en este trabajo,
podria explicar las alteraciones en la expresién
de genes asociados con el ciclo celular, la
transduccién de sefiales y la regulacién de la
expresién de genes, situaciones previamente
reportadas en los procesos leucomogénicos.

En general, los resultados de este trabajo
presentan indicios muy solidos que sustentan
una integracion retroviral, no al azar. Algunas
caracteristicas estructurales y funcionales, promo-
verian eventos de integracion preferencial hacia
regiones de cromatina sometidas a un intenso
proceso de remodelacibn por mecanismos
epigenéticos; éstos condicionarian la topologia
del ambiente gendmico apropiado para la
integracion. Como efecto de este proceso se
alteraria la homeostasis celular, promoviendo el
desarrollo de la neoplasia.
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