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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Caracterizar el ambiente gendmico de las secuencias adyacentes al virus linfotrépico
humano de células T tipo 1 (HTLV-1) en pacientes con paraparesia espastica tropical y mielopatia
asociada a la infeccion con HTLV-1 (PET/MAH) de diferentes regiones de Colombia y del Japon.
Métodos. Se enfrentaron 71 clones recombinantes con secuencias del genoma humano adya-
centes al 5’-LTR de pacientes con PET/MAH, a las bases de datos del Genome Browser y del Gen-
Bank. Se identificaron y analizaron estadisticamente 16 variables genémicas estructurales y com-
posicionales mediante el programa informatico R, version 2.8.1, en una ventana de 0,5 Mb.
Resultados. El 43,0% de los provirus se localizaron en los cromosomas del grupo C; 74%
de las secuencias se ubicaron en regiones teloméricas y subteloméricas (P < 0,05). Un analisis
de conglomerados permitié establecer las relaciones jerarquicas entre las caracteristicas geno-
micas incluidas en el estudio; el analisis de componentes principales identifico las componen-
tes que definieron los ambientes gendmicos preferidos para la integracion proviral en casos de
PET/MAH.

Conclusiones. El HTLV-1 se integré con mayor frecuencia en regiones de la cromatina
ricas en islas de citocina fosfato guanina (CpG), de alta densidad de genes y de repeticiones tipo
LINE (elemento disperso largo [long interspersed element]) y transposones de ADN que, en
conjunto, conformarian los ambientes gendmicos blanco de integracion. Este nuevo escenario
promovera cambios sustanciales en el campo de la salud pablica y en el manejo epidemioldgico
de las enfermedades infecciosas, y permitira desarrollar potentes herramientas para incremen-
tar la eficiencia de la vigilancia epidemioldgica.

Virus linfotropico de células T humanas tipo 1; integracion viral; linfocitos; genoma
humano; paraparesia espastica tropical; epidemiologia molecular; Colombia.

El virus linfotrépico humano de célu-
las T tipo 1 (HTLV-1) es un retrovirus
que infecta a entre 10 y 20 millones de
personas en el mundo (1, 2). Se conocen
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tres vias de transmision: por contacto se-
xual (3), por via parenteral (4) y por
transmisién vertical durante la lactancia
materna (5, 6). La infeccion por el virus
es endémica en América del Norte y Sur,
el sudeste del Japdn, la cuenca del Caribe
y Africa (2). Sudamérica, con una pobla-
cion aproximada de 360 millones de ha-
bitantes, presenta seroprevalencias de
entre 1y 2% (7).

La infeccion por el HTLV-1 se asocia
tanto a trastornos malignos como a proce-
sos inflamatorios. Estos ultimos incluyen
una amplia gama de enfermedades croni-
cas que afectan los ojos, las glandulas sa-
livares y los tejidos nervioso y muscular
(8, 9). Entre ellas, la paraparesia espastica
tropical/mielopatia asociada a la infec-
cion con HTLV-1 (PET/MAH), es una
afeccion epidemiolégicamente compleja
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gue compromete estructural y funcional-
mente el sistema nervioso central (9).

La PET/MAH es una mielopatia pro-
gresiva cronica caracterizada por paralisis
espastica, disfuncion de esfinteres y alte-
raciones sensoriales en las extremidades
inferiores leves a severas (9). En Colom-
bia, la infeccion por HTLV-1 est& restrin-
gida geogréficamente; una de las zonas
con mayor endemia es la costa colom-
biana del Pacifico, donde la prevalencia
varia entre 7,5% y 10,0% (10). El riesgo de
progresion de la PET/MAH de un estado
asintomatico a uno sintomético oscila
entre 0,25% y 4% (2, 10, 11).

A pesar de la asociacion epidemiol6-
gica entre la infeccion y la enfermedad,
el papel del virus en su patogenia alin no
esta claro; sin embargo, es evidente que
la integraciéon del ADNCc viral en el ge-
noma hospedero es un paso crucial en el
ciclo de vida viral que garantiza una ex-
presion eficiente de la progenie y es res-
ponsable de la persistencia de la infec-
cion y la causa de la enfermedad (9, 12).

Aunque los sitios de integracion del
HTLV-1 en el genoma hospedero se han
caracterizado en varios estudios, se des-
conoce aun como factores tanto virales
como celulares interacttan en la seleccion
de las regiones cromatinicas blanco de in-
tegracion. Los estudios en retrovirus no
humanos han contado con disefios meto-
dolégicos experimentales y bioinformati-
cos, estos ultimos apoyados en la gran
cantidad de informacién consignada en
las diferentes bases de datos del genoma
humano (13-18). Los hallazgos han per-
mitido concluir que la mayor parte de la
cromatina hospedera es accesible para la
integracion de provirus, pero la frecuen-
cia de seleccion de regiones especificas
varia segun el tipo de virus y la patologia
asociada (17, 18).

Las caracteristicas estructurales, las
regiones sensibles al tratamiento con
ADNasa | (19) y cercanas a islas de cito-
sina fosfato guanina (CpG) (14, 16, 20,
21), y el contenido de guanina y citosina
(13) del genoma humano, favorecerian la
integracion. Ademas, ciertas caracteristi-
cas funcionales relacionadas con la regu-
lacion del ciclo celular, la apoptosis y la
respuesta inmune (13-18) serian varia-
bles que, en conjunto, conformarian el
ambiente gendmico para la integracion
de este retrovirus humano.

La caracterizacion de los ambientes ge-
némicos preferidos por el HTLV-1 se ha
llevado a cabo a partir de ADN obtenido
de cultivos celulares infectados (22-24),

Rev Panam Salud Publica 30(5), 2011

mientras que solamente algunas de las se-
cuencias estudiadas han sido obtenidas
directamente del ADN de células mono-
nucleares de sangre periférica (CMSP) de
pacientes naturalmente infectados proce-
dentes, sobre todo, de regiones endémicas
del Japon. Asimismo, los analisis estadisti-
cos realizados tienden a ser descriptivos o
presentan un bajo nimero de variables in-
cluidas en modelos multivariados.

Las infecciones que azotan a la pobla-
cion mundial, han sido de suma impor-
tancia para la moderna concepcion de la
epidemiologia y la salud publica pues
han permitido establecer un puente de
investigacion multidisciplinaria entre el
agente infeccioso y el conocimiento del
genoma humano. A este avance en el co-
nocimiento se suman los resultados de la
secuenciacion de genomas retrovirales
completos y el gran desarrollo alcanzado
por las ciencias “Omicas”. Entre estas se
incluyen la transcriptomica, la prote6-
mica y la integrémica, que se han con-
vertido en herramientas importantes
para obtener informacion util para en-
tender la dindmica de la infeccién y su
distribucion en las poblaciones. El obje-
tivo de este trabajo fue caracterizar el
ambiente gendmico de las secuencias ad-
yacentes al HTLV-1 en pacientes con
PET/MAH de diferentes regiones de Co-
lombia y el Japén.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes, muestras y unidad de
analisis

Se incluyeron muestras de sangre peri-
férica recolectadas de 17 pacientes de la
costa colombiana del Pacifico con diag-
nostico clinico de PET/MAH (25) y sero-
positivos para HTLV-1. El 25,0% eran va-
rones; las edades variaban entre 31y 70
afios (media, 43 afios). Se cont6 con la
aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad del Valle (26).

La unidad de analisis de este trabajo la
conformaron 71 secuencias de genoma
nuclear adyacentes al HTLV-1 extraidas
a partir de CMSP por reaccion en cadena
de la polimerasa inversa (RCPI) o me-
diada por ligacién (RCPML); 30 de estas
secuencias procedian de pacientes co-
lombianos y 41 de pacientes japoneses.

Extraccion del ADN del genoma

Las CMSP de los pacientes con PET/
MAH colombianos se obtuvieron si-
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guiendo la técnica de gradiante de Ficoll
Hypaque (27). EI ADN se extrajo utili-
zando el estuche WizardGenomic DNA
Purification® (Promega, Madison, Wis-
consin). El grado de purezay la concen-
tracion del ADN extraido se evaluaron
por espectrofotometria.

Amplificacion del ADN genémico
por reaccion en cadena de la
polimerasa inversa

La amplificacién de secuencias de
ADN celular adyacentes al HTLV-1 se
efectud siguiendo un protocolo ya des-
crito (28) con modificaciones menores
(29). El proceso incluy6 las siguientes
etapas: una digestion inicial con la en-
zima Nlalll obtenida de Neisseria lacta-
mica, que reconoce los sitios de restric-
cion localizados en la region U5 de los
extremos LTR de provirus, uno interno
dentro del gen gag, otro en la region U5
del extremo 5'LTR y otros externos loca-
lizados en el genoma del hospedero. La
segunda etapa incluyé un proceso de au-
toligacion de los extremos cohesivos de
cada uno de los fragmentos obtenidos en
la etapa anterior, mediante la enzima
ADN ligasa del bacteriéfago T4. En la
tercera etapa, los fragmentos autoligados
se sometieron a digestion con Sstll obte-
nida de Streptomyces stanford, una endo-
nucleasa de restriccién que reconoce es-
pecificamente un sitio de corte dentro
del gen gag. Mediante este tratamiento se
conservaron los anillos de ADN que con-
tenian porciones de genoma hospedero
mas un fragmento de la region U5 del
LTR proviral.

Después de una etapa de calentamiento
a 93 °C durante 30 minutos, los circulos
relajados se amplificaron por RCP. Los
oligonucledtidos cebadores se sintetiza-
ron a partir de secuencias especificas de la
region U5 del provirus HTLV-1. Previa-
mente a los ciclos de amplificacion por
RCP, la muestra se sometio a desnaturali-
zacion térmica en las condiciones antes
descritas. Como cebadores se emplea-
ron el HTLV-009, 5-AAGCCGGCAGT-
CAGTCGTGA-3’ (8946-8927) y el HTLV-
010, 5-AAGTACCGGCAACTCTG-CTG-
3’ (8958-8977). El alineamiento de estos se
llevé a cabo a 52 °C durante 30 segundos,
seguido de una etapa de extensién a 72 °C
durante 90 segundos. Se hicieron en total
35 ciclos de amplificacion.

Todos los productos se separaron de
acuerdo a su tamafio molecular, en pares
de bases, mediante electroforesis en
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geles de agarosa a 2,0%. La visualizacion
de las bandas de ADN se registré por la
fluorescencia del bromuro de etidio
unido al ADN en presencia de luz ultra-
violeta. Cada banda represent6 un clon
celular.

Protocolos de clonacion y
secuenciacion

Los fragmentos de ADN obtenidos por
RCPI se eluyeron de los geles de agarosa
usando el estuche comercial QIAEX Il
Gel Extraction® (Qiagen, Valencia, Cali-
fornia). Los fragmentos de ADN eluidos
se ligaron al sitio Hind Ill (enzima ex-
traida a partir de Haemophilus influenzae)
en el vector pCR2.1, previamente aline-
ado con la misma enzima. Los plasmidos
recombinantes transformaron células de
Escherichia coli, cepa +DH5, siguiendo las
instrucciones del estuche comercial TA
Cloning System® (In VitroGen, Carlsbad,
California). Los recombinantes obtenidos
por extraccion de ADN en lisis alcalina se
digirieron con la enzima EcoR | para es-
cindir el fragmento de ADN celular clo-
nado. En los pacientes colombianos con
diagnostico de PET/MAMH se obtuvieron
en total 30 clones por RCPI del HTLV-1.
El ADN celular clonado se secuenci6 en
un equipo ABI PRISM 310® (PE Applied
Biosystems, Norwalk, Connecticut) me-
diante el método de secuenciacion ciclica.
Los resultados obtenidos se sometieron
al GenBank; en el cuadro 1 se presentan
los nimeros de acceso temporales.
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Mediante una blsqueda en la base de
datos mundial de secuencias genéticas
del GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/), se seleccionaron 41 secuen-
cias obtenidas por RCPI o RCPML, pro-
venientes de pacientes japoneses con
diagnostico confirmado de PET/MAH
seropositivos para HTLV-1 depositadas
por Cavrois (24) y Mortreux (30); los
numeros de acceso se presentan en el
anexo 1.

Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico se llevd a
cabo entre noviembre y diciembre del
2009. Los 71 clones recombinantes se
analizaron con el programa informatico
Vector Screen de acceso publico (www.
ncbi.nlm.nih.gov/vecscreer/vecscree.
html) para eliminar la contaminacién de
porciones de secuencias LTR provirales.
Las secuencias ya editadas se alinearon a
las del genoma humano utilizando el
programa Blast de la base de datos del
Genome Browser de la Universidad de
California en Santa Cruz, California
(http://www.genome.ucsc.edu/). Los
criterios de inclusion de las secuencias
del genoma que se alinearon con aque-
llas en estudio fueron una similitud
entre la secuencias nucleotidicas > 95%
(e-value < 0,05), con una longitud en
pares de bases mayor de 50, en una ex-
tension del genoma de 0,5 Mpb, lo que se
definié como ventana de apertura de 0,5.
La localizacion cromosomica, los genes

CUADRO 1. Variables incluidas en el estudio sobre epidemiologia genémicay PET/MAH

anotados, los elementos repetidos y otras
caracteristicas de la cromatina adyacente
al HTLV-1 (orientacién, proceso biol6-
gico en el que intervienen, funcién mole-
cular, ubicacion celular y nimero de
exones e intrones de los genes identifica-
dos en la ventana de apertura), se obtu-
vieron utilizando no sélo la plataforma
del Genome Browser sino también varias
otras herramientas computacionales dis-
ponibles en la pagina web del National
Center for Biotechnology Information
(NCBI) de los Estados Unidos y en las
bases de datos del Gencard (http://
www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.
pl), Gene Entrez (http://www.ncbi.nim.
nih.gov/nchi/gene-entrez) y Gene On-
tology (http://www.geneontology.
org/index.shtml).

Para la extraccion de esta informacion
se desarrollé un programa informatico
de aplicacion mediante un sitio web
(http://201.234.78.25/trl/consultasS_fil
tros.aspx.), que permitio la transferencia,
la transformacion, el almacenamiento y
la visualizacion de los datos gendmicos
adyacentes al provirus, asi como el tras-
paso de la base de datos a diferentes pa-
quetes estadisticos.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo
con el software R, versién 2.8.1 (http://
www.R-project.org). Mediante el test de
Friedman (31) se evaluaron las caracte-
risticas de las secuencias de origen co-

Nombre de la variable

Escala de medicién

Frecuencia de islas CpG

Frecuencia de genes

Frecuencia de repeticiones LINE

Frecuencia de repeticiones LINE tipo L2

Frecuencia de otras repeticiones tipo LINE

Frecuencia de repeticiones SINE

Frecuencia de repeticiones SINE tipo Alu

Frecuencia de repeticiones SINE/Otras

Frecuencia de repeticiones de baja
complejidad

Frecuencia de repeticiones simples

Frecuencia de repeticiones tipo ADN

Frecuencia de repeticiones tipo LTR

Frecuencia de repeticiones de origen
desconocido

Frecuencia de repeticiones tipo satélite

Otras repeticiones

Integraciones provirales por cromosoma

Numero de islas CpG en el HIT/Total de islas CpG en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de genes en el HIT/Total de genes en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones LINE en el HIT/Total de repeticiones LINE en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones LINE L2 en el HIT/Total de repeticiones LINE tipo L2 en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de otras repeticiones LINE en el HIT/Total de otras repeticiones LINE en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones SINE en el HIT/Total de repeticiones SINE en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones SINE tipo Alu en el HIT/Total de repeticiones SINE tipo Alu en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de tras repeticiones tipo SINE en el HIT/Total de otras repeticiones SINE en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones de baja complejidad en el HIT/Total de repeticiones de baja complejidad en la ventana de
apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones simples en el HIT/Total de repeticiones simples en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones tipo ADN en el HIT/Total de repeticiones tipo ADN en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones tipo LTR en el HIT/Total de repeticiones tipo LTR en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones de origen desconocido en el HIT/Total de repeticiones de origen desconocido en la ventana de
apertura de 0,5 Mb

Numero de repeticiones satélite en el HIT/Total de repeticiones satélite en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Numero de otras repeticiones en el HIT/Total de otras repeticiones en la ventana de apertura de 0,5 Mb

Nimero de provirus HTLV-1 por cromosoma

PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la infeccion con el virus linfotropico humano de células tipo 1 (HTLV-1); CpG: citosina fosfato guanina; LINE: elemento dis-
perso largo (long interspersed element); SINE: elemento disperso corto (short interspersed element); LTR: repeticion terminal larga (long terminal repeat).
Nota: Secuencias incluidas en el analisis multivariado. Se defini6 como HIT la porcién del genoma humano que presenté un alto grado de homologia secuencial con la secuencia en estudio.
El término “ventana de apertura” correspondio a la extension en pares de bases que mostraba el visor grafico de la base de datos del Genome Browser.
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lombiano frente a las de origen japonés.
Se realizd un anélisis univariado de las
16 variables incluidas en el estudio (cua-
dro 1), considerando los promedios, las
medianas y la distribucion porcentual de
cada una de ellas. Se evalud la colineari-
dad entre las variables a través de una
matriz de dispersion, el indice de corre-
lacién y la prueba de esfericidad de Bart-
lett (31). Por dltimo, se realiz6 un anali-
sis de cluster jerarquico (ACJ) con 12 de
las 16 variables incluidas en el estudio,
que se complementd con un andlisis
de componentes principales (ACP). El
namero de componentes seleccionadas
se estim6 considerando una varianza
> 60%, la sedimentacion y el criterio del
valor propio (31). Se evalu6é por medio
de la prueba de la ji al cuadrado el tipo
de secuencia adyacente al ADN proviral
y la frecuencia de éstas en el genoma
humano segun Venter et al. (32) y el
IHGSC-2001 (International Human Ge-
nome Sequencing Consortium) (33); se
consideré significativo un valor de
P < 0,05.

RESULTADOS

Se obtuvieron 73 regiones del genoma
humano homoélogas en una ventana de
apertura de 0,5 Mb; es decir, dos de las
secuencias en estudio presentaron un
doble alineamiento. No se hallaron dife-
rencias estadisticamente significativas
entre las caracteristicas gendmicas de las
secuencias colombianas y japonesas (test
de Friedman, P > 0,05).

El 43,0% de las integraciones se locali-
zaron en los cromosomas del grupo C,
19,0% en los del grupo A y 38,0% res-
tante en los demas cromosomas. Un
74,0% de las secuencias homologas (54
de 73) se ubicaron en regiones teloméri-
cas y subteloméricas, con diferencias
estadisticamente significativas con rela-
cion al resto de las regiones cromoso-
micas (prueba de la ji al cuadrado, P <
0,05) (figura 1).

En la ventana de apertura de 0,5 Mb
se encontr6 que 41,0% de las secuencias
adyacentes al HTLV-1 fueron genes co-
dificantes de proteinas, y el resto fueron
elementos repetidos. Un 52,0% de las se-
cuencias identificadas fueron exones, de
los cuales 24,0% se encontraban en el
sentido transcripcion del exén. Segun el
proceso biolégico en el que participan,
los genes mas frecuentes fueron los rela-
cionados con la transduccion de sefiales
y la adherencia celular (37,0%) y los in-
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FIGURA 1. Localizacion cromosomica de 73 provirus HTLV-1 en el genoma de pacientes con

PET/MAH
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HTLV-1: virus linfotropico humano de células T tipo 1; PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la

infeccién con el HTLV-1.

Nota: Los recuadros en color rojo muestran las regiones cromosémicas que presentaron dos, tres y mas integraciones provi-
rales. Los recuadros en linea punteada de color negro muestran regiones cromosémicas con cluster de genes codificantes de
histonas y secuencias génicas codificantes de proteinas reguladoras del ciclo celular, interferon y ubicuitina cercanas a los
sitios de integracion del HTLV-1. Las flechas en color verde sefialan las regiones sensibles a la enzima ADNasa | de acuerdo
con Verdin (37). Los sitios de integracion fueron asignados segun la informacion del Genome Browser y el GeneBank.

volucrados en la respuesta inmune o me-
canismos de defensa celular (13,0%). Un
analisis comparativo entre los diferentes
tipos de elementos repetidos revelo dife-
rencias estadisticamente significativas
entre el nimero de repeticiones interca-
ladas cortas tipo Alu (SINE/Alu) con
respecto a los otros SINE (prueba de la ji
al cuadrado, P < 0,05) y entre el nimero
de elementos repetidos intercalados lar-
gos tipo L2 (LINE/L2) con relacion a
otros LINE (prueba de la ji al cuadrado,

P < 0,05) (figura 2). Al comparar el por-
centaje de esta distribucion con las co-
municadas por Venter etal. (32) yel In-
ternational Human Genome Sequencing
Consortium (IHGSC) (33) para el total
del genoma humano, se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas
(prueba de la ji al cuadrado, P < 0,05)
(cuadro 2).

La correlacién entre las variables en es-
tudio fue confirmada mediante los resul-
tados de la matriz de dispersion, el indice
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FIGURA 2. Distribucién de los valores minimos, maximos y mediana del nimero de repeticiones
identificados en la ventana de apertura de 0,5 Mb adyacentes al HTLV-1 en pacientes con PET/MAH
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HTLV-1: virus linfotrépico humano de células T tipo 1; PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la in-
feccion con el virus linfotrépico humano de células tipo 1 (HTLV-1); LTR: repeticion terminal larga (long terminal repeat); LINE:
elemento disperso largo (long interspersed element); SINE: elemento disperso corto (short interspersed element).

de correlacion y la prueba de esfericidad
de Bartlett (P < 0,05). Para los analisis
multivariados sélo se consideraron 12 de
las 16 variables incluidas en el estudio.

Los resultados del andlisis de cluster
jerarquico (ACJ) o de conglomerados
mostraron tres grupos de cromosomas
con una distribuciéon homogénea de las
variables en estudio hacia el interior de
cada cluster y una maxima heterogenei-
dad entre los grupos (figura 3).

Los resultados del ACJ fueron confir-
mados independientemente con el anali-
sis de componentes principales. Este
altimo transformo las variables correla-
cionadas en un grupo pequefio de varia-
bles no correlacionadas llamadas compo-
nentes. Las repeticiones tipo ARN y SINE

conformaron la primera componente y
explicaron 26,2% de la varianza total.

A la segunda componente contribuye-
ron las repeticiones LINE, los elementos
repetitivos tipo ADN, las islas CpG y el
numero de genes; en conjunto, estos fac-
tores explicaron 22,6% de la varianza
total. Los elementos tipo LTR vy las repe-
ticiones de baja complejidad, satélites, de
origen desconocido y simples conforma-
ron la tercera componente, que explicé
11,6% de la varianza. La cuarta compo-
nente se conformd por las integraciones
provirales y repeticiones de origen des-
conocido, que explicaron 10,5% de la va-
rianza. El porcentaje de la varianza total
acumulado entre las cuatro componen-
tes fue de 70,5% (cuadro 3).

CUADRO 2. Comparacién entre la distribucidn del tipo de secuencia adyacente al HTLV-1 con la
distribucion de estas secuencias en el genoma humano?

No. de potenciales Porcentaje
sitios de integracion en las en el genoma
73 secuencias PET/MAH en estudio® humano x Mpb pe

Numero de alineamientos con

secuencias del genoma humano 73
Genes 870 0,3 <0,05¢
Elementos repetidos

Tipo SINE 17 265 1558 <0,05¢

Tipo LINE 15 333 850 <0,05¢

Tipo ADN 3 124 294 <0,05¢

Tipo LTR 6 887 450 <0,05¢

Tipo simple 4 557 ND NC

De origen desconocido 12 ND NC

HTLV-1: virus linfotropico humano de células T tipo 1; PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la in-
feccion con el virus linfotrépico humano de células tipo 1 (HTLV-1); SINE: elemento disperso corto (short interspersed ele-
ment); LINE: elemento disperso largo (long interspersed element); LTR: repeticion terminal larga (long terminal repeat); ND,

dato no disponible; NC, dato no calculado.
@ SegUn datos de Venter et al. (32) y del IHGSC (33).

b Hallazgos bioinforméaticos en una ventana de apertura de 0,5 Mpb.

¢ Test de significancia para dos proporciones.
d Estadisticamente significativo a un valor de P < 0,05.
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Una representacion grafica simultanea
de los cromosomas y de las variables se-
leccionadas en el estudio confirm¢ la alta
correlacion positiva existente entre genes
e islas CpG, con una distribucién muy
homogénea en los cromosomas 16, 17 y
19, ademas de una correlacién negativa
entre LINE, LTR y ADN en los cromoso-
mas 8, 15y 20 (figura 4).

DISCUSION

Los resultados del Proyecto Genoma
Humano generaron un conocimiento
mas integrado de su estructura y fun-
cion, ademas de revelar la complejidad
no solamente de la expresion de genes
en el individuo sino de una variacion en
la estructura de las poblaciones huma-
nas que se refleja tanto a nivel estructu-
ral como funcional. Esta revolucion del
conocimiento biolégico ha comenzado a
tener un impacto profundo en la préac-
tica clasica de la epidemiologia de las
enfermedades infecciosas. Uno de los
objetivos de este trabajo fue mostrar que
con base en un andlisis integral de varia-
bles genémicas estructurales y funciona-
les, fue posible definir con soporte esta-
distico aquellas caracteristicas de las
regiones de la cromatina adyacentes a la
integracion del provirus HTLV-1.

La genémica y la epidemiologia con-
forman una nueva interdisciplina en la
que la informacién derivada de la se-
cuenciacién del genoma humano puede
ser usada para estimar las distintas va-
riables asociadas a una patologia y su
impacto en la prevencion, el diagndéstico
y el tratamiento de enfermedades trans-
misibles, genéticas, cardiovasculares,
cancer y diabetes, entre otras. La epide-
miologia gendmica es, por lo tanto, un
nuevo campo de investigacion con gran
impacto en la salud publica, en el que
los avances cientificos y tecnoldgicos se
conjugan para acelerar y profundizar
en el conocimiento de las enfermedades
a nivel del genotipo. A su vez, permite
predecir futuras enfermedades y pro-
poner tratamientos preventivos antes
del desarrollo de la condicion patol6-
gica, la cual puede ser costosa para el in-
dividuo, la familia, los servicios de
salud y la comunidad en general. Con
modelos predictivos de susceptibilidad
o resistencia a las enfermedades basados
en las caracteristicas gendmicas se ge-
nera un impacto positivo en la salud pu-
blica, el mejoramiento de las estrategias
de prevencién, el diagnostico precoz y

Rev Panam Salud Publica 30(5), 2011
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FIGURA 3. Dendograma de las 73 integraciones provirales en los casos de PET/MAH valorados
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PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la infeccion con el virus linfotrépico humano de células tipo

1 (HTLV-1).

el tratamiento genémico de numerosas
enfermedades.

En este nuevo marco de la epidemiolo-
gia gendmica, los anélisis multivariados
constituyen herramientas poderosas que
permiten establecer relaciones signifi-
cantes entre un gran ndmero de varia-
bles y la integracion proviral, ademas de
interpretar y visualizar conjuntos gran-
des de datos. En este estudio se utiliza-
ron dos modelos multivariados que
permitieron describir, en forma indepen-
diente, el ambiente genémico preferido
por el HTLV-1 para su integracién en el

ADN nuclear de linfocitos de pacientes
con PET/MAH. El primero agrupé los
cromosomas que compartian semejanzas
en la distribucion de las variables selec-
cionadas para el estudio, y el segundo
—el andlisis de componentes principa-
les— corrobor6 en forma independiente
los resultados del cluster jerarquico y
conservo la informacidon de todas las va-
riables correlacionadas en un numero
bajo de componentes no correlaciona-
dos. Mediante este enfoque estadistico se
redujo el numero de variables colineales
sin perder el aporte a la variabilidad

CUADRO 3. Contribuciones absolutas de las variables seleccionadas paralos analisis multivaria-

dos en pacientes con PET/MAH

Contribuciones absolutas de cada variable a la componente

1a 22 3a 4a
Nombre de la variable componente componente componente componente

Frecuencia de repeticiones SINE 21,4
Frecuencia de repeticiones tipo ARN 23,8
Frecuencia de repeticiones LINE 16,9
Frecuencia de repeticiones tipo ADN 15,6
Frecuencia de islas CpG 20,0
Frecuencia de genes 14,8
Frecuencia de repeticiones simples 21,3
Frecuencia de repeticiones

de baja complejidad 14,6
Frecuencia de repeticiones tipo LTR 10,8
Frecuencia de otras repeticiones 27,5
Frecuencia de repeticiones satélite 10,2
Frecuencia de repeticiones desconocidas 29,8
Frecuencia de integraciones provirales 31,7

PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la infeccion con el virus linfotrépico humano de células tipo
1 (HTLV-1); SINE: elemento disperso corto (short interspersed element); CpG: citosina fosfato guanina; LTR: repeticion ter-

minal larga (long terminal repeat).
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total de las variables originales (31). Asi
pues, los resultados de este estudio, al
igual que los de otros autores (13-18),
sustentan la hipétesis que existe un am-
biente gendmico especifico para la inte-
gracion del HTLV-1 en los pacientes con
PET/MAH.

Hasta ahora, la gran mayoria de los es-
tudios moleculares y bioinformaticos
sobre la integracion retroviral han utili-
zado sistemas in vitro (17, 34) o basados
en vectores (18). Algunos de ellos se rea-
lizaron a partir de ADN procedentes de
pacientes naturalmente infectados, con
tamarfios muestrales reducidos, en venta-
nas de apertura cortas (25, 50 y 100 Kb) y
utilizaron para su andlisis definitivo mo-
delos de regresion logistica en los que al-
gunas variables colineales no se incluye-
ron simultdneamente en la regresion
final (35). Estas deficiencias fueron supe-
radas en este trabajo, que partié de ADN
extraido directamente de CMSP proce-
dentes de pacientes con PET/MAMH. Para
la ejecucion del estudio bioinformatico
se analizé la informacién gendmica en
una ventana de apertura de 0,5 Mb lo
cual, sumado a los dos modelos estadis-
ticos multivariados usados, permitio
identificar las caracteristicas de las regio-
nes preferidas por el provirus para su
integracion.

Segun los resultados obtenidos, los
ambientes genémicos blanco de integra-
cion se localizaron en regiones teloméri-
cas, sensibles al tratamiento con DNAsa
1 (26, 28, 29), vecinos a grupos de genes
codificantes de histonas (36). Estos ha-
llazgos son consistentes con resultados
previos obtenidos en otros modelos re-
trovirales, en los que se postul6 que la in-
tegracion del HTLV-1 estaria condicio-
nada por la estructura de la cromatina,
ademas de por factores celulares y vira-
les (17-19, 20, 34, 37, 38).

Estudios experimentales y bioinfor-
maticos recientes han demostrado que
en la complejidad de los procesos gené-
micos asociados a la patogenia de las en-
fermedades existen intrincados mecanis-
mos de regulacion de la expresion de
genes y de remodelacion de la cromatina
celular (13-15, 16, 34). Un aspecto impor-
tante de este trabajo fue que una alta pro-
porcién de integraciones ocurrieron en
exones de genes que codifican proteinas
con una amplia gama de funciones; en
este contexto, es posible proponer una
hipotesis para trabajos futuros: “la inte-
gracion del ADNc del HTLV-1 impone
un nuevo marco de adaptacion a la dina-
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FIGURA 4. Representacion simultanea de los cromosomas y las variables gendmicas incluidas

en el andlisis de componentes principales
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mica de las redes de expresién de aque-
llos genes identificados tanto por analisis
experimental como por andlisis in silico
en casos de PET/MAH”.

Los estudios in silico se basan en calcu-
los estadisticos que permiten obtener ge-
neralizaciones sobre los procesos biolo-
gicos; sin embargo, puesto que algunas
variables podrian afectar el proceso en
conjunto, es importante considerar pro-

1. de The G, Bomford R. An HTLV-1 vaccine:
why, how, for whom? AIDS Res Hum
Retroviruses. 1993;9:381-86.

2. Edlich RF, Arnette JA, Williams FM. Global
epidemic of human T-cell lymphotropic virus
type-l1 (HTLV-1): an update. J Long Term Eff
Med Implants. 2003;13:127-40.

3. Roucoux DF, Wang B, Smith D, Nass CC,
Smith J, Hutching ST, et al. A prospective
study of sexual transmission of human T lym-
photropic virus (HTLV)-l and HTLV-II. J
Infect Dis. 2005;191:1490-7.

4. Proietti FA, Carneiro-Proietti AB, Catalan-
Soares BC, Murphy EL. Global epidemiology
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cesos fisiologicos —ademas de la com-
partimentalizacion de la cromatina a
nivel del ndcleo celular— que también
podrian determinar la seleccién in vivo
de los ambientes genédmicos blanco de
integracion.

Los resultados de este trabajo permi-
tieron definir una nueva variable com-
pleja, el ambiente genémico que integra
la funcion de la cromatina condicionada
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Paraparesia espastica tropical (PET/MAH = 71)

Origen de la Origen de la Origen de la
secuencia No. de acceso/ldentificacion secuencia No. de acceso/ldentificacion secuencia No. de acceso/ldentificacion
Cavrois y col.,  AY003886.1 Cabreray col., COLTSP131 COLTSP1114 Mortreux y col., AF228933.1 AF228944.1
2004 AY003887.1 2002 COLTSP141 COLTSP1212 2001 AF228934.1 AF228945.1
AY003888.1 COLTSP145 COLTSP1213 AF228935.1 AF228946.1
AY003889.1 COLTSP153 COLTSP1225 AF228937.1 AF228947.1
AY003890.1 COLTSP154 COLTSP1235 AF228938.1 AF228948.1
AY003892.1 COLTSP221 COLTSP1423 AF228939.1 AF228949.1
AY003893.1 COLTSP235 COLTSP1425 AF228940.1 AF228950.1
AY003894.1 COLTSP244 COLTSP1511 AF228941.1 AF228951.1
AY003895.1 COLTSP332 COLTSP1512 AF228942.1 AF228952.1
AY003896.1 COLTSP515 COLTSP1515
AY003897.1 COLTSP523 COLTSP1514
AY003898.1 COLTSP525 COLTSP1521
AY003899.1 COLTSP624 COLTSP811
COLTSP625 COLTSP1022C
COLTSP1111
PET/MAH: paraparesia espastica tropical y mielopatia asociada a la infeccion con el virus linfotrépico humano de células tipo 1 (HTLV-1).
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ABSTRACT

Genome epidemiology and
tropical spastic paraparesis

associated with human T-cell

lymphotropic virus type 1

Key words

Objective. Characterize the genomic environment of the sequences adjacent to
human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) in patients with HTLV-1-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) in different regions of Colom-
bia and Japan.

Methods. A total of 71 recombinant clones with human genome sequences adjacent
to 5° LTR in patients with HAM/TSP were compared to the Genome Browser and
GenBank databases. Sixteen structural and compositional genome variables were
identified, and statistical analysis was conducted in the R computer program, version
2.8.1, in a 0.5 Mb window.

Results. A total of 43.0% of the proviruses were located in the group C chromo-
somes; 74% of the sequences were located in the telomeric and subtelomeric regions
(P < 0.05). A cluster analysis was used to establish the hierarchical relations between
the genome characteristics included in the study. The analysis of principal compo-
nents identified the components that defined the preferred genome environments for
proviral integration in cases of HAM/TSP.

Conclusions. HTLV-1 was integrated more often in chromatin regions rich in CpG
islands with a high density of genes and LINE type repetitions, and DNA transposons
which, overall, would form the genomic environments targeted for integration. This
new scenario will promote substantial changes in the field of public health and in epi-
demiological management of infectious diseases. It will also foster the development
of powerful tools for increasing the efficiency of epidemiological surveillance.
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paraparesis; tropical spastic; molecular epidemiology; Colombia.

430

Rev Panam Salud Publica 30(5), 2011



