Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 39(151):239-249, abril-junio de 2015
doi: http://dx.doi.org/10.18257/raccefyn.183

I Ciencias biomédicas

Caracterizacion genomica de la integracion simultanea
del virus de la inmunodeficiencia humana 1
y el virus linfotropico humano tipol
Martha C. Dominguez, Lina Andrea Alzate, Felipe Garcia-Vallejo*

Laboratorio de Biologia Molecular y Patogénesis, Departamento de Ciencias Fisiologicas, Escuela de Ciencias Basicas,
Facultad de Salud, Universidad del Valle, Campus de San Fernando, Cali, Colombia

Resumen

La seleccion de los sitios de integracion del ADN retroviral en el genoma es crucial para moldear la dinamica de
la infeccion. El objetivo de este estudio fue analizar la combinacion especifica de las caracteristicas gendmicas de
la célula infectada que condicionarian la integracion simultanea de ambos retrovirus. A partir de 203 secuencias de
ADN humano vecinas a las repeticiones terminales largas (long terminal repeat, LTR) de ambos virus, depositadas
en el GenBank, y mediante distintas herramientas computacionales, se hizo una simulacion bioinformatica para
determinar la integracion del VIH y el -HTLV-1 en una extension de 100 kb, asi como la localizacién cromosémica
del provirus, el nimero de genes, su proceso molecular y funcion asociada, las islas CpG, las secuencias Alu y los
elementos nucleares dispersos largos (long interspersed nuclear element, LINE), y su expresion en poblaciones
de linfocitos de los genes blanco de la integracion. El 47,3 % de las integraciones de ambos virus se localizo en
regiones ricas en elementos repetidos. La integracion en los genes de la clase II ocurri6 en los intrones (p<0,05). Se
observo una distribucion cromosomica diferencial de ambos provirus en la que el HTLV-1 se localiz6 en regiones
pericentroméricas y centroméricas, mientras que el VIH-1 lo hizo en zonas teloméricas y subteloméricas (p<0,001).
El ambiente comun para la integracion de los linfocitos en el genoma estuvo conformado por genes codificantes de
proteinas de union a moléculas y de transduccion de sefales, asi como por un elevado niimero de islas CpG y de
repeticiones Alu. A partir de la simulacion bioinformatica de la integracion entre el VIH-1 y el HTLV-1, se aport6
evidencia que sustenta la hipétesis de que una combinacion especifica de variables gendmicas condicionaria el
proceso de integracion diferencial simultanea de ambos retrovirus.

Palabras clave: retrovirus, integracion viral, linfocitos, islas de CpG, genes clase II, simulacion por computador.

Genomic characterization of human immunodeficiency virus 1 and human T-lymphotropic virus 1
simultaneous integration

Abstract

The selection of retroviral cDNA integration sites in the human genome is a critical step to condition the dynamics
of infection. The objective was to analyze the combination of genomic characteristics of infected cells that would
condition the genomic profiles of HIV-1/HTLV-1 simultaneous integration. We carried out a computer simulation
using 203 human genome sequences flanking 3'LTR of both retroviruses previously deposited in the GenBank, and
applying several computational tools. The analyses were focused on determining the chromosomal integration, CpG
islands, Alu sequences and the expression of integration target class II genes in lymphocytic populations in a 100 kb
chromatin structure associated with simultaneous integration. We found 47.3% of simultaneous cDNA integrations
localized in regions rich in repetitive elements. The rest of retroviral cDNA integrations occurred in class II gene
introns (p<0.05). We determined a differential chromosomal distribution for both types of provirus where HTLV-1
provirus were preferentially placed in pericentromeric and centromeric regions in contrast with HIV-1 distribution,
which was registered in telomeric and subtelomeric zones (p<0.001). The genomic environment of integration for
both retroviruses was characterized by genes encoding molecular binding and signal transduction, as well as by
high density of CpG islands and Alu sequences. The data resulting from the computer simulation did support the
hypothesis that a combination of specific chromatin characteristics would determine the dynamics of HIV-1/HTLV-1
simultaneous integration process.
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Introduccion

Las infecciones concomitantes por el virus de la inmuno-
deficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y el virus linfotropico
humano tipo 1 (HTLV-1) constituyen problemas importantes
de salud en aquellas zonas donde puede ocurrir la transmision
simultdinea de ambos retrovirus (Casoli, et al, 2007;
Laurentino, et al., 2005; Géngora-Bianchi, et al., 2003;
Brites, et al., 1997). A pesar de los reportes sobre la infeccion
concomitante en diferentes paises, en Colombia no se han
registrado oficialmente casos de infeccion simultanea con
los dos virus en la costa del Pacifico, que es un area endémica
para su circulacion. Aunque la infeccién concomitante con
ambos retrovirus se ha descrito epidemiologicamente en
otros paises, todavia existe controversia en torno a cual es
el efecto de la interferencia con la funciéon inmunologica
del paciente y el prondstico de las enfermedades asociadas
(Pilotti, ef al., 2013; Brites, et al., 2011; Pedroso, et al.,
2011; Moriuchi, et al., 1998; Lefrere, et al., 1990).

La integracion del ADN complementario (ADNCc) viral en el
genoma de las células infectadas es un paso necesario para
la replicacion del virus (Sierra, ef al., 2005; Hindmarsh
& Leis, 1999). Asi pues, la seleccion de los sitios aceptores
para la integracion en las células hospederas se convierte
en un evento crucial tanto para el retrovirus como para el
hospedero (Van Maele, et al., 2006; Bushman, et al., 2005).
Este proceso favorece la expresion regulada de los genes
virales (Derse, et al., 2007; Mitchell, et al., 2004). En el
hospedero la integracién puede causar efectos adversos
como la activacion de protooncogenes o la inactivacion
de genes celulares que alteran la homeostasis celular
(Nienhuis, et al., 2006). En este sentido, se ha reportado la
activacion de la insercion de oncogenes en varios casos de
tratamiento con terapia génica (Biasco, ef al., 2012; Daniel,
et al., 2008). En uno de ellos se registrd la integracion de
un vector retroviral terapéutico cerca del protooncogen
LMO?2, lo que contribuyd a la ‘malignizacion’ de las
células T de varios pacientes sometidos a terapia génica
para la deficiencia en la adenosina desaminasa (ADA)
(Hacein-Bey-Abina, ef al., 2003).

Recientemente se ha informado que, aunque la mayor parte
del genoma hospedero es potencialmente accesible para la
integracion retroviral, la seleccion del sitio blanco para dicho
proceso no se da totalmente al azar (Debyser, et al., 2015;
Ambrosi, et al., 2008). En este sentido, la disponibilidad
de la informacion sobre la secuencia completa del genoma
humano ha permitido hacer estudios a gran escala para la
identificacion de sitios de insercion retroviral (Derse, et
al., 2007; Bushman, et al., 2005). Un hallazgo importante
de estos estudios es que los retrovirus de distintos géneros
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tienen diferentes estilos de integracion, principalmente en
las zonas con actividad transcripcional, en las islas CpG y en
las secuencias Alu (Soto & Garcia Vallejo, 2011; Salcedo-
Cifuentes, et al., 2011; Crise, et al., 2006; Lewinski, et
al., 2006)

Actualmente la mayoria de los estudios sobre la infeccion
concomitante con VIH-1 y HTLV-1 se han centrado en sus
efectos sobre la carga proviral y la viral, la expresion de los
genes virales y en la posible aceleracion de la enfermedad
(Pedroso, et al., 2011; Casoli, et al., 2007; Laurentino,
et al., 2005). Sin embargo, hasta el momento no se han
analizado las caracteristicas de las regiones del genoma
humano donde ocurre la integracion simultanea de los dos
retrovirus y sus potenciales efectos en el desequilibrio de la
homeostasis de la célula infectada. En este trabajo se hizo una
simulacion bioinformatica para conocer mas detalladamente
las caracteristicas de las regiones del genoma donde
ocurren con bastantea frecuencia integraciones simultaneas
de VIH-1 y HTLV-1; ademas, se simuld su efecto en la
expresion de los genes de la clase II que han sido blanco de
integracion en diferentes poblaciones de linfocitos. Como
hipédtesis de trabajo se propuso que diferentes variables
gendmicas estructurales y funcionales condicionarian un
comportamiento diferencial en la expresion global, el cual
alteraria la homeostasis de las poblaciones de los linfocitos
T-CD4+ y T-CD8+ en humanos infectados.

Materiales y métodos

Obtencion de secuencias del genoma humano adyacentes
a los provirus del VIH-1y el HTLV-1

De las 464 secuencias del genoma humano que flanquean
los provirus del VIH-1 de las células T CD4+ obtenidas de
pacientes naturalmente infectados y reportadas por Ikeda,
et al. (2007), se tomaron 130 (28 %) de la base de datos
del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),
utilizando la funcion ALEATORIO.ENTRE del programa
Microsoft Excel. Los cddigos de identificacion de estas
secuencias en el GenBank son los siguientes: AB256169,
AB25616, AB256164, AB256161, AB256156, AB256151,
AB256148, AB256144, AB256135, AB256126, AB256111,
AB256130, AB256140, AB256134, AB256131, AB25611,
AB256108, AB256099, AB256086, AB256122, AB256093,
AB256104, AB256074, AB256051, AB256061, AB256070,
AB256057, AB25608, AB256090, AB256066, AB256504,
AB256485, AB256478, AB256498, AB256511, AB256493,
AB25645, AB256447, AB256422, AB256438, AB256414,
AB256458, AB256453, AB256433, AB256411, AB256399,
AB256381, AB256392, AB256406, AB256386, AB25637,
AB256343, AB256367, AB256351, AB256324, AB256358,
AB256375, AB256332, AB256311, AB256316, AB256296,
AB256292, AB256305, AB256263, AB256283, AB256270,
AB256276, AB256255, AB256258, AB256242, AB256237,
AB256236, AB256241, AB256252, AB256246, AB256231,
AB256225, AB256215, AB256222, AB256228, AB256235,
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AB256204, AB256199, AB256194, AB256202, AB256207,
AB256218, AB256176, AB256189, AB256181, AB256186,
AB256192, AB256211, AB256173, AB256174, AB256170,
AB256163, AB256159, AB256197, AB256097, AB256152,
AB256050, AB256071, AB256111, AB256183, AB256091,
AB256494, AB256434, AB256454, AB256414, AB256179,
AB256474, AB256335, AB256393, AB256394, AB256374,
AB256334, AB256275, AB256314, AB256294, AB256313,
AB256333, AB256293, AB256273, AB256239, AB256253,
AB256256, AB256214, AB256234, AB256174, AB256233,
AB256194, AB256193, AB256213.

Para el HTLV-1 se incluyeron, en su orden, las secuencias
cuyos codigos en el GenBank iban del AB114390 al
AB114357 (Ozawa, et al., 2004), y del AY003899 al
AY003886 (Cavrois, ef al., 2000). Ademas, se seleccionaron
las secuencias S80210, S80212 y S80213 (Cavrois, et al.,
1995) y las AF228939 y DX597296 (Mortreux, et al.,
2001). Se incluyeron, igualmente, 74 secuencias del genoma
humano que flanquean repeticiones terminales largas (long
terminal repeats, LTR), las cuales se obtuvieron mediante
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RCP-TI) de sujetos seropositivos para el HTLV-
1 provenientes de diferentes areas de la costa pacifica
colombiana (Cabrera, et al., 2004).

Alineamiento de las secuencias del genoma humano

Las secuencias de nucledtidos que flanquean las LTR de
ambos tipos de provirus, se alinearon con aquellas del
genoma humano (version hgl8) utilizando el programa
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Con este
procedimiento se encontraron 203 secuencias asignadas que
reunieron los siguientes requisitos para ser consideradas
como auténticos sitios de integracion: (i) tener una secuencia
de nucleotidos homologa al terminal 3” LTR” del provirus del
VIH-1 o el HTLV-1; (ii) tener al menos 95 % de identidad
con secuencias del genoma humano version hgl8 que no
presentasen discontinuidades; (iii) aparearse con una Unica
secuencia del genoma humano cuyo porcentaje de identidad
fuera el mas alto registrado, y (iv) un tamafio minimo de la
secuencia seleccionada de 100 pares de bases.

Andlisis bioinformadtico de las secuencias

Para las secuencias seleccionadas la informacion sobre
algunas caracteristicas estructurales y funcionales de la
cromatina asociada a la integracion simultanea de ambos
retrovirus se extrajo mediante las herramientas compu-
tacionales disponibles en el sitio de Internet de acceso
libre del National Center for Biotechnology Information,
NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y del programa
Genome Browser de la Universidad de California en Santa
Cruz (http://genome.ucsc.edu/), también de acceso libre,
en extensiones de los sitios de integracion de 100 kpb. La
informacion recolectada correspondié a la localizacion
cromosomica, a los genes anotados (Refseq genes), a su
funcion y proceso bioldgico, asi como al contenido de islas

Integracion simultanea de VIH-1 y HTLV-1

CpG, vy de secuencias Alu y SINE, entre otras (Tabla 1).
Ademas, se obtuvo informacion de otras bases de datos
como Gencard (version 2.39) (http://www.genecards.org/
cgi-bin/carddisp.pl), Gene Entrez (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/ncbi/geneentrez) y Gene Ontology (GO) (http://www.
geneontology.org/index.shtml).

Se utilizo la herramienta MEME suite (Multiple Em
for Motif Elicitation) (http://nbcr-222.ucsd.edu/meme/)
para obtener informacidon de las secuencias motivo y las
secuencias promotoras relacionadas con las integraciones
provirales. La identificacién de las secuencias promotoras
en las que ocurri6 la integracion se obtuvo por similitud con
las secuencias candnicas mediante el programa Tomfom
Motif Comparison Tool (http.://meme.ebi.edu.au/meme/
tools/tomtom).

Distribucion de la integracion del VIH-1y el HTLV-1 en
el genoma humano

Para la distribucion cromosémica de la integracion de ambos
retrovirus se tomd como referencia el patron de bandas G
y de interbandas propuesto por el Sistema Internacional
para la Nomenclatura Citogenética Humana (/nternational
System for Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN)
(Simons, et al., 2013). A partir de esta informacion y
empleando la correspondiente aplicacion en el Genome
Browser de la Universidad de California en Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/), se obtuvieron los datos corres-
pondientes a la banda o interbanda G. A las zonas del genoma
donde se registraron frecuencias elevadas de integracion
simultanea se les denominé zonas calientes de integracion.

Del conjunto de datos consignados por She, et al. (2009)
en ¢l Gene Expression Omnibus de la plataforma, cuyo
codigo de acceso GEO era GSE16546, se obtuvieron los
datos de expresion génica de las muestras GSM413325 y
GSM413332 para los linfocitos activados T CD4+ y T
CDS8+, respetivamente. Los datos de intensidad se utilizaron
para calcular el valor del puntaje Z correspondiente a los
genes analizados aplicando la siguiente expresion:

[G1 intensidad - promedio de la intensidad de G1...Gn]
DE (G1...Gn)

Puntaje Z =

en donde G es el valor de la intensidad de fluorescencia de
un gen dentro de la micromatriz, G1. . . Gn representa el
valor promedio de la intensidad de todos los genes en la
micromatriz de ADN y DE, la desviacion estandar.

Ademas, para cada uno de los genes en los que ocurrieron
integraciones simultdneas se obtuvieron datos sobre el
tamafio y el nimero de exones y el tamafio del ARN
mensajero a partir del Genome Browser.

Analisis estadisticos

Se hizo un analisis ortogonal de varianza de los factores
principales utilizando el programa STATISTICA 7 (StataSoft
Inc.NJ), para determinar las diferencias estadisticas en
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Tabla 1. Descripcion de las diferentes caracteristicas del genoma humano que flanquean los provirus del VIH-1 y el HTLV-1 en una

extension de 100 kb
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Variable Definicién Tipo
Cromosoma Cromosoma en que se localizan las integraciones. Informacion obtenida de la base

de datos del Genome Browser UCSD. Cuantitativa
Locus Ubicacion de la secuencia en una banda o interbanda G del cromosoma de acuerdo

con el ISCN'. Cualitativa
Integraciones Numero de integraciones de ADNc identificadas en cada cromosoma con porcentaje

de homologia > 95 % Cuantitativa
Islas CpG Numero de islas CpG en una ventana de apertura de 100 kb Cualitativa

Secuencias Alu

Elementos LINE
Repeticiones terminales largas
Genes?

Funcién molecular?

Proceso bioldgico?

Indice centromérico

Similitud®

Numero de secuencias Alu en una ventana de apertura de 100 kb

Numero de elementos LINE/L2 en una ventana de apertura de 100 kb

Numero de repeticiones terminales largas en una ventana de apertura de 100 Kb
Numero de genes en una ventana de apertura de 100 kb

Caracteristicas relacionadas con la funcion molecular de los genes identificados
alrededor de los sitios de integracion a una ventana de apertura de 100 kb

Proceso biologico en el que intervienen la proteinas codificadas por los genes
identificados alrededor del sitio de integracion a una ventana de apertura de 100 kb

Relacion entre la longitud del brazo corto y la longitud total del cromosoma

Porcentaje de identidad entre la secuencia retada y la secuencia

Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativo

Cuantitativa

Cuantitativa

del genoma humano consignada en el GenBank

! International System for Human Cytogenetic Nomenclature

2 Informacion obtenida de las bases de datos GeneCard, Entrez Gene y Gene Ontology

* De acuerdo con el algoritmo aplicado en el BLASTn (kb), mil pares de bases.

el patréon de integracion simultanea de los dos retrovirus.
Posteriormente se obtuvieron las diferencias en el niimero
de provirus del VIH-1 y el HTLV-1 dentro de cada uno
de los cromosomas mediante la prueba de diferencias
significativas minimas de Fisher, asi como de las diferencias
en su localizacion cromosomica y su ubicacion telomérica o
pericentromérica.

Las diferencias estadisticas de cada uno de los retrovirus
con el tipo de secuencia adyacente a la LTR proviral
(unidades de transcripcion y las distintas familias de
elementos repetidos), y su frecuencia en el genoma humano
(International Human Genome Sequencing Consortium,
2001; Venter, et al., 2001), se calcularon con la prueba
de ji al cuadrado, considerando como estadisticamente
significativo un valor de p menor de 0,05. Posteriormente,
se hizo una prueba exacta de Fisher con p menor de 0,05
para determinar las diferencias significativas con respecto a
la funcion y los procesos bioldgicos asociados en aquellos
genes localizados en las regiones gendomicas en donde se
determino la integracion del VIH-1 y el HTLV-1.

Resultados
Caracteristicas de la integracion del VIH-1y el HTLV-1

De las 253 secuencias del genoma humano que flanquean
las 3'LTR de los provirus del VIH-1 y el HTLV-1 escogidas,
se obtuvieron 203 hits que coincidieron con regiones del
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genoma cuyas similitudes fueron > 95 % y cumplieron
con los requisitos establecidos previamente; 109 de ellas
correspondieron al VIH-1 y 94 al HTLV-1. De este total de
secuencias, el 47,3 % incluy6 elementos repetidos del tipo
AI/LINE, SINE (short interspersed nuclear elements) y
LTR, mientras que el 52,7 % restante correspondio a genes
humanos de la clase II de referencia.

En todos los cromosomas, con excepcion del Y, se registraron
integraciones de ambos retrovirus. Sin embargo, el 46,61 %
de los provirus del HTLV-1 se localiz6 en los cromosomas
1,2,5, 11 y 18, mientras que el 36,48 % de los del VIH-1
se integrd en los cromosomas 2, 7, 12 y 17. Un andlisis de
los grupos evidencid patrones de integracion diferentes para
cada tipo de virus (prueba DMS = 5,77, gl: 46, p< 0,05) y
entre cromosomas (ANOVA: p=0,04) (Figura 1).

Se determind la existencia de un proceso de exclusion
cromosdmica en la integracion de ambos retrovirus en la
muestra estudiada, lo que en el caso del HTLV-1 ocurrié
en el cromosoma 18 (6 provirus), en tanto que en el caso
del VIH-1 ocurrié en el cromosoma 17 (7 provirus) y en
el 13 (1 provirus). Sin embargo, el 57,6 % (117/203) de
las integraciones del VIH-1 y el HTLV-1 ocurrieron en los
cromosomas 1 (10,90 %), 2 (10,32 %), 3 (6,10 %), 4 (6,10 %),
5 (5,63 %), 6 (7,05 %), 11 (6,10 %) y 12 (5,63 %), y en el resto
fue variable. Los provirus del HTLV-1 se distribuyeron mas
frecuentemente en grupos, con una tendencia a la localizacion
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Figura 1. Distribucion del nimero de provirus VIH-1 y HTLV-1 en los 24 cromosomas humanos de células infectadas. Los cromosomas
marcados con asteriscos corresponden a los que registraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos tipos de provirus
(prueba de diferencias minimas significativas; p< 0,01). Los cromosomas sefialados con flechas corresponden a aquellos en los que ocurri6

integracion exclusiva de uno de los retrovirus.

en regiones pericentroméricas (prueba de ji al cuadrado:
gl:1; p<0,05), mientras que la distribucion del VIH-1 se
concentro preferencialmente en los telomeros (prueba de ji
al cuadrado: gl:1; p<0,05).

Comparacion de la distribucion de la integracion del VIH-
1yel HTLV-1 en el genoma humano

La clasificacion de los elementos repetidos no codificantes
asociados a los sitios de integracion simultinea reveld
que las secuencias de la familia SINE (73,8 %) y LINE
(36,7 %) predominaban. En las SINE, las secuencias Alu
correspondieron al 68,0 %, mientras que en las LINE,
las de la familia L2 correspondieron al 7,3 %. El resto de
elementos pertenecian a las LTR, los transposones ADN y
las repeticiones simples (Figura 2).

Con el objetivo de definir si existia una integracion que no
respondiera al azar en el genoma de los linfocitos humanos
de ambos provirus, se aplico la prueba de ji al cuadrado
para analizar la distribucion de la integracion en los tipos de
secuencias codificantes y no codificantes, asi como en las
repetidas obtenidas en este trabajo, y la de aquellas reportadas
previamente para el total del genoma. En su conjunto, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre
la proporcién del genoma humano que contiene ambos
provirus y las secuencias codificantes (genes de clase II) y
los elementos repetidos de la clase SINE, especialmente de
la familia Alu, con el total del genoma (Tabla 2).

Distribucion funcional de los genes adyacentes a los sitios
de integracion del VIH-1y el HTLV-1

Del total de secuencias analizadas, el 52,7 % (107/203)
correspondi6 a genes humanos clasificados en las diferen-
tes categorias de Gene Ontology. Con respecto a su

60 -, P<0,001 P<0,001 OHTLV-1 mVIH-1
1

| —

Porcentaje
W s W
S S S

[N
S

—_
[

SINE Alu LINE L2 LTR  DNA Simple

Figura 2. Diferencias entre la distribucion porcentual de los
distintos elementos repetidos del genoma humano asociado a la
integracion simultanea del VIH-1 y el HTLV-1. Se muestran los
valores de significancia estadistica para las secuencias SINE, y
dentro de estas, las secuencias Alu. (SINEs), elementos nucleares
dispersos cortos (Short Interpersed Nuclear Element.) (Alu),
secuencia repetida obtenida por accion de la endonucleasa
de restriccion Alu I. (LINEs), Elementos nucleares dispersos
largos (Long Interpersed Nuclear Element). (LTR), repeticiones
terminales largas. (ADN), transposones de ADN.

funcién molecular, no hubo diferencias estadisticamente
significativas (prueba de ji al cuadrado: gl:3; p>0,05); las
categorias funcionales mas representativas fueron la unién
a moléculas (52,4 %) y las enzimas que participan en varios
procesos metabdlicos (21,5 %) (Figura 3A).

Con relacion a los procesos moleculares, tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los dos virus
en cuanto a la transduccion de seiales y la expresion de
genes; sin embargo, en ¢l caso de los genes asociados con el
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Tabla 2. Caracteristicas generales y correlacion de las secuencias
homologas con las secuencias en estudio. Los datos de los
porcentajes de genes y elementos repetidos en el genoma humano
se tomaron de Venter, et al., 2001 y del International Human
Genome Sequencing Consortium, IHGSC, 2001.

Tipo de secuencia Porcentajeenel  Porcentaje en los

genoma humano sitios de integracién

Genes de la clase I 33 69
Alu® 10,6 18,9
Mir 2,2 0,7
LINE 20,0 17
Elementos de ADN 2,8 2,2
Elementos de las repeticiones

terminales largas (retrovirus 8,3 3,7

endogeno humano, HERV)

S Estadisticamente significativo seglin la prueba de ji al cuadrado de dos
proporciones independientes

metabolismo se determinaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos virus (prueba de ji al cuadrado:
gl:1;p<0,05) (Figura 3B).

Caracteristicas de la integracion del HTLV-1y el VIH-1 en
zonas del genoma asociadas a los genes de clase 11

El1 56,9 % de las integraciones del VIH-1 ocurri6 en genes
de clase II codificantes para proteinas. Es interesante anotar
que el 87,1 % del total de estas integraciones se registrd
en intrones (p<0,001). El 42,6 % de las integraciones del
ADNc de HTLV-1 se detecto en genes clase I, y de estas
el 67,5 % se ubico en intrones (p<0,001). Se determinaron
diferencias estadisticamente significativas en el niimero de
intrones en los que ocurri6 la integracion simultanea de
los correspondientes ADNc virales. Se obtuvo una mayor
frecuencia de integracion de intrones en el VIH-1 que en
el HTLV-1 (prueba de ji al cuadrado: p<0,05). Ningun
provirus del VIH-1 se integré en elementos promotores
del ARN polimerasa II, en contraste con los del HTLV-1,
en el que el 20 % (8/40) correspondid a la integracion en
estas secuencias.

A B
60 OVIH-1 mHTLV-1
50
2
<
9 ~—
% 40 §
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0 i —— .
Union a Enzimas Moléculas  Receptores Factores de
moléculas transportadoras transcripcion
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En general, se determind que solamente se presentaron
diferencias significativas en los tamafios de los genes
asociados a las integraciones del VIH1 y el HTLV-1
(p<0,05), en contraste con el numero de exones por gen y
el tamafio de su correspondiente ARN mensajero.

Efecto en la expresion de los genes blanco de la integracion
del VIH-1y el HTLV-1 en el ADN de diferentes poblaciones
de linfocitos

Con el objetivo de analizar detalladamente las caracteristicas
de la integracion simultanea del VIH-1 y el HTLV-1 en las
distintas poblaciones de linfocitos, asi como los efectos de
la inactivacion de los genes generados por la integracion
del ADNc de ambos retrovirus, se estudid la integracion
simultanea del VIH-1 y el HTLV-1 expresada conjuntamente
en cé¢lulas T CD4+ y CD8+ normales. En el analisis de 40
genes asociados con la integracion del HTLV-1, 16 (40,0 %)
se expresaron en alguna de las dos poblaciones de linfocitos,
en contraste con 29 (48,8 %) del VIH-1. Del total de genes
en los que ocurrid la integracion tanto del VIH-1 como del
HTLV-1, el 15,7 % se expresoé simultdneamente en algunas
de las dos poblaciones de linfocitos no infectados por ambos
retrovirus (Tabla 3).

De acuerdo con el calculo del puntaje Z, los genes CD46,
SNAP23, ATRX, IQGAPI e IFLR3 tuvieron los valores de
expresion mas elevados en las dos poblaciones linfocitarias
analizadas (Figura 4). Es importante destacar que la
integracion del ADNc de ambos retrovirus en estos genes
promueve la inactivacion de su transcripcion y produce
efectos sobre la homeostasis de los linfocitos T4 y T8,
afectando la expresion global de los genes en algunas de las
rutas metabdlicas comunes.

Entre los genes que presentaron el nivel de expresion
mas elevado estuvo el que codifica la proteina CD46.
Esta molécula es un regulador del complemento que
tiene funciones importantes relacionadas con la respuesta
inmunolodgica. La proteina CD46 actia como receptor de
patogenos y es un potente estimulador de la respuesta de
los linfocitos TH1 (Le Friec, et al., 2012). En las células
infectadas por el VIH-1 la expresion del gen viral Nef

OVIH-1 mHTLV-1

Ciclo
celular

Transduccién Expresion Metabolismo
de seflales  de genes celular

Diferenciacion Transporte

Figura 3. Distribucion segun el proceso molecular y funcional celular de los genes adyacentes a los sitios de integracion simultanea del

VIH-1y el HTLV-1. (A). Proceso molecular. (B). Funcion molecular.
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Tabla 3. Descripcion de los genes de la clase II en los que ocurrieron integraciones simultaneas del ADN complementario del VIH-1 y

el HTLV1

Gen Nombre Locus Integracion Funcion
SPTLC2 Subunidad 2 de la serina palmitoil transferasa 14q24.3 Intron Actividad de transferasa
CD46* Proteina reguladora de complemento CD46 1932 Exon Receptor
ELAVL2 Antigeno HUB 9p21 Introén Actividad de transferasa
FBXL2 Proteina 2 de cajas F rica en repeticiones de leucina 3p22.3 Intrén Uniodn a proteina
SERT Septina 10 2ql3 Intrén Receptor
GPR125 Receptor 125 acoplado a la proteina G 4pl5.2 Intrén Unién a proteina
UBE4B Factor 2B de ubiquitinacion 1p36.3 Intron Transduccion de senales
PPPIRI2A Subunidad reguladora 12A de la proteina fosfatasa 12ql5 Exon Union a proteina
SNAP23 Proteina de 23 KDa asociada al sinaptosoma 15q14 Intron Unidn a proteina
MEMO1 Mediador de la motilidad celular 2p22-p21 Intrén Uniodn a proteina
ATRX Sindrome de la alfa talasemia y retraso mental ligado al cromosoma X Xq21.1 Introén Unidn a proteina
BUBI Homologa 1 de gemacion inhibida por benzimidasoles 2ql4 Exon Unién a proteina
STK39 Serina treonina cinasa 39 2q24.3 Exon Unidn a proteina
IQGAP1 1Q motivo de la proteina activadora de GTPasa 15q26.1 Intrén Unién a proteina
ARHGEF3 Factor de intercambio de guanina Rho 19p13.2 Intron Unidn a proteina
ILF3* Factor 3 de unién al factor incrementador de interleucina 3p21-pl3 Intrén Uniodn a proteina

* Interacciona con la proteina Tat del VIH-1

ARHGEF3

PPPIRI2A

ILF3

IQGAP1
STK39
BUBI
ATRX
MEMOI1

SNAP23

UBE4B
GPR125

SEEP9
FBXL2

ELAVL2
CD46

SPTLC2

LWL LW

[SSROS}

w W

-3,5

Puntaje Z

3,5

Figura 4. Distribucion de los valores del puntaje Z de aquellos genes sobreexpresados o subexpresados en linfocitos TCD4+ y CD8+
que fueron blanco de integraciones del VIH-1 y el HTLV1. El célculo del puntaje Z se hizo tomando los valores de la intensidad de la
fluorescencia consignada en GEO para la micromatriz de ADN GSE16546 de las muestras GSM413325 y GSM413332 en los linfocitos
activados T CD4+ y T CD8+, respetivamente.
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promueve una baja regulacion de la expresion de CD46 en
la membrana plasmatica, que afectaria la eficiencia de la
infeccion (Haller, ef al., 2014).

Discusion

La evidencia cientifica acumulada en los ultimos 10 afios
indica que la integracion proviral tanto del VIH-1 como del
HTLV-I no se produce al azar, pues en dicho proceso las
caracteristicas estructurales y funcionales de la cromatina
adyacente a los provirus en la célula hospedera podrian
desempefiar un papel importante en la seleccion de los
sitios de integracion (Debyser, ef al., 2015; Lewinski, et
al., 2006; Hanai, et al., 2004; Tsukasaki, et al., 1997,
Slattery, et al., 1999).

A partir de la simulacién por computador efectuada en este
trabajo, se obtuvo informacidén que sustenta la hipdtesis
de que durante la infeccion simultanea por el VIH-1 y el
HTLV-1 una combinacion especifica de caracteristicas de la
cromatina configuraria un ambiente gendomico propicio para
el proceso de integracion de los dos ADNc retrovirales. Asi,
la densidad de islas CpG, de genes y de elementos repetidos,
principalmente de secuencias Alu, revelaria las zonas del
genoma humano en las que se facilitaria la integracion del
VIH-1y el HTLV-1. De esta manera se confirman resultados
previos de varios investigadores sobre las infecciones cau-
sadas por una sola especie (Weber, ef al., 2014, Pavlice, et
al., 2001; Craig & Bickmore, 1994).

En estudios anteriores se ha puesto de manifiesto la im-
portancia de la estructura de la cromatina en la integracion
de los retrovirus (Wu & Burgess, 2004; Rynditcha, et
al., 1998). Una conformaciéon mas relajada aumentaria
la accesibilidad de los complejos de remodelacion de la
cromatina y del mismo complejo de preintegracion proviral,
variables que regularian la integracién simultanea de los
dos ADNc virales (Agbottah, et al., 2006). Una pregunta
importante acerca de la integracion del ADNc retroviral se
refiere a si con los cambios topoldgicos de la cromatina, se
genera un nuevo posicionamiento de loci. Los resultados
de la integracion del VIH-1 en diferentes genes humanos
han demostrado un nuevo posicionamiento de los provirus
en el interior del nucleo. Estos datos sustentan la propuesta
de que la integracion retroviral puede generar alteraciones
en la organizacion de la cromatina y tener un efecto
potencialmente modulador de la estructura cromatinica de
la célula hospedera (Nagel, et al., 2012). Empleando la
hibridacion fluorescente in situ (FISH-3D), se ha demos-
trado que la integracion proviral como factor epigenético
podria estar implicada en la alteraciéon de la funcién
gendémica (Gagniuc & Ionescu-Tirgoviste, 2013).

Los resultados estadisticos obtenidos para la muestra
estudiada confirmaron las secuencias Alu como una de las
variables que disefarian el ambiente gendémico preferido
para la integracion del ADNc retroviral. Varios de estos
elementos han sido localizados en regiones teloméricas y
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sensibles al tratamiento con desoxirribonucleasa I, regiones
que segun nuestros resultados serian las preferidos para la
integracion del VIH-1 en contraposicion con la tendencia
del HTLV-1 a ubicarse en las zonas pericentroméricas.
Estos hallazgos concuerdan con resultados previos en otros
modelos de infeccidon con una sola especie de retrovirus en
los que se demuestra que las regiones blanco de la integra-
cién son sensibles al tratamiento con esta enzima (Meekings,
et al., 2008; Ciuffi, et al., 20006).

Las diferencias en los patrones de integracion cromosoémica
de los dos retrovirus analizados estarian condicionadas por la
dinamica de los telomeros durante el proceso de integracion
del VIH-1 y el HTLV-1. Aunque no hay informacion sobre el
HTLV-1 en lo concerniente al efecto de la integracion sobre
los telomeros, en estudios anteriores se ha reportado que las
poblaciones de linfocitos T de pacientes infectados por el
VIH-1 sufren un acortamiento dinamico de sus telomeros,
posiblemente debido a la expansion celular continua y
prolongada que puede llevar a un agotamiento prematuro de la
respuesta protectora antiviral y a una replicacion senescente
(Dagarag, et al., 2004; Effros, et al., 1996). Con base en los
resultados obtenidos en este trabajo se podria sugerir que en
las células del HTLV-1 infectadas por el VIH-1, el proceso
de retrotransposicion dependeria de la disponibilidad de
las zonas de cromatina internas debido a su tendencia a
la concentracion proviral no telomérica. Los telomeros
son regiones dinamicas, compuestas por heterocromatina
facultativa, que se activan o inactivan en fases definidas del
desarrollo celular y que cambian activamente mediante la
recombinacion e integracion de elementos transponibles
(Riethman, 2008). Esta dinamica telomérica asociada a la
integracion diferencial observada condicionaria una inte-
gracion del VIH-1 y el HTLV-1 estable en el tiempo (Nagel,
etal.,2012; Gagniuc & Ionescu-Tirgoviste, 2013).

En este estudio los resultados del analisis de la simulacion
por computador coincidieron con aquellos reportados expe-
rimentalmente en infecciones causadas por una sola especie
en lo relacionado con la seleccion del sitio blanco de la
integracion en regiones del genoma que poseen una elevada
densidad génica de islas CpG y secuencias Alu (Derse, et
al.,2007; Wang, et al., 2007; Barr, et al., 2006; Schroder,
et al., 2002). Las islas CpG pueden someterse a metilacion,
lo que podria generar modificaciones epigenéticas locales
(Hochstein, et al., 2007; Friedman, et al., 2011). Las
secuencias Alu representan entre el 5 y el 10 % del genoma
humano y juegan un papel crucial en los distintos eventos
de reordenamiento cromosomico, asi como en la regulacion
génica, pues se asocian con genes esenciales (housekeeping)
y se localizan en regiones con alto contenido de islas CpG
(Kumar, et al., 2007; Batzer & Deininger, 2002).

Ademas, las caracteristicas funcionales de los genes loca-
lizados en la vecindad de los provirus del VIH-1 y el HTLV-
1 coincidieron claramente con lo reportado en estudios
previos en los que se plantea que los genes asociados con la
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transduccion de sefales y los procesos metabolicos celulares
actuarian en la regulacion de la expresion génica y en el
transporte de moléculas como procesos fundamentales en el
establecimiento de una integracion estable del VIH-1 y el
HTLV-1 (Eller, et al., 2007; Giri, et al., 2000).

Se determind que los genes SNAP23, CD46, ATRX,
IQGAPI1, e ILF3R, ELAVL2, TUSC3, FBXL2, COL18A1,
SEPT y GPRI125 tuvieron una sobrexpresion conjunta
en células TCD4+ yCD8+. Es importante destacar que
la integracion del VIH-1 y el HTLV-1 en los genes antes
referidos generaria la supresion de su transcripcion y, por
lo tanto, la alteracion de los perfiles de transcripcion de
las células con infeccion concomitante; ello conllevaria a
una perturbacion importante de la homeostasis, lo que se
podria correlacionar con el efecto sistémico generado por la
infeccion simultanea.

La integracion del ADNc de los retrovirus en el genoma de
la célula hospedera es de por si un factor epigenético que
promueve una remodelacion de la cromatina asociada y
también puede generar efectos a distancia. Con base en la
informacion obtenida en este trabajo, es posible proponer
un modelo en el que la integracion del VIH-1 y el HTLV-
1 estaria condicionada por aquellas regiones de cromatina
interfasica localizadas en los territorios cromosdmicos ricos
en secuencias Alu, islas CpG y genes de clase II. Por efecto
de la integracion, se inducirian procesos de remodelacion
de la cromatina en zonas con elevada frecuencia de
integraciones simultaneas del VIH1 y el HTLVI. Sin
embargo, este no seria el inico mecanismo que explicaria
los patrones de distribucion de la integracion registrados en
este trabajo; otros procesos, como los eventos epigenéticos
locales ya descritos, tendrian efectos reguladores sobre
aquellas zonas de la cromatina interfasica caracterizadas
por una gran densidad de islas CpG y de genes (de Jong, et
al.,2014). Sin embargo, y a pesar del volumen de evidencia
cientifica que existe sobre este tema, faltan estudios que
determinen cual de todos los componentes que caracterizan
los ambientes genomicos de la integracion simultanea serian
los principales efectores que influenciarian la dindmica total
de este proceso.
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