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Resumen

Introducciéon: La mayor parte del genoma
celular es accesible a la integracién retroviral; sin
embargo, se propone que este proceso no es
aleatorio y es dependiente de cada retrovirus.

Objetivos: Identificar y caracterizar las
regiones del genoma humano en donde
ocurre la integracion del virus de la inmu-
nodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en
células mononucleares de sangre periférica,
macréfagos y células T de Jurkat infectadas.

Materiales y métodos: Se seleccionaron
300 secuencias de ADN humano obtenidas
por el método de ligacion mediada por PCR,
previamente depositadas en el GenBank. Utili-
zando el programa BLAST, sélo 264 de ellas se
incluyeron en el estudio, pues se pudo obtener
informacion sobre localizacién cromosdmica,
genes anotados, secuencias repetidas, nUme-
ro de islas CpG y tiempo medio de replicacion,
entre otras variables gendmicas. Estas secuen-
cias se exportaron a otras bases de datos.
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Resultados: El 53% (140/264) de las integra-
ciones se registraron en bandas G. El 70,45%
de los provirus se localizaron en los genes
humanos anotados, mientras que el restante
lo hizo en elementos repetidos. En general, la
seleccion del sitio de integracion se relacioné
con las caracteristicas locales gendmicas y
estructurales de la cromatina, entre las que
se incluyen secuencias Alu-Sx y L1, densidad
génica y de islas CpG, remodelacion de la cro-
matina y tiempo de replicacion. Estas influen-
ciarian la interaccién eficiente del complejo de
preintegracion con los genomas celulares.

Conclusion: Se determiné que la integra-
cion del VIH-1 en los genomas celulares
estudiados estaria condicionada por ca-
racteristicas diferenciales de la cromatina y
por procesos epigenéticos que influirian la
seleccion del sitio blanco de integracion.

Palabras clave: virus de la inmunodeficiencia
humana 1, integracion retroviral, bioinfor-
matica, genoma humano.
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Abstract

Introduction: Most of the infected host
cell genome is available for retroviral inte-
gration; however, it has been proposed that
this process does not occur at random and
depends upon each type of retrovirus.

Objective: The objective is to identify and
characterize differences in human genome
regions of peripheral blood mononuclear
cells, macrophages and Jurkat T cells in whi-
ch integration of HIV-1 occurs.

Material and Methods: Three hundred hu-
man DNA genome sequences, previously de-
posited in the GenBank, were selected at ran-
dom. Using program BLAST, only 264 of them
were included in the study because relevant
information about chromosomal position, as-
sociated genes, repetitive sequences, number
of CpG islands and average replication time
was available; these sequences were exported
to other data bases for analysis.

Results: 53% (140/264) of integrations were
located on G bands. 70.45% of provirus was
located in human genes and the rest was
located in repetitive elements. In general the
integration site selection was correlated with
genomics and structural characteristics of cell
chromatin including Alu-Sx and L1 sequences,
gene and CpG island densities, remodeling of
chromatin, and replication time. All of them
would influence the efficient interaction bet-
ween the pre-integration complex and target
cell genomes.

Conclusion: It was determined that HIV-1
integration in target cellular genomes would
be conditioned by differential characteristics
of associated chromatin and by epigenetic
processes that would influence the selection
of integration sites.

Key words: Human Immunodeficiency Vi-

rus 1, retroviral integration, bioinformatics,
human genome
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Introduccidon

El virus de la inmunodeficiencia humana de
tipo 1 (VIH-1), identificado inicialmente por
Montagnier y Barre-Sinoussi en 1983 @), es
un patogeno perteneciente a la familia Re-
troviridae, subfamilia Ortoretrovirinae, del
género Lentivirus, que incluye también al
VIH-2, el virus de la inmunodeficiencia de
simios (VIS), el de la inmunodeficiencia bo-
vina (VIB) y el de la inmunodeficiencia felina
(VIF) (2). Se ha reportado un amplio rango
de células que pueden infectarse in vitro,
entre las cuales se incluyen las células CD4*
y CD8*, los linfocitos B, los megacariocitos,
los astrocitos, los oligodendrocitos y las cé-
lulas dendriticas, entre otras @2,

La integracion del ADN retroviral en el ge-
noma del huésped es un paso esencial para
su replicacion. El ARN viral, antes de la inte-
gracion, se asocia con la transcriptasa inver-
sa, la integrasa y la proteina de la matriz ),
y recluta, en el citoplasma, una serie de pro-
teinas celulares 7® para formar el complejo
de preintegracién. En el transporte de este
complejo del citoplasma al nucleo, la pro-
teina viral Vif (viral infectivity factor) (factor
de contagio del virién) parece actuar como
puente de union entre el complejo de prein-
tegracién y los microtubulos, promoviendo
su transporte activo hacia el nucleo ©.

A diferencia de los oncorretrovirus, el VIH-
1 puede infectar células quiescentes pues,
mediante un proceso de translocacion, el
complejo de preintegracién atraviesa la
envoltura nuclear. En este paso intervienen
tanto la Vpr (viral protein r) @9, la proteina de
la matriz y la integrasa ', como un com-
plejo proteico heterodimérico compuesto
por importina-a (Imp-a) e importina-b (Imp-
b). Mientras que la Imp-a se une a secuen-
cias especificas NLS (nuclear localization
signals,) (sefales de localizacion nuclear), la
Imp-b participa en la translocacién a través



22

Soto J, Pefia A, Salcedo M, et. al.

del complejo del poro nuclear ™. Tanto la
proteina de la matriz como la integrasa con-
tienen secuencias NLS e interaccionan con
miembros de las importinas @4,

Se ha propuesto que la integracién retroviral
no es al azar y que, por el contrario, exis-
ten regiones del genoma en donde habria
una de alta probabilidad de integracion del
ADN viral @619 Sin embargo, a pesar del
conocimiento actual, el mecanismo por el
cual se seleccionan estas regiones de mayor
probabilidad todavia no se conoce comple-
tamente. Esto es porque la integracion es un
proceso multifactorial, el cual varia entre las
especies de retrovirus y esta influenciado
principalmente por los procesos epigenéti-
cos intrinsecos de la cromatina del huésped,
y por las proteinas celulares y virales que se
unen al sitio blanco %23,

Puesto que la integracidon retroviral depende
del estado de conformacion de la cromatina,
un factor condicionante de la integracién es la
remodelacion de la arquitectura de la cromatina
interfasica. En las Ultimas dos décadas, se han
obtenido pruebas sobre la territorialidad de la
organizacién de la cromatina en el nucleo ce-
lular interfasico; existen porciones de cromatina
que, en la interfase, conforman unas estructuras
definidas denominadas territorios cromosomi-
cos @, Los resultados mas recientes parecen
confirmar la existencia de una organizacion no
aleatoria de estos territorios cromosémicos en la
interfase. Esta organizacién se correlaciona con
el tamafio cromosémico y la densidad de los ge-
nes que contiene. Asi, pues, hay una localizacién
preferencial de los cromosomas pequefios hacia
el interior del nticleo, mientras que los cromoso-
mas grandes se observan mas frecuentemente
hacia la periferia @°.

Con el fin de determinar las caracteristicas de
la integracion del VIH-1y su dinamica en tres
tipos de células humanas susceptibles de in-
feccion se analizé una serie de variables geno-

micas que definen el ambiente gendmico de
los sitios de integracion del provirus VIH-1 en
el genoma de estas células. El analisis partié de
secuencias del genoma humano adyacentes a
sitios de integracion retroviral consignadas en
bases de datos publicas, utilizando para ello
herramientas bioinformaticas. Mediante este
enfoque, se encontré que el VIH-1 tiene un
patron amplio de distribucién en el genoma
humano, el cual esta condicionado por el tipo
de célula. Sin embargo, se observd que la
seleccién del sitio de integracidn esta relacio-
nada con las caracteristicas gendmicas y es-
tructurales locales de la cromatina, especificas
para cada tipo de célula. Estas caracteristicas
incluyen: secuencias Alu, densidad génica,
densidad de islas CpG, estado topoldgico
de la cromatina y tiempo de replicacion, las
cuales determinan que el complejo de prein-
tegracion pueda interaccionar eficientemente
con el genoma celular.

Materiales y métodos

Seleccion de las secuencias del genoma
humano

En este estudio de tipo descriptivo, se es-
cogieron aleatoriamente, utilizando el mé-
todo del testigo oculto, un grupo de 300
secuencias del genoma humano, en una
extension de 100 a 200 pb, que contenian
extremos LTR (long terminal repeat) de los
flancos de provirus VIH-1, provenientes
de macrofagos, células mononucleares de
sangre periférica y células T de Jurkatt in-
fectadas. Estas secuencias habian sido pre-
viamente depositadas en el GenBank (http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov) 6-28),

Alineamiento y analisis de las secuencias
del genoma humano

Las secuencias adyacentes a los sitios de inte-
gracion, se alinearon con aquéllas del genoma
humano, utilizando el programa BLAST (http:
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//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Las que te-
nian grados de homologias mayores o iguales
a 95%, fueron seleccionadas para este trabajo.
La correspondiente informacion de las dife-
rentes variables gendmicas, se consigné en
una base de datos en Excel. A partir de ésta,
se efectuaron comparaciones de diferentes
variables gendmicas, empleando para ello
programas computacionales apropiados.

Utilizando las herramientas bioinformaticas
disponibles en la pagina Web del National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
de los Estados Unidos y con la utilizacién de
software de uso libre en el Genome Browser
de la Universidad de California en Santa
Cruz (http://genome.ucsc.edu/), se identifi-
caron las diferentes clases de secuencias re-
petidas, los genes anotados (Refseq genes),
su funcion, el proceso biolégico asociado y
la localizacion celular, ademas de la ubica-
cion cromosoOmica y otras caracteristicas de
la cromatina adyacentes al provirus VIH-1.
Ademas, se buscd informacion mas detallada
sobre genes, modificaciones de cromatina y
de otro tipo, en las bases de datos GenCard
(version 2.39) (http://www.genecards.org/
cgi-bin/carddisp.pl),  GeneEntrez  (http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/ncbi/geneentrez)
(National Human Genome Research Ins-
titute, 2004) (29) y Gene Ontology (http:
//www.geneontology.org/index.shtml) €9,

Caracterizacion cromosomica de la
integracion del VIH-1

Tomando como base los resultados de
las caracteristicas del genoma asociado a
la integracion del VIH-1, se construyd un
ideograma de la distribucion cromosémi-
ca, usando como plantilla de referencia el
patron de bandas G propuesto en la confe-
rencia de Paris (1971), con sus posteriores
actualizaciones ©V de los sitios especificos
de integracion dentro de los cromosomas
humanos para los tres tipos de células. A

Infectio. 2010; 14(1): 20-30

partir de esta informacién, se obtuvieron
datos con relacion a la banda G correspon-
diente, el FISH electrénico (fluorescent in situ
hybridization) y la respectiva Contig (NCBI).

Utilizando los valores de la relacion del tiem-
po medio de replicacion de cada uno de los
cromosomas humanos reportados previa-
mente 2, se calculé el tiempo promedio de
replicacion de cada regién de integracién
proviral. Para el analisis correspondiente, se
definieron como cromosomas de replicacion
temprana aquéllos que tienen una relacion
de tiempo de replicacién cercano a 2; mien-
tras que los cromosomas que tenian valores
cercanos a 1 fueron considerados de replica-
cion tardia. Con base en estos datos, se rea-
lizo un analisis de asociacién entre el tiempo
de replicacion de cada region cromosdmica
y algunas de las caracteristicas genomicas
de la cromatina asociada a estas zonas, que
incluyeron islas CpG, genes y transcritos.

Analisis estadisticos

Para determinar las diferencias estadisticas
en el patrén de integracion del VIH-1 entre
los tres tipos de células humanas analiza-
das, a partir de una prueba de Kolmogorov
(p>0,02), se efectud un analisis de varianza
de factores principales, utilizando el progra-
ma Statistica 7 (StataSoft Inc.NJ). Posterior-
mente, mediante una prueba post-ANOVA
(Fisher-LSD), se determinaron las diferencias
del numero de provirus dentro de los cro-
mosomas en los tipos celulares.

Las diferencias estadisticas entre cada uno de
las células con el tipo de secuencia adyacente
al ADN proviral (unidades de transcripciéon y
elementos repetitivos) y la frecuencia de éstas
en el genoma humano segun el IHGSC-2001
(International Human Genome Sequencing
Consortium) @334, se calcularon usando la
prueba de x? considerando un valor de p<0,05
estadisticamente significante.

23
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Mediante la prueba exacta de Fisher, se
determind si habia diferencias significativas
de las caracteristicas gendmicas analizadas
(funcidn génica, proceso biolégico asociado
y localizacion de los genes en la célula) entre
macréfagos, células mononucleares de san-
gre periférica y células T de Jurkatt.

Resultados

Caracteristicas generales de las
secuencias adyacentes a provirus VIH-1

De las 300 secuencias analizadas, se obtuvie-
ron 289 hits que coincidieron con secuencias
del genoma humano, cuyas homologias fue-
ron mayores o iguales a 95%. De ellas, 211 eran
genes anotados en las bases GeneEntrez o Ge-
neCard. De éstos, 186 correspondieron a genes
humanos, mientras que el resto fueron genes
ortélogos en otros organismos, como levadu-
ras, Drosophila y Arabidopsis. Los analisis de las
diferentes variables gendmicas se realizaron a
partir de 264 secuencias del genoma humano,
que incluyeron 186 (70,5%) correspondientes
a genes humanos anotados y 78 (29,6%) a se-
cuencias no codificadoras y a elementos repe-
tidos del tipo LINE, SINE, LTR y otros.

Localizacion cromosomica de los provirus
VIH-1

En general, 53% de las integraciones se
registraron en regiones cromosomicas co-
rrespondientes a bandas G. Con excepcion
del cromosoma Y, en todos los cromoso-
mas humanos se observaron integracio-
nes retrovirales (figura 1). El 31,4% de las
integraciones (83/264) se localiz6 en los
cromosomas 1 (22/264), 2 (21/264), 7 (20/
264) y 12 (20/264); de otra parte, 7,19%
(19/264) ocurrié en los cromosomas 14
(4/264), 20 (3/264), 21 (4/264), 22 (4/264)
y X (4/264). Un analisis del grupo mostré
que existen patrones de integracion dife-
rentes para cada tipo de célula (Fisher’s
least significant difference — LSD - test,

Cuadrado de la Media - Mean Square =
5,77, Grados de Libertad (GL) 46, p<0,05).
Se determind que el VIH-1 se integr6 con
mayor frecuencia en regiones teloméricas
y subteloméricas, mostrando diferencias
significativas con la distribucion observa-
da alrededor de las zonas centroméricas
(prueba x? GL =1, p<0,05).
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Figura 1. Integracién del VIH-1 en tres tipos diferentes de
células. Se muestra la distribucion del nimero de provirus
VIH-1 en cada uno de los 24 cromosomas humanos
provenientes de macréfagos, células mononucleares de
sangre periférica (CMNSP) y células T de Jurkat.

De acuerdo con lo que se muestra en lafigura
2, los patrones de distribucién cromosdmica
de provirus VIH-1, en los tres tipos celulares
estudiados, fueron diferentes. En macréfa-
gos se observo que los cromosomas 1, 3, 4,
16, y 12 tuvieron las mayores frecuencias de
integracién (18,18%), en comparacién con
las de las células mononucleares de sangre
periférica, en donde los cromosomas blanco
con mayor proporcion de integraciones fue-
ronell, 24,7 8y 17 (17%),y en las células
T de Jurkatt, en que los cromosomas 2, 6,
7,11, 12 y 16 incluyeron el 14% de total de
integraciones registradas para este tipo ce-
lular (figura 2).

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

En su conjunto, se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas de los tipos de
secuencias gendmicas (secuencias codifica-
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Figura 2. Integracién de provirus VIH-1 en los cromosomas humanos. Distribucién cromosdmica y por banda de

los provirus VIH-1 provenientes de macréfagos, células mononucleares de sangre periférica y células T de Jurkat.
Los circulos muestran zonas de los cromosomas en donde hay una mayor frecuencia de integraciones con

relacién al resto de cromosomas.

doras —genes anotados- y no codificadoras
—LINE y SINE) localizadas en aquella fraccion
del genoma humano en donde ocurrieron
integraciones, con relacion a la distribucion
de las mismas en el total del genoma de
los tres tipos de células (tabla 1). Una cla-
sificacion de los elementos repetitivos que
no codifican asociados a los sitios de inte-
gracion, mostré que predominaban en igual
proporcion las secuencias Alu (familia SINE)
(29%) y L1 (familia LINE) (29%), mientras que
el restante correspondi6é a elementos MIR,
L2, LTR y otros (figura 3).

SINE LINE
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Alu MIR L1 L2
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Figura 3. Integracion del VIH-1 en zonas del genoma
humano donde se localizan elementos repetidos. Se

muestra la distribucion porcentual de las distintas clases de
elementos repetidos, en las regiones del genoma adyacentes
a provirus VIH-1 en el ADN de macréfagos, células
mononucleares de sangre periférica y células T de Jurkat.

Tabla 1. Comparacion del porcentaje de integracion del VIH-1 en secuencias repetidas y unidades de transcripcion (genes) en
macréfagos, células mononucleares de sangre periférica y células T de Jurkat, con relacion al contenido en el total del genoma

humano (Venter et al. 2001) 3%

Numero (%) de integraciones

Numero en miles de ph (*)

Tipo de secuencia Macrofagos PBMC Jurkat Genoma humano P (**)
Genes 68 (68) 70 (70) 57 (57) 30 - 40 (1-4) <0.05
Elementos repetitivos

LINE 34 (34) 28 (28) 8(18) 861 (21) <0.05
SINE 28 (28) 25 (25) 30(30) 1.558 (13) <0.05

Infectio. 2010; 14(1): 20-30
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Figura 4. Integracién del VIH-1 en zonas vecinas a genes referenciados. Distribucion, de acuerdo con las categorias del Gene
Ontology, de aquellos genes localizados en los sitios de integracion de VIH-1 registrados en el genoma de macréfagos,
células mononucleares de sangre periférica y células T de Jurkat: (A) de acuerdo con la funcién molecular; (B) con base en el
proceso molecular en el que participan, y (C) respecto a su localizacién en las distintas estructuras subcelulares.

Distribucion funcional y localizacién
celular de los genes adyacentes a los
provirus VIH-1

Del total de secuencias analizadas, el 70,45%
correspondié a genes referenciados en el
Gene Ontology. Respecto a su funcion mole-
cular, no hubo diferencias entre los tres tipos
celulares (p>0,05), y las categorias funciona-
les mas representativas fueron las proteinas
que se unen a otras moléculas (52,4%) y las
enzimas que participan en varios procesos
metabdlicos (21,5%) (figura 4a).

Con relacion al proceso biologico en el que
intervienen, se determind una mayor fre-
cuencia de integracion en zonas del genoma
adyacentes a genes que participan en el ciclo
celular, en la transduccion de sefales y en el
transporte (figura 4b). Sin embargo, cuando

se analizaron estos patrones de distribucién
entre macrofagos y células mononucleares de
sangre periférica con el de células T de Jur-
kat, se encontraron diferencias significativas
(p<0,05). En este sentido, se determind que,
para los macrofagos y las células mononuclea-
res de sangre periférica, 62% de los genes par-
ticipaba en la regulacion del ciclo celular, en la
transduccion de sefales y en el metabolismo,
mientras que, en células T de Jurkat, 50% de
sus productos génicos participaba tanto en la
regulacion de la expresion de genes como en
el transporte de moléculas.

En cuanto a la localizacion celular de las
proteinas codificadas por estos genes, se
determind que 80% se encuentran en el
citoplasma, en el nucleo y en sistema endo-
membranoso. Las restantes se distribuyeron
entre el citosol y el citoesqueleto.
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Con relacion a la distribucion de la locali-
zacion celular, no se observaron diferencias
significantes entre los tres tipos celulares
analizados (p>0,05) (figura 4c).

Un analisis comparativo entre la relacion
de tiempo medio de replicacion y el nu-
mero de provirus por cromosoma, mostré
un patron coincidente en la distribucion
para los cromosomas 1, 12 y 17 cuyas re-
laciones de tiempo medio de replicacion
(RTMR) variaban de 1,5 a 1,64. Sin embar-
go, 62,0% de los provirus analizados se
localizé en cromosomas cuyas RTMR va-
riaban de 1,3 a 1,5. Un aspecto interesante
del analisis fue que los cromosomas de
replicacion mas temprana (17,19,22) cuyos
RTMR oscilaban entre 1,54 y 1,75, tuvieron
s6lo el 10% del total de provirus (figura
5). En los cromosomas grandes del grupo
A con RTMR tiempo medio de replicacidon
de 1,43 a 1,52, se registré 28,6% del total
de integraciones, mientras que, en los cro-
mosomas pequefos de los grupos F y G,
se localizé el 6,7% del total de integracio-
nes. Excepto el cromosoma 21, los otros
de estos grupos presentan los valores de
relaciones de tiempo de replicacion medio
mas altos, por lo que se consideran de re-
plicacion muy temprana (figura 5).

Discusion

En este trabajo se llevo a cabo un andlisis in
silico sobre las caracteristicas gendmicas de
extensas regiones de la cromatina celular
que son blanco de integracién de ADN viral
del VIH-1, en tres tipos diferentes de célu-
las humanas. En su conjunto, las diferencias
observadas entre la distribucion de genes
y las secuencias repetidas que no codifican,
en aquellas zonas de la cromatina en donde
ocurrieron integraciones retrovirales y su co-
rrespondiente distribucion en todo el genoma
celular, permiten confirmar que el VIH-1 no se
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integra al azar y que antes, por el contrario,
existen ambientes gendmicos de integracion
que varian segun el tipo de célula.

Los datos sobre la distribucion del complejo
de preintegracion del VIH-1 en el nucleo,
sugieren que se encuentra preferencialmen-
te en areas de la cromatina menos conden-
sadas situadas en la periferia nuclear 59,
De acuerdo con lo obtenido en esta investi-
gacion, es posible postular que en los ciclos
posteriores de replicacién a la infeccion
inicial, la distribucion de los provirus seria
favorecida hacia zonas de cromatina mas
abierta, en donde ésta exhibe una estructu-
ra mas “flexible”, de curvatura mas abierta o
localizada en territorios cromosdmicos pe-
riféricos caracterizados por tener una baja
densidad de genes ©°. Estas caracteristicas
aumentarian la probabilidad de integracion
viral, pues la cromatina estaria mas accesible
al contacto con el complejo de preintegra-
cion. El mecanismo que proponemos seria
similar a lo reportado para el virus de la
inmunodeficiencia de los simios y el de la
inmunodeficiencia felina ¢, pero diferente
para la integracién que ocurre en el virus
de la leucemia de raton (murine leukemia
virus, VLM), el virus del sarcoma/leucosis
aviar (avian sarcoma leukosis virus, ASLV) y
el espumavirus (foamy virus) 13639,
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——Relacion de Tiempo de Replicacion/Cromosoma
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Figura 5. Integracion del VIH-1en los cromosomas humanos
de acuerdo con su tiempo de replicacion. Se muestra la relacion
entre el tiempo promedio de replicacién (RTMR) de regiones
cromosomicas adyacentes a provirus VIH-1y el nimero de
provirus localizados en ellas. El tiempo promedio de replicacion
se tomd de los datos obtenidos por Woodfine et al. (2004) 2.
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Las diferencias en la distribucién cromoso-
mica del provirus VIH-1 observadas en este
estudio, se pueden explicar sobre la base
que tanto los macréfagos como los células
mononucleares de sangre periférica prove-
nian directamente de la sangre de pacientes
con VIH-1y se pueden considerar como los
blancos naturales de la infeccidn; mientras
que las células T de Jurkat son una linea
celular linfocitica establecida que ha sido
sometida a procesos de proliferacion in vitro
estimulandola con interleucinas “9. Estos
resultados permiten postular que, durante
el proceso de infeccion natural y en el de
infeccidn in vitro, ocurririan eventos epige-
néticos diferenciales de la cromatina asocia-
da a la integracion retroviral del VIH-1, que
conformarian la distribucion especifica por
células de las zonas de cromatina accesibles
para la integracion retroviral.

La distribucion cromosomica del provirus
registrada en los tres tipos de células anali-
zadas, mostro la existencia de algunas zonas
con gran frecuencia de integracion, las cuales
se localizaron preferencialmente en regiones
cromosomicas teloméricas y subteloméricas.
En este sentido, se ha reportado previamente
que las poblaciones de linfocitos T CD4+ vy
CD8+ de pacientes infectados por VIH-1, su-
fren un acortamiento dinamico de sus telome-
ros, debido a una expansion celular continua y
prolongada que puede potencialmente llevar
a un agotamiento prematuro de la respuesta
protectora antiviral y a una replicacion senes-
cente “2 Ademas, los telobmeros son regio-
nes dinamicas, compuestas por heterocroma-
tina facultativa, que se activan o inactivan en
fases definidas del desarrollo celular y que
cambian activamente por recombinacion e
integracion de elementos transponibles 4344,

Con base en los resultados obtenidos en
este estudio y con aquéllos provenientes de
otros trabajos referidos previamente, es po-
sible proponer que, en la fase temprana del
ciclo de infeccion, la integracion del ADN

viral estaria topoldégicamente favorecida en
aquellas regiones de cromatina interfasica
que comprenden los telémeros; a medida
que la infeccion progresa, se produciria un
desplazamiento lateral del provirus dirigido
hacia regiones pericentroméricas. Uno de
los factores condicionantes de este proceso
podria ser el acortamiento progresivo de
los telémeros observado cuando la célula
se torna senescente. Asi, el proceso in toto
se completaria por repetidas ondas inte-
gradoras hacia las zonas subteloméricas y
pericentroméricas del mismo cromosoma;
ello conllevaria a una irradiacién proviral a
lo largo de la region de cromatina.

Los resultados del analisis in silico realizado
en este estudio coincidieron con aquéllos
obtenidos experimentalmente con relacion
a la seleccion del sitio blanco de integracion
en regiones del genoma que poseen una ele-
vada densidad génica #2262) y en las que se
generan modificaciones epigenéticas locales
@8, De igual forma, concuerdan con los hallaz-
gos para macrofagos, células mononucleares
de sangre periférica y células T de Jurkat, en
donde no se encontraron diferencias entre las
repeticiones de tipo SINE y LINE. Dentro de la
familia de los SINE, las repeticiones Alu fueron
los mas prevalentes. Este tipo de secuencia
constituye de 5% a 10% del genoma humano
y es clave en los rearreglos cromosémicos y
en la regulacion génica, y se asocia con genes
esenciales (housekeeping) y con alto conteni-
do de islas CpG “>49),

Por otra parte, las caracteristicas funcionales
de los genes localizados en la vecindad de
provirus, coincidieron con las reportadas “74®),
en donde los genes de macréfagos y células
mononucleares de sangre periférica participan
en el ciclo celular, en la transduccidn de sena-
les y en los procesos metabdlicos de la célula,
mientras que, para las células T de Jurkat, ac-
tdan en la regulacion de la expresion génica y
el transporte de moléculas.
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Caracterizacién gendmica de la integracion in vitro del VIH-1 en células mononucleares de sangre periférica,
macroéfagos y células T de Jurkat

De acuerdo con toda la informacién obtenida
en éste y otros estudios referidos anteriormen-
te, es posible proponer que, en una primoin-
feccion viral, los primeros sitios blanco de in-
tegracion estarian condicionados por aquellas
regiones de cromatina interfasica localizadas
en los territorios cromosomicos periféricos
caracterizados por tener una baja densidad
de genes. Estos serian los primeros sitios de
contacto con el complejo de preintegracion y
generarian la primera onda de integraciones
en la cromatina de la célula huésped. Pos-
teriormente, cuando ocurre el acortamiento
de los telémeros, se produciria un desplaza-
miento de la cromatina. Sin embargo, éste no
seria el Unico mecanismo que explicaria los
patrones de distribucion proviral observados;
otros eventos, como los de remodelacion
de la cromatina, y aun eventos epigenético
locales, tendrian efectos reguladores sobre
la expansion por retrotransposicion hacia las
zonas de cromatina interfasica localizadas en
el centro del nucleo que presentan una alta
densidad génica.

Esta dinamica del proceso de integracién
seria el posible mecanismo por el cual las
regiones ricas en provirus se distribuyen
finalmente por todo el genoma de la célula.
Sin embargo, faltan estudios que determi-
nen cuales, de todos los componentes que
caracterizan los ambientes gendmicos de la
integracion, serian los principales y como
influenciarian la dindmica de este proceso.
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