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RESUMEN

Conel objetivodedefinir € polimorfismodepatronesderestriccién (RFL) paralaendonucleasade
restriccién Ddel, delaregiondel HTLV-I delos5181 alos6624 nucleétidos, seamplificoun
segmentode1033bpqueincluialaporcionterminal 5 del genPol ye dominiodesuperficiedel gen
Env(gp46) del ADN proviral de PBMC obtenido de 29 per sonasseropositivasparael HTLV-I
provenientesdevariaszonasel suroccidentedeColombia. El andlisisderestriccionefectuadocon
laendonucleasaDdel, revel 61aexistenciadetrespatronesde RFLPsdiferentes. El patronl (900y
125ph), seohservden 34.5%(10/29) delosaidados. El patronlla (700, 205y 125 pb) sedetermind
en51.7%(15/29). Finalmente, el patrén|1b (550, 350y 125 pb) representd 13.8% (4/29) aislados.
El microagregado | 1b seobservo con predominio enaisladosde HTLV-I del municipio de Tumaco.
Lospatronesl yllasedistribuyeronconmayor frecuenciaenel interior del suroccidente. Los
resultadosobtenidosmuestranlaexi stencia deun mecani smo demicroevol uciéndivergentedela
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regionpol-envenlosvirusdelaséareasanalizadas.

Palabras claves: HTLV-I. Andlisis por RFLP. Variacion genética. Microevolucién. Distribucién geografica.

El virus linfotrépico humano tipo |
(HTLV-I) fued primer retrovirusiden-
tificado en seres humanos, que seaislé
de un paciente con linfoma cutaneo'2.
Enlaactualidad serelacionacon varios
desbrdenes clinicos. Sin embargo, las
asociaciones epidemiol6gicas mas ri-
gurosas correlacionan lainfeccion por
el HTLV-I conlaleucemiadelascélulas
T del adulto (ATL)**y la paraparesia
espastica tropical/mielopatia asociada
con €l HTLV-I (PET/HAM)*® en las
zonas endémicas para lainfeccion por
el virus.

La infeccién con el HTLV-I, es
endémica en varias &reas geogréficas
arededor del mundoqueincluyenAsia,
€l suroeste de Japon'®!y la cuenca del
Caribe'2®®. En América del Sur#™s, en

regiones de Chile'®, Brasil'” y Colom-
bial®22 entre otras, seregistran zonasde
prevalencia media y alta. En Africa
Occidental y Central se han descrito
zonas endémicas®?; también en las
Islas Seychelles®, PapliaNuevaGuinea
eldasSolomon®, Australia?’, Taiwan?®,
India®.

Engenerd, seobservaquee genoma
retroviral exhibe una mayor variacion
en las regiones LTRs (1.3%-5.2%),
seguida por la registrada en los genes
gag (1.1%-2.9%), pol (0.9%-2.5%) y
env (0.9%-2.4%)*; esimportante ano-
tar que estas variaciones generan nue-
vascepasque escapan alaacciéndelos
anticuerposneutralizantesdirigidosprin-
cipalmente contra polipéptidos codifi-
cados por estos genes. De otraparte, se
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informaunamenor variabilidad paralos
genes transregulatorios rex y tax3-32,
Losandlisisfilogenéticosalosaida
dos del HTLV-I tanto de Suramérica
como delacuencadel Caribe sugieren
una fuente comun de la infeccién por
estevirus®*3*. Sin embargo, los presen-
tes sobre todo en nativos indigenas de
Chile y negros de Colombia, muestran
unavariacion muy sutil en relacion con
ladeotraséreasdel Caribey Suramérica;
este proceso ha facilitado el estableci-
miento de microagregados genéticos™?.
UnestudiodeMiuraet al.** encepas
circulantes de poblaciones peruanas,
determind la presenciadel tipo cosmo-
polita, dentro del que se destacaron los
subtipos transcontinentales en mesti-
Zos y en “quechuas’ lo mismo que en
amerindioscolombianos. Sin embargo,
€l subtipo japonés se determind en co-
munidades “nissei” de ascendenciaja-
ponesa, mientras que en negroides y
algunos mulatos de origen africano se
encontraron las cepas virales mas
heterogéneas que se clasificaron en €l
subtipo de Africa Occidental (C), del
Africadel Norte (D) y un nuevo subtipo
denominado provisional mente subtipo
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E. Ademas, en este estudio, se sugiere
gue estas cepas son € producto de una
reciente introduccion (100 a 400 afios)
del virus a Latinoamérica.

En Tumaco, municipio del sur dela
costa colombiana sobre el Océano Pa-
cifico, se han realizado estudios con €l
findedeterminar loscambiosgenéticos
delosvirus circulantes con andlisis de
|asmutaciones puntual esen las secuen-
cias de nucledtidos de los genes Tax,
LTR*y env'®. Entodos ellos se encon-
tro la existencia de microagregados de
cepas virales que circularon durante
varios afios entre estos vecinos.
Infortunadamente, en otras zonas co-
lombianas endémicas para el HTLV-I
no setienen datos sobrelosprocesosde
microevolucion que operan ni de la
existencia de microagregados.

El presente estudio se disefi6 para
analizar el proceso de microagregacion
genética y definir la existencia de
microagregados geograficamente
excluyentes en éreas endémicas de la
infeccidn por el virus tanto costaneras
como interiores del suroccidente co-
lombiano. A fin delograr los objetivos
propuestos, se hizo un estudio
filogenético a una muestra que incluia
aislados virales circulantes en distintas
areas del suroccidente colombiano. Se
efectud un andlisisde polimorfismo del
tamafio de los fragmentos de restric-
cion (RFLP) paravariasendonucl easas
derestriccidn de clase 2 en un segmen-
tode ADN proviral queincluiaporcio-
nesdelosgenespol y env. Losresulta-
dos mostraron por primera vez, en la
region del suroccidente colombiano, la
existencia de un mecanismo de
microagregacion genéticay geogréfica
enlosaisladosdel virusquecirculanen
esta area.

MATERIALESYMETODOS

La muestra. Se emplearon mues-
tras de linfocitos de sangre periférica

(PBMC), de pacientes de la clinica de
HTLV-l enel Hospital Universitariodel
Valle gque aceptaron participar en €l
estudio. Estos provenian de diferentes
areas geogréficas del suroccidente de
Colombia, como poblacionesdelacos-
ta pacifica colombiana, centro del de-
partamentodel Valledel Cauca,y enlos
departamentos del Cauca, Narifio y
Putumayo. En este estudio se incluye-
ron un total de 29 individuos pertene-
cientes a diferentes grupos étnicos
(mestizos, negros e indigenas), tanto
asintomaticos como con alguna de las
dos enfermedades mas comunes aso-
ciadas con la infeccion por € virus
(ATL o PET/HAM). Ademés, se anali-
zaron dos aislados provenientes de los
municipios de Marinilla (Antiogquia) y
de Girdon (Santander) para comparar,
de formageneral, el patrén de agrega-
cion geografica. La seropositividad de
todas las muestras se determing tanto
por el método de agl utinacion de parti-
culas (PA), con € estuche Serodia-
ATLA (Fujirebio, Tokio, Jap6n), como
por la prueba de ELISA (Abbott) y
luego se confirmaron por Western blot
(Abbott, Chicago, EE.UU.). A todaslas
muestras se les practicd una reaccion
encadenadelapolimerasa(PCR, siglas
en inglés) confirmatoria con oligo-
nucledtidos cebadores que amplifican
una region de 189 pb del gen pol del
HTLV-I.

Extraccion de ADN a partir de
PBMC. Losmononuclearesperiféricos
(PBMC) de cada una de las personas
incluidasen el presente estudio se obtu-
vieron mediante centrifugacion en
gradientes de ficoll hipague y luego se
lisaron por tratamiento con dodecil
sulfato desodio (SDS) a 1%, NaCl 1M
y proteinasa K (2 mg/ml). El conjunto
seincubdtodalanochea56°C. El ADN
se extrajo con la técnica de Sambrook
et al.* Laconcentracién y el grado de
purezade cada preparacion de ADN se
determinaron por espectrof otometria®.

Paraextraer el ADN decadaunadelas
muestras se tomaron precauciones es-
trictas con el fin de evitar contamina-
cion; la extraccion se efectud en la
totalidad de las muestras y su
cuantificacion estuvo en un rango de
500-750 ng/pl, con un grado de pureza
de 1.7 (A a0 >1.8 £ 0.2) suficiente
para efectuar una buena amplificacion
por PCR.

Amplificacion por PCR del ADN
proviral del HTLV-I. Inicialmente se
efectud una reconfirmacién por PCR
de las muestras del HTLV-I evaluadas
serol 6gi camente amplificando un frag-
mento de 189 pb del gen pol con
cebadores especificos. Las muestras
de ADN reconfirmadas por la PCR
especificaparaHTLV-I, seutilizarona
fin de amplificar un segmento de 1033
bpdelaregidnpol-env, empleandopara
ellooligonucledtidoscebadoresespeci-
ficos, en un termociclador (Perkin-
Elmer Cetus, 4800) (Figura 1). Los
distintos procedimientos de PCR se
efectuaron desnaturalizando e ADN
por 5min a96° C seguido de 35 ciclos
que incluian un paso de desnatu-
ralizacion por 1 minuto a94°C, uno de
alineamiento especifico para cada par
de cebadores a 50°C, uno de extension
a72°C por 2min; por tltimo, seefectud
un ciclo adicional de extensién a72°C
por 10 minutos. Se emplearon 10 pl de
cada producto de PCR para visualizar
los amplicones obtenidos de acuerdo
con su tamafio molecular (1033 pb),
con electroforesis en gel de agarosa a
1% (Figura2). El amplicén de 1033 bp
de cada individuo se purifico con €
estuche Gen Clean (USB) y después se
le trato con las enzimas de restriccion
Hind 111, Bam HI, Pst I, Pvu Il y Ddel|
(GIBCO BRL) en las condiciones
recomendades por los fabricantes. Los
fragmentos de restriccion obtenidos se
separaron el ectrof oréticamente, setras-
firieron a un filtro de nylon y se
hibridizaron en Southern con la sonda

111




ColombiaMédica

Vol. 31 N° 3, 2000

CODKGO

FOSICION EN EL PROVIRUS HTLY-1
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SK111 5181-5206) POL
SK112 (5550-5580) POL

b GTTAACTGGACAAGGGTCAGG 3 - (4

S ETEETGAAGCTACCATCGGGTTTA 3°(-)

S GTACTTTACTGACAAACCCGACCTALC 3

Figura 1. Localizacién dentro del genoma proviral del HTLV-I de la regién de 1033 pb que incluyé porciones de los genes pol y env.
En el cuadro adjunto se detallan las secuencias de los diferentes oligonucle6tidos cebadores utilizados para efectuar las
reacciones de PCR a partir del ADN proviral de muestras de linfocitos de sangre periférica de los individuos incluidos en este

estudio.

SK-112 especifica para HTLV-I que
incluye secuencias complementariasa
segmento amplificado correspondiente
alos genes pol-env.

Los fragmentos de ADN produci-
dospor lasdigestiones con lasdistintas
endonucleasasderestriccion antesdes-
critas, se analizaron mediante la obser-
vacion del patrén de bandas generadas
en la hibridizacién por Southern 'y se
compararon con lacepaMT-2. El an&
lisis filogenético de los patrones de
RFL Pobtenidosseefectud aplicandoel
programa PAUP version 2 incluyendo
secuencias del HTLV-I previamente
publicadas. Las agrupaciones filo-
genéticas respectivas se realizaron con
el método de losvecinos cercanos (NJ)
mediante una prueba de bootstrap con
1,000 repeticiones. Para ello se uso €l
programa MEGA version 1.2
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RESULTADOS

Ladigestion del fragmento de 1033
bp generado por la amplificacién del
gen pol-env con las enzimas Hind 111,
BamH | y Pst | no revelé ninguna
variacionen el patron delosaisladosen
relacion con los obtenidos con las ce-
pas MT-2y ATK-1%, Sin embargo, se
observaron patrones distintos cuando
el ADN amplificado delas muestras se
tratd con las endonucleasas Pvu |l y
Ddel. El tratamiento con Pvu |l permi-
tié obtener un patrén de bandas que
corresponden a un tamafio molecular
de 572y 460 pb paratodaslas muestras
de ADN analizadasen esteestudioy la
cepaprototipo ATK-1. LacepaMT-2y
la muestra 0180 exhibieron un patrén
de RFLP que correspondi6 afragmen-
tos con tamarfios moleculares de 600,
353y 187 ph.

El fragmento de 1033 pb amplifica-
do delacepa ATK-1 digerido con Dde
| generd un patrén de bandas corres-
pondiente a 489, 380 y 205 pb. La
digestion del amplicon delaregion pol -
env efectuada con esta enzima en las
muestrasincluidasen estetrabajo gene-
ré tres patrones distintos de restric-
cion. En el patron | se registraron
amplicones de 900 y 125 pb para los
aislados 120, 0198, 9HU, 105, 106,
107, 108, 109, 0130y 152 ademasdela
cepa ATK-1. En el patron |lase deter-
minaron fragmentos de restriccion de
700, 205y 125 pb paralosaislados 153,
157, 167, 101, 102, 103, 180, 189, 196,
202, 220, 233, 234, 272, 5HU. El pa-
tron b rindi6é bandasde550, 350y 125
pb para las muestras 104, 3HU, tum
3027,tum 5720y lacepaMT-2 (Figura
3).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa del 1% del ADN del fragmento pol-env de
1033 bp obtenido mediante el proceso de PCR, de los ADN provirales de individuos
seropositivos para el HTLV-l incluidos en este estudio. Los nimeros en el borde
superior de cada fotografia corresponden a los individuos estudiados. (15). Patrén de
tamafio molecular correspondiente a una escalera de 1 Kb.

Al tomar como base los diversos
patrones derestriccion obtenidos por €l
tratamiento del fragmento pol-env con
las endonucleasas de restriccion Dde |
y Pvu 1 se construyeron agrupaciones
filogenéticas. El andlisisefectuadoenel
arbol con base en el patrén de restric-

cion con la enzima Pvu |l permitid
determinar laexistenciadeunsoloagre-
gado viral que reveldé una rama
monofilética en la que se incluyeron
todos los aislados virales con excep-
cion delamuestra 0180 que formdé una
microagregacion con la cepa MT-2

(Figura 4A). De otra parte, €l dendo-
grama construido a partir de los patro-
nes de restriccion de la enzima Dde |
permitié definir dos ramas principales:
la primera cuya distancia genética a
punto dedivergenciafue0.075incluyé
los aislados 120, 198, 105, 106, 107,
109, 108, 109, 130, 152, 9HU y lacepa
ATK-1. Enlasegundarama, queesmas
complegja pues mostré dos submicro-
agregaciones, se calculd una distancia
genéticade 0.038 eincluyd €l resto de
los aislados ademas de la cepa MT-2.
Fue importante observar la estrecha
relaciongenéticaentrelosais ados3HU,
104, tum 3027 y tum 5720 procedentes
de Tumaco (Figura 4B).

Cuando se correlacion6 € patrén
RFLP con Dde | de cada uno de los
aislados con su origen geogréfico, se
observé que todos los incluidos en €l
patron Ilb provenian exclusivamente
de personas del municipio de Tumaco
(4/4). Esta restriccion geografica con-
trastacon ladelospatrones| 88.9% (8/
9) y 1a73.3% (11/15) que se distribu-
yeron de preferenciaen zonas del inte-
rior del suroccidente colombiano (Fi-
gura 5).

DISCUSION

En Colombiainicialmente se deter-
mind laexistenciadel HTLV-Il y dela
PET/HAM enindividuosdeetnianegra
de la costa colombiana del Océano
Pacifico; sin embargo, cada dia au-
mentan |os informes de nuevas zonas
endémicas y de otros grupos étnicos.
En el presente trabajo no se observo
preferencia entre el origen étnico y la
variacion genética observada en los
agregados | y 1la; esto contrast6 con lo
observado en Tumaco en que 3delas4
muestras analizadas provenian deindi-
viduos negros, mientras que la otra
correspondid a una persona mestiza.

En Colombia las areas de mayor
prevalenciadelainfeccion por el virus
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Figura 3. Patron de hibridizacion en Southern, empleando la sonda SK-112, de fragmentos de restriccion generados por el
tratamiento con Dde | a partir del segmento de 1033 pb amplificado de la region pol-env de ADN proviral de los individuos
seropositivos para el HTLV-Il incluidos en este estudio. Los coédigos consignados en el borde superior de la fotografia
corresponden a las distintas muestras analizadas (MT2) cepa prototipo del HTLV-I utilizada como control para el estudio.

se concentran en el suroccidente co-
lombiano. En esta region, los munici-
piosde Tumaco, Guapi, Buenaventura,
losarededoresde Cali y Puerto Tejada
entre otros, registran prevalencias im-
portantes. A pesar de la existencia de
areasendémicasparalainfeccion por €l
HTLV-I en poblaciones no sdlo de la
costa del Pacifico sino del interior, se
han efectuado en Tumaco la mayoria
delosestudiost®*?*delavariaciénenlas
secuencias del gen env del HTLV-I.
Estospermitieron obtener pruebasdela
existenciade unamicroheterogeneidad
genética del virus en estos aislados
geogréficos.

En lapresenteinvestigacion se ana-
lizaron genéticamente, mediante RFL P
enlaregionpol-env, aisladosdel HTLV-
| procedentes del suroccidente colom-
biano que incluyeron tanto la costa del
Pacifico como &reas del interior de
Colombia. En zonas endémicas parala
infeccion por esteretrovirus en su con-
junto los resultados mostraron la
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microheterogeneidad genética del
HTLV-I. En este sentido lagran mayo-
riade los trabgjos realizados con €l fin
de determinar las diferencias genéticas
entre aislados viraes, se ha hecho con
secuenciaciondeécidosnucleicos. Este
procedi miento aunque es bastante sen-
sible, escostoso y alavez dispendioso.
En contraste, e RFLP en combinacion
con laamplificacion selectiva de frag-
mentosde ADN por PCR, esunabuena
aternativa experimental para abordar
estudios de variacion genética, porque
esmenos costosa, masrapiday permite
analizar un mayor niimero de muestras
en tiempos cortos. En este sentido, la
determinacion de sitios polimorficos
para enzimas de restriccion, permite
explorar el genomaviral paraencontrar
mutaciones que generen patrones dife-
rentes y se pueda analizar a nivel
poblacional 3%,

Aunqued HTLV-I esgenéticamente
muy estableen comparacionconel VIH
162, notodossusgenestienentasasde

mutacion equivalentes®. Este hecho es
importante porquerevelaun proceso de
mutacion selectiva en ciertas regiones
del genoma como un mecanismo de
microevolucion. Mediante andlisis
mol ecularescomparativosrealizadosen
cepas virales del HTLV-I de varias
areas endémicas del mundo, se ha de-
terminado un cierto grado de variabili-
dad nucleotidicaque seregistraprinci-
palmente en la region LTR y en los
genes pol y env®3, Los resultados en
este sentido muestran que las variacio-
nes nucleotidicas observadas se
correlacionan con el origen geogréfico
viral. El presentetrabajo confirmacomo
mediante el rastreo  de mutaciones
puntuales que afectan un determinado
sitio de restriccion, que algunas de
ellas, lasprovenientesdel municipiode
Tumaco, estan restringidas geogréa
ficamente®.

En un intento por correlacionar la
variacion puntual registradaenlaregion
pol-env mediante el andlisis de RFLP




ColombiaMédica

Vol.31 N°3,2000

H.J TREE

[

(A)

L ]
=3

|

igzepgrapresLanNEREEEecaceas

aflL|

PATROM |

(B)

¥ PATRON Ra

PATRON IB

Figura 4. Agrupamiento filogenético, con el método de los vecinos mas proximos (NJ)
con un bootstrap de 1,000 repeticiones, de los patrones de restriccion del fragmento
pol-env de 1033 pb con las endonucleasas de restriccion Pvu Il y Dde I. (A) Agrupa-
miento correspondiente a la distribucion filogenética de los patrones de Pvu Il de los
aislados incluidos en este estudio. (B) Agrupamiento correspondiente a la distribu-
cion filogenética de los patrones de Dde | de los aislados incluidos en este estudio.
Se incluyeron como controles las cepas MT2 y ATKL1.

con la de otras regiones del genoma
proviral, se asociaron los distintos pa-
trones de RFLP registrados para las
endonucleasas Pvu Il y Dde | con los
obtenidos paralaregion LTR. El agru-
pamiento filogenético construido apar-
tir del andlisisde RFL P generado por la
enzima Pvu I, permitié determinar la
existenciade un solo tipo viral (el cos-
mopolita) estrechamente relacionado
con las cepas japonesas. Sin embargo,
enel &rbol obtenidoapartir del perfil de

restriccion delaenzimaDde| seobser-
varon dos ramas claramente definidas
entrelas cuales se distribuy6 el subtipo
transcontinental, mientrasqueel subtipo
de Africa Occidental se agregd
preferenciamente en los aislados de
Tumacoy enlacepaMT-2, con excep-
cion de las muestras 0106 y 0109.

En su conjunto, losanterioresresul -
tados revelaron la existencia de
microagregados que se originan por la
presencia de variaciones leves en la

regionpol-envenel ADN provira delos
aisladosHTLV-Il incluidosen esteestu-
dio; ademas, se constituyen en eviden-
ciaimportante paradefinir las posibles
rutas de introduccion del virus a zonas
del suroccidentede Colombia. Algunos
estudi0s?®4142 postulan que laintroduc-
cion del HTLV-I a Suramérica se pro-
dujo probablemente por varios cami-
nos. Unodeellosfuelatratadeesclavos
ocurrida durante los periodos de con-
quistay colonizacién del Nuevo Mun-
do; ésta muy posiblemente contribuy6
alaintroduccidn de cepas virales pro-
venientes de Africa Occidental que se
asentaron de preferencia en la costa
colombianadel Océano Pacifico. Ade-
mas de los resultados obtenidos en el
presentetrabajo, confirmariaestahipé-
tesis €l articulo publicado por Miura et
al.*2, que propone una introduccion
reciente (100 a 400 afios) de cepas del
HTLV-I provenientes de Africa.

Por otra parte, €l andlisis genético
mediante RFLP de los aislados inclui-
dosen el presente estudio provenientes
de zonas endémicas del interior del
suroccidente de Colombia, reveld la
existencia de cepas cosmopolitas cuyo
origen mésprobabl e pudo ser apartir de
cepas japonesas. Este resultado esim-
portante porque se convierte en una
prueba que sustentaria que los aislados
virales circulantes en zonas endémicas
del interior del suroccidente de Colom-
bia pudieron ser introducidos por las
migraciones mongoloides ocurridas
hace 30,000 afios. El camino propuesto
paralaintroduccion a continente ame-
ricano se efectud a través del estrecho
de Bering, y a partir de este sitio se
disperso por todo el continente inclu-
yendo a Colombia®,

SUMMARY

Withtheaimtoexploretherestriction
fragment length polymorphism (RFLP)
toDdel restrictionenzyme, theproviral
regionfrom5181to 6624 ntsof HTLV -
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Figura 5. Agrupaciéon geogréfica de los distintos patrones de RFLP con Dde | de
los aislados del suroccidente colombiano incluidos en este trabajo.
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| was amplified by PCR. The 1033 bp
fragment containing the terminal 5 of
gene pol and the surface domain of
envelope gene (gp46) was amplified
fromPBMC proviral DNA of 29HTLV-
| seropositiveindividuals from severa
areas of southwest Colombia. The
restrictionanalysisperformedwith Dde
| revealed the circulation of three
different Dde | RFLP patterns. Pattern
I (900 and 125 bp) was observed in
34.5% (10/29) of isolates. Pattern Ila
(700, 205 and 125 bp) was detected in

116

51.7% (15/29) of individuas. Finaly,
pattern Ilb (550, 350 and 125 bp)
included only 13.8% (4/29) of samples
studied. Pattern Ilb was exclusively
detected in Tumaco in contrast with
patterns | and Ila that exhibited a
tendency to bedistributed in theinland
areas of southwest. Taken together
results showed the existence of a
divergent microevolutionary mecha-
nism operating in endemic areas for
HTLV-I infection of southwest Colom-
bia

10.

11.

12.

13.

Key words: HTLV-1. RFLP

analysis. Genetic evolution.

Microevolution. Geographic
distribution.
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