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Resumo

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), para completar o seu ciclo de vida necessita de integrar o
seu genoma no genoma humano, sendo que esta integracéo é feita em locais especificos. Ainda nédo
estdo completamente clarificadas as preferéncias de integracéo do HIV, por isso 0 nosso objectivo é
estudar estas preferéncias utilizando as posi¢Ges de sitios de integracéo de HIV-1 DNA e HIV-2 DNA
isolados de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) e de HIV-1 DNA isolado de células
T Jurkat. As posicdes dos sitios de integracdo foram obtidas por recurso a bases de dados.
Analisdmos se os sitios de integracdo do HIV coincidiam com as bandas Giemsa claras que, sendo
muito activas transcripcionalmente poderiam favorecer a integracdo. Analisamos também as
preferéncias de integracdo do HIV relativamente aos sitios frageis (FSs), alvos preferenciais para a
integracdo de outros virus. Para este estudo utilizamos dois testes ndo paramétricos, o dos sinais e
de Wilcoxon e uma andlise de varidncia (ANOVA). Os resultados mostraram que o HIV-1 DNA integra
com maior intensidade nas bandas Giemsa claras, enquanto que o HIV-2 ndo apresenta preferéncias.
J& os FSs néo constituem alvos preferenciais para a integragéo deste virus, integrando o HIV-1 DNA
isolado de PBMCs com mais intensidade nas regides nio frageis. E importante conhecer as
preferéncias de integracdo do HIV, uma vez que os vectores retrovirais sdo utilizados em terapia

génica, podendo assim contribuir-se para diminuir os riscos associados a esta terapia.

Palavras-chave: Virus da Imunodeficiéncia Humana, bandas Giemsa, sitios frageis

cromossoémicos, testes ndo paramétricos, analise de variancia






Abstract

To complete its life cycle the Human Immunodeficiency Virus (HIV) integrates its genome in the
human genome. This virus chooses specific sites and characteristics for the integration. Currently, it is
not completely clarified the preferences of HIV integrations, therefore our aim is to study these
preferences of the virus using the positions of integration sites of HIV-1 DNA and HIV-2 DNA isolated
from peripheral mononuclear blood cells and HIV-1 DNA isolated from Jurkat T cells. The positions of
integrations sites were obtained from databases. We analysed if HIV integrations sites coincide with
Giemsa light bands that could be preferential targets of the virus since they are transcriptionally
actives, as well as with fragile sites (FSs) that are preferential targets for the integration of other virus.
In this thesis were used the signal and Wilcoxon tests, two nonparametric methods and the analysis of
variance (ANOVA). The results show that HIV-1 DNA integrates with major intensity in Giemsa light
bands while HIV-2 shows no preferences. Relatively to FSs, they are not preferential targets for the
integration of this virus. HIV-1 DNA isolated from PBMCs integrates with major intensity in non fragile
regions. It is important to know the integration preferences of HIV because retroviral vectors are used
in gene therapy, so our data can be beneficial for contributing to decrease the risks associated to this
therapy.

Keywords: Human Immunodeficiency Virus, Giemsa bands, chromosomal fragile sites,

nonparametric tests, variance analysis
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l. Introducgao

.1 Genoma Humano

O genoma define a natureza de cada individuo, contendo longas sequéncias de acidos
nucleicos e toda a maquinaria necessaria para construir um organismo, podendo ser funcionalmente
dividido em genes (Lewin, 2004). No genoma, podemos encontrar sequéncias de DNA nao-repetitivo
e sequéncias de DNA repetitivo, sendo que dentro do DNA repetitivo podemos encontrar o DNA
moderadamente repetitivo. Neste Ultimo DNA podemos observar a existéncia de transposdes que
sendo pequenas sequéncias, possuem a capacidade de se movimentarem no genoma ou até mesmo
de fazerem novas copias de si proprias (Lewin, 2004). Estes transposdes estdo também envolvidos
Nnos rearranjos que ocorrem no genoma.

O desenvolvimento de técnicas de citogenética permitiu fazer novos estudos no que diz
respeito ao genoma humano, nomeadamente o desenvolvimento da hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) que permitiu visualizar os dominios da cromatina, os genes individualmente e a
posicéo e organizagdo de cada cromossoma (Bickmore, 2013).

A evolucdo das técnicas 3D permitiu também complementar os estudos realizados in vivo.
Por exemplo, para se compreender melhor as fungbes do genoma in vivo é necessario ter em
consideracgédo os resultados obtidos da estrutura 3D dos cromossomas no nucleo, para assim estudar
melhor a estrutura da cromatina e a expressao de genes (Bickmore e van Steensel, 2013).

Com o avanco das descobertas acerca do genoma humano, foram estudados os territorios
cromossémicos que constituem assim o pardmetro basico da arquitectura do nudcleo. Experiéncias
realizadas mostram que micro-irradiacdes de uma pequena parte do nucleo apenas danificam um
pequeno subconjunto do complemento do cromossoma mitético, o que prova, indirectamente a
existéncia de territérios cromossémicos (Cremer e Cremer, 2010). A visualizacdo dos territérios
cromossémicos s6 foi possivel por volta de 1980 com o surgimento de técnicas de hibridizacdo in
situ. A distribuigdo radial dos territérios cromossémicos nédo é feita ao acaso, existindo estudos
baseados em FISH que mostram que por exemplo no cromossoma 19 os territdrios cromossémicos
sé@o encontrados no interior do nucleo de linfécitos, enquanto que os territérios do cromossoma 18
pobres em genes estéo localizados na periferia do nicleo (Croft et al., 1999; Cremer et al., 2003). Isto
permite concluir que a densidade de genes pode estar correlacionada com a distribuicdo radial no
ndcleo. Foram também realizados estudos em fibroblastos humanos com 3D FISH que permitiram
distinguir territérios cromossOmicos para os 22 pares de autossomas e para 0S 2 cromossomas
sexuais (Bolzer et al., 2005), aparecendo estes como estruturas com multiplas formas de dominios da
cromatina de ordem elevada (Kipper et al., 2007). Um locus, tem a capacidade para sair e localizar-
se fora do seu territério cromossoémico no ndcleo, aumentando assim as probabilidades de interagir
com sequéncias de outros cromossomas (Bickmore e van Steensel, 2013).

Na cromatina, podemos distinguir entre dominios activos e dominios inactivos, sendo que 0s
dominios inactivos sédo mais limitados na sua habilidade para interagir a longas distancias gendémicas

quando comparados com os dominios activos (Bickmore, 2013). As regifes dos dominios inactivos



possuem até uma tendéncia para se associarem umas com as outras (Simonis et al., 2006). As
regides inactivas sdo normalmente encontradas dentro do seu territério cromossémico (Bickmore,
2013), sendo as interaccfes entre dominios inactivos encontradas em porgdes restritas de cada braco
do cromossoma.

O Projecto do Genoma Humano permitiu iniciar uma nova era de estudos em torno da
genética, levando a grandes avancos na descoberta de genes especificos de doencas, na
constituicdo de cada cromossoma, entre muitas outras. A sequenciagdo do genoma humano foi
também o ponto de partida para a sequenciacao e descoberta de outros organismos, nomeadamente
os virus, sendo possivel comparar os diversos genomas e inferir sobre a evolugao de certos genes.

O genoma humano possui uma grande maquinaria para que ocorra a replicacdo do DNA, a
formacgédo de novas células e para que todos os processos sejam regulados. Todas as caracteristicas
do genoma fazem com que este seja um hospedeiro preferencial para certos virus, que assim o

conseguem infectar e reproduzir-se.

[.1.1 Cromossomas Humanos

O genoma humano é constituido por vinte e dois pares de autossomas e dois cromossomas
sexuais, sendo que a organizacdo dentro de cada cromossoma ndo é feita ao acaso, existindo
algumas regides que podem possuir um elevado contelldo em genes e outras um conteddo mais
baixo (Nussbaum et al., 2007). Existem também regibes que sdo codificantes e outras que
simplesmente ndo codificam para nenhum gene ou fungdo especifica. Na sequéncia do referido
anteriormente, com a técnica de FISH foi possivel provar que 0s cromossomas nao estdo
organizados e distribuidos de forma aleatéria, apresentando preferéncias de posicionamento
relativamente a periferia do ndcleo ou ao seu interior (Bickmore, 2013). Dentro dos cromossomas
existe também uma organizacdo, estando as regides pobres em genes orientadas na direc¢do da
periferia do nucleo quando comparadas com as regibes ricas em genes do mesmo cromossoma
(Kupper et al., 2007). A organizacéo radial dos cromossomas pode ter consequéncias na formacéo de
anomalias estruturais do genoma humano, sendo que a organiza¢ao do nicleo nao é rigida, de modo
gque 0s cromossomas nem sempre se apresentam no seu local preferido (Bickmore, 2013).

Cada cromossoma é constituido por um conjunto de genes estando cada um localizado no
seu locus (Lewin, 2004).

Podemos recorrer a numerosas técnicas para visualizar, identificar e estudar a estrutura dos
cromossomas humanos. Nesta tese faremos especial atengéo as bandas Giemsa e aos sitios frageis

(FSs) cromossOmicos, sendo que cada uma destas estruturas possui uma sequéncia tipica.



[.1.1.1 Do DNA ao Cromossoma

A unidade bésica fundamental da estrutura da cromatina € o nucleossoma que é constituido
pelo DNA e pelas histonas H2A, H2B, H3 e H4. As histonas apresentam uma grande densidade de
aminodacidos com carga positiva, o que lhes permite ligarem-se firmemente a dupla hélice de DNA
que possui carga negativa (Speicher, 2010).

Existem dois tipos de variantes de histonas que diferem entre si na sua sequéncia primaria,
na sua expressao durante o ciclo celular e na sua distribuicdo no genoma. O primeiro tipo, as histonas
canénicas apresentam um grande pico de expressao durante a fase S, enquanto que o outro tipo, as
variantes de substituicdo possuem expressao independentemente da fase S (Szenker et al., 2011).

Para além do dominio funcional das histonas que Ihe permite o contacto histona-histona e
histona-DNA, estas possuem o dominio que contém sitios para modificacBes pds-translacionais, tais
como acetilagdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo (Speicher, 2010). As modificagbes que
ocorrem nas histonas afectam a estrutura do nucleossoma ou até mesmo criam locais para a ligacao
de proteinas ndo histonicas, podendo levar a modificagfes nas propriedades da cromatina (Lewin,
2004). A metilacdo das histonas esta associada com a inactividade. Ja a acetilacdo das histonas
permite que a cromatina esteja acessivel para as proteinas que se ligam ao DNA (Tse et al., 1998),
tornando assim a cromatina mais eficientemente transcrita (Nightingale et al., 1998).

O DNA é organizado em cada cromossoma de um modo altamente eficaz, para permitir a
transcricdo individual de genes, a regulagdo génica, a replicacdo, o emparelhamento dos
cromossomas homologos durante a meiose, 0 crossing-over meiotico e outras fungfes (Spurbeck et
al., 2004). O termo cromossoma deriva da expresséo colored body, a qual significa corpo com cor
(Dolan, 2011), tendo sido identificados pela primeira vez no século XIX. Para além de DNA e
histonas, séo ainda constituidos por proteinas nao histénicas (Dolan, 2011).

Cada cromossoma apresenta-se como uma repeticdo de nucleossomas e segmentos curtos
de DNA que se ligam a cada nucleossoma (Speicher, 2010).

O nucleossoma e as fibras de cromatina estdo num continuo estado de fluxo. E actualmente
conhecido que a organizagdo da cromatina esta envolvida no controlo da transcricdo e na regulacdo
da segregacao cromossomica, replicacéo e recombinagdo (Wolffe, 2001; Holmquist e Ashley, 2006).
O nucleossoma constitui o primeiro nivel de organizacdo, possuindo um octamero de histonas e
sendo um componente invariavel da eucromatina e da heterocromatina na interfase (Lewin, 2004).

A estrutura do DNA possui toda a informag@o quimica que permite a transmissédo da

informacao genética de uma geracgéo para outra.

1.1.1.2 Organiza¢cdo do material genético nos cromossomas humanos

Durante a divisdo celular, o cromossoma tem a aparéncia em forma de x que se tornou um
simbolo nas ciéncias da vida (Uhlmann, 2013). Durante a interfase a cromatina esta descondensada,

comecando a condensar a medida que avanga a divisdo celular, sendo completamente visivel a



estrutura e morfologia do cromossoma na metafase (Spurbeck et al., 2004). Nessa fase do ciclo
celular, podemos visualizar em cada cromossoma um centrémero, dois telomeros e brago curto e
longo. Podem-se distinguir assim trés tipos de cromossomas, 0s metacéntricos em que o centrémero
se localiza no centro do cromossoma, 0s acrocéntricos cujos centrdmeros se apresentam quase na
extremidade terminal do cromossoma e 0s submetacéntricos nos quais 0 centrdmero se encontra
mais proximo de uma extremidade do cromossoma (Spurbeck et al.,, 2004). Os acrocéntricos
possuem no seu braco curto as regidbes dos organizadores nucleolares (NORs), sendo estas
constituidas por heterocromatina (Sullivan et al., 2001).

Os cromossomas possuem proteinas que sao responsaveis por manter a sua estrutura,
sendo elas de dois grupos distintos, as condensinas e as coesinas. As primeiras estdo envolvidas na
condensacgdo durante a mitose, controlando a estrutura global do cromossoma, enquanto que as

coesinas estao presentes nas ligagdes entre cromatides irmas (Lewin, 2004).

[.1.1.2.1 Centrdmeros

Os centrémeros sdo entidades individuais durante a interfase, sendo identificados durante a
metafase (Boyarchuk et al., 2011). As suas sequéncias funcionam através da interaccdo com uma
proteina de estrutura hierarquica denominada de cinetécoro (Cheeseman e Desai, 2008), sendo que
0 centrébmero representa o locus onde as fibras do cinetécoro se ligam as cromatides (Cleveland et
al., 2003). E assim possivel que durante a divisdo celular, ocorra a correcta segregacdo dos
cromossomas pela qual os centrdmeros sao responsaveis (Allshire e Karpen, 2008). As sequéncias
dos centromeros apresentam variagdes entre individuos (Warburton et al., 1991), o que leva a que
cada genoma humano possua uma sequéncia personalizada em termos de composicdo e
organizacao.

Os centrémeros possuem uma grande quantidade de satélites alfa, que pertencem a uma das
familias de satélites ricos em Adenina (A) e Timina (T) (Manuelidis, 1978). Estes satélites alfa
interagem com as proteinas internas do cinetécoro, tendo sido demonstrado que apresentam
competéncia para estabelecerem de novo a identidade dos centrdmeros em ensaios com
cromossomas artificiais (Schueler et al., 2001). Os satélites alfa s@o regides bastante instaveis
apresentando tendéncia a rearranjos (Alkan et al., 2011). Tal como as sequéncias dos centrémeros,
também os satélites alfa variam entre individuos néo relacionados, o que fornece uma variagdo no
DNA para se investigar padrfes de polimorfismos dos centrémeros na populac¢éo (Hayden, 2012).

Podemos distinguir dois dominios da cromatina dento dos centrémeros, a cromatina central e
a heterocromatina adjacente pericéntrica. O primeiro dominio é responsavel pela formacdo do
cinetocoro, sendo que se caracteriza pela presenca do CenH3, uma variante especifica da histona H3
(Boyarchuk et al.,, 2011). O segundo dominio tem como principal caracteristica o facto de n&o
apresentar a variante da H3, o CenH3 O CenH3, é importante para assegurar 0 correcto
funcionamento dos centrémeros e preservar a sua identidade, jA& que tem como funcdes formar

particulas como as do nucleossoma e organizar a cromatina centromérica (Boyarchuk et al., 2011).



Embora seja determinante ndo é o Unico factor que contribui para a identidade dos centromeros,
sendo também de considerar a incorporacdo de outras variantes de histonas. A propria organizacao
3D do centrémero contribui igualmente para a identidade do mesmo (Jansen et al., 2007),
nomeadamente as condensinas que sdo importantes para a deposicao e retencdo do CenH3 nos
centromeros e que formam complexos proteicos que contribuem para a organizacdo da cromatina
(Yong-Gonzalez et al., 2007; Samoshkin et al., 2009).

O estudo destas regibes gendmicas € muito importante, uma vez que algumas doencgas tém
sido associados com regifes que coincidem com lacunas centroméricas, nomeadamente a esclerose
multipla (Reich et al., 2005) e o cancro (Stacey et al., 2008). No entanto, o estudo dos centromeros
apresenta ainda muitos desafios, na medida em que é necessario uma montagem através de milhdes

de pares de bases (bp) de sequéncias altamente repetitivas e pouco identificadas (Hayden, 2012).

[.1.1.2.2 Teldbmeros

Os telébmeros foram descobertos em 1930 primeiro por Herman Muller e depois por Barbara
McClintock. S8o as regides localizadas no final dos cromossomas (de Lange, 2005) que conferem
proteccdo de eventos que promovem a instabilidade genética como fusées de um telémero a outro e
degradacdo das regibes terminais (Blackburn, 2005). Estas estruturas sdo bastante dindmicas e o
numero de repeticdes teloméricas pode variar de célula para célula (Zakian, 2012) e até mesmo entre
alelos no mesmo telémero.

Os teldémeros dos mamiferos sdo constituidos por DNA de dupla cadeia com pequenas
repeticdes tandem TTAGGG (Palm e de Lange, 2008) seguidas do terminal 3" rico em G de cadeia
simples (Lu et al., 2013) ligado a um complexo com seis polipéptidos diferentes denominado de
shelterin ou telossoma (de Lange, 2005). Este complexo é formado pelas proteinas teloméricas 1 e 2
(TRF1 e TRF2), pelas proteinas que interagem com a proteina nuclear 2 (TIN2), pela proteina
protectora de telémeros 1 (POT1), pelo repressor activador da proteina 1 (RAP1) e pela TPP1 (Liu et
al., 2004; Palm e de Lange, 2008). Este complexo conduz ndo s6 a sintese de DNA telomérico como
também afecta a estrutura terminal do telémero (Schiuth-Bolard et al., 2010). O DNA do telémero é
distinto do resto do genoma e foi provado que inibe alguns sinais de respostas a danos no DNA,
nomeadamente da recombinacdo homodloga (HR) e da non-homologous end joining (NHEJ) (de
Lange, 2009). Esta inibicdo, pode ser vista como um mecanismo para prevenir a fusédo do final dos
telémeros (Smogorzewska et al., 2002).

Os telémeros possuem um problema no final da replicacdo devido a limitagdes na polimerase
de DNA em completar a replicacao das regides terminais de moléculas lineares (Chan e Blackburn,
2004), sendo que este problema leva a que ocorra um encurtamento dos teldmeros em cada ciclo de
replicacéo (Richter e von Zglinicki, 2007; Armanios et al., 2009). A telomerase, enzima presente nos
telémeros previne que ocorra este encurtamento da estrutura. Existem também outros factores que

podem levar ao encurtamento dos telémeros, como o stress oxidativo (von Zglinicki, 2002) e também



0 avancar da idade (Armanios et al., 2009), sendo que a perda destes pode trazer consequéncias

graves nomeadamente dificuldades para a célula se dividir com sucesso.

[.1.1.2.3 Eucromatina versus Heterocromatina

A cromatina pode ser dividida em eucromatina e heterocromatina, apresentando cada um dos
tipos de material caracteristicas distintas.

A eucromatina representa a maior componente do genoma ocupando a maior parte do nicleo
e, apresenta-se menos densamente empacotada quando comparada com a heterocromatina (Lewin,
2004). As regides de eucromatina, apresentam diferentes estados de condensacdo durante a
interfase e na mitose. S&o regides que possuem genes activos, por iSso S80 necessarias para a
expressao génica.

A heterocromatina é normalmente encontrada nos centromeros, sendo composta por satélites
de DNA e descrita como permanentemente enrolada e inerte (Lewin, 2004). Esta cromatina pode ser
visualizada durante todo o ciclo celular, uma vez que é possivel fazer-se coloragdo, tendo sido
identificada como possuindo poucos ou nenhuns genes activos (Speicher, 2010). Encontra-se
normalmente mais densamente empacotada com fibras, conseguindo passar o ciclo celular com
poucas alteracBes no seu grau de condensa¢do, sendo que possui proteinas que se ligam a
cromatina e que impedem os factores de transcricdo de activarem promotores nestas regides (Lewin,
2004). A heterocromatina pode ainda ser subdividida em constitutiva ou facultativa, sendo a primeira
observada mais perto dos centrdmeros e idéntica em todas as células.

[.1.1.2.4 Técnicas de Bandeamento

No passado, e anteriormente a descoberta das técnicas de bandeamento dos cromossomas,
estes apenas podiam ser distinguidos pelo seu tamanho e a posi¢ao relativa do centromero (Lewin,
2004). Agora, é possivel analisar e identificar cada cromossoma recorrendo a técnicas de
bandeamento. Com a atribuicdo destes padrfes, tornou-se possivel identificar translocacdes,
delecdes ou inser¢cdes nos varios cromossomas, permitindo também o estudo mais detalhado de
doengas. Para realizar este bandeamento existem diversas técnicas que podem ser utlizadas,
dependendo as bandas geradas do tipo de tratamento e consequente resposta do cromossoma
(Lewin, 2004). O bandeamento refere-se aos padrbes gerados pelas bandas alternando entre escuro
e claro visivel por microscopia éptica ao longo do cromossoma, sendo Unico para cada cromossoma
(Dolan, 2011).

A primeira técnica utilizada foi designada por bandeamento-Q, devido ao facto de se utilizar o
corante fluorescente quinacrina (Dolan, 2011). Esta técnica foi descrita pela primeira vez por

Carpersson et al. (1970) (Carpersson et al., 1970) tendo sido as bandas designadas de bandas-Q que



surgiam num padréo alternado de brilho e sem brilho. Esta técnica de bandeamento é bastante Util na
medida que permite estabelecer a natureza especifica de anomalias cromossémicas, quer numéricas
quer estruturais (Spurbeck et al., 2004).

A técnica mais utilizada é a das bandas-G, na qual os cromossomas séo tratados com tripsina
e depois corados com Giemsa (Seabright, 1971). Para além de permitir também visualizar anomalias
estruturais e numéricas, esta técnica fornece também informacBGes acerca de anomalias
constitucionais e doencas adquiridas (Spurbeck et al., 2004), podendo ser utilizada em preparacdes
de células de varios tecidos como sangue e tumores.

Outra das técnicas utilizadas é denominada de bandeamento-R corando esta a eucromatina,
tal como o bandeamento-G. Estas duas técnicas permitem criar um padrdo alternado de bandas
escuras e claras. Pelo bandeamento-R surgem coradas as bandas escuras que aparecem a claro
quando utilizado o bandeamento-G e vice versa (Holmquist, 1992). A técnica do bandeamento-R
permitiu grandes avan¢os no que diz respeito ao final dos cromossomas que no bandeamento-G
apareciam menos nitidos. Com esta técnica, algumas regides terminais aparecem escuras e por iSso
torna-se mais facil serem analisadas (Dolan, 2011). Nesta técnica, utiliza-se tampéo fosfato quente
para incubacéo, seguida da coloracdo Giemsa.

Temos também a técnica de bandeamento-C que permite visualizar a heterocromatina
centromérica, tendo sido descrita pela primeira vez por Pardue e Gall (1970) (Pardue e Gall, 1970).
Esta técnica permite detectar rearranjos estruturais que estdo envolvidos nas regides pericéntricas
dos cromossomas 1, 9 e 16 e na zona distal do brago longo do cromossoma Y (Arrighi e Hsu, 1971,
Speicher, 2010). O método mais utilizado para produzir estas bandas consiste no tratamento dos
cromossomas com &cido hidrocloridrico, seguido de uma incubagdo com hidréxido de bario e uma
lavagem com solug@es salinas, sendo no fim as preparagfes coradas com Giemsa (Spurbeck et al.,
2004). Esta técnica é muito Util para deteccdo de multiplos centrémeros e para distinguir entre células
dadoras e receptoras nos transplantes de medula.

Existe ainda outra técnica de bandeamento destinada especificamente as NORs, denominada
bandeamento Ag-NOR. O termo Ag refere-se ao simbolo quimico da prata, indicando assim que esta
técnica é realizada por impregnacgdo de prata (Speicher, 2010). Esta técnica permite corar o DNA

ribossomal que esta activo dos bracos curtos dos acrocéntricos.

[.2. Bandas Giemsa

Como afirmado acima, a técnica de coloragdo diferencial mais utilizada para identificar os
cromossomas individuais é a coloracdo Giemsa (Nussbaum et al., 2007). A utilizacdo da enzima
proteolitica tripsina permite digerir as proteinas dos cromossomas e é seguida da coloracdo Giemsa
para se conseguir obter um padréo alternado de bandas escuras e claras (Nussbhaum et al., 2007;
Speicher, 2010). Estas bandas permitem estudar ndo s6 a estrutura do cromossoma como também a

sua morfologia. As bandas escuras, também designadas de bandas-G (Giemsa) apresentam



caracteristicas e padrdes muito distintos das bandas claras denominadas de bandas-R (Reverse)
(Carvalho et al., 2001; Niimura e Gojobori, 2002).

A nomenclatura destas bandas foi definida na Conferéncia de Paris em 1971 atribuindo-se um
namero aos autossomas de 1 a 22 sendo os cromossomas sexuais designados de X e Y. Cada brago
do cromossoma, curto (p) e longo (q), foi dividido em regides numeradas e dentro de cada uma delas
as diferentes bandas foram designadas por um nimero.

A distribuicdo das bandas nos varios cromossomas pode também ser obtida através de
colorac@o de cromossomas in silico, utilizando para isso programas de computador e sequéncias de
DNA do projecto do genoma humano (Niimura e Gojobori, 2002). Esta distribuicdo de bandas é feita
de acordo com a percentagem de Guanina (G) e Citosina (C), podendo assim observar-se claramente
quais as regides mais ricas ou pobres em G/C. Nesta tese foram usadas as bandas obtidas in silico
por Niimura e Gojobori (2002), as quais se encontram representadas na figura I.1. O trabalho destes
autores é também citado e desenvolvido no classico livro de referéncia “Vogel and Motulsky’s Human
Genetics” (Speicher, 2010).
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Figura I.1 — (pagina anterior) Representacdo esquematica das bandas Giemsa e in silico. A cinzento
encontram-se as bandas Giemsa, enquanto que a azul se encontram as bandas in silico para todos
os cromossomas. Os bracos p e g estao representados a esquerda e a direita, respectivamente. Para
os cromossomas 1, 3, 9, 16, 19 e Y a regido da heterocromatina encontra-se representada com linhas
na horizontal. A regido do centrémero encontra-se representada pelas linhas diagonais em cruz.
Retirado de Niimura e Gojobori, 2002.

Esta coloracdo in silico permitiu grandes avancos, resolvendo o problema de que varias
experiéncias revelavam que as correspondéncias entre bandas Giemsa escuras e regides pobres em
GI/C por um lado, e bandas Giemsa claras e regides ricas em G/C por outro, eram bastante ténues.
Assim, esta técnica mostra claramente que as bandas Giemsa escuras sdo regides pobres em G/C
comparativamente com as regides flanqueadoras (Speicher, 2010).

Apesar do extraordinario avanco dos métodos citogenéticos nos dltimos anos, 0
bandeamento-G permanece um tépico actual (Dolan, 2011; Francke, 2013), quer pela necessidade
do seu uso para complementar técnicas recentemente desenvolvidas como por exemplo a FISH, a
CGH e a sequenciacdo completa do genoma, quer porque o material genético contido nas bandas
Giemsa claras é significativamente diferente do material contido nas bandas Giemsa escuras,

reflectindo diferentes estruturas e fun¢bes, como detalhado abaixo.

[.2.1 Bandas Giemsa Escuras ou R claras

As bandas Giemsa escuras apresentam um conteldo muito pobre em G/C (Federico et al.,
2000), sendo ricas em sequéncias de A/T. Estas bandas apresentam ainda uma baixa densidade de
genes (Watanable e Maekawa, 2013) contendo preferencialmente genes especificos de tecidos e
replicando mais tardiamente quando comparadas com as bandas Giemsa claras (Carvalho et al.,
2001). Sdo ainda transcricionalmente menos activas. As repeticbes mais presentes neste tipo de
bandas sé@o as LINEs (long interspersed repetitive sequences) (Bickmore e van Steensel, 2013). O
DNA das bandas Giemsa escuras encontra-se localizado na periferia do nacleo (Cremer e Cremer,
2001).

Recentemente foi mostrada evidéncia de que o bandeamento-G esta relacionado com a
posicdo do DNA que foi replicado na fase S tardia do ciclo celular (Hoshi e Ushiki, 2011). Dominios de
replicac@o tardia sdo geralmente pobres em genes, ricos em A/T e muitas vezes localizados na
periferia do nudcleo (Hiratani et al., 2009). Estes dominios de replicacdo podem assemelhar-se aos
dominios constitutivos associados a lamina nuclear que séo universalmente caracterizados por longos
fragmentos de DNA com alto teor A/T podendo contribuir para a arquitectura basal do cromossoma
(Meuleman et al., 2013).



Tabela I.1 — Resumo das caracteristicas que distinguem as bandas-G que replicam tardiamente das

bandas-R que replicam precocemente. Adaptado de Holmquist e Ashley, 2006.

Coram de escuro depois da tripsina — Giemsa
Replicam tardiamente

Pobres em genes

Sem genes housekeeping

Ricas em A/T

Pobres em SINEs, Pobres em Alu

Ricas em LINEs, Ricas em L1

Ilhas CpG séo raras

Recombinag&o meidtica infrequente

[.2.2 Bandas Giemsa Claras ou R escuras

Ao contrério das bandas Giemsa escuras, as bandas Giemsa claras caracterizam-se por
possuirem uma elevada densidade de genes nomeadamente genes housekeeping (Cremer e
Cremer, 2001), apresentando sequéncias ricas em G/C e contendo um grande numero de ilhas CpG.
Possuem ainda um grande contetdo em repeticdes Alu e SINEs (short interspersed repetitive DNA
sequences) (Speicher, 2010), sendo transcricionalmente mais activas. A proximidade espacial dos
genes influi directamente a co-regulagéo da transcri¢do (Stefano et al., 2013). Este elevado contelido
de repeticdes Alu nas bandas ricas em G/C pode ser explicada pelo facto de as repeticGes Alu
possuirem como alvo para insercao as regides ricas em G/C e ainda pelo facto das repeti¢cdes Alu
serem seleccionadas positivamente nas regifes ricas em G/C (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001). O facto de este tipo de bandas possuir um contetdo elevado de G/C
e como tal uma cromatina mais aberta faz com que estas tenham um papel importante no inicio da
integracao de provirus (Costantini et al., 2012).

Em termos de replicacdo, estas bandas replicam mais precocemente do que as bandas
Giemsa escuras (Cross e Bird, 1995), embora condensem mais tarde, o que pode estar relacionado
com o facto de as bandas R possuirem o DNA da cromatina menos condensado (Yokota et al., 1997).

O DNA das bandas Giemsa claras encontra-se no interior do nucleo (Kupper et al., 2007).

|.3 Sitios Frageis

Os sitios frageis cromossomicos foram descritos pela primeira vez em 1965 por Anatole
Dekaban (Dekaban, 1965) embora a designacao de FS s6 tenha sido atribuida cinco anos depois por

Magenis (Magenis et al., 1970). S&o loci hereditarios dos cromossomas humanos que sé&o
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susceptiveis a ocorréncia de lacunas, quebras ou rearranjos quando sujeitos a condi¢cdes de stress

(Biittel et al., 2004; Mrasek et al.,, 2010) ou quando tratados com agentes quimicos especificos
(Durkin e Glover, 2007).
Os FSs apresentam uma nomenclatura que é especifica para cada cromossoma e que se

inicia sempre com a abreviatura FRA seguida do nimero do respectivo cromossoma e uma letra

maiudscula, iniciando-se de A para Z, de acordo com o surgimento da descricdo do FS de pter para

gter (Mrasek et al., 2010). A nomenclatura e respectiva posi¢do dos FSs utilizadas nesta dissertagao

baseiam-se em Mrasek et al. (2010) (Mrasek et al., 2010) e Lukusa e Fryns (2008) (Lukusa e Fryns,

2008) e apresentam-se esquematizadas na figura I.2.
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Figura |.2 — Esquema de todos os FSs conhecidos com a respectiva posicdo em cada cromossoma.
Adaptado de Mrasek et al., 2010 com a adi¢édo de FSs referidos por Lukusa e Fryns, 2008.

Estudos indicam que os FSs podem ter participado em processos evolutivos, uma vez que
podem ser conservados entre espécies (Ruiz-Herrera et al., 2002).

Os FSs estdo muitas vezes envolvidos em processos que ocorrem no genoma humano,
nomeadamente a troca de cromatides irmas (SCE) (Glover e Stein, 1987; Hirsch, 1991; Durkin e
Glover, 2007), dele¢cbes e translocacbes (Glover e Stein, 1988), amplificacbes de genes intra-
cromossomais (Coquelle et al., 1997) e ainda na integracéo de plasmideos. Foi também demostrado
que os FSs constituem locais preferenciais para a integracdo de alguns virus como o virus do
papiloma humano (HPV) 16 e 18 (Matovina et al., 2009), o virus da hepatite B (Feitelson e Lee, 2007)
e o virus Epstein-Barr (EBV) (Luo et al., 2004).

Os FSs encontram-se distribuidos pela populacdo em diferentes frequéncias, podendo assim
ser divididos em sitios frageis comuns (CFS) e sitios frageis raros (RFS) (Durkin e Glover, 2007;
Lukusa e Fryns, 2008).

No entanto, existem caracteristicas que sdo comuns aos dois tipos de FSs, nomeadamente o
facto de ambos possuirem indutores que de uma maneira ou de outra interferem na replicagdo do
DNA, contribuindo para a fragilidade na regido. Tanto os CFSs como os RFSs tém a capacidade para
formar estruturas secundarias como harpin, stem-loop e estruturas cruciformes, representadas na
figura 1.3 que podem interferir com a elongacdo na replicacdo (Schwartz et al., 2006). Outra
caracteristica comum é o facto de ambos possuirem uma tendéncia para a organizagao da cromatina
inadequada, uma vez que tanto as repeticbes CGG como as repeticdes A/T desfavorecem a
montagem dos nucleossomas. Os dois tipos de FS possuem DNA muito flexivel. Todas as
caracteristicas comuns aos CFSs e RFSs interferem na elongacdo aquando da replicagdo e na
estrutura da cromatina. A organizacao especifica da cromatina dos FSs pode promover a formacgéo
das estruturas secundarias, retardar a forquilha de replicacdo ou até mesmo causar a falha na

condensacédo da cromatina (Wang, 2006).
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Hairpin ~ Stem-loop  Cruciforme

Figura 1.3 - Representacdo das estruturas secundarias formadas pelos CFSs e RFSs. Adaptado de
(Freudenreich, 2007).

1.3.1 Sitios Frageis Comuns

Os CFSs fazem parte da constituicdo normal dos cromossomas, estando presentes em todos
os individuos da populagéo (Bittel et al., 2004; Durkin e Glover, 2007; Freudenreich, 2007; Mrasek et
al.,, 2010), podendo ser subdivididos em grupos consoante o agente indutor, nomeadamente a
afidicolina (apc), a bromodeoxiuridina (BrdU) e a 5-azacitidina (5-azaC).

A maioria dos CFSs (77) séo induzidos por apc, um inibidor da polimerase a e d. Este agente
indutor deve ser utilizado em pequenas concentracdes para evitar que ocorra paragem do ciclo
celular, existindo apenas inibicéo parcial da replicagdo (Lukusa e Fryns, 2008). Depois do tratamento
com apc, os CFSs dao origem a uma elevada frequéncia de delecdes e translocagbes (Glover e
Stein, 1988).

Dos 88 CFSs, 7 séo induzidos por BrdU, sendo que o tempo 6ptimo para a exposicao ao
agente é entre 6 e 12 horas (Sutherland et al., 1985). Este composto € um analogo da base timidina
que, durante a sintese do DNA consegue substituir esta base e ser incorporado no DNA sintetizado
de novo durante a fase S do ciclo celular (Crane et al., 2011). E também bastante toxico para as
células.

Os 4 CFSs restantes sao induzidos por 5-azaC que é um inibidor da metil-transferase do DNA
(Biittel et al., 2004). E também um anéalogo da citosina que consegue ser incorporado na sequéncia
de DNA durante a replicacdo em substituicdo da citosina.

Além de todos estes agentes quimicos indutores existem alguns factores ambientais que
podem contribuir para a instabilidade nos CFSs, tais como o fumo do tabaco (Ban et al., 1965) e a
exposi¢do a radiagao (Pyatenko et al., 2013).

FRA3B e FRA16D séo os dois CFSs mais expressos e aqueles que se encontram melhor
caracterizados molecularmente (Durkin e Glover, 2007). Estes dois CFSs sdo muito importantes uma
vez que ambos se encontram em genes supressores de tumores, o FRA3B no gene FHIT (fragile
histidine triad) e o FRA16D no gene WWOX (WW domain-containing oxidoreductase) (Durkin e

Glover, 2007). O primeiro gene encontra-se no braco curto do cromossoma 3 na banda p14.2 (Shi et
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al., 2000), sendo alvo de rearranjos cromossémicos. Este gene encontra-se muitas vezes inactivado
em alguns tumores humanos e esta envolvido em deleces que ocorrem na sua regido (Pekarsky et
al.,, 2002). O WWOX localiza-se na posi¢do 16¢g23.3-24.1 e € muito expresso em células epiteliais
secretoras de 6rgdos enddécrinos e reprodutores (Yang e Zhang, 2008). A inactivacdo deste gene
pode contribuir para o desenvolvimento de cancro (Abdeen et al., 2011).

Os CFSs sao regibes de grande instabilidade, o que pode estar associado a sequéncias
especificas ou a dindmica de replicacdo existente nessas regibes (Buttel et al., 2004). Podem existir
varios factores que contribuem para essa instabilidade, nomeadamente o facto dos CFSs serem
regides de replicacao tardia (Bittel et al., 2004), serem regides ricas em A/T e possuirem sequéncias
de alta flexibilidade (Zlotorynski et al., 2003) e ainda o facto de estarem envolvidos nas SCE (Ma et
al., 2012). Também contribui para a instabilidade dos CFSs o facto de estes estarem localizados em
regides na interface das bandas-G e R uma vez que estas regides sdo instaveis e correspondem as
regides de transicdo no tempo de replicacdo, como se pode observar na figura 1.4 (Watanable et al.,
2004). Os CFSs sdo ainda considerados como sitios preferenciais para a variacdo estrutural em
células estaminais (Hussein et al., 2011). Estando também associados a amplificacdo de genes
durante o desenvolvimento de cancros (Ma et al., 2012); pode assim dizer-se que os CFSs possuem
uma relevancia médica (Fungtammasan et al.,, 2012). Recentemente foram ainda publicadas
evidéncias para a predominancia de rearranjos cromossomicos constitucionais nos FSs (Sequeira et
al., 2013).

Origem de Replicagao

—> — —r —

-+ ! |
"
‘0
Replicagdo precoce ‘s Replicacdo tardia
Ricas em G/C Regido de transi¢do entre precoce/tardia Ricas em A/T
Cromatina aberta ".’ Cromatina compacta
“ “——  — o
i i
Banda R Limite da banda Banda G

[ I
A

Regido instavel do genoma humano

Figura .4 - Representacdo da regido na interfase das bandas-G e R. Adaptado de (Watanable et al.,
2004).

Estas regides localizadas na interfase das bandas-G e R sao regifes do genoma genética e
epigeneticamente instaveis, sendo que existe nestas zonas uma correspondéncia entre as transi¢cdes
no tempo de replicacdo e a compactacdo da cromatina (Watanable e Maekawa, 2013). Estas regides

possuem ainda uma tendéncia para formar estruturas non-B-DNA, 0 que aumenta 0 risco para a
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travagem da forquilha de replicagdo. Assim a falha no completar da replicagdo leva a instabilidade
genética, o que pode também resultar em doengas humanas.

As células humanas estdo sob constantes ameacas, como por exemplo a exposicao a luz
ultravioleta, a agentes quimicos e a produtos do metabolismo celular normal. Para conseguirem
sobreviver, as células humanas desenvolveram varios mecanismos e proteinas que controlam a
progresséo do ciclo celular para que a integridade gendmica seja mantida. As células desenvolveram
mecanismos de checkpoint que podem atrasar a divisdo celular caso ocorra algum dano no DNA,
para que este seja reparado (Harrison e Haber, 2006). Existem duas cinases, ataxia-telangiectasia
and Rad3-related (ATR) e ataxia-telangiectasia mutated (ATM) que sédo checkpoints para danos no
DNA e que funcionam em vias sobrepostas (Ma et al., 2012). ATR tem um papel essencial quando as
células sdo expostas a tratamentos com luz ultravioleta e quando a progressédo da forquilha de
replicacéo é bloqueada por agentes, como por exemplo a apc que induz os CFSs (Abraham, 2001). O
défice desta cinase leva ao aumento da instabilidade nos FSs apds stress replicativo, como o
induzido pela apc, o que leva a fragmentacdo dos cromossomas (Casper et al., 2002). No entanto,
foram observados CFSs em células com auséncia de ATR sem a inducdo de apc (Ma et al., 2012).
ATM esté associada com a quebra da dupla cadeia do DNA (DSB) possuindo também um papel na
estabilidade dos FSs na auséncia da ATR (Ozeri-Galai et al., 2008; Ma et al.,, 2012), embora a
auséncia de ATM sozinha ndo provoque um aumento de expressdo dos CFSs (Ma et al., 2012).
Estudos demostraram que em células com auséncia de ATR e ATM ocorre um aumento do namero
de constricbes e lacunas comparativamente a células com auséncia apenas de ATR (Ozeri-Galai et
al., 2008). Assim, apesar da ATR possuir um efeito mais significativo na estabilidade dos FSs, pode
afirmar-se que existe um efeito sinérgico de ATR e ATM na regulagéo da fragilidade dos FSs.

Existem outras proteinas que sdo também checkpoints do ciclo celular e que tém um papel na
manutencéo da estabilidade dos FSs como por exemplo a BRCA1, a SMC1 e a FANCD2 (Arlt et al.,
2006).

A formacéo de DSBs pode estar relacionada com a inducdo dos CFSs por apc, pois pode
levar ao colapso da forquilha de replicagdo. Por outro lado as DSBs estdo envolvidas na inducdo de
lacunas nos FSs sob stress replicativo (Schwartz et al., 2005). Este tipo de dano pode ser
considerado o mais perigoso para a integridade do genoma, uma vez que a falha na sua reparacao
pode levar & morte celular ou a rearranjos cromossémicos (Khanna e Jackson, 2001). Para reparar as
DSBs existem duas vias principais: a NHEJ e a HR, as quais também estdo envolvidas na
manutencdo da estabilidade dos FSs (Schwartz et al., 2005; Ozeri-Galai et al., 2008). A NHEJ é um
mecanismo de recombinacdo ndo homologa que pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular,
tendo especial importancia na fase G1 e € dos mecanismos primarios a ser utilizado para resolver
DSBs, nao requerendo nenhuma arquitectura genomica especifica (Vissers e Stankiewicz, 2012),
enquanto que a HR requer a presenca de cromatides ou cromossomas homaélogos.

Dos mecanismos de reparacdo mediados por homologias nas jun¢g@es que se relacionam com 0s
rearranjos que ocorrem nos CFSs, o mecanismo mediado pelas microhomologias é o mais
frequentemente encontrado, como mostra a figura 1.5. Os processos de rearranjos mais associados

as microhomologias sao a NHEJ, a microhomology-mediated end joining (MMEJ), as
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microhomologies-mediated break-induced replication (MMBIR) e as fork stalling and template
switching (FoSTeS) (Mitsui et al., 2010). Por outro lado, os mecanismos de recombinacdo homdloga
nao alélica (NAHR) associados as juncdes com homologia, representado a verde na figura 1.5 sdo os

menos frequentes.

Jungao com
extensa
homologia
Juncao
sem
homologia

Jungao com
microhomologia

Figura .5 — Representa¢éo esquematica da predominancia do mecanismo de reparagdo mediado por
microhomologias envolvido nos processos de rearranjos que ocorrem nos CFSs. Adaptado de Mitsui
et al., 2010.

Continuam a surgir novos estudos em volta dos CFSs, estando os respectivos genes a surgir
como potenciais biomarcadores com valor na previsdo de resposta a quimioterapia a qual causa
danos no DNA em tecidos saudaveis e tumores (Ma et al., 2012).

1.3.2 Sitios Frageis Raros

Os RFSs estdo presentes numa pequena porcdo da populacdo, sendo a sua percentagem
inferior a 5% (Schwartz et al., 2006; Mitsui e Tsuji, 2011), podendo por isso ser utilizados em estudos
genéticos familiares (Sutherland, 1988). Tal como os CFSs, também os RFSs sdo classificados
consoante o0 modo como séo induzidos. Assim, podemos distingui-los em dois grandes grupos, 0s
sensiveis ao folato e os ndo sensiveis ao folato (Lukusa e Fryns, 2008).

Os RFSs sensiveis ao folato constituem a maioria dos RFSs e a sua inducdo pode ser
realizada de diferentes maneiras, adicionando ou retirando componentes ao meio de cultura. Podem
ser induzidos em meios de cultura que apresentem um défice em &cido folico e T ou em meios
enriquecidos em fluorodeoxiuridina ou ainda em meios enriquecidos em metotrexato (Lukusa e Fryns,
2008), sendo que todos resultam na sintese perturbada de DNA. Estes RFSs sdo ainda
caracterizados por possuirem expansdes da repeticdo microssatélite CGG (Schwartz et al., 2006) que
tém a capacidade para formar estruturas secundarias estaveis, o que depende do comprimento e da
pureza da sequéncia (Schwartz et al., 2006). A formacdo destas estruturas secundarias pode

perturbar a elongacao na replicacdo do DNA e consequentemente estar envolvida na estabilidade da
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regido. As repeticdes CGG apresentam ainda uma baixa eficiéncia na montagem dos nucleossomas,
0 que pode levar a observacgdo de constricbes nestes FSs.

Estas expansdes dos microssatélites podem levar a atrasos mentais associados aos RFSs
FRAXA e FRAXE. O FRAXA encontra-se localizado em Xq27.3 e esta associado ao sindrome do X
fragil, que é um dos atrasos mentais hereditarios mais graves, enquanto que o FRAXE esté localizado
em Xg28 estando associado a um atraso mental ndo especifico ligado ao X (Knight et al., 1993). Além
das expansdes de microssatélites, ha evidéncias in vivo da ocorréncia de quebras cromossomicas
nos FSs, o que foi documentado pela observacao de delecées em alguns doentes com sindrome de
X fragil e com sindrome de Jacobsen (Gedeon et al., 1992; Wohrle et al., 1992; Jones et al., 1995).
Estes dados corroboram as observacdes in vitro de que a seguir a inducao da expressao do FS, uma
proporcdo de células tém duplicacdes e dele¢bes do material genético distal ao FS (Sutherland e
Baker, 2000).

Os RFSs nao sensiveis ao folato podem ainda ser subdivididos em dois grupos, os induzidos
por distamicina A e compostos relacionados, berenil, netropsina e Hoechst33258 e os induzidos por
BrdU (Lukusa e Fryns, 2008). A distamicina A e compostos relacionados impedem a replicacdo do
DNA ligando-se a este com uma elevada afinidade para o pequeno sulco de sequéncias ricas em A/T
(Abu-Daya et al., 1995).

Tanto os RFSs sensiveis ao folato como os ndo sensiveis ao folato apresentam expansdes
de repeticdes, o que mostra que existem polimorfismos no nimero de cdpias na populagdo (Schwartz
et al., 2006).

1.3.3 Sitios Frageis de Replicacdo Precoce

Os sitios frageis de replicacdo precoce (ERFSs), foram descobertos recentemente, tendo sido
classificados como uma nova classe de FSs, estando presentes nas células dos mamiferos e
contribuindo para rearranjos recorrentes durante a formacgéo de linfomas (Barlow et al., 2013). Apesar
deste novo tipo de FS apresentar algumas caracteristicas distintas dos CFSs, estando algumas delas
esquematizadas na figura 1.6, destacando-se as diferencas no contelido e o diferente estado da
cromatina (Mortusewicz et al., 2013), apresentam também algumas semelhancas. Tanto a fragilidade
dos CFSs como a dos ERFSs é aumentada por inibicao da ATR, por stress oncogénico e também por
deficiéncia em HR (Barlow et al., 2013).

Os ERFSs possuem algumas caracteristicas semelhantes as caracteristicas das bandas Giemsa
claras, como o facto de possuirem um contetdo rico em G/C, serem regides de replicacdo precoce ou
ainda o facto de possuirem uma configuragdo de cromatina aberta. Sabe-se igualmente que os
ERFSs estdo enriquecidos em regifes que séo transcripcionalmente activas, podendo ser a fonte de

muitos rearranjos encontrados em cancro (Barlow et al., 2013).
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Figura 1.6 — Representacdo esquemética dos ERFSs comparativamente aos CFSs, onde esta
presente um sumario das principais diferengas entre os dois tipos de FSs. a) Corresponde aos CFSs.
b) Corresponde aos ERFSs. Adaptado de Mortusewicz et al., 2013.

Barlow et al. (2013) (Barlow et al., 2013) realizaram estudos em ratinhos, tendo ja conseguido
obter as localizagBes de alguns loci humanos associados com os ERFSs em células B de linfomas,

sendo que os loci sdo enriquecidos de elementos repetitivos como transposdes.

I.4 Virus da Imunodeficiéncia Humana

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) pertence a familia dos retrovirus e ao género
lentivirus, os quais séo caracterizados por um longo periodo de incubacéo. O HIV desenvolveu-se a
partir do virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV), encontrado em primatas da Africa, tendo este
cruzado a barreira das espécies e passado dos macacos para os humanos (Worobey et al., 2008).

O primeiro virus foi isolado em 1983 por Barré-Sinoussi et al. a partir do sangue de um doente
(Barré-Sinoussi et al., 1983). Cerca de trés anos depois, foi isolado o segundo virus causador do
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) por uma equipa que integrou a investigadora
portuguesa Odete Santos Ferreira (Clavel et al., 1986a). Assim, dentro do HIV podem distinguir-se
dois tipos diferentes de virus, o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e o virus da
imunodeficiéncia humana tipo 2 (HIV-2).

Os retrovirus sé@o virus cujo genoma consiste em duas cépias de cadeia simples de RNA e
que possuem um envelope (Smith e Daniel, 2006), sendo que para se replicarem necessitam que
ocorra uma integracao estavel do seu material genético no genoma do hospedeiro (Turlure et al.,

2004). Este virus consegue infectar células que ndo estdo em divisdo (Craigie e Bushman, 2012),
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sendo que tem de assegurar que a célula sobrevive o tempo necessario para maximizar a produgéo

de outros virus (Lilley et al., 2007).

1.4.1 Ciclo de Vida do Virus

Para que ocorra integracdo o virus necessita ligar-se a receptores que existem na membrana
da célula hospedeira, nomeadamente os CD4 dos linfécitos T (Vilanova e Ferreira, 2007). Sdo ainda
células alvo os macréfagos, os mondcitos, as células dendriticas, entre outras. Assim, ocorre a fuséo
entre a membrana do virus e a membrana celular, permitindo que ocorra libertagcdo do nucleo do virus
no citoplasma da célula hospedeira (Ciuffi e Bushman, 2006), como se encontra representado na
figura 1.7. O retrovirus utiliza a maquinaria de transcricdo do hospedeiro para completar o seu ciclo de
vida.

Uma vez no citoplasma da célula hospedeira, forma-se um complexo de pré-integracao (PIC)
dentro do qual o genoma RNA do virus é convertido em DNA (DNA provirus) pela enzima
transcriptase reversa (Herschhorn e Hizi, 2010), para que possa depois ser transportado para o

interior do nlcleo através de um poro nuclear, como demostrado na figura I.7.

Virus “imaturo™

? »
» BUDDING &
MONTAGEM T -
/ @ 4 .

MATURAGAO
= . .h
N ;o“ 0,"
., Proteinas y - E :
o 09 reguladoras Yoo ) i
0 0Q0 virais L
e®g"0 \ Co Virus
e Proteinas estruturais ,./0 ~ : e
B & e enzimdticasdo TRADUGAO = Tfeccwsg
s, B virus T
; — 5 ~ mRNA
. \ AVAV YV viral
« . PERDA DO ENVELOPE Gonoma
ENTR\ADA qﬁ R RNA
/ | RNA 7 .
PR ‘f\\’ /" TRANSCRICAO E
o 9 % = TRANSCRICAOREVERSA |/ EXPORTACAO\DO mRNAY
A y ¢ g -
<« *22% cp4de
Co-receptores ”MW,ENTRADA INTEGRAGAO "Cromossoma Hospedeiro

DNAdo PARAO '\ ]
\. Provius  NUCLEO — /

Figura .7 — Esquema ilustrativo do ciclo de replicacéo do virus. Adaptado de (Ganser-Pornillos et al.,
2008).

ApOs a entrada no nucleo da célula hospedeira, ocorre a integracdo do genoma do virus, que

decorre em trés passos, 0S quais aparecem representados na figura 1.8. Primeiramente ocorre o
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processing, no qual a enzima integrase (IN) remove dois nucleétidos do extremo 3’do DNA viral
(Craigie e Bushman, 2012). Segue-se o joining onde a IN catalisa uma reaccdo na qual o extremo
3’do DNA viral é unido ao DNA da célula hospedeira (Daniel e Smith, 2008). O Ultimo passo da
integracdo é designado por postintegration repair onde é feito um corte na extremidade 5°do DNA
viral, havendo ligacdo das sequéncias da célula hospedeira a esse extremo 5 e depois uma
reconstituicdo da estrutura da cromatina no sitio de integracdo, sendo necessdria a actuacao das
proteinas de reparacdo do DNA da célula hospedeira (Skalka e Katz, 2005).

DNA RETROVIRAL DNA RETROVIRAL
- Processing Joining
INTEGRASE j INTEGRASE
% (IN)n (IN)n
Postintegration repair
(IN)n ENZIMAS CELULARES 1

) DNA RETROVIRAL INTEGRADO
DNA CROMOSSOMICO

Figura 1.8 — Esquema da integragdo do retrovirus no DNA cromossomal. Adaptado de (Daniel e
Smith, 2008).

ApOs a integragdo, ocorre a transcricdo no nucleo da célula hospedeira seguida da traducao
no citoplasma, ficando disponiveis todos os componentes necessarios para a montagem de um novo
virus. Ocorre 0 empacotamento de todos os componentes do virus e este sai da célula hospedeira
por Budding arrastando consigo um pedaco da membrana da célula que ira ser incorporado no seu
envelope (Turlure et al., 2004). O virus vai depois infectar novas células, iniciando um novo ciclo viral.

Quando integra 0 seu genoma, O retrovirus insere promotores virais perto dos genes do
hospedeiro, o que pode afectar a expressdo e consequentemente a funcdo desses mesmos genes na
célula hospedeira (Ciuffi e Bushman, 2006). Quando ocorre a integracao do virus, a célula assume-a
como um evento de DSBs, activando assim os mecanismos de reparacdo do DNA para reparar a
quebra provocada pelo virus (Smith e Daniel, 2006). Se as células infectadas ndo possuirem os
componentes dos mecanismos de reparacdo de DSBs, o passo de postintegration repair falha,
podendo levar & morte da célula. Durante a integracdo, o virus utiliza proteinas do hospedeiro que
podem funcionar como nuclease, polimerase e ligase, estar relacionadas com o rearranjo da estrutura
da cromatina e com a inducao dos checkpoints do ciclo celular (Smith e Daniel, 2006).

Foi realizado um estudo com siRNAs que mostrou que a via de reparacdo de DNA por
excisdo de pares de bases (BER) é a mais envolvida na replicacdo do HIV, sendo que a via de NHEJ,
foi das que apresentou a frequéncia mais baixa, como se pode observar na figura 1.9. Curiosamente,
a via de NHEJ é frequentemente relacionada com a replicagdo do HIV (Li et al., 2001; Daniel et al.,
2004).
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Figura 1.9 — Representacdo das vias de reparacdo do DNA conseguidas através do estudo de
siRNAs. HR refere-se a recombinacdo homéloga, BER a reparacdo por excisdo de pares de bases,
NER a reparacéo por excisdo de nucleétidos, DSBR a reparacéo da quebra de dupla cadeia, MMR a
reparacdo por mismatch, SSBR a reparacdo da quebra em cadeia simples e NHEJ a recombinacéo

nonhomologous end-joining. Adaptado de (Espeseth et al., 2011).

[.4.2 HIV-1 e HIV-2

O genoma do HIV-1 consiste de duas copias de RNA, cada uma com cerca de 9.2 Kilobases
(Kb) de tamanho (Layne et al., 1992). Este genoma codifica 16 proteinas, sendo que 0s componentes
essenciais do virus incluem glicoproteinas do envelope e da capside e as enzimas transcriptase
reversa, IN e protease (Engelman e Cherepanov, 2012).

A transcriptase reversa é a enzima que converte o0 genoma RNA do virus em DNA e a IN
permite a integragdo do virus no genoma humano, tal como descrito na sec¢do 1.4.1. A protease do
HIV faz parte da familia das proteases asparticas (Fun et al., 2012) e intervém na fase final do ciclo
de vida do virus, permitindo que as particulas virais imaturas passem a ser virus infectantes por vias
proteoliticas (Petit et al., 1994).

O HIV-1 codifica ainda uma proteina acessoria R do virus (Vpr) de 14 KDa que possui um
papel importante na infeccdo sendo, por exemplo, algumas das suas fungBes conhecidas, a
modulagdo da transcricdo do genoma do virus (Sawaya et al., 2000), a facilitacdo da transcricéo
reversa, a inducdo de defeitos na mitose e a disrupc¢do do ciclo celular (Chang et al., 2004). A Vpr
pode levar a formacgdo de quebras do genoma do hospedeiro e consequentemente a integracdo do
virus. A Vpr do HIV-1 possui ainda a capacidade para promover a apoptose durante a infecgdo do
HIV-1, enquanto que a Vpr do HIV-2 ndo induz apoptose em linhas celulares (Romani e Engelbrecht,
2009). Por causar DSBs, esta proteina viral faz aumentar a frequéncia de HR (Nakai-Murakami et al.,
2007). Agentes quimicos, como a apc podem também gerar DSBs, o que faz aumentar a taxa de

integracéo do virus no genoma hospedeiro (Groschel e Bushman, 2005).
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O HIV-1 possui um lens epithelium-derived growth factor (LEDGF)/p75 que possui a
habilidade de se ligar fortemente a IN (Turlure et al., 2004) e de a proteger contra a protedlise que
poderé ocorrer in vivo.

O genoma do HIV-2 possui 9.5 Kb de tamanho (Clavel et al., 1986b), existindo diferencas
substanciais nas sequéncias gendmicas dos dois virus, sendo que as proteinas codificadas séo
também diferentes (Clavel et al., 1986a). O HIV-2 possui ndo s6 a Vpr como também outra proteina
viral designada de proteina viral X (Vpx). A Vpx tem como principais fun¢des reduzir as sobreposi¢es
funcionais no virus e afastar alvos ndo funcionais que possam ser prejudiciais para o virus (Casey et
al., 2010). A Vpr do HIV-2, tal com a do HIV-1 também esta envolvida na paragem do ciclo celular na
fase G2, embora néo esteja relacionada com a passagem do PIC para o interior do nucleo (Fletcher
et al., 1996).

O HIV-2 apresenta uma viruléncia e uma capacidade de infec¢do menor do que o HIV-1.

1.4.3 Vectores derivados do HIV

Os vectores derivados do HIV sdo um dos veiculos mais utilizados em terapia génica para o
transporte de genes, uma vez que conseguem estabilizar e inserir com precisdo novas sequéncias de
DNA em vérios tipos celulares (Ciuffi e Bushman, 2006) e conseguem ter um efeito terapéutico de
longa duracdo (Edelstein et al., 2007). E importante conhecer bem os alvos e preferéncias de
integracdo dos retrovirus, uma vez que tém sido associados efeitos adversos a integracdo de
vectores de retrovirus proximos de proto-oncogenes (Hacein-Bey-Abina et al., 2010).

Hé possibilidade de interaccdo entre os vectores usados na terapia génica e o lentivirus wild-
type obtido por infec¢do natural (Dirac et al., 2002).

O método mais comum para se obter um vector a partir de retrovirus potencialmente
patogénicos é delectando os genes virais e fazendo uma substituicdo destes por unidade de
expressdo. Assim aos vectores ira faltar a maioria das proteinas codificantes, mas tendo sempre o
sinal de empacotamento e as sequéncias terminais repetidas (LTRs) que sdo necessarias para a
integracdo do DNA (Nagel et al., 2012).

.5 Interaccao do HIV com o Genoma Humano

A integracdo do virus no genoma humano causa alteragdes ao nivel molecular e epigenético,
0 que afecta a expressédo de genes, podendo levar a activacdo de oncogenes (Ciuffi e Bushman,
2006). O HIV, apos a sua entrada na célula, interfere ainda com a sintese e funcdo de proteinas
celulares normais, podendo mesmo levar a lise das células infectadas (Vilanova e Ferreira, 2007). No
momento da entrada, o hospedeiro desencadeia uma resposta imune contra o virus para bloguear a

infeccao e até mesmo eliminar as células infectadas para impedir a propagacgéo do virus.
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Dentro do genoma humano, existem determinadas caracteristicas que levam o virus a
escolher o sitio de integracdo que mais favorece a sua replicacédo e infeccdo. Existem estudos que
relacionam os locais alvos de integracdo com os locais mais ricos em genes que podem ser
importantes para a expressao eficiente do genoma do virus (Schroder et al., 2002), sendo que dentro
dos genes a integracdo é feita preferencialmente nos intres devido ao seu tamanho. A transcricdo
esta também relacionada com a integracao do virus, sendo que o virus integra mais em locais activos
transcripcionalmente, ja que estes locais aumentam a acessibilidade a cromatina (Schroder et al.,
2002). Zonas em que a cromatina se encontra mais aberta, ou seja, menos condensada também s&o
alvos preferenciais para a integragao do virus.

A integracao estavel do virus pode levar a modulacao da estrutura da cromatina no genoma
humano levando a ocorréncia de altera¢des na organizagao da estrutura da cromatina.

Os provirus retrovirais estdo muitas vezes relacionados com os transposfes eucarioticos,
sendo estes elementos designados de retrotransposfes. Os retrotransposfes ndo possuem
actividade de transposfes, mas no entanto apresentam sequéncias que sdo reconhecidas como

substrato para a transposi¢ao pelos elementos activos (Lewin, 2004).

1.6 Objectivos

1.6.1 Objectivo Principal

O presente trabalho teve como objectivo principal estudar as caracteristicas do genoma
humano associadas a integracdo do HIV, incidindo especificamente nas bandas Giemsa e nos FSs.
As bandas Giemsa claras sdo ricas em genes e zonas transcricionalmente muito activas, o que
suscita a questdo se serdo sitios preferenciais de integracdo do HIV, visto ser um virus com
preferéncia de integracdo em zonas com estas caracteristicas. Em relacdo aos FSs, existem alguns
virus como o HPV16, o virus Adeno-associado (AAV) e o EBV que tém uma preferéncia de
integracao nestas regifes do genoma, facto que néo esta claro para o HIV.

Este trabalho teve por base andlises bioinforméticas e estatisticas para se inferir sobre as

preferéncias de integracéo do virus.

|.6.2 Objectivos Especificos

Com este estudo, pretendeu-se elucidar as preferéncias de integracéo do HIV-1 DNA e HIV-2
DNA isolados de células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs) nas regibes referidas na
secc¢ao 1.6.1.

Outro dos objectivos deste trabalho foi estudar um vasto conjunto de sitios de integracéo de
HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat e aferir sobre as suas preferéncias de integragdo também nas

regides referidas na seccéo 1.6.1.
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Il. Materiais e Métodos

Il.1 Obtengé&o dos Dados

Para a realizac@o deste trabalho recorreu-se a bases de dados, tendo sido utilizados dados
sobre sitios de integracdo de HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolados a partir de células mononucleadas do
sangue periférico (PBMCs) e de HIV-1 DNA isolados a partir de células T Jurkat. Os dados foram
originalmente obtidos conforme descrito nas secc¢ées 11.1.1, 11.1.2 e 11.1.3.

Nesta tese, referimo-nos frequentemente a HIV-1 DNA e HIV-2 DNA pretendendo abranger

0s respectivos sitios de integragao.

11.1.1 HIV-1 DNA Isolado de PBMCs

Os sitios de integracdo do HIV-1 DNA foram obtidos por Mitchell et al. (2004) (Mitchell et al.,
2004) a partir de PBMCs. Inicialmente os autores separaram PBMCs de sangue humano usando um
gradiente de ficol. Depois, PBMCs pré-estimuladas com fitohemaglutinina e Interleucina 2 (IL-2) foram
infectadas com vectores baseados em HIV-1. As células foram analisadas por citometria de fluxo para
assim se determinar a dimensao da infeccdo. O DNA das células infectadas foi depois isolado, clivado
com enzimas de restricdo que ndo cortavam dentro do genoma do vector e ligado a linkers de DNA,
para isolarem os sitios de integracdo. De seguida, estes sitios foram amplificados usando dois
primers diferentes, um que se ligava a extremidade final do DNA viral e outro que se ligava ao linker.
Os produtos de amplificacdo foram clonados por PCR mediado por ligacdo e sequenciados.
Finalmente, os sitios de integracdo foram mapeados na sequéncia do genoma humano e as
caracteristicas locais dos sitios de integragdo foram quantificadas. Todas as novas sequéncias de

sitios de integracéo foram depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

[1.1.2 HIV-2 DNA Isolado de PBMCs

Para o HIV-2 DNA foram utilizados sitios de integracdo também isolados a partir de PBMCs
obtidos por MacNeil et al. (2006) (MacNeil et al., 2006). Inicialmente, os autores infectaram PBMCs
com um isolado primario de HIV-2. A estirpe utilizada de HIV-2 foi previamente isolada de uma mulher
(Kanki et al., 1992). Foram utilizadas PBMCs de um dador normal, para a infeccdo, sendo que as
células foram separadas e estimuladas durante 72 horas com fitohemaglutinina em meio completo
com IL-2. Depois, foi removida a fitohemaglutinina e as células foram infectadas com a estirpe de
HIV-2. Passadas 24 horas apos infeccdo, e para remover sobrenadantes residuais de virus, as
células foram lavadas e resuspendidas em meio fresco com IL-2. Para sequenciarem os sitios de

integracdo do HIV-2, criaram uma biblioteca por linker-mediated nested PCR, contendo esta
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fragmentos de DNA que continham a extremidade final 5°da LTR do HIV integrado e, a montante DNA
do genoma humano correspondente a integracéo no local da juncdo. Por fim, utilizaram o programa
BLAST-like alignment tool (BLAT) para mapear os sitios de integracéo, tendo colocado os dados
obtidos no NCBI.

[1.1.3 HIV-1 DNA Isolado de células T Jurkat

Estes sitios de integracao obtidos por Wang et al. (2007) (Wang et al., 2007) foram isolados a
partir de células T Jurkat. Para isolarem as amostras, 0s autores comecgaram por incubar as células T
Jurkat com vectores baseados em HIV, usando seguidamente PCR mediado por ligacdo para
prepararem fragmentos de DNA da juncdo hospedeiro-virus. Para clivar o genoma humano foi
utilizada uma mistura de duas enzimas de restricdo, uma que usava Msel que reconhece um local de
quatro bases e outra que usava um pool de enzimas, nomeadamente Avrll, Spel e Nhel, que
reconhecem sequéncias de seis bases. O DNA celular digerido foi ligado a linkers, sendo amplificada
a juncdo entre o DNA celular e viral. Os autores utilizaram a técnica de massively parallel
pyrosequencing, da qual depois de um controlo de qualidade resultaram os sitios Unicos no genoma
humano utilizados nesta tese, tendo ao autores fornecido para o estudo a posicdo do sitio de
integracdo. Os dados estdo disponiveis numa base de dados online da UCSC Genome

Bioinformatics.

1I.1.4 Obtencao das posicdes de integracdo do HIV-1 DNA e HIV-2 DNA
isolados de PBMCs

Para a realizagdo deste trabalho, e para a obtencdo das sequéncias dos sitios de integragcdo
do HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolados de PBMCs, baseamo-nos em Soto et al. (2011) (Soto et al.,
2011). Estes autores, utilizaram um conjunto de sequéncias de sitios de integracdo para o HIV-1 DNA
obtidas por Mitchell et al. (2004) (Mitchell et al., 2004) e para o HIV-2 DNA obtidas por MacNeil et al.
(2006) (MacNeil et al., 2006). A esse conjunto de sequéncias, Soto et al. (2011) aplicaram
determinados critérios de selec¢do, obtendo as sequéncias de integracdo utilizadas nesta tese. Para
serem seleccionadas e consideradas sitios de integracdo auténticos, as sequéncias tinham de
corresponder aos seguintes critérios, conter o terminal 3° LTR do HIV-1 DNA ou HIV-2 DNA; possuir
correspondéncia com o DNA genomico dentro de 5 bp do fim da LTR viral; possuir pelo menos 95%
de homologia com as sequéncias do genoma humano em toda a regido sequenciada; possuir
correspondéncia com um unico locus genético humano com pelo menos 95% de homologia em toda a
regido sequenciada e possuir um tamanho minimo de 50 bp. Para a descriminagdo destes critérios,
0s autores tiveram em consideracgéo os critérios de MacNeil et al (2006) (MacNeil et al., 2006).

Assim, colocamos os nimeros de acesso fornecidos por Soto et al. (2001) (Soto et al., 2011)
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no Basic Local Alignment Tool (BLAST) de forma a alinhar e confirmar as sequéncias obtendo as
respectivas posicoes iniciais e finais dos sitios de integragédo do HIV. Estas posi¢Ges foram colocadas
em tabelas e ordenadas pelo cromossoma correspondente. Na figura Il.1 encontra-se um exemplo de
um alinhamento obtido no BLAST com o nimero de acesso CL529704 correspondente ao HIV-1 DNA
isolado de PBMCs.

Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, GRCh37.p13 Primary Assembly
Sequence ID: refiNT 007914 18] Length: 14866257 Number of Matches: 1

Range 1: 1127380 to 11237878 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
209 bits(492) 0.0 497,/499(99%) 1/499(0%) Plus/Minus

Features: serine/threcnine-protein kinase B-raf

Query 1 ATCCTACAGTCCCCTGTAGRCTGAT GRAGRACAGTARCAGCTCCTGACATTTACTGAGTAT 60
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Skject 1137878 R ACAGTCCCCTGTAGRCTGATGRAGRCAGTARCAGCTCCTGACATTITACTGAGTAT 1137818

Query &l TIACTATGTATCAGETACTRARTCATATATTAGTICATITARTCTTCAGCCTACCCTITGE 120
PIEEETE e e e e bbb et

Skjet 1137818 TTACTATGTATCAGGTACTARATCATATATTAGTTCATTTRAATCTTCAGCCTACCCTITGR 11377535

Query 121 GITACACTTAACTATTCTCATTITCATTITATARATGRAGCALTTCAGGCACAGRGEEAT 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Skject 1137752 GITRCACTTRACTATICTCAITITCATITITATRARATGRAGCRAATTCAGECACAGRAGGGEAT 1137633

Query 181 TTAATAATATGGCCARGETTACACRRACTTGTAATTGSTAGCCRAGETITGARTCCCRAGRD 240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Skjct 1137692 TIARRTRRTRATGGCCRAAGGITACACRARCTIGIARTTGGEIRAGCCRAGGTTIGRATCCCAGRAC 11376339

Query 241 ATTCTGAATTTACAGCCCATGCGTTTAATCACCGTATCATTCTTACACTTGECAGCCTTT 300

Skjet 1137638 ATTCTGRATITACAGCCCATGCGTTTAATCACCGTATCATTICTTACACTTIGGCAGCCTIT 1137579

Query 301 CIGATTTIITAGICIATATAGRRCCTAGRRTRARTACAGRGECATTIGIGICARRCCCTICER 360
PIEETTE R e b e e e e b e b e e b e eyl

Skjet 1137578 CIGATTTITTAGTCTATATAGRACCTAGRATRAATACAGRGGCATTGIGTCRARACCCTTCRR 1137519

Query 3861 TGARATTRARTACTGERARGCTGEATGCTTCCTGTGGART GCAGRACAGTCCATTATATATS 420
TERERTT PR b e e e e e e e e et

Skjct 1137512 TGARATTRARTACTGGRAAGCTIGGATGCITCCIGIGGRAATGCAGRACAGTCCATTATATATC 1137458

ATTIATGGECAGTITGTARGATTTCATTGTATCTTGTGAGAGTALGRARTATTTAGRACTRAR 480

ATTTR
PEREETEE R e e e e e b e e e e e et
ATTTATGGECAGTTIGTARGATTTCATTGTATCTIGTIGAGAGTRAGRATARATTAGACTAR 11373495

uery 421
Skject 1137458

Query 4281 ATTIZRTTRRACTAR-TGRT 4892
PIEErrrrrrt 1l
Skjet 1137398 ATTTRATTARCTARATGAT 1137380

Figura Il.1 — Exemplo de um alinhamento obtido no BLAST para o HIV-1 DNA isolado de PBMCs. Do
alinhamento, podemos retirar o cromossoma a que corresponde (7) e a posicao inicial (1137380) e
final (1137878) da sequéncia do sitio de integracéo.

1.2 Bandas Giemsa

Este estudo foi realizado com as bandas Giemsa obtidas in silico por Niimura e Gojobori
(2002) (Niimura e Gojobori, 2002), tendo os autores disponibilizado as posi¢ées finais e iniciais de
cada banda Giemsa escura por cromossoma. Para conseguirem obter as sequéncias das bandas
Giemsa in silico, os autores obtiveram as sequéncias do DNA do genoma humano da base de dados
UCSC Genome Bioinformatics e definiram as posicdes relativas de cada limite entre as bandas

Giemsa vizinhas relativamente a por¢cédo da eucromatina total de cada braco cromossémico a partir do
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estudo realizado por Francke (1994) (Francke, 1994). De seguida, basearam-se no método
computadorizado descrito por Needleman e Wunsch (1970) (Needleman e Wunsch, 1970) para
obterem uma pontuagéo de similaridade entre as bandas Giemsa e bandas in silico para conseguirem
assim determinar o alinhamento 6ptimo das bandas Giemsa. Apds esse alinhamento, os autores
aplicaram testes estatisticos que lhes permitiram avaliar o significado estatistico das semelhancas
entre as bandas Giemsa e as bandas in silico e concluir que os padrdes das bandas Giemsa foram
reconstruidos com sucesso pelo tratamento in silico (Niimura e Gojobori, 2002). Utilizaram ainda
varios programas computacionais para detectarem regides onde o conteddo em G/C era mais baixo
do que as regifes flanqueadoras, conseguindo obter um diagrama com as varias bandas
representado na figura 1.1. A tabela com as posi¢des iniciais e finais das bandas in silico esta

apresentada no anexo.

11.2.1 HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolado de PBMCs

O tratamento dos dados foi realizado de igual forma para HIV-1 DNA e HIV-2 DNA, embora a
andlise tenha sido feita em separado para cada HIV. Para o HIV-1 DNA possuiamos 140 sitios de
integracdo, enquanto que para o HIV-2 DNA possuiamos 132.

Tendo a posicao inicial e final de cada sitio de integracéo de HIV-1 DNA e HIV-2 DNA para
cada cromossoma e a posic¢ao inicial e final de cada banda Giemsa escura, elaboramos tabelas para
verificar se existia ou ndo co-localizacéo dos sitios de integragdo do HIV com as bandas escuras por
cromossoma. Deste modo, as integracdes virais foram classificadas em dois grupos: sim se existisse
co-localizacdo com as bandas Giemsa escuras e ndo se ndo existisse. Existiam também alguns sitios
de integracéo que co-localizavam com os centrémeros ou bracos curtos dos acrocéntricos, tendo sido
estes retirados do total das integracdes e analisados de uma forma diferente, calculando apenas a
frequéncia. Assim, dos 140 sitios de integracdo iniciais para o HIV-1 DNA fichmos com 130, tendo
dados para 21 cromossomas, uma vez que no cromossoma 15 e 21 as integragdes ocorreram todas
nos centromeros. Para o HIV-2 DNA, dos 132 sitios de integragdo iniciais ficamos com 120, tendo
ficado com dados para os 23 cromossomas, perdendo-se apenas integracdes dentro de alguns
cromossomas.

Com o objectivo de saber em que tipo de banda o virus integrava com maior frequéncia,
calculamos duas medidas de integracao diferentes, que designamos por racio em extensdo e
intensidade em nudmero. Foi necesséario calcular estas medidas porque as bandas possuiam
comprimentos diferentes e, comparar simplesmente o nimero de integracdes virais em cada banda
induziria a resultados enganadores. O racio em extensdo permite ter em consideracdo o comprimento
do sitio de integragéo viral e o tamanho total da banda, sendo que o resultado é dado pelas seguintes

féormulas:

lsim lnao

Thanda escura = ; Tvanda clara = )

lbanda escura lbanda clara
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onde L, € o comprimento do sitio de integracdo viral nas bandas escuras, 1, n44 escura € 0 tamanho
das bandas escuras, l,;, € 0 comprimento do sitio de integracéo viral nas bandas claras e 4144 ciara
€ o comprimento das bandas claras.

A outra medida de integracéo utlizada, a intensidade em numero é definida como a
frequéncia de integrac@o que ocorre em cada banda ponderada pelo comprimento da mesma. Esta

intensidade é calculada segundo as formulas seguintes:

Ngim Nnao

lpanda escura = ; lpanda clara = )

lbanda escura lbanda clara
onde ng;,,, representa o nimero de integra¢des virais nas bandas escuras e n,;, representa o nimero
de integracdes virais nas bandas claras.

Depois de calcularmos o racio em extensao e a intensidade em niimero, obtivemos para cada
cromossoma um par (x,y), em que x representa a medida de integragdo nas bandas escuras e y a
mediada de integracdo nas bandas claras. Com estes pares obtivemos uma representacdo gréfica,
onde cada ponto corresponde a um cromossoma. Com vista a inferir sobre a preferéncia de
integracdo de cada virus, definimos a mesma escala em ambos os eixos do gréafico e representamos
uma linha diagonal correspondente a recta de equa¢éo y = x. O que permitiu visualizar o niumero de
cromossomas em que y > x e em que y < x, OU Seja, se 0 virus tem preferéncia de integracdo nas
bandas escuras ou nas bandas claras.

Para comprovar estatisticamente o que podemos inferir dos graficos, aplicamos dois testes
nao paramétricos diferentes, o teste dos sinais e o teste de Wilcoxon (Siegel, 1975). Estes dois testes
permitem comparar duas amostras dependentes, como € 0 nosso caso, pois 0s pares (x,y) foram
calculados a partir da mesma amostra de integracdes virais, pelo que sdo obviamente dependentes.
Testdmos a hipdtese nula HO:x = y, isto é, testdmos se € igualmente provavel que o virus integre
tanto nas bandas escuras como nas bandas claras. Por outras palavras, testamos se relativamente a
gualquer cromossoma é igualmente provavel ter-se x —y > 0 ou x —y < 0 (Pestana e Velosa, 2002).
O teste dos sinais focaliza-se no sentido da diferenca entre x e y para cada cromossoma. Se HO for
verdadeira pode-se esperar que cerca de metade das diferengcas tenha sinal “+” e a outra metade

tenha sinal “-”. Portanto sob a validade da hipétese nula, o numero de sinais “+” na diferenca entre as
observagBes tem distribuicdo amostral Binomial (N,2), onde N é o numero de pares (x,y) cuja
diferenca € positiva ou negativa; sendo N inferior a 25. Como por cromossoma temos um par (x,y) e
todas as diferencas s@o ndo nulas, temos N = 21 quando testamos a integracdo do HIV-1 DNA e
N = 23 para o0 HIV-2 DNA. A hipétese alternativa, H1, que pode ser x # y, ou x > y, ou ainda x < y,
leva a considerar uma regido de rejeicdo bilateral ou unilateral, a direita ou a esquerda,
respectivamente. Tanto para o HIV-1 DNA como para o HIV-2 DNA conseguimos predizer o sentido
da diferenca de integracdo e formulamos as seguintes hipoteses: HO: o virus integra com igual
intensidade nas bandas escuras e nas bandas claras e H1: o virus integra com maior intensidade nas
bandas claras do que nas bandas escuras. Sendo K o nimero de sinais que ocorrem com menor

frequéncia, o p — value é dado, para um teste unilateral, pela probabilidade de se observar K ou
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menos diferengas com o sinal menos frequente, se HO for verdadeira. Consideramos em ambos os
testes um nivel de significAncia @ = 1%. Quanto menor for o p — value, menor € a consisténcia entre
os dados e HO. Assim, se p — value < a devemos rejeitar HO ao nivel de significancia a.

Aplicamos depois um segundo teste, para testar as mesmas hipoteses, o teste de Wilcoxon,
por ser um teste mais potente do que o teste dos sinais (Siegel, 1975). No caso do resultado de
ambos ser contraditério, € tomado em conta o resultado dado pelo teste de Wilcoxon, uma vez que
este teste é mais poderoso do que o teste dos sinais. Para obter a estatistica do teste de Wilcoxon, T,
atribui-se um rank ao valor absoluto da diferenca, afectado do respectivo sinal. Assim, o valor da
estatistica do teste calculada Tobs serd a menor soma dos ranks do mesmo sinal. Utilizando N como
0 numero de cromossomas e o valor de Tobs consultamos a tabela especifica para este teste onde
obtivemos o valor de T critico. Se o valor de Tobs fosse inferior ao valor de T critico, entdo
rejeitariamos HO.

Numa segunda fase do trabalho realizamos uma abordagem diferente na qual o HIV-1 DNA e
0 HIV-2 DNA foram analisados conjuntamente, sendo que o objectivo era saber qual a influéncia do
tipo de virus e do tipo de bandas na intensidade de integracdo. Para tal utilizamos uma andlise de
variancia (ANOVA) a dois factores, considerando como factores o virus e a banda e as intensidades
de integracdo como nossa variavel resposta. Ao factor virus atribuimos dois niveis, HIV-1 e HIV-2 e
ao factor banda os niveis atribuidos foram banda escura e banda clara, resultando assim em quatro
tratamentos diferentes em terminologia ANOVA: HIV-1 x banda escura, HIV-1 x banda clara, HIV-2 x
banda escura e HIV-2 x banda clara. Para que cada um dos cromossomas fosse considerado como
uma observacdo replicada dos tratamentos foi, necessério obter outra medida denominada
intensidade em proporgdo. A nova medida permitiu-nos tomar em consideragdo o facto do numero de
sitios de integrac@o ndo ser igual por cromossoma e como tal poder originar resultados enganosos.
Nesta intensidade considera-se a propor¢cdo em vez do nuamero de sitios de integracdo virais por

cromossoma ,sendo dada pelas seguintes férmulas:
Ngim Nnio

_ NsimtNngo

. NsimtNMnio
lpanda escura =

; lpanda clara = I .
banda clara

lbanda escura
Para cada um dos tratamentos referidos e cromossoma obteve-se uma intensidade, sendo que o
valor das intensidades foi multiplicado por 102 afim de obtermos os resultados numa escala maior
sem qualquer influéncia nos resultados dos testes estatisticos. Com os valores das intensidades
atribuidos a cada tratamento, calculamos para cada factor a soma dos quadrados, os quadrados
médios, os graus de liberdade e a razdo de variancia, segundo as férmulas da tabela 11.1. A ANOVA
permite-nos ainda observar se existe alguma interac¢éo entre o virus e as bandas e d4-nos também o
erro ou residuo, isto é, a fonte de variancia que resta depois de determinada a variancia originada

pelos factores virus e bandas e pela interac¢édo destes.
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Tabela 1.1 — Quadro resumo dos célculos efectuados para a ANOVA. Neste quadro, r refere-se ao
namero de niveis do virus que sera sempre 2, o HIV-1 DNA e o HIV-2 DNA; k refere-se ao nimero de
niveis das bandas que também sera sempre 2, bandas claras e bandas escuras; n € o numero total
de observagfes em todos os tratamentos; SQ refere-se a soma dos quadrados; QM refere-se aos

guadrados médios; L diz respeito ao virus; C diz respeito as bandas; E ao erro e T ao total.
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Esta ANOVA com dois factores permite-nos testar trés hipéteses nulas, que se podem traduzir da
seguinte forma:
1) HO1: O factor virus ndo tem influéncia nas intensidades de integracdo, ou seja, ndo ha
diferencas entre as intensidades de integracdo do HIV-1 DNA e HIV-2 DNA;
2) HO02: O factor banda nédo tem influéncia nas intensidades de integracdo, ou seja, ndo ha
diferencas entre as intensidades de integracdo nas bandas claras e nas bandas escuras;
3) HO03: Ndo hé interaccao entre virus e banda a influenciar as intensidades de integracéao.
Para um nivel de significancia de 5% consultamos a tabela de quantis da distribuicdo F. Se o valor
obtido na raz&do de variancia, a nossa estatistica de teste, for superior ao valor do quantil de F,
rejeitamos a hipotese nula e o factor associado a essa hipotese sera significativo a 5%, sendo este
nao é significativo, concluindo-se que o factor ndo tem influéncia nas intensidades de integracao. No
caso da interacgdo entre factores, se a hipétese for rejeitada conclui-se que um dos niveis do factor
virus combinado com um dos niveis do factor banda estéo a influenciar as intensidade de integracéo.
Para completar a ANOVA e sabermos que tipo de virus ou banda estaria a influenciar mais a
integracdo, calculamos as médias das intensidades de cada tratamento.
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[1.2.2 HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat

Para o HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat, possuiamos 44236 sitios de integracdo do
virus, sendo que para estes apenas tinhamos informacgéo acerca da posicdo exacta de integracao,
ndo possuiamos a extensao da regido de integragdo como para o HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolado de
PBMCs. Elaboramos igualmente tabelas de co-localizacédo dos sitios de integracdo com as bandas
Giemsa escuras, sendo também aqui retirados do total os sitios de integracdo que co-localizavam
com os centrémeros e bracos curtos dos acrocéntricos. Assim, para este HIV-1 DNA trabalhdmos
com um total de 42912 sitios de integracéo.

ApOs a elaboracdo da tabela procedemos ao célculo da intensidade em nimero utilizando a
metodologia j& descrita na seccao 11.2.1. Nao foi possivel neste caso calcularmos o racio em extenséo
devido ao facto de ndo possuirmos a extensdo dos sitios de integracdo. De seguida, com 0s pares
(x,y) obtidos do célculo da intensidade elabordmos o grafico como descrito anteriormente.
Realizdmos também os testes estatisticos dos sinais e de Wilcoxon ja descritos na secgéo 11.2.1. Para
os dois testes utilizamos as seguintes hipoteses, HO: as integracdes virais ocorrem com igual
intensidade nas bandas escuras e claras; H1: as integracfes virais ocorrem com maior intensidade
nas bandas claras e um N = 24 (22 autossomas, cromossomas X e Y).

Para o HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat ndo foi possivel realizar os célculos da ANOVA
visto apenas possuirmos dados sobre um tipo de HIV, ndo sendo assim possivel distribuir os dados

em quatro tratamentos como realizado para o HIV isolado de PBMCs.

1.3 Sitios Frageis

11.3.1 Obtencéo das regides frageis e das regides néo frageis

O genoma humano foi dividido em regides frageis (FRs) e regibes ndo frageis (NFRs) de
acordo com a sua posi¢do. Para tal, utilizdmos uma lista de FS obtida de Mrasek et al. (2010)
(Mrasek et al., 2010) que continha os FSs e as respectivas posi¢cdes em cada cromossoma, sendo
essa lista completada por FSs obtidos de Lukusa e Fryns (2008) (Lukusa e Fryns, 2008). De seguida,
para determinar a sequéncia gendmica dos FSs recorremos a base de dados NCBI MapViewer
(37.2).

Para dividir o genoma humano, duas bandas consecutivas associadas com FSs foram
agrupadas para formar uma FR (Lagana et al., 2010), sendo que a regido entre duas FRs foi
considerada uma NFR. Obtivemos assim uma tabela (tabela I1.2) com a posicéo inicial e final de cada
FR e NFR por cromossoma.

O cromossoma Y nao foi considerado neste estudo pelo facto de n&o possuir FS bem

definidos, existindo apenas um provavel FS (Holden et al., 1986).
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Tabela 1.2 — Divisdo do genoma em FRs e NFRs. Para cada regido é indicada a posicao inicial e final

da sequéncia, sempre em bp.

Regides Frageis Regides N&o Fréageis
Posicao Posigéo final Posicao Posicéo final
Sitio Fragil Localizagéo o o
inicial (bp) (bp) inicial (bp) (bp)
FRA1A 1p36 0 27.800.000 27.800.000 34.400.000
FRA1 1p34 34.400.000 46.500.000 46.500.000 51.000.000
FRA1B/L/D/IM/E 1p32/1p21.2 51.000.000 102.000.000 102.000.000 107.000.000
FRA1IN 1p13 107.000.000 117.600.000 117.600.000 120.700.000
FRA10/J/F 1p11/g21 120.700.000 153.300.000 153.300.000 154.800.000
FRA1P 1923 154.800.000 163.800.000 163.800.000 171.200.000
FRA1G 1925.1 171.200.000 174.300.000 174.300.000 184.000.000
FRA1K/Q/R/H/HS/I 1g31-1qter 184.000.000 247.200.000 - -
FRA2M 2p25 0 12.800.000 12.800.000 17.000.000
FRA2C 2p24.2 17.000.000 19.100.000 19.100.000 23.900.000
FRA2N/O 2p21-23 23.900.000 47.600.000 47.600.000 52.700.000
FRA2D 2pl6.2 52.700.000 54.800.000 54.800.000 61.100.000
FRA2P/Q/E 2p13-15 61.100.000 75.400.000 75.400.000 83.700.000
FRA2L/R/A 2pll-2ql1 83.700.000 102.100.000 102.100.000 108.600.000
FRA2B 2913 108.600.000 113.800.000 113.800.000 118.600.000
FRA2 2914.2-14.3 118.600.000 129.600.000 129.600.000 134.800.000
FRA2F 2021.3 134.800.000 136.600.000 136.600.000 144.700.000
FRA2K/SITIG/H 2022.3-32.1 144.700.000 189.100.000 189.100.000 197.100.000
FRA2I 2033 197.100.000 209.100.000 209.100.000 215.100.000
FRA2U 2935 215.100.000 221.300.000 221.300.000 237.000.000
FRA2J 2q37.3-qter 237.000.000 243.000.000 - -
FRA3E/F 3p25-26 0 14.700.000 14.700.000 23.800.000
FRA3A 3p24.2 23.800.000 26.400.000 26.400.000 32.100.000
FRA3G/H 3p22-p21 32.100.000 54.400.000 54.400.000 58.500.000
FRA3B 3pl4.2 58.500.000 63.700.000 63.700.000 71.800.000
FRA3I 3p13 71.800.000 74.200.000 74.200.000 91.700.000
FRA3J/K 3cen-q12 91.700.000 104.400.000 104.400.000 115.000.000
FRA3L/M/N 3013.3-23 115.000.000 144.400.000 144.400.000 150.000.000
FRA3D/O/C/PIQ 3025-29 150.000.000 200.000.000 - -
0 5.200.000
FRA4A/DIG 4pl6.1-14 5.200.000 40.900.000 40.900.000 45.600.000
FRA4H 4p12 45.600.000 48.700.000 48.700.000 52.400.000
FRA4 B 4912 52.400.000 59.200.000 59.200.000 76.500.000
FRA4I/F/J 4021-23 76.500.000 102.500.000 102.500.000 120.600.000
FRA4E 4927 120.600.000 124.000.000 124.000.000 139.500.000
FRA4C 4931.1 139.500.000 141.700.000 141.700.000 155.100.000
FRA4C/K/L/IM 4932-935 155.100.000 191.300.000 - -
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FRASH/E/A 5p15-13 0 42.000.000 42.000.000 45.800.000
FRASI/JJ/K/L/D/FIMIN/C | 5pl1-g31.1 45.800.000 135.400.000 135.400.000 147.200.000
FRA50/P/G 5033-35 147.200.000 180.900.000 - -
0 4.100.000
FRAGB 6p25.1 4.100.000 7.000.000 7.000.000 13.500.000
FRAGA 6p23 13.500.000 15.500.000 15.500.000 23.500.000
FRAGC 6p22.2 23.500.000 26.100.000 26.100.000 40.600.000
FRAGH 6p21.1 40.600.000 45.200.000 45.200.000 57.200.000
FRAGI 6pll-qll 57.200.000 63.500.000 63.500.000 70.000.000
FRAGD 6013 70.000.000 75.900.000 75.900.000 87.500.000
FRAGG 6915 87.500.000 92.100.000 92.100.000 99.900.000
FRABJ/F/K/L 6016.3-23 99.900.000 139.100.000 139.100.000 149.100.000
FRABM/E 6q25-26 149.100.000 164.400.000 164.400.000 170.900.000
FRA7BI/L 7p22-21 0 19.500.000 19.500.000 35.600.000
FRA7C 7p14.2 35.600.000 37.500.000 37.500.000 43.300.000
FRA7D 7p13 43.300.000 46.600.000 46.600.000 53.900.000
FRA7A 7p11.2 53.900.000 57.400.000 57.400.000 71.800.000
FRA7J 7011.23 71.800.000 77.400.000 77.400.000 90.900.000
FRATE 7921.2 90.900.000 92.600.000 92.600.000 97.900.000
FRAT7F/KIG 7022-31.2 97.900.000 117.200.000 117.200.000 130.100.000
FRA7H 70932.3 130.100.000 132.400.000 132.400.000 137.300.000
FRA7M 7934 137.300.000 142.800.000 142.800.000 147.500.000
FRAT7I 7936 147.500.000 158.800.000 - -
FRA8G 8p23 0 12.700.000 12.700.000 19.100.000
FRA8H 8p21 19.100.000 29.700.000 29.700.000 38.500.000
FRAS8I 8pll-gqll 38.500.000 55.600.000 55.600.000 66.100.000
FRA8F 8q13 66.100.000 74.000.000 74.000.000 87.200.000
FRA8J/B 8021.3-22.1 87.200.000 99.100.000 99.100.000 101.600.000
FRABA 8022.3 101.600.000 106.100.000 106.100.000 117.700.000
FRA8C 8024.1 117.700.000 127.300.000 127.300.000 140.000.000
FRA8D 8024.3 140.000.000 146.300.000 - -
FRA9H 9p24 0 9.000.000 9.000.000 14.100.000
FRA9G/A/ 9p22-13 14.100.000 40.200.000 40.200.000 60.300.000
FRA9F/J/K/D 9912-22.1 60.300.000 91.000.000 91.000.000 102.000.000
FRASL/B/M/N 9g31-34 102.000.000 140.000.000 - -
FRA10H 10p15 0 6.700.000 6.700.000 12.300.000
FRA101/J 10p13-11.2 12.300.000 38.800.000 38.800.000 42.100.000
FRA10G/C/D 10g11.2-22.1 42.100.000 74.600.000 74.600.000 89.600.000
FRA10A 10923.3 89.600.000 98.000.000 98.000.000 99.400.000
FRA10K 10g924.2 99.400.000 102.000.000 102.000.000 111.800.000
FRA10E 10925.2 111.800.000 114.900.000 114.900.000 119.100.000
FRA10F 10026.1 119.100.000 127.400.000 127.400.000 135.400.000
0 2.800.000
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FRA11J 11p15.4-15.3 2.800.000 12.600.000 12.600.000 16.100.000
FRA11C 11p15.1 16.100.000 21.600.000 21.600.000 26.000.000
FRA11D 11p14.2 26.000.000 27.200.000 27.200.000 31.000.000
FRAL11E/K/LIM 11p13-gl1 31.000.000 56.400.000 56.400.000 69.200.000
FRA11H 11913.3 69.200.000 70.700.000 70.700.000 85.300.000
FRAL11F 11914.2 85.300.000 87.900.000 87.900.000 92.300.000
FRA11N/O 11q921-22 92.300.000 110.000.000 110.000.000 115.400.000
FRA11G 11923.3 115.400.000 120.700.000 120.700.000 134.500.000
FRA12F/G/H/ 12p13-q11 0 37.000.000 37.000.000 44.600.000
FRA12A 12913.1 44.600.000 53.100.000 53.100.000 56.300.000
FRA12J/K 12q14-15 56.300.000 69.800.000 69.800.000 78.700.000
FRA12B 12921.3 78.700.000 91.200.000 91.200.000 94.800.000
FRA12L 12¢923.1 94.800.000 100.000.000 100.000.000 107.500.000
FRA12E 12924 107.500.000 132.300.000 - -
0 32.900.000
FRA13A 13g13.2 32.900.000 34.700.000 34.700.000 39.500.000
FRA13G/B/C/E/H/DII 13q14-34 39.500.000 114.000.000 - -
0 19.100.000
FRA14D 14911.2 19.100.000 23.600.000 23.600.000 31.800.000
FRA14E 14913 31.800.000 36.900.000 36.900.000 41.000.000
FRA14A 14921.2 41.000.000 43.200.000 43.200.000 48.300.000
FRA14F/B/C 14922-24.1 48.300.000 69.300.000 69.300.000 72.900.000
FRA14G 14924.3 72.900.000 78.400.000 78.400.000 88.900.000
FRA14H 14932 88.900.000 106.400.000 - -
0 18.400.000
FRA15C 15911.2 18.400.000 23.300.000 23.300.000 25.700.000
FRA15B 15913 25.700.000 31.400.000 31.400.000 37.900.000
FRA15D/E/A 15915 37.900.000 65.300.000 65.300.000 70.400.000
FRA15/FIG 15024-26 70.400.000 100.300.000 - -
0 14.700.000
FRA16A 16p13.11 14.700.000 16.700.000 16.700.000 22.000.000
FRA16E/F/G/H/IIC 122122'11- 22.000.000 69.000.000 69.000.000 78.200.000
FRA16D 16923.2 78.200.000 80.500.000 80.500.000 82.700.000
FRA16J 16924 82.700.000 88.800.000 - -
0 11.200.000
FRAL17A/C 17p12-gq11 11.200.000 28.800.000 28.800.000 35.400.000
FRA17D 17921 35.400.000 47.600.000 47.600.000 54.900.000
FRA17B 17923.1 54.900.000 55.600.000 55.600.000 59.900.000
FRAL17E 17q924-25 59.900.000 78.800.000 - -
FRA18D 18p11.3 0 7.200.000 7.200.000 17.300.000
FRA18E 18g11.2 17.300.000 23.300.000 23.300.000 31.000.000
FRA18A 18g12.2 31.000.000 35.500.000 35.500.000 52.000.000
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FRA18B/C/F 18921.3-23 52.000.000 76.100.000 - -
FRA19B 19p13 0 19.800.000 19.800.000 26.700.000
FRA19C 19p11/qll 26.700.000 30.200.000 30.200.000 37.100.000
FRA19A 1913 37.100.000 63.800.000 - -
FRA20C 20p13 0 5.000.000 5.000.000 9.000.000
FRA20B 20p12.2 9.000.000 11.900.000 11.900.000 17.800.000
FRA20A 20p11.23 17.800.000 21.200.000 21.200.000 28.400.000
FRA20D 20g11.2 28.400.000 37.100.000 37.100.000 41.100.000
FRA20E 20g13.1 41.100.000 49.200.000 49.200.000 54.400.000

FRA20 20913.3 54.400.000 62.400.000 - -
0 13.200.000
FRA21/A/B 219g11.2-22.1 13.200.000 38.600.000 38.600.000 46.900.000
0 27.900.000
FRA22B 22912.2 27.900.000 30.500.000 30.500.000 35.900.000
FRA22A 22913 35.900.000 49.700.000
0 6.000.000
FRAXB Xp22.31 6.000.000 9.500.000 9.500.000 37.500.000
FRAXG/H Xp1l-gq1l 37.500.000 65.100.000 65.100.000 67.700.000
FRAXI Xq13 67.700.000 76.000.000 76.000.000 98.200.000
FRAXC Xqg22.1 98.200.000 102.500.000 102.500.000 120.700.000
FRAXJ/K X0g25-26 120.700.000 137.800.000 137.800.000 140.100.000
FRAXD/A/E Xq27.2-28 140.100.000 154.900.000 - -

11.3.2 HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolado de PBMCs

Para o HIV isolado de PBMCs, possuiamos 140 sitios de integracao para o HIV-1 DNA e 132
para o HIV-2 DNA. Os dados dos HIV foram tratados separadamente, mas aplicando o mesmo
procedimento.

Comecamos por elaborar tabelas de co-localizagdo utilizando os sitios de integracéo do virus
e a posicdes das FRs e NFRs (tabela 11.2), atribuindo um sim se existisse co-localizagdo com uma FR
ou um ndo se a co-localizacdo fosse com uma NFR. De seguida, calculamos o racio em extensao

segundo as férmulas que se seguem:

lsim . _ lnéo
y TNFR = T
NFR

TrrR = I
FR

Nestas férmulas, L, representa o comprimento da integracéo viral na FR; [z representa o tamanho

da FR; 5, representa o comprimento da integracéo viral na NFR e [yzz representa o tamanho da

NFR. Calculamos também a intensidade em namero dada pelas seguintes férmulas:
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Nsim . , _ NMnio
v INFR = 1o
NFR

Aqui, ng,, representa o nudmero de integragBes virais na FR e n,;, representa o nimero de
integracoes virais na NFR.

De seguida, realizamos o teste dos sinais e o teste de Wilcoxon, como descritos na sec¢éo
11.2.1. Para os FSs, possuiamos 23 cromossomas para cada um dos tipos de HIV. Para ambos os
testes e no que diz respeito ao HIV-1 DNA formulamos as seguintes hipéteses, HO: as integracdes
virais ocorrem com igual intensidade nas FRs e nas NFRs; H1: as integracdes virais ocorrem com
maior intensidade nas NFRs. Para o HIV-2 DNA as hipéteses formuladas foram, HO: as integracdes
virais ocorrem com igual intensidade nas FRs e nas NFRs; H1: as integra¢cBes virais ocorrem com
maior intensidade nas FRs. Utilizamos para os dois testes um N = 23.

Para a realizacdo da ANOVA calculdmos a intensidade em propor¢édo segundo as férmulas:

Ngim Nnio

__ Ngim*Nnso

. Nsim+Mnzo
lpFr = -

; INFR =

lFR lNFR

A ANOVA foi realizada segundo o procedimento descrito na seccdo 11.2.1 utilizando dois factores, o
virus (HIV-1 DNA e HIV-2 DNA) e a regido (FR e NFR) resultando os quatro tratamentos diferentes,
HIV-1 x FR, HIV-1 x NFR, HIV-2 x FR e HIV-2 x NFR.
Para os célculos na ANOVA, formulamos as seguintes hipoteses:
1) HO1l: O factor virus ndo tem influéncia nas intensidades de integragdo, ou seja, ndo ha
diferengas entre as intensidades de integragédo do HIV-1 DNA e HIV-2 DNA,;
2) HO02: O factor regido ndo tem influéncia nas intensidades de integracdo, ou seja, ndo ha
diferencas entre as intensidades de integracdo nas FRs e nas NFRs;
3) HO03: N&o ha interaccdo entre virus e regido a influenciar as intensidades de integracgéo.
Neste caso, possuiamos 23 cromossomas para cada tratamento, ou seja 0 mesmo numero de
observagbes por amostra verificando-se assim uma situagdo de equilibrio nos dados na qual a
ANOVA é robusta (Ito, 1980).
No final, e para completar a analise calculamos as médias com as intensidades de cada

tratamento.

[1.3.3 HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat

Para a andlise do HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat, utilizdmos 44150 sitios de
integracao viral, deixando de fora 86 sitios de integracdo correspondentes ao cromossoma Y, uma
vez que este ndo possui FS bem definidos (Holden et al., 1986).

Elaboramos também tabelas de co-localizacéo dos sitios de integracao viral com as FRs ou
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com as NFRs e calculamos a intensidade em nimero. Com a obtencdo dos pares (x,y) cridmos o
grafico sempre com a linha na diagonal para conseguirmos prever se as integragdes ocorreriam com
maior intensidade nas FRs ou nas NFRs. Realizdmos os testes dos sinais e de Wilcoxon descritos na
seccdo 11.2.1 tendo por base as seguintes hipéteses, HO: as integrag8es virais ocorrem com igual
intensidade nas FRs e nas NFRs; H1: as integra¢cfes virais ocorrem com maior intensidade nas FRs e
utilizando um N = 23.

Pelas mesmas razfes descritas na seccao 11.2.2 também aqui ndo foi possivel calcular o racio

em extensdo nem realizar o teste da ANOVA.
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lll. Resultados

[11.1 Bandas Giemsa
[11.1.1 HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolados de PBMCs

[11.1.1.1 Testes ndo paramétricos

Para o HIV-1 DNA isolado de PBMCs, apdés os calculos do racio em extensdo e da

intensidade em ndmero, elaboramos os graficos com os pares (x,y) que se encontram representados

na figura lll.1 e 111.2, respectivamente.
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Figura lll.1 - Representagdo do racio em extensdo para a integracdo do HIV-1 DNA nas bandas

Giemsa escuras versus bandas Giemsa claras. Cada ponto representa um cromossoma cujas

coordenadas sdo os pares (x,y) obtidos no célculo do racio. A linha a tracejado representa a recta

y = x que nos permite visualizar a possivel preferéncia de integracédo do virus.

O grafico representado na figura Ill.1 sugere que existird uma preferéncia para o virus se integrar nas

bandas Giemsa claras, uma vez que existe um maior nimero de pontos acima da recta a tracejado.

No teste dos sinais, obtivemos um p — value de 0,013 que é superior ao nivel de significancia de 1%.

Assim, ndo rejeitamos HO e concluimos que as integragées ocorrem com igual intensidade nos dois

tipos de bandas. No entanto, para o teste de Wilcoxon obtivemos um valor de Tobs inferior ao valor
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de T critico apresentado na tabela Ill.1. Assim rejeitamos HO sendo o resultado que as integracdes de
HIV-1 DNA ocorrem com maior intensidade nas bandas Giemsa claras. Como o resultado dos dois
testes é contraditério, tomamos como certo o resultado dado pelo teste de Wilcoxon, visto ser um

teste mais poderoso. O resultado sugerido pelo grafico é entédo confirmado pelo teste estatistico.
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Figura lll.2 - Representagdo da intensidade em nimero para a integragdo do HIV-1 DNA nas bandas
Giemsa escuras versus bandas Giemsa claras. Cada ponto representa um cromossoma cujas
coordenadas sdo os pares (x,y) obtidos no calculo da intensidade. A linha diagonal representa a

recta y = x que nos permite visualizar a possivel preferéncia de integracédo do virus.

Analisando a figura IIl.2 verifica-se que o virus tera preferéncia para se integrar nas bandas Giemsa
claras. O teste dos sinais esta de acordo com o visualizado no grafico, pois o p — value obtido de
0,004 é inferior ao nivel de significancia. O teste de Wilcoxon estd igualmente em concordéancia,
sendo o valor de Tobs inferior ao valor de T critico, como se pode verificar na tabela 111.1. Assim, para
0 HIV-1 DNA os resultados indicam que o virus integra com maior intensidade nas bandas Giemsa
claras do que nas bandas Giemsa escuras.

Tanto para o racio em extensdo como para a intensidade em ndmero o resultado obtido foi o
mesmo, ou seja, 0 virus tem preferéncia pelas bandas claras, estando as duas medidas calculadas
em concordancia.

Quanto ao HIV-2 DNA, os graficos obtidos encontram-se na figura 11l.3 para o racio em

extensao e na lll.4 para a intensidade em namero.
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Figura Ill.3 - Representacdo do racio em extensdo para a integracdo do HIV-2 DNA nas bandas
Giemsa escuras versus bandas Giemsa claras. Cada ponto representa um cromossoma cujas
coordenadas sdo os pares (x,y) obtidos no célculo do racio. A linha a tracejado representa a recta

y = x que nos permite visualizar a possivel preferéncia de integracdo do virus.

Ao visualizarmos a figura 111.3 ndo conseguimos perceber se existira uma preferéncia de
integracdo por parte do HIV-2 DNA, existindo apenas uma ligeira inclinagdo para as bandas Giemsa
claras. No teste dos sinais, obtivemos um p — value de 0,339 que é claramente superior ao nivel de
significancia utilizado de 1%, 0 que nos leva a nao rejeitar a HO. Os valores obtidos para o teste de
Wilcoxon levam-nos igualmente a néo rejeitar a HO. Assim, para o HIV-2 DNA, ambos os testes dizem
gue o virus integra com igual intensidade nas bandas claras e escuras, ndo apresentando uma
preferéncia por nenhum tipo de banda.

Na figura Ill.4 observa-se uma distribuicdo dos cromossomas bastante proxima da diagonal,
ou seja, ndo se observa uma distinta preferéncia de integracdo. Todos os valores dos testes dos
sinais e de Wilcoxon nos levam a nédo rejeitar a HO, logo para a intensidade em nimero o virus

integra com igual intensidade nos dois tipos de bandas.
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Figura lll.4 - Representagdo da intensidade em nimero para a integragdo do HIV-2 DNA nas bandas
Giemsa escuras versus bandas Giemsa claras. Cada ponto representa um cromossoma cujas
coordenadas sd@o os pares (x,y) obtidos no célculo da intensidade. A linha diagonal representa a

recta y = x que nos permite visualizar a possivel preferéncia de integragao do virus.

Os resultados encontrados para o HIV-2 DNA isolado de PBMCs foram coerentes nos dois
tipos de medida utilizados, sendo a conclusédo final de que o HIV-2 DNA ndo apresenta uma
preferéncia para um tipo de banda, integrando nos dois com igual intensidade.

Assim, utilizando estes dois testes de estatistica ndo paramétrica verifica-se uma distingédo
entre 0 HIV-1 DNA e o HIV-2 DNA, apresentando o primeiro uma preferéncia para integrar nas

bandas Giemsa claras e o segundo n&o apresentando uma preferéncia especifica de integragéo.

Tabela lll.1 — Resultados dos testes dos sinais e de Wilcoxon para HIV-1 DNA e HIV-2 DNA. Para o
teste dos sinais € apresentado o valor do p — value para o racio em extensédo e a intensidade em
namero para cada um dos HIV. Para o teste de Wilcoxon estao representados os valores do T obs e
do T critico para cada virus e para cada medida.

Tcritico: teste

p — value : teste dos sinais Tobs: teste de Wilcoxon

de Wilcoxon
Racio em
Réacio em Intensidade em Réacio em Intensidade em extenséo e
extensao namero extensdo ndamero intensidade em
ndmero
HIV-1 DNA 0,013 0,004 42 38 49
HIV-2 DNA 0,339 0,339 97 86 62
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I11.L1.1.2 Teste da ANOVA

Na segunda parte do trabalho utilizdmos o teste da ANOVA que aplicamos as intensidades
calculadas para os quatro tratamentos em estudo, sendo eles HIV-1 x banda escura, HIV-1 x banda
clara, HIV-2 x banda escura e HIV-2 x banda clara. Os resultados obtidos encontram-se

esquematizados na tabela Ill.2.

Tabela 111.2 — Resumo dos resultados obtidos com a aplicagédo do teste da ANOVA.

Graus de Somas dos Quadrados Razao de
Fonte ) o . p — value
liberdade guadrados medios variancia (F)
Virus 1 0,64 0,64 0,62 0,4333
Bandas 1 11,61 11,61 11,2 0,0012
Virus x Bandas 1 0,45 0,45 0,43 0,5138
Erro 84 87,04 1,04
Total 87 99,74

Para o teste da ANOVA, o nivel de significancia que utilizdmos foi de 5%. Para interpretarmos
os resultados, olhamos para o valor de p — value que nos da a probabilidade de rejeitar HO. Se esse
valor for inferior ao nivel de significancia, entdo o valor de F é significativo. Neste caso, o Unico valor
de p — value inferior a 5% € o que corresponde ao valor de F de 11,2 fazendo das bandas o Unico
factor significativo. A interac¢ao virus x bandas e o virus em si ndo séo estatisticamente significativos.
Isto significa que as bandas influenciam significativamente a integracéo viral.

Para completar a ANOVA calculamos as médias por tratamento encontrando-se estas

apresentadas na tabela I11.3.

Tabela lll.3 - Quadro resumo com as médias calculadas por tratamento.

Bandas

Virus Escuras Claras Total
HIV-1 DNA | 0,444898 | 1,321348 | 0,883123
HIV-2 DNA | 0,75943 | 1,348836 | 1,054133

Total 0,602164 | 1,335092

A interpretacdo para este resultado € que a intensidade de integragdo nas bandas claras é
significativamente superior a das bandas escuras, sendo que em termos da ANOVA nao foi

considerada significativa a diferenca de intensidades que existe entre o HIV-1 DNA e o HIV-2 DNA.
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[11.1.2 HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat

Para o HIV-1 isolado de células T Jurkat, obteve-se o grafico representado na figura I11.5 apos
os calculos da intensidade em ndmero.
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Figura lll.5 - Representacdo grafica do resultado para o célculo da intensidade em numero para a
integracdo do HIV-1 isolado de células T Jurkat nas bandas Giemsa claras e escuras. Cada ponto
representa um cromossoma cujas coordenadas sdo os pares (x,y) resultantes do calculo da
intensidade. Na diagonal encontra-se representada a recta que permite visualizar as preferéncias de

integracéo do virus.

Pela observacdo da figura, visualiza-se uma preferéncia para o virus se integrar mais nas
bandas Giemsa claras. No teste dos sinais, obtivemos um p — value de 0,011 superior ao nivel de
significancia de 1% levando a ndo rejeicdo da hipétese de que as integracdes ocorrem com igual
intensidade nos dois tipos de bandas. No entanto, para o teste de Wilcoxon, o valor de T critico foi de
69 e o0 de Tobs foi de 59. Sendo o Tobs inferior ao T critico, rejeitamos HO concluindo-se entédo que as
integracdes de HIV-1 DNA ocorrem com maior intensidade nas bandas Giemsa claras. Os dois testes

apontam resultados diferentes, pelo que tomamos como certo o resultado do teste de Wilcoxon.
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l1l.2 Sitios Frageis
[11.2.1 HIV-1 DNA e HIV-2 DNA isolado de PBMCs

[11.2.1.1 Testes ndo paramétricos

Para o HIV-1 DNA isolado de PBMCs obtivemos o grafico representado na figura Ill.6 com os

pares (x,y) resultantes do calculo do racio em extenséo.
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Figura Ill.6 - Representacéo grafica da integracdo do HIV-1 DNA isolado de PBMCs nas FRs versus
NFRs. Cada cromossoma esta representado por um ponto cujas coordenadas (x,y) resultam do
célculo do racio em extensdo. A linha diagonal representa a recta y = x que nos permite visualizar a

possivel preferéncia de integragéo do virus.

Na figura acima representada, observa-se uma tendéncia para o virus se integrar mais nas
NFRs, facto esse que é confirmado no teste dos sinais onde obtivemos um p — value de 0,001 inferior
ao nivel de significAncia, o que nos leva a rejeitar HO em favor de H1. Conclui-se assim que o virus
integra com maior intensidade nas NFRs. No teste de Wilcoxon rejeitdmos igualmente a HO visto
termos obtido um valor de Tobs inferior ao valor de T critico, como se pode observar na tabela I11.4.

Para os dois testes aplicados obtivemos 0 mesmo resultado de que o HIV-1 DNA isolado de

PBMCs integra com maior intensidade nas NFRs. Este resultado confirma também o que inicialmente
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tinhamos observado na figura 1Il.6, sendo também que novamente os dois testes estdo em
concordancia.
Para os calculos da intensidade em numero obteve-se o grafico representado na figura 111.7,

observando-se que existe uma preferéncia para a integracéo nas NFRs.
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Figura Ill.7 — Gréfico para a integracdo do HIV-1 DNA isolado de PBMCs nas FRs versus NFRs.
Cada ponto representa um cromossoma cujas coordenadas sao os pares (x,y) obtidos no célculo da
intensidade. A linha diagonal representa a recta y =x que nos permite visualizar a possivel

preferéncia de integragéo do virus.

Para a intensidade em namero, o resultado do teste dos sinais indica que devemos rejeitar a
HO, ja que obtivemos um p — value inferior ao nivel de significAncia, como se pode observar na tabela
IIl.4. No que diz respeito ao teste de Wilcoxon e tendo nés obtido um valor de Tobs inferior ao T
critico, igualmente rejeitamos a HO. Assim, verifica-se que existem diferencas nas integragfes virais
nas FRs e nas NFRs, sendo que o virus integra com maior intensidade nas NFRs.

Para o HIV-1 DNA a concluséo geral é de que o virus integra preferencialmente nas NFRs
estando as duas medidas calculadas em concordancia.

Em relacdo ao HIV-2 DNA isolado de PBMCs, os resultados obtidos encontram-se nas figuras
111.8 e 111.9 para o racio em extensao e para a intensidade em nimero, respectivamente.

Ao analisarmos a figura 1.8 verificamos que existem mais algumas integracdes nas FRs do

que nas NFRs apesar de muitos dos cromossomas ficarem representados perto ou mesmo sobre a
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linha diagonal. Para confirmar a falta de tendéncia do gréfico, realizdmos entdo o teste dos sinais
segundo o qual o virus ndo tem preferéncia de integragédo, integrando com igual intensidade nas FRs
e nas NFRs, ja que o valor de p — value nos leva a ndo rejeitar HO. O mesmo se verifica para o teste
de Wilcoxon que se apresenta com um Tobs superior ao T critico. Assim, os resultados para esta

medida indicam que o HIV-2 DNA né&o apresenta preferéncia de integracao.
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Figura Ill.8 - Representacéo grafica da integracdo do HIV-2 DNA isolado de PBMCs nas FRs versus
NFRs. Cada cromossoma encontra-se representado por um ponto tendo como coordenadas (x,y) 0s
pares calculados para o racio em extensdo. A azul encontra-se representada a recta y = x que nos

permite prever a possivel preferéncia de integracdo do virus.

No gréfico da figura Ill.9 encontram-se mais integracdes nas FRs, mas e como j& havia sido verificado
para o racio em extensdo do HIV-2 DNA, existem alguns cromossomas muito proximos da linha a
tracejado. Para o teste dos sinais obteve-se um p value de 0,339 que é claramente superior ao nivel
de significancia de 1%, sendo que como tal ndo rejeitamos a HO de que o virus ndo possui uma
preferéncia de integracdo. Com o teste de Wilcoxon, chegadmos a mesma conclusdo, uma vez que o
Tobs € superior ao T critico, como se pode verificar na tabela I11.4.

Para o HIV-2 DNA isolado de PBMCs, tanto para o racio em extensdo como para a
intensidade em nimero, os resultados indicam que este tipo de virus integra com igual intensidade na
FRs e nas NFRs.
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Figura I1l.9 — Representacéo do resultado para a integragdo do HIV-2 DNA isolado de PBMCs nas

FRs versus NFRs. Cada ponto representa um cromossoma cujas coordenadas sao os pares (x,y)

obtidos no célculo da intensidade. A linha diagonal representa a recta y = x que nos permite

visualizar a possivel preferéncia de integra¢éo do virus.

Tabela Ill.4 — Resultados dos testes dos sinais e de Wilcoxon para HIV-1 DNA e HIV-2 DNA. Para o

teste dos sinais é apresentado o valor do p — value para o racio em extensdo e a intensidade em

namero para cada um dos HIV. Para o teste de Wilcoxon estdo representados os valores do Tobs e

do T critico para cada virus e para cada medida.

p — value: teste dos sinais

Tobs: teste de Wilcoxon

Tcritico: teste

de Wilcoxon

Racio em
Racio em Intensidade em Racio em Intensidade em extensédo e
extensao ndamero extensao ndmero intensidade em
nimero
HIV-1 DNA 0,001 0,005 53 50 62
HIV-2 DNA 0,202 0,339 113 127 62
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111.2.1.2 Teste da ANOVA

ApOs os calculos para a ANOVA obtivemos os resultados que se encontram na tabela Il1.5.

Tal como para as bandas Giemsa, também nos FSs o nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Tabela 1.5 — Quadro resumo dos resultados da ANOVA.

Graus de Somas dos Quadrados Razao de
Fonte . . ) ) p —value
liberdade quadrados médios variancia (F)
Virus 1 0,11 0,11 0,14 0,710
Regido 1 7,75 7,75 9,98 0,002
Virus x Regido 1 3,71 3,71 4,78 0,031
Erro 88 68,32 0,78
Total 91 79,89

Com base nestes resultados, podemos concluir que os valores significativos de F séo para o
factor regido e para a interacgdo entre o virus e a regido, sendo que o factor virus néo é significativo.
Assim, podemos dizer que o factor regido influencia significativamente a integracdo do virus.
Particularmente, quando analisamos a tabela 111.6 contendo as médias calculadas por tratamento,
verificamos que a intensidade de integracdo nas NFRs é bastante superior a das FRs (1,2546 contra
0,6741).

Tabela 1.6 — Resultados para o calculo da média por tratamento.

Regido
Virus FRs NFRs Total

HIV-1 DNA 0,5075 1,4898 0,9986

HIV-2 DNA 0,8408 1,0194 0,9301
Total 0,6741 1,2546

Quanto ao facto de a interacgao virus x regido ser significativa, isto quer dizer que um nivel
particular do factor virus combinado com um nivel particular do factor regido influenciam a intensidade
de integracdo. Quando olhamos para a tabela Ill.6 observamos que o HIV-1 DNA nas NFRs possui
uma intensidade média de integracdo elevada quando comparada com os outros trés tratamentos
(HIV-1 DNA x FRs, HIV-2 DNA x NFRs, HIV-2 DNA x FRs).

Assim, como conclusdo do teste da ANOVA podemos dizer que as integragbes ocorrem
significativamente com maior intensidade nas NFRs e que em particular o HIV-1 DNA é o que
contribui mais para esse facto.

Comparando os resultados do teste dos sinais e de Wilcoxon que diziam que o HIV-1
integrava com maior intensidade nas NFRs, os resultados do teste da ANOVA estdo em

concordancia.
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[11.2.2 HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat

Para o HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat, o grafico elaborado apés o célculo da
intensidade em nimero encontra-se na figura I11.10.

Na figura 111.10 visualiza-se uma possivel preferéncia de integragdo nas FRs, o que nédo é
confirmado pelos testes. No teste dos sinais obtivemos um p — value de 0,202 que é superior ao nivel
de significncia, o que significa que néo rejeitamos HO. Para o teste de Wilcoxon, obtivemos um valor
de Tobs de 82 e um valor de T critico de 62. Sendo o Tobs superior, ndo rejeitamos igualmente HO.
Concluimos entdo que o HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat ndo apresenta uma preferéncia de

integracdo, sendo que integra com igual intensidade nas duas regifes.
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Figura 111.10 — Gréafico para a integracdo do HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat nas FRs versus
NFRs. Cada ponto representa um cromossoma cujas coordenadas sdo os pares (x,y) obtidos no
célculo da intensidade. A linha diagonal representa a recta y = x que nos permite visualizar a

possivel preferéncia de integragéo do virus.
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IV. Discussao

O HIV é um retrovirus que se distingue de muitos outros virus ndo sé por possuir uma enzima
transcriptase reversa para produzir a dupla cépia do DNA a partir do genoma RNA viral, como
também na forma como se integra no genoma do hospedeiro (Craigie e Bushman, 2012). Os vectores
de retrovirus possuem um potencial papel na terapia génica ndo s6 devido a sua capacidade para
introduzirem material genético nas células alvo (Nagel et al., 2012) como também pelo facto de se
integrarem de uma forma estavel no genoma hospedeiro (Kay et al., 2001). Assim, a compreensao
das preferéncias de integracdo deste virus é bastante importante devido a aplicacdo da insercéo
retroviral em terapia génica, area onde efeitos adversos tém sido associados com a integragdo de
vectores retrovirais perto de proto-oncogenes (Howe et al., 2008; Hacein-Bey-Abina et al., 2010). O
conhecimento das preferéncias de integracdo pode também auxiliar na escolha de genes apropriados
introduzidos por vectores, 0 que por sua vez podera minimizar a possivel toxicidade na integragdo
(Schroder et al., 2002). Assim, e para compreendermos mais sobre estas preferéncias, fomos estudar
as integracdes do HIV nas bandas Giemsa e nos FSs.

No genoma humano existem parédmetros genéticos que se relacionam, o que leva a que néo
seja facil identificar quais os determinantes primarios da escolha do alvo de integracdo do HIV
(Craigie e Bushman, 2012), ja que os sitios de integracdo do HIV néo estéo distribuidos ao acaso no
genoma humano, encontrando-se em regifes enriquecidas em genes activos (Schroder et al., 2002).

Estudos anteriores revelaram que o HIV favorece a integracdo em unidades
transcripcionalmente activas (Berry et al., 2006; Wang et al., 2007), sendo que estas unidades estao
muitas vezes associadas a regides com elevada densidade de genes, regides com elevados
contelidos G/C, regides com alta densidade de ilhas CpG e frequéncias elevadas de repetices Alu
(Craigie e Bushman, 2012). O facto destas regibes serem também alvos preferenciais de integracao
do HIV, estad de acordo com os resultados obtidos por nés, de que tanto o HIV-1 DNA isolado de
PBMCs como o HIV-1 DNA isolado de células T Jurkat integram preferencialmente nas bandas
Giemsa claras, uma vez que este tipo de bandas é também rico em ilhas CpG, possuindo um elevado
contelldo G/C (Niimura e Gojobori, 2002). Estes resultados estdo também de acordo com os
resultados obtidos por Elleder et al. (2002) (Elleder et al., 2002) segundo os quais o HIV integra
preferencialmente nas bandas R, ou seja, Giemsa claras e em regifes de cromatina aberta. A enzima
IN do HIV-1 interage com componentes do complexo remodelador da cromatina (Kalpana et al.,
1994), pelo que os mecanismos de integracdo envolvem uma grande disponibilidade de cromatina
aberta (Elleder et al., 2002). A preferéncia do virus para regifes transcripcionalmente activas pode
dever-se ao facto de estas regides permitirem uma eficiente continuacdo do ciclo de replicacdo do
virus, ja que permitem uma maior transcricdo do provirus (Elleder et al., 2002), aumentando assim as
chances para a expressao dos genes virais (Wang et al., 2007). As células T infectadas pelo HIV tém
tipicamente uma semi-vida de apenas um ou dois dias antes que as células sejam mortas pelo
sistema imune ou pela toxicidade da infeccdo (Perelson et al., 1996), o que faz com que o HIV tenha
um tempo limitado para a producao de descendéncia (Craigie e Bushman, 2012). Integrando-se em
regides transcripcionalmente activas, 0 virus assegura a transcricdo dos seus genes, uma vez que foi

demostrado que a integracdo em unidades de transcricdo é geralmente favoravel para a transcricdo
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eficiente (Jordan et al., 2001; Lewinski et al.,, 2005). O achado de que o HIV-1 integra
preferencialmente nas bandas Giemsa claras pode ainda ser justificado pelo facto de estas serem
ricas em genes (Holmquist e Ashley, 2006), uma vez que o0 ambiente intranuclear dos genes activos
pode conduzir a integracdo do virus, sendo que esta preferéncia pode ter se desenvolvido para
facilitar a eficiente expresséo dos genes de HIV apos a infeccdo (Schroder et al.,, 2002). Outra
caracteristica das bandas Giemsa claras por oposi¢cédo as bandas Giemsa escuras € relativa aos seus
elevados niveis de acetilacao das histonas H3 e H4 (Sadoni et al., 1999; Holmquist e Ashley, 2006) e
foi demostrado que a frequéncia de integracdo do HIV foi associada com as modificacBes
epigenéticas, incluindo a acetilacdo da H3 e H4 (Wang et al.,, 2007), dando ainda consisténcia ao
nosso achado de que o HIV integra mais nas bandas Giemsa claras.

Wang et al. (2007) (Wang et al., 2007) realizaram estudos com HIV e verificaram que a
integracdo deste virus era desfavorecida nos centromeros, 0 que esta de acordo com os resultados
encontrados por nés em que obtivemos poucas integragdes nos centromeros (dados ndo mostrados),
e se pode relacionar com a nédo transcrigdo da heterocromatina constitutiva (Lewin, 2004). Pelo
contrario, 0 mesmo grupo de autores (Wang et al., 2007) encontrou que as regides subteloméricas
favoreciam a integragdo do HIV, de acordo com o facto destas regifes serem relativamente mais
transcritas (Riethman et al., 2004).

No que diz respeito ao HIV-2 DNA isolado de PBMCs, chegamos a concluséo de que este
virus integra com igual intensidade nos dois tipos de bandas, ndo apresentando uma tendéncia
especifica como no caso do HIV-1 DNA isolado de PBMCs e de células T Jurkat. O mesmo se verifica
gquando analisamos os resultados para a integragcdo nos FSs, sendo que mais uma vez, o HIV-2 DNA
isolado de PBMCs integra com igual intensidade nas FRs e nas NFRs. Estas diferengas encontradas
entre o HIV-1 DNA e o HIV-2 DNA podem ser devidas quer a diferengas na constituicdo dos dois
virus como a diferencgas a nivel clinico. A nivel proteico, estes dois tipos de HIV possuem uma grande
diferenca na constituicdo. Enquanto que o HIV-1 necessita apenas de uma proteina, a Vpr, para
promover a infeccdo em células que ndo estdo em divisdo e despoletar a paragem do ciclo celular na
fase G2 em células em divisdo, o HIV-2 necessita de duas proteinas para desempenhar as mesmas
funcdes, a Vpx e a Vpr (Casey et al., 2010). A nivel clinico a grande diferenca entre os dois virus é
que a progressao para a imunodeficiéncia ocorre mais lentamente no HIV-2 do que no HIV-1,
apresentado o HIV-2 uma transmissibilidade mais baixa (Nyamweya et al., 2013).

Ainda em relagdo as bandas Giemsa, o resultado do teste da ANOVA indicou que eram as
bandas a influenciar a integragéo, ou seja, € o facto de ser banda Giemsa escura ou banda Giemsa
clara que leva a que o virus se integre e, em particular este integra significativamente mais nas
bandas claras do que nas escuras. Este resultado esta também de acordo com o facto de o HIV
seleccionar o sitio de integracdo de acordo com as suas caracteristicas, e por isso poder ser o factor
banda a influenciar a preferéncia, ja que cada tipo de banda possui caracteristicas diferentes que
podem ser mais ou menos vantajosas para a integracdo do virus. Na figura IV.1 encontra-se
representado um esquema ilustrativo das preferéncias de integracdo do HIV-1 DNA isolado de
PBMCs.
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Figura IV.1 - Esquema ilustrativo das preferéncias de integracdo do HIV-1 DNA isolado de PBMCs.

Para os FSs existem estudos que revelam que estes sdo alvos preferenciais para a
integracdo de alguns virus, nomeadamente do HPV16 e HPV18 (Wilke et al., 1996; Matovina et al.,
2009), do virus Epstein-Barr (Luo et al., 2004) e do virus da hepatite B (Feitelson e Lee, 2007), o que
ndo se verifica para o HIV, jA que os resultados indicaram que o HIV-1 DNA isolado de PBMCs
integra com maior intensidade nas NFRs e que o HIV-2 DNA isolado de PBMCs e o HIV-1 DNA
isolado de células T Jurkat ndo apresenta uma preferéncia de integracédo, podendo assim concluir-se
que o HIV nao integra preferencialmente nas FRs. Assim verifica-se que o HIV apresenta um padrao
de integragéo diferente de outros virus, no que diz respeito aos FSs. Uma possivel explicacdo para
esta diferenca pode residir nas diferentes fases do ciclo celular em que o virus entra nas células
humanas. Por exemplo, enquanto que a progressao no ciclo celular através de mitose é critica para a
infeccdo do HPV (Pyeon et al., 2009), o HIV pode infectar células que ndo estdo em divisdo (Craigie e
Bushman, 2012). Logo, se a cromatina estd em diferentes fases do ciclo celular é 16gico que ocorram
diferencas na seleccao dos sitios de integracao.

O facto de o HIV ndo ter tendéncia para integrar nos FSs pode estar relacionado com a
tendéncia destes sitios para formarem estruturas secundérias como harpin e estruturas cruciformes
que interferem na replicacdo (Schwartz et al., 2006), o que pode dificultar a integracdo do genoma do
virus e sua replicacdo. A constituicdo em bases dos FSs pode também ser uma das razdes pela ndo
preferéncia do virus para as FRs, uma vez que estas possuem um elevado conteddo A/T (Zlotorynski
et al., 2003; Mortusewicz et al., 2013). O HIV para conseguir completar o seu ciclo de vida, necessita
de integrar o seu genoma no genoma hospedeiro para ai conseguir replicar-se e criar novos virus
para infectar outras células (Turlure et al., 2004), pelo que sendo os FSs sitios de grande
instabilidade gendémica (Durkin e Glover, 2007) poderdo ndo ser os alvos de integragdo mais
favoraveis ao virus. Outra das razfes que poderd justificar a ndo integracdo nas FRs podera ser a
menor actividade transcripcional destas regiées em relacdo as bandas Giemsa claras que sao alvos
preferenciais para a integracdo. Os FSs sao locais sujeitos aos acontecimentos de quebras ou

lacunas de forma espontanea ou induzida (Buttel et al., 2004), pelo que para o HIV podem néo ser
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sitios de preferéncia de integracéo, ja que o virus podera ndo conseguir integrar-se facilmente ou até
nao conseguir concluir a sua replicacdo de modo a gerar novos virus.

O facto de o HIV-1 DNA isolado de PBMCs integrar preferencialmente nas NFRs, esta de
acordo com estudos realizados por Bester et al. (2006) (Bester et al., 2006) segundo 0s quais a
analise de correlacao entre FSs e integracdo de HIV em varias linhas celulares revelou ndo existir
integrac@o preferencial nos FSs. Por outro lado, Kim et al. (2008) (Kim et al., 2008) realizaram um
estudo no qual obtiveram o resultado de que a percentagem de integracdo do HIV-1 nos CFSs era
mais elevada do que a do controlo aleatério utlizado por eles; sendo que estes autores realizaram o
estudo em células do cancro da prostata ndo fazendo uma comparagéo entre FRs e NFRs.

Para os FSs, o teste da ANOVA confirmou os resultados dos testes dos sinais e de Wilcoxon,
na medida em que verificou que o HIV-1 DNA isolado de PBMCs era o que mais contribuia para que
as integracdes ocorressem nas NFRs. VerificAmos também nesta andlise de variancia que era o
factor regido que estava a influenciar significativamente a integracdo, ou seja, que provavelmente
serdo as caracteristicas da regido em si que levam o virus a integrar mais ou menos nas NFRs ou
nas FRs.

Em relacdo aos graficos apresentados, € curioso observar que tanto nos gréaficos relativos as
bandas Giemsa, como nos relativos aos FSs existem cromossomas que se destacam do aglomerado
maior, como é o caso do cromossoma 17. Ndo podemos dissociar deste resultado os factos de Soto
et al. (2001) (Soto et al., 2011) terem encontrado que este era 0 cromossoma com maior nimero de
integracdes virais e de este cromossoma ser rico em genes, em SINEs e em contetdo CpG (Zody et
al., 2006).

Os resultados encontrados foram diferentes entre as PBMCs e as células T Jurkat, o que
pode estar relacionado primeiramente com o tamanho da amostra utilizado, ja que o nimero de sitios
de integracdo para as PBMCs era bastante inferior ao nimero de sitios de integracdo para as células
T Jurkat. Esta diferenca de resultados pode também estar associada ao facto de as metodologias
para a obtencéo dos sitios de integracao diferirem nos dois tipos de células. Nomeadamente, para a
obtencgé&o dos sitios de integracdo isolados de células T Jurkat por Wang et al. (2007) (Wang et al.,
2007) os autores utilizaram a técnica de massively parallel pyrosequencing, a qual Ihes permitiu gerar
a coleccao maior de sitios de integragdo e a qual ndo tinha sido utilizada nos estudos de Mitchell et
al. (2004) (Mitchell et al., 2004) e de MacNeil et al. (2006) (MacNeil et al., 2006). Esta técnica de
pirosequenciacdo, aplicada ao HIV permite também investigacdes mais profundas na distribuicao dos
sitios de integracao dos vectores de HIV (Bushman et al., 2008). As diferengas encontradas podem
ser ainda devidas ao facto de a integracéo ser especifica do tipo celular, ja que células neoplasicas e
células ndo totalmente diferenciadas podem ter um comportamento diferente do de outras células no
que diz respeito a integracdo viral. Biasco et al. (2001) (Biasco et al., 2011) descobriram que o0s
vectores retrovirais possuiam preferéncias de integracdo que eram especificas do tipo celular e se
relacionavam com o estado da cromatina das células alvo no momento da transdugéo. Nagel et al.
(2012) (Nagel et al., 2012) verificaram que os sitios de integracdo de sequéncias retrovirais em

células Hela, que sao neoplasicas tal como as células T Jurkat, estavam significativamente mais
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internas no nlcleo que as suas regibes homologas, enquanto que outros tipos celulares néo

apresentavam esta diferenga.

IV.1 Principais conclusodes

Em conclusdo, nesta tese conseguimos aplicar métodos estatisticos e genéticos para
estudarmos os sitios de integragdo do HIV nos FSs e nas bandas Giemsa. Concluimos que os dois
tipos de HIV possuem preferéncias de integragdo diferentes, sendo que no que diz respeito as
bandas Giemsa, o HIV-1 DNA isolado de PBMCs e isolado de células T Jurkat integra com maior
intensidade nas bandas Giemsa claras, enquanto que o HIV-2 DNA isolado de PBMCs néo apresenta
uma preferéncia clara por um tipo de bandas especifico, integrando com igual intensidade nas
bandas escuras e claras. No que diz respeito aos calculos da ANOVA, concluimos que o factor banda
influencia significativamente a integragdo do virus, mostrando este em particular preferéncia pelas
bandas claras.

Em relagdo aos FSs, o HIV-2 DNA isolado de PBMCs mais uma vez ndo apresenta uma
preferéncia sendo que integra com igual intensidade nas FRs e nas NFRs. Aqui, também o HIV-1
DNA isolado de células T Jurkat integra com igual intensidade nas duas regifes. Ja o HIV-1 DNA
isolado de PBMCs integra com maior intensidade nas NFRs, facto que é confirmado ndo sé pelos
testes dos sinais e de Wilcoxon, como também pela ANOVA.

Este trabalho é baseado em analises estatisticas que permitem complementar os estudos
laboratoriais. Contudo, existem factores que actuam in vivo que afectam os processos biolégicos,
incluindo mecanismos fisioldgicos e que podem influenciar a selec¢do dos sitios de integracdo do
virus. Alguns destes factores podem ser o tipo celular presente, a fase do ciclo celular, o estado

transcripcional da célula e a localizagdo do DNA cromossémico.

IV.2 Perspectivas Futuras

Em relac@o &s bandas Giemsa existem ja estudos publicados, ndo com o HIV-2, mas com o
HIV-1. Assim, com esta nossa contribuic&o, o assunto fica mais clarificado.

No que diz respeito aos FSs, existem estudos que os relacionam com as integracdes de
outros virus, sendo que para o HIV ainda ndo sdo conhecidas muitas informagfes. Assim, para
estudos futuros, podera utilizar-se a divisdo do genoma em FRs e NFRs elaborada por nés para
estudar melhor as integracfes deste retrovirus. Nomeadamente, poder-se-ao obter outros sitios de
integracdo do HIV por metodologias diferentes e verificar se os resultados serdo 0s mesmos ou néo e
compara-los, afim de se ir conhecendo melhor quais as preferéncias para a integracdo deste virus

que tantos problemas causa na nossa populacao.
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Por outro lado, e como continuacdo desta tese poder-se-ia utilizar as mesmas sequéncias de
integracao do virus e verificar se este possuia uma tendéncia para se integrar nos ERFSs. Com a
obtencdo das sequéncias destes ERFS poder-se-iam fazer estudos semelhantes ao apresentado
nesta tese para verificar se o HIV apresentaria uma tendéncia para se integrar nos ERFSs ou néo e
por fim, poder-se-iam comparar resultados entre esta nova classe e os CFSs. Este estudo seria
pertinente, ja que este novo tipo de FSs apresenta caracteristicas em comum com as bandas Giemsa

claras e portanto se levantar a hipotese de estes serem alvos preferenciais de integragdo do HIV.
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Anexos

Tabela - Representacdo das posicdes iniciais e finais de cada banda Giemsa escura cedida pelos

autores (Niimura e Gojobori, 2002). N.D. representa as posi¢des nao detectadas pelo método in silico.

Cromossoma 1

Posicéao Inicial

4465001

5235001
12445001
20355001
29715001
36605001
46045001
54475001
63045001
67055001
78455001
97875001
107175001
114315001
124005001
130325001
133214276
169959276
178759276
183779276
190509276
199009276
207219276
215959276
223799276
236709276
247249276
255049276
265029276
272299276

Cromossoma 2

Posicao Inicial

3645001
17185001
21125001
31535001

Posicao Final

5195000
9265000
15495000
24095000
31705000
40395000
48745000
58835000
66415000
69905000
84955000
101445000
111255000
119995000
127535000
132845000
163214275
174779275
181399275
186489275
196309275
201989275
209619275
221159275
229539275
242769275
252289275
256069275
268799275
276949275

Posicao Final

8005000
18925000
24215000
31585000

Banda-G correspondente
p36.32
p36.23
p36.21
p36.12
p35.3
p35.1
p34.2

p33
p32.2
p31.3
p31.1
p22.2
p21.3
p21.1
pl13.2
pl2
Centrémero + heterocromatina
g21.2
g22
g23.2
g24.1
g24.3
g25.2
g31.1
g31.3
g32.2
g4l
g42.12
g42.2
943

Banda-G correspondente
p25.2
p24.3
p24.1
p23.2
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33165001
40995001
50705001
58695001
65145001
69025001
78815001
94725253
106220253
110880253
118180253
126620253
137160253
143860253
148920253
150910253
159330253
168060253
186790253
191860253
200040253
206640253
218890253
230630253
235370253
244560253

Cromossoma 3
Posicao Inicial

1
7885001
15765001
16285001
23105001
35355001
41375001
51065001
67485001
75175001
86205001
89315001
96575001
103476284

37925000
43765000
55275000
62335000
66995000
71945000
82395000
97725252
109130252
113240252
122370252
131290252
139350252
148900252
148940252
154560252
163250252
174920252
189880252
196570252
203640252
209130252
225530252
233870252
240470252
249410252

Posicao Final

4355000
11865000
15795000
18455000
30325000
38545000
44315000
54475000
70915000
78175000
86835000
93145000
100285000
106476283

p22.3
p22.1
pl16.3
pl16.1
pl4
p13.2
p12.0
Centromero
gl2.1
gl2.3
qla.1
q14.3
g21.2
g22.1
022.3
g23.2
g24.1
g24.3
g31.2
g32.1
g32.3
g33.2
g34
g36.1
g36.3
g37.2

Banda-G correspondente

p26.3
p26.1
p25.2
p24.3
p24.1
p22.3
p22.1
p21.32
p21.2
pl4.3
pl4.1
pl2.3
pl2.1
Centromero



106476284
115751284
123421284
129451284
135961284
141281284
148021284
154971284
163761284
173131284
179891284
184711284
197931284
204381284
209101284
215031284

Cromossoma 4
Posicao Inicial

3635001
10465001
19355001
35445001
45875001
52289776
61554776
66614776
76074776
82394776
94034776
100544776
109134776
121424776
131804776
138704776
150294776
157554776
169854776
175694776
179644776
186274776
196924776

111401283
120251283
126251283
133711283
138721283
143601283
152211283
158071283
169151283
177041283
181431283
193391283
201611283
208121283
209331283
222241283

Posicao Final

6375000
14995000
24875000
39385000
50185000
55289775
65204775
70534775
78924775
85504775
98164775
103214775
114044775
125614775
135294775
146674775
153964775
160584775
173154775
177094775
182014775
192174775
200214775

gl2.2
gl3.11
g13.13
gql3.31
gq13.33
g21.2
g22.1
g22.3
g24
g25.2
g25.32
026.1
g26.31
026.33
q27.2
g28

Banda-G correspondente

pl16.2
p15.33
pl15.31
p15.1
pl3
Centrémero
gl3.1
gq13.3
g21.21
g21.23
g22.1
g22.3
g24
026
g28.1
g28.3
g31.21
g31.23
g32.1
g32.3
g34.1
g34.3
g35.2
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Cromossoma b
Posicéao Inicial

3525001
13885001
22315001
27545001
35125001
44275001
50695404
62670404
69170404
77400404
81700404
98860404
108970404
114950404
122480404
129430404
141620404
152130404
161180404
171380404
181620404
194660404

Cromossoma 6
Posicao Inicial

995001
8335001
12025001
18725001
23205001
31805001
43015001
50755001
60135001
63993123
71128123
81808123
85918123
99408123
108288123
120578123
128638123

Posicao Final

9115000
17245000
26375000
31605000
38575000
47215000
53695403
66430403
72950403
77850403
84450403
104620403
113200403
117970403
123760403
131920403
145890403
155700403
167900403
174110403
187960403
197700403

Posicao Final

1975000
11645000
13755000
21695000
26665000
34025000
46125000
57225000
63195000
66993122
76458122
85558122
89348122
104028122
112698122
125358122
132118122

Banda-G correspondente

p15.32
p15.2
p14.3
pl4.1
p13.2
p12
Centromero
glz.1
gql2.3
q13.2
qla.1
ql4.3
g21.1
g21.3
gq22.2
g23.1
023.3
g31.2
32
g33.2
g34
g35.2

Banda-G correspondente

p25.2
p24.3
p24.1
p22.3
p22.1
p21.32
p21.2
pl2.3
pl2.1
Centrémero
gl2
gqla.l
q14.3
gl6.1
gl6.3
g22.1
g22.31
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135628123
143438123
148898123
154608123
162148123
173118123

Cromossoma 7
Posicao Inicial

7415001
13625001
17975001
27115001
32895001
38375001
47985001
53395001
58586186
69981186
78141186
89681186
94331186
105181186
111211186
122201186
127651186
135251186
139021186
150401186
159141186

Cromossoma 8
Posicéao Inicial

3185001
14325001
26235001
33785001
44155001
48399986
54424986
64134986
68924986
74704986
82394986

138418122
144398122
151938122
158068122
166838122
178578122

Posicao Final

11685000
15875000
21275000
28725000
36175000
43885000
51475000
56385000
61586185
73701185
82631185
91631185
99431185
108061185
114651185
124981185
131271185
136461185
144251185
154721185
162471185

Posicéo Final

7085000
19345000
29565000
40755000
45895000
51399985
57924985
66554985
72234985
76294985
86574985

g22.33
g23.2
g24.1
q24.3
g25.2
026

Banda-G correspondente
p22.2
p21.3
p21.1
p15.2
pl14.3
pl4.1
pl12.3
pl2.1

Centromero
gl1.22
g21.11
g21.13

g21.3
gq22.2
g31.1
g31.31
g31.33
g32.2
g33
g35
036.2

Banda-G correspondente
p23.2
p22
p21.2
pl2
pl1.22
Centromero
gl1.22
gl2.1
ql2.3
q13.2
g21.11

73



89964986

95304986

102024986
112634986
117594986
127804986
134504986
143904986

Cromossoma 9
Posicéao Inicial

2365001
9395001
18515001
22325001
30385001
38915001
42935001
45666974
70211974
72601974
79671974
85691974
91251974
96811974
102811974
112391974
118391974
123071974
125731974
134011974

Cromossoma 10
Posicéao Inicial

2385001
8015001
18605001
25835001
33385001
37925001
41725291
52600291
57460291
68230291

92904985

98704985

104074985
114994985
123604985
130764985
141054985
148054985

Posicao Final

5325000
14815000
18695000
27825000
34355000
39125000
45670000
67666973
70761973
75731973
83091973
87631973
93721973
99341973
107611973
115171973
122941973
123081973
129851973
137421973

Posicéo Final

5145000
11375000
22455000
29925000
36245000
38715000
44725290
56080290
61600290
73230290

g21.13
g21.3
g22.2
g23.1
023.3
g24.12
g24.21
g24.23

Banda-G correspondente
p24.2
p23
p22.2
p21.3
p21.1
p13.2
pl2
Centrémero + heterocromatina
g21.11
g21.13
g21.31
g21.33
g22.2
g22.32
g31.1
g31.3
g33.1
g33.3
q34.12
g34.2

Banda-G correspondente
p15.2
pl4
p12.33
pl12.31
pl2.1
pl1.22
Centromero
gl11.22
g21.1
g21.3
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77450291

87330291

95180291

100600291
101890291
107340291
114400291
125060291
131990291
138170291

Cromossoma 11
Posicéao Inicial

3085001
13785001
21585001
29305001
39235001
50965001
53107611
58892611
65312611
71042611
78042611
86262611
96052611
106292611
114122611
119732611
133902611
140602611

Cromossoma 12
Posicéao Inicial

3875001

8775001
15455001
21615001
27765001
35960233
40515233
45325233
60295233
64175233

83690290

92280290

98170290

100820290
104880290
109380290
119830290
127870290
133830290
142750290

Posicao Final

7205000
16865000
27245000
32915000
45485000
53110000
56107610
62442610
67792610
73682610
81642610
90452610
100812610
110732610
117602610
122732610
137302610
143172610

Posicéo Final

5715000
12335000
19465000
24995000
31055000
38960232
43495232
49685232
62225232
68125232

g22.2
g23.1
g23.31
g23.33
q24.2
g24.32
g25.1
025.3
026.12
g26.2

Banda-G correspondente
pl15.4
p15.2
pl14.3
pl4.1

pl2
pl1.12
Centrémero
gql2.1
gl2.3
gql3.2
gl3.4
gla.l
gqla.3
g22.1
g22.3
g23.2
g24.1
g24.3

Banda-G correspondente
p13.32
pl13.2
pl2.3
pl2.1
pl1.22
Centromero
gl2
g13.12
q13.2
qld.l
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72015233
76695233
89745233
95675233
103145233
113395233
119565233
123045233
126415233
136665233

Cromossoma 13
Posicéao Inicial

1
19685001
25285001
30235001
32265001
45165001
52825001
61935001
68645001
77385001
80575001
83375001
87945001
100425001
106225001
111395001

Cromossoma 14
Posicao Inicial

1
21465001
32845001
36445001
42715001
54255001
56135001
63695001
68985001
77675001
81405001
92495001

72525232
80195232
93815232
98285232
111115232
116085232
119595232
126125232
128785232
140455232

Posicao Final

16000000
22015000
25335000
32235000
38005000
48775000
58285000
65545000
73215000
77945000
80835000
87925000
97585000
102425000
110915000
115305000

Posicao Final

16000000
26175000
32875000
40515000
45895000
55935000
61225000
66205000
72015000
81395000
87955000
92555000

ql4.3
g21.1
g21.31
g21.33
g23.1
023.3
g24.12
g24.21
g24.23
g24.32

Banda-G correspondente
Centrémero + braco p
gl2.12
gql2.2
gql3.1
gq13.3
ql4.12
ql4.2
g21.1
g21.31
g21.33
g22.2
g31.1
g31.3
g32.2
g33.1
g33.3

Banda-G correspondente
Centrémero + braco p
gql2
gql3.2
g21.1
g21.3
g22.2
g23.1
g23.3
gq24.2
g31.1
q31.3
g32.12
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96105001
96195001

Cromossoma 15
Posicéao Inicial

1
22245001
29685001
39395001
41635001
49705001
57295001
63735001
67985001
73695001

N.D.

78175001
83765001
91855001

Cromossoma 16
Posicéo Inicial

8335001

17025001
24275001
29345001
40403277
61498277
69648277
83178277
89358277
94368277
100748277

Cromossoma 17
Posicao Inicial
5765001
11285001
24844219
35809219
41899219
48569219
55679219
N.D.

96185000
99845000

Posicao Final
17000000
23285000
34725000
39705000
46245000
53955000
60255000
64265000
70795000
75445000

N.D.
81245000
86845000
96565000

Posicéo Final
14055000
20105000
27455000
31405000
55403276
65378276
77188276
86278276
92758276
97508276
101548276

Posicao Final
6745000
18095000
27844218
39019218
44559218
51949218
60759218

N.D.

g32.2
g32.32

Banda-G correspondente
Centromero + brago p
gql2
ql3.2
ql4d
gl5.2
g21.1
g21.3
gq22.2
g22.32
023
q24.2
g25.1
025.3
q26.2

Banda-G correspondente
pl13.2
pl3.12
pl2.3
pl2.1
Centrémero + heterocromatina
ql2.2
g21
g22.2
g23.1
g23.3
q24.2

Banda-G correspondente
pl13.2
pl2
Centrémero
gql2
gq21.2
g21.32
g22
g23.2
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64529219
73589219
83059219

Cromossoma 18
Posicao Inicial

5435001

12775001
18411927
28626927
40136927
54256927
63756927
68816927
76126927

Cromossoma 19
Posicéao Inicial
12985001
17775001
28890319
35845319
43105319
51775319
65005319
71815319

Cromossoma 20
Posicéo Inicial
6125001
14685001
21905001
27795595
33410595
38510595
49640595
54250595
60430595

Cromossoma 21
Posicéao Inicial
1
17196117
25306117

68069218
77929218
85529218

Posicao Final
8615000
13915000
21411926
32396926
46896926
60056926
66066926
73626926
79696926

Posicao Final
15605000
19915000
31890318
38645318
46325318
55365318
68375318
74765318

Posicéo Final
9905000
18235000
25125000
30795594
35210594
43040594
51440594
57770594
63390594

Posicéo Final
11281116
22876116
29286116

g24.1
g24.3
g25.2

Banda-G correspondente
pl1.31
pl1.22
Centrémero
glz.1
gql2.3
g21.2
g21.32
g22.1
022.3

Banda-G correspondente
pl13.2
pl13.12
Centrémero
q13.12
gl3.2
gl13.32
q13.41
ql13.43

Banda-G correspondente
pl2.3
pl2.1
pl1.22
Centrémero
gl1.22
gql2
gl3.12
gq13.2
g13.32

Banda-G correspondente
Centrémero + braco p
g21.1
g21.3
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32866117
35626117

Cromossoma 22
Posicéao Inicial

1
18695001
22065001
29335001
36225001
42885001

Cromossoma X
Posicao Inicial

1645001
11565001
18145001
24635001
27625001
35705001
49725001
53125381
58640381
71020381
75270381
82420381
93160381
102270381
111210381
126330381
134790381
139120381
146140381

Cromossoma Y
Posicao Inicial

1
8245413
17910413

33176116
40046116

Posicao Final

13000000
19425000
26455000
32905000
38945000
45885000

Posicao Final

5795000
14655000
21265000
27535000
31625000
41185000
53130000
56125380
62880380
73600380
79430380
86190380
96640380
105080380
117250380
130530380
137370380
141390380
153950380

Posicao Final

3695000
11245412
19710412

q22.12
q22.2

Banda-G correspondente
Centrémero + braco p
gql1.22
gl2.1
ql2.3
ql3.2
gl13.32

Banda-G correspondente
p22.32
p22.2
p22.12
p21.3
p21.1
pl11.3
pl1.22
Centrémero
ql2
gql3.2
g21.1
g21.31
g21.33
g22.2
g23
g25
g26.2
g27.1
g27.3

Banda-G correspondente
p11.31
Centrémero
gl1.22
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