FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de P6s-Graduacao em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

DESENVOLVIMENTO DE UM BANCO DE DADOS (HTLV-1 MOLECULAR
EPIDEMIOLOGY DATABASE) PARA DATAMINING E DATA MANAGEMENT
DE SEQUENCIAS DO HTLV-1

THESSIKA HIALLA ALMEIDA ARAUJO

Salvador — Brasil
2012



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

Curso de Pés-Graduacao em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa

DESENVOLVIMENTO DE UM BANCO DE DADOS (HTLV-1 MOLECULAR
EPIDEMIOLOGY DATABASE) PARA DATAMINING E DATA MANAGEMENT
DE SEQUENCIAS DO HTLV-1

THESSIKA HIALLA ALMEIDA ARAUJO

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara

Salvador — Brasil
2012

Dissertacdo apresentada
ao Curso de Pos-
Graduacao em
Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa para
a obtencdo do grau de
Mestre.



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Araujo, Thessika Hialla Almeida
A662d Desenvolvimento de um banco de dados ( HTLV-1 molecular epidemiology
database) para datamining e data management de sequéncias do HTLV-1.
[manuscrito] / Thessika Hialla Almeida Aradujo. - 2012.
60 f.; 30 cm

Datilografado (fotocopia).

Dissertacdo ( Mestrado) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz. P6s-Graduacdo em Biotecnologia em Salde e Medicina
Investigativa, 2012.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos Junior Alcéntara, Laboratério de Patologia e
Biointervencao - LPBI.

1. HTLV-1 2. Banco de dados. I.Titulo.

CDU 616.98:004




“Todo o conhecimento é uma

resposta a uma pergunta.”

Gaston Bachelard



Dedico aos meus pais
por toda confianca e

amor incondicional.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela minha vida, pela onipresente direcdo dos meus caminhos e por ter
me colocado diante de tantas pessoas especiais.

Agradeco aqueles que me deram a vida e me ensinaram a amar, a lutar pelos
meus sonhos, a ser ética e a sempre buscar a felicidade nas minhas decisdes:
meus queridos pais.

Agradeco as minhas irmas por todo amor e em especial, a Léa por toda a
torcida e grande amizade que nos une.

A todos os meus familiares e amigos por todo amor, apoio e carinho
demonstrado.

Ao professor e orientador Dr. Luiz Carlos Junior Alcantara por todo
conhecimento compartilhado, por acreditar no meu trabalho e por sempre
incentivar o meu crescimento profissional.

Ao Dr. Bernardo Galvao pelo apoio constante, por todos valiosos ensinamentos
e por ter sido um grande motivador na realizacédo deste trabalho. Minha eterna
gratidao.

Aos colaboradores deste projeto Dr. Pieter Libin, Dr. Koen Deforche e em
especial a Leandro Souza pela importante e essencial participacdo no
desenvolvimento e concluséo deste projeto.

A todos do LASP — FIOCRUZ pelo amparo e estimulo, e principalmente por
tornar os meus dias muito mais leves e prazerosos no laboratério. Em especial
ao meu grupo de pesquisa por todo apoio e carinho em todos 0s momentos.

A equipe do Centro de HTLV da Escola Bahiana de Medicina e Satude Publica,
em especial a Claudio, Noilson, Sénia e Rodrigo por todo carinho e ajuda.

A todos os professores do Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa que participaram da minha formacao
académica e profissional.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacéo deste
trabalho e para a minha formacéao profissional.



ARAUJO, Thessika Hialla Almeida. Desenvolvimento de um banco de dados
(HTLV-1 Molecular Epidemiology Database) para datamining e data
management de sequéncias do HTLV-1. 60 f. il. Dissertacdo (Mestrado) —
Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
2012.

RESUMO

As pesquisas biolégicas geram uma grande quantidade de informacdes que
devem ser armazenadas e gerenciadas, permitindo que os usuarios tenham
acesso a dados completos sobre o tema de interesse. O volume de dados néo
relacionados gerados nas pesquisas com HTLV-1 justifica a criacdo de um
Banco de dados que contenha o maior numero de informagdes sobre o virus,
seus aspectos epidemiolégicos, para que possam estabelecer melhores
relacbes sobre infeccdo, patogénese, origem e principalmente, evolucdo. Os
dados foram obtidos a partir de pesquisa no GENBANK, em artigos
relacionados e diretamente com os autores dos dados. O banco de dados foi
desenvolvido utilizando o Apache Webserver 2.1.6 e o SGBD — MySQL. A
webpage foi desenvolvida em HTML a escrita em PHP. Atualmente temos
cadastradas 2435 sequéncias, sendo que 1968 (80,8%) representam diferentes
isolados. Em relacdo ao status clinico, o banco de dados tem informacéo de
40,49% das sequéncias, no qual 43%, 18,69%, 32,7%, 5,61% sao TSP/HAM,
ATL, assintomatico e outras doencas, respectivamente. Quanto ao género e
idade tem-se informacdo de 15,4% e 10,56% respectivamente. O HTLV-1
Molecular Epidemiology Database estd hospedado no servidor do Centro de
Pesquisa Goncalo Moniz/FIOCRUZ-BA com acesso em
http://htlvidb.bahia.fiocruz.br/, sendo um repositério de sequéncias do HTLV-1
com informac®es clinicas, epidemioldgicas e geogréficas. Esta base de dados
dara apoio as investigacdes clinicas e pesquisas para desenvolvimento de

vacinas.

Palavras-chave: HTLV-1, banco de dados.
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ABSTRACT

Scientific development has generated a large amount of data that should be
stored and managed in order for researchers to have access to complete data
sets. Information generated from research on HTLV-1 warrants the design of
databases to aggregate data from a range of epidemiological aspects. This
database would support further research on HTLV-1 viral infections,
pathogenesis, origins, and evolutionary dynamics. All data was obtained from
publications available at GenBank or through contact with the authors. The
database was developed using the Apache Webserver 2.1.6 and SGBD
MySQL. The webpage interfaces were developed in HTML and sever-side
scripting written in PHP. There are currently 2,435 registered sequences with
1,968 (80.8%) of those sequences representing different isolates. Of these
sequences, 40.49% are related to clinical status (TSP/HAM, 43%, ATLL,
18.69%, asymptomatic, 32.7%, and other diseases, 5.61%). Further, 15.4% of
sequences contain information on patient gender while 10.56% of sequences
provide the age of the patient. The HTLV-1 Molecular Epidemiology Database is
hosted on the Goncgalo Moniz/FIOCRUZ-BA research center server with access
at http://htlvidb.bahia.fiocruz.br/. Here, we have developed a repository of
HTLV-1 genetic sequences from clinical, epidemiological, and geographical
studies. This database will support clinical research and vaccine development

related to viral genotype.

Keys word: HTLV-1, database.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas realizadas em ciéncias biologicas geram uma grande
guantidade de dados que necessitam ser armazenados e gerenciados, para
atender as necessidades de multiplos usudrios. Em particular, o gerenciamento
eficaz dos dados envolvidos faz com que as pesquisas em bancos de dados
ganhem rumos e aplica¢des novas, fornecendo informagdes mais completas e
atualizadas sobre o assunto de interesse.

No entanto, apesar da grande quantidade de informacdes, a velocidade
na qual os usuarios conseguem interpreta-las ainda € insatisfatoria, exigindo
mecanismos eficientes de armazenamento e analise. Neste contexto € cada
vez mais necessaria a utilizacdo de ferramentas da bioinformatica e de um
Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados (SGBD) especifico
(LIFSCHITZ, 20086).

A partir da descoberta do virus linfotropico de células-T humanas do tipo
1 (HTLV-1) na década de 80 (POIESZ et al, 1980) até os dias atuais, ja se
passaram mais de 30 anos. Durante este periodo foram realizadas inUmeras
pesquisas e, consequentemente, gerou-se uma grande quantidade de dados
com a finalidade de se encontrar as melhores respostas para perguntas
relacionadas a patogénese, transmissao, polimorfismo génico, epidemiologia,
relacéo fenotipo-gendtipo, distribuicdo geografica e evolucéo viral.

A proposta deste trabalho foi reunir o maximo de informacdes
relacionadas as sequéncias de nucleotideos do HTLV-1, indexadas no
GenBank, organizando-as em um banco de dados relacional com uma interface
web, nomeado de HTLV-1 Molecular Epidemiology Database (Banco de Dados
de Epidemiologia Molecular do HTLV-1).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO DO HTLV

O HTLV-1 foi o primeiro retrovirus humano descrito, isolado por Poiesz e
colaboradores em 1980, a partir da investigacdo de um paciente com linfoma
cutaneo de células T. Entretanto, anos antes no sudoeste do Japéo foi definida
em pacientes, uma forma distinta de leucemia com caracteristicas clinicas e
com morfologia celular especiais, nomeada de Leucemia de células T do Adulto
(ATLL) (UCHIYAMA et al, 1977). Em 1980, os soros destes pacientes foram
analisados, sendo positivos para anticorpos anti-HTLV-1 fornecendo evidéncias
para a ligagdo do HTLV-1 as células T malignas da ATLL (GALLO, 1981).

Em 1982, Kalyanaraman e colaboradores isolaram de um paciente com
uma forma atipica de Leucemia de células T pilosas, o HTLV-2, e mais
recentemente, os HTLV-3 e HTLV-4 foram descritos em individuos de
Camardes, na Africa Central (WOLFE et al, 2005; CALATTINI et al, 2005).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO E ORGANIZACAO GENOMICA

O HTLV pertence a familia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae,
género Deltaretrovirus. Trata-se de um virus envelopado, com diametro de
aproximadamente 100 a 140 nandémetros (nm), possui um nucleocapsidio
icosaédrico com cerca de 80 a 100 nm. O virus possui um genoma composto
por duas fitas simples de RNA (acido ribonucléico) com polaridade positiva
(BURKE, 1997) (Figura 1), formados pelos genes gag, pro, pol, env e regido
pX, além de ser flanqueado por duas regides repetidas, chamadas LTR (long
terminal repeats), importantes na integracdo do DNA proviral no DNA
cromossdmico do hospedeiro e na regulacdo transcricional do genoma do
HTLV (GREEM & CHEN, 2001).

O HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 e HTLV-4 possuem o DNA proviral de
9032, 8952, 8553 e 8791 pares de bases (pb), respectivamente (SEIKI et al,
1983; TSUJIMOTO et al, 1988; CALATTINI et al, 2005 e WOLFE et al, 2005).
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Figura 1. Estrutura do HTLV-1. (adaptado do site http://www.htlv.com.br)

O gene gag codifica as proteinas estruturais do capsideo viral. A regido
€ inicialmente traduzida como uma poliproteina precursora que ¢€
posteriormente clivada dando origem as proteinas da matriz (p19), do capsideo
(p24) e nucleocapsidio (p15).

O gene pol codifica enzimas virais transcriptase (TR), RNAseH e
integrase (IN). A TR é responsavel pela sintese do DNA viral a partir do seu
genoma RNA, estando presente no cerne da particula viral. A RNAse atua na
remocao da fita RNA molde apds a sintese da cadeia de DNA, degradando
seletivamente o RNA da molécula hibrida DNA-RNA e, por fim, a IN, enzima
responsavel pela integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira.

O gene env codifica as proteinas do envelope viral (ENV). A proteina
precursora do ENV é clivada para gerar os produtos maduros, a glicoproteina
de superficie (gp46 — SU) e uma proteina transmembrana (gp2l- TM)
(SHIMOTOHNO et al, 1985) ambas sdo importantes para a interacdo com a

célula alvo e posterior infeccéo.
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A regido situada imediatamente antes da regidao LTR 3’ (long terminal
repeat), denominada pX, contém 4 Orfs (Open Reading Frames). A orf-l do
gene pX codifica a proteina p12 (KORALNIK et al, 1992; KORALNIK et al,
1993; FUKUMOTO et al, 2009). As proteinas p13 e p30 sado codificadas pelo
orf-11 do gene pX (KORALNIK et al, 1992; CIMINALE et al, 1992) e as proteinas
Tax (p40) e Rex (p27) responséaveis pela regulacdo da replicacdo viral, sdo
codificadas pelas Orfs IV e lll, respectivamente. As duas regides LTR idénticas,
localizadas nas extremidades do DNA viral, contém regides promotoras virais,

bem como outros elementos regulatérios (Figura 2).

0 5 9 kb
! 1 ' | i | | | 1 l i
@D T
£
e e L env
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- o1z
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\7ir EX e
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Figura 2. Estrutura gendmica do HTLV-1 e seus transcritos (adaptado de Edwards et al, 2011).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DO HTLV-1
2.3.1 Distribuicéo geografica da infeccédo pelo HTLV-1

Estima-se que aproximadamente 15 a 20 milhBes de pessoas sao
infectadas pelo HTLV em todo o mundo (DE THE & KAZANJI, 1996). As taxas
de soroprevaléncia diferem, de acordo com a regido geogréafica, com a
composicdo socio-demogréfica da populacdo estudada e os comportamentos

de risco individuais. Dados epidemiolégicos mostram que a infec¢do pelo
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HTLV-1 tem distribuicdo mundial (DE THE & KAZANJI, 1996), no entanto,
algumas é&reas sao endémicas para esta infeccdo: sudoeste do Japédo
(YAMAGUCHI, 1994; MUELLER et al, 1996), Africa sub-Saara (GESSAIN e DE
THE, 1996), regifes do Caribe (HANCHARD et al, 1990), areas localizadas no
Ird e Melanésia (MUELLER, 1991) e Brasil (CATALAN-SOARES et al, 2004)
(Figura 3).

Areas endémicas
para o HTLV-1

<1%
Bias»

% >5%

Figura 3. Distribuicdo do HTLV-1 no mundo. (adaptado de PROIETTI et al, 2005).

O Brasil configura-se como uma area endémica para o HTLV-1, porém
com baixo indice de prevaléncia e com variacbes nas capitais (CATALAN-
SOARES et al, 2004) (Figura 4). A maioria destes dados foi obtido a partir de
amostras provenientes de bancos de sangue ou amostras de grupos
especificos (gestantes, pacientes de clinicas de doencas sexualmente
transmissiveis, co-infectados), que n&o necessariamente representam a
populacdo geral (revisado por PROIETTI et al, 2005). Entretanto, o Unico
estudo que demonstra dados com base populacional foi o realizado por
Dourado e colaboradores (2003) na cidade de Salvador - Bahia, no qual
demonstrou- se uma soroprevaléncia de 1,8 %, estimando-se que existam

cerca de 40 a 50 mil individuos infectados na cidade.
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Figura 4. Prevaléncia de HTLV-1 entre doadores de sangue em capitais de 26 estados
brasileiros e no Distrito Federal. Adaptado de CATALAN-SOARES et al, 2004.

2.3.2 Epidemiologia molecular do HTLV-1

O HTLV-1 é classificado em varios subtipos virais baseados em
diferencas nas sequéncias do gene env e LTR de DNA proviral, sendo
estratificados em 7 subtipos: “@” ou Cosmopolita (SEIKI et al, 1982) que é
encontrado em areas endémicas em todo o mundo; “b” ou Central Africano; “c”
ou da Melanésia (GESSAIN et al, 1991; BASTIAN et al,1993); “d”, isolado de
pigmeus em Camardes e no Gabdo (CHEN et al,1995; MAHIEUX et al,1997),
“e” no isolado de pigmeus na Republica Democratica do Congo (SALEMI et
al,1998); “’, de um individuo do Gabado (SALEMI et al,1998); e “g”,
recentemente descrito como um novo subtipo em Camardes, na Africa Central

(WOLFE et al, 2005).
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O subtipo Cosmopolita (a) € dividido em 5 subgrupos, a depender de sua
localizacdo: A —Transcontinental, B — Japonés, C — Oeste Africano, D — Norte
Africano e E — Negro do Peru (HAHN et al, 1984; GESSAIN et al, 1991; MIURA
et al, 1994 e 1997; GASMI et al, 1994; VIDAL et al, 1994; VANDAMME, et al,
1994; CHEN et al, 1995; SALEMI et al, 1998; VAN DOOREN et al, 1998;
WOLFE et al, 2005) (Figura 5).

laA
laB laA laA
A laA
laB
laD
laA > 4
1aC
laC
= ¥ ig 1d 1g
e aA Ib
Subtipos: : e &
e laA
la. Cosmopolita
Ib. Centro Africano Subgrupos:
Ic. Melanésia IaA. Transcontinental
Id. Camardes e Gabdo |aB. Japonés
le. Congo laC. Oeste Africano
If. Gabdo laD. Norte Africano
lg. Camardes e Africa Central laE. Peruano

Figura 5. Distribuicdo mundial dos subtipos e subgrupos do HTLV-1.

2.4 DOENCAS ASSOCIADAS AO HTLV-1

O HTLV-1 €é o agente etiolégico da paraparesia espastica
tropical/mielopatia associada ao HTLV (TSP/HAM), que é caracterizada como
uma doenca neuroldgica crénico-degenerativa que atinge o sistema nervoso
central causando, principalmente, o aumento da espasticidade dos membros
inferiores (GESSAIN et al, 1985, OSAME et al, 1986). Esta patologia se
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desenvolve aproximadamente em 0.3-2% das pessoas infectadas (EDWARDS
et al, 2011), afetam mais Feminino do que masculino, sendo que a maioria dos
individuos tem o diagndstico tardio da doencga, cerca da 42 a 52 década de vida
(GESSAIN et al, 1985; OSAME et al, 1986).

As pesquisas em relacdo a determinacdo da doenga em um individuo
infectado ainda ndo sdo conclusivas, porém acredita-se na possivel influéncia
do modo de transmisséo, da carga proviral, tipo e magnitude da resposta imune
do hospedeiro contra os antigenos do HTLV-1, além de fatores genéticos
individuais como polimorfismos em genes de HLA (Human Lecocitary Antigen)
e genes envolvidos na resposta imune (MARTINS & STANCIOLI, 2006).

Esse virus também é o agente etiolégico da Leucemia/Linfoma de
Células T do Adulto (ATLL), uma neoplasia de linfocitos T maduros, que ocorre
devido a uma expansdo monoclonal dos linfécitos T infectados (YOSHIDA et
al., 1982), dos individuos infectados pelo HTLV-1, cerca de 3-5% desenvolvem
ATLL (EDWARDS et al, 2011).

O HTLV-1 também é associado a outras doencas inflamatérias, como a
dermatite infecciosa associada ao HTLV-1 (LA GRENADE et al, 1998;
GONCALVES et al, 2003), uveite associada ao HTLV (HAU) (MOCHIZUKI et
al, 1992), além de doencas reumaticas como sindrome de Sjogren e artrite
reumatéide (MCCALLUM et al, 1997, NISHIOKA, 1996) e ao aumento da

prevaléncia de algumas parasitoses (PORTO et al, 2001).

2.5 SISTEMAS DE INFORMACAO E BANCO DE DADOS
BIOLOGICOS

Um sistema de Banco de Dados (BD) € formado basicamente pelos
préprios dados, o software do SGBD (Sistema de Gerenciamento de Bancos de
Dados), o hardware do sistema, a midia de armazenamento e os aplicativos
gue acessam, recuperam e atualizam componentes dos dados no sistema.
Para a criacdo de um banco de dados especifico faz-se necessario a analise
de quais informacdes ele devera conter, tal qual a sua estrutura,
relacionamentos entre as informacdes, e possiveis restricdes, para manter a

seguranca no armazenamento.
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O Banco de Dados Biolégicos (BDB) é constituido de tabelas contendo
grande quantidade de registros. Por exemplo, o registro associado a uma
determinada sequéncia de nucleotideo, contém normalmente descricdo do
nome cientifico, além de citacdes na literatura correspondente. Esses BDB
utilizam sistemas de banco de dados relacional ou sistemas orientados a
objetos e podem ser classificados segundo as informagBes biologicas
armazenadas, como por exemplo, os bancos de dados de sequéncias de
nucleotideos, que armazenam sequéncias de nucleotideos, e as anotacdes
contendo dados de caracteristicas bioldgicas sobre as mesmas, esses banco
de dados sdo geralmente associados a um software desenvolvido para
atualizar, consultar e recuperar informacdes armazenadas no sistema
(BIOINFORMATICS FACTSHEET, 2011).

As anotac¢des consistem na caracterizacdo da sequéncia gendmica, cujo
objetivo é a conversao dos dados em informacdes biologicamente relevantes.
(LEMOS 2004; WEISS, 2010). Uma anotacdo € uma descricdo de
caracteristicas em mais alto nivel da sequéncia biologica, ou biossequéncia.
Anotacbes Uteis incluem varios tipos de informacgbes, por exemplo, se um
trecho de DNA contém um gene e qual a funcéo dele (LEMOS, 2004).

Os bancos de dados biolégicos sao classificados em primarios, no quais
sdo formados pela deposicdo direta de sequéncias de nucleotideos,
aminoacidos ou estruturas protéicas, sem qualquer processamento ou analise,
como por exemplo, o GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) /National Institutes of Health (NIH), European Bioinformatics
Institute (EBI) European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e o DNA Data
Bank of Japan (DDBJ) constituem o International Nucleotide Sequence
Database Collaboration (INSDC) e os secundarios, que sao agueles que
derivam dos primarios, ou seja, foram formados usando as informacfes
depositadas nos bancos primarios (PROSDOCIMI et al., 2002, p.14).

De acordo com Elmasri e Navathe (2005), os bancos de dados biologicos
devem ser principalmente:

e Flexiveis ao lidar com tipos de valores e dados, a colocacédo de

restricbes deve ser limitada, uma vez que isso pode excluir

valores inesperados, sendo que a exclusdo desses valores

resulta em perda de informacéo;
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e Faceis em relacdo a usabilidade, ou seja, as interfaces do banco
de dado devem exibir para os usuarios informac¢des de maneira
gue seja aplicavel para o problema que eles estejam tentando
tratar e reflita a estrutura dos dados de bases;

e Capazes de dar suporte a consultas complexas, pois a definicdo e
a representacao destas consultas sdo extremamente importantes
para os estudos biomédicos. Sem conhecimento da estrutura de
dados, os usuérios comuns ndo podem construir por conta prépria
uma consulta complexa através dos dados. Sendo assim, 0s
sistemas devem fornecer ferramentas para que se construam

essas consultas.

As redundancias e inconsisténcias de dados em BDB s&o inevitaveis,
visto que cada laboratério tém critérios diferentes de qualidade sobre as
sequéncias a serem armazenadas. Portanto, tais bancos de dados apresentam
diversos erros, por terem sequéncias incompletas, contaminadas e com erros
vindos do préprio sequenciamento, descricdes incompletas e até mesmo

errbneas, sobre as sequéncias submetidas.

3 JUSTIFICATIVA

O presente trabalho prop6s a construcdo de um repositorio publico para
as sequéncias do HTLV-1 indexadas no GenBank, considerando a auséncia de
uma fonte de dados que disponibilizasse informagbes mais completas e
estruturadas sobre HTLV-1. Informacfes estas, importantes na avaliacdo de
aspectos clinicos e epidemiolégicos, para estudos sobre infeccao, patogénese,
origem e evolucdo da infeccdo pelo virus. Até o presente momento, existe um
banco de dados hospedado no servidor do BIOAFRICA, o RNA Virus Database
(http://Inewbioafrica.mrc.ac.za/rnavirusdb/virus), contendo apenas 0s genomas
completos do HTLV-1 e uma ferramenta para reconstrucao filogenética.

O desenvolvimento do banco de dados para HTLV-1 inspirou-se na
iniciativa de outros bancos de dados importantes para as pesquisas biomédicas
tais como o de sequéncias do HIV e HCV de Los Alamos

(http://www.hiv.lanl.gov/content/index) e o banco de dados de HIV de Stanford
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(http://hivdb.stanford.edu/), que constituem fontes de informacdes importantes
sobre as sequéncias e epitopos para uso em estudos evoluciondrios e
desenvolvimento de vacinas, dados epidemioldgicos, caracterizacdo da

epidemiologia viral e de migragao populacional.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Construir um repositorio de sequéncias genéticas, dados clinicos/
epidemioldgicos e geograficos do HTLV-1, dando subsidio as pesquisas
clinicas, relacionadas ao comportamento evolutivo viral, gendétipo-fendétipo e

desenvolvimento de vacinas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar levantamento e montagem de banco de dados com todos os
isolados do HTLV-1, previamente publicados no banco mundial de
sequéncias (GenBank);

e Disponibilizar as sequéncias (baseado nas informac¢des do banco de
dados) organizadas de acordo com a variavel selecionada pelo

usuario;

e Realizar uma analise descritiva de todas as sequencias coletadas do

GenBank e organizadas no banco de dados.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA E ESTUDO DE TOPICOS
ESPECIAIS

Realizou-se uma revisdo bibliografica, com foco em repositério de
sequéncias virais, sistemas de gerenciamento de bancos de dados (SGBD)
em SQL (Structured Query Language): MySQL (http://www.mysqgl.com),
desenho de bases de dados relacionais e linguagem de programacao para

aplicacdes de bioinformatica, com intuito de estruturar o banco de dados.

5.2 COLETA/MINERACAO E ARMAZENAMENTO DE
SEQUENCIAS DO HTLV-1

A priori as sequéncias do HTLV-1 e suas respectivas anotagdes foram
coletadas diretamente do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/),
um banco publico de sequéncias de nucleotideos e anotacdes de apoio
bibliografico e biolégico, produzido e mantido pelo National Center for
Biotechnology Information (NCBI) do National Institutes of Health (BENSON,
2010). Estas sequéncias foram submetidas ao algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com o objetivo
de comparar as informacfes das sequéncias nucleotidicas obtidas com as
contidas na biblioteca ou base de dados da prépria ferramenta.

Posteriormente, realizou-se a mineracdo dos dados, visando garantir a
integridade das informacdes, buscar padrées consistentes e relacionamento
sistematico entre as variaveis e por fim, descartar possiveis sequéncias que
nao seriam de interesse do presente estudo.

As anotacfes ausentes nos arquivos obtidos no GenBank foram
coletadas inicialmente nos respectivos artigos, caso ndo fossem conseguidas
todas as informacdes, recorreu-se aos autores correspondentes por email e/ou
telefone.

Os dados foram normalizados e armazenados no SGBD MySQL versao

5.5. Para facilitar a adicdo e a manipulacdo das informagdes utilizamos a IDE
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(Integrated Development Environment) MySQL-Front versdo 5.1 trial
(http://mww.mysqlfront.de/) (Figura 6).

' Genbank

|
‘ Sequéncias ' Anotacoes
' Blast
I
' Mineracao \

Armazenamento
MySQL/MySQL-Front

V

Figura 6. Esquema da coleta/mineracdo e armazenamento de sequéncias do HTLV-1.
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5.3 DESENHO E IMPLEMENTACAO DO BANCO DE DADOS

O banco de dados foi inicialmente modelado utilizando-se o SGBD
MySQL, sendo que as informacbes foram organizadas em uma tabela
contendo 0s seguintes campos:

» Dados das sequéncias:

e Numero de Identificacao
e Regido Gendmica

e Status (completa ou parcial)

e Isolado
e Subtipo
e Subgrupo

e Tamanho da sequéncia

» Dados Clinicos e Epidemioldgicos

e Género
e |dade
e Etnia

e Regido Geografica

e Continente: continente referente a regido geografica;
e Perfil Clinico

e Carga Proviral

e CDA4+ (cluster of differentation 4)

e CD8+ (cluster of differentation 8)

e Data de coleta

Além destas informacdes, também foram incluidos campos para

identificacdo dos autores e origem das publicacfes:

e Contato
e Artigo
e Autores

e Revista
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5.4 DEFINICAO DAS OPEN READING FRAMES (ORFS)

Foram coletadas no GenBank sequéncias nucleotidicas no formato fasta,
arquivo caracterizado por uma ou mais sequéncias, contendo um cabecalho
com informacdes indicado pela presenca do simbolo de maior (>) na primeira
coluna, com a sua regido gendmica descrita. Essas sequéncias foram editadas
no programa Genedoc (NICHOLAS et al, 1997) e posteriormente convertidas
em aminoacidos; identificou-se o cédon de iniciacdo (ATG) e o cddon de
parada (TAA, TGA ou TAG) e, em seguida, removeram-se 0S aminoacidos
excedentes, e converteu-se o resultado em nucleotideos. Sucessivamente, 0s
arquivos finais foram exportados em fasta e alinhados com a sequéncia
referéncia ATK-1, utilizando o programa Clustal X (JEANMOUGIN et al, 1998)
com a localizacdo da posi¢cdo dos cédons de iniciagdo e os de parada na
referéncia (Figura 7).

Vale ressaltar que os artigos que descreviam as orfs ndo traziam as
informacdes completas.

Sequéncias - FASTA

Edicao das seq. -Genedoc

Exportacdao dos arquivos e
alinhamento com ATK-1 (Clustal X)
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Figura 7. Definigdo das Open Reading Frames (Orfs).

5.5 SUBTIPAGEM DAS SEQUENCIAS

As sequéncias depositadas no banco de dados com a regido genémica
possuindo LTR e/ou env que nao tinham anotagdes ou informagdes nos artigos
respectivos sobre o subtipo e/ou subgrupo foram submetidas as ferramentas de

bioinformatica.

5.5.1 Subtipagem das sequéncias LTR

As sequéncias com a regido gendmica LTR foram subtipadas com a
ferramenta  online LASP HTLV-1  Automated  Subtyping  Tool
(http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/subtypinghtlv.html), ferramenta
gue utiliza métodos filogenéticos para identificar o subtipo de sequéncias da

consulta.

5.5.2 Subtipagem das sequéncias env

O primeiro passo foi a identificacéo e coleta no GenBank de sequéncias

env no formato fasta com os subtipos especificos:

e Subtipo “a”: AY604882.1, AY604883.1, AY604885
e Subtipo “b™: AY604924.1, AY604928

e Subtipo “c”: L02534.1

e Subtipo “d™: L76414.1

e Subtipo “e™: Y17021.1

e Subtipo “f": Y17022.1

Até o presente momento, ndo ha no GenBank sequéncia env do subtipo “g”.

Posteriormente, foi realizado o alinhamento no programa Clustal X
(JEANMOUGIN et al, 1998) das sequéncias de interesse presentes no banco

de dados, juntamente com todos os subtipos acima citados. As sequéncias
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foram editadas no programa Genedoc (NICHOLAS et al, 1997) e exportadas no
formato phylip (.phy), e subsequentemente o arquivo foi adicionado no diretério
do pacote para analise filogenética Phylip (PhyLogeny Inference Package)
versdo livre 3.69 (http://evolution.genetics.washington. edu/phylip.html), que
permite a andlise de vérios tipos de dados gerando matrizes de distancias
genéticas diversas e arvores por varios métodos. Utilizou-se o programa de
distdncias DNAdist e de arvore Neighbor para a construcdo das arvores.
Depois de obtido, o arquivo de arvore (treefile) foi visualizado no programa
TreeView versado 1.6.6 (http://taxonomy.zoolo gy.gla.ac.uk /rod/treevi ew.html).

5.6 ESTRUTURA DO HTLV-1 MOLECULAR EPIDEMIOLOGY
DATABASE

O banco de dados foi desenvolvido utilizando-se o Webserver Apache
2.1.6, programa que permite que o computador receba e responda requisicoes
oriundas da rede, associado ao SGBD Mysgl. As interfaces foram
desenvolvidas em html (HyperText Markup Language) e o motor de busca
escrito com o PHP (Hypertext Preprocessor) Free versao 5.

A pagina em html foi desenvolvida com campos especificos de busca,
permitindo que se faca diversas combinacdes de dados. A partir do momento
gue o usuario solicita a busca, a pagina cria um formuléario (tag form) contendo
os valores (variaveis) selecionados. Este formulario serd enviado para um
script escrito em php, responsavel em tratar as informacdes e posteriormente,
utiliza-las para executar a busca nos dados armazenados no banco de dados
(Mysql). Com a posse destes dados, outro script também escrito em php ird
organiza-los em outra pagina escrita em html, permitindo a visualizacdo e

download destes dados (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura do HTLV-1 Molecular Epidemiology Database.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DESCRITIVA DOS DADOS

O banco de dados possui 2435 registros de sequéncias de HTLV-1 do
GenBank estratificas por regides gendmicas: env (30,26%), pX (29,69%), LTR
(34,86%), gag-pol-env-pX (0,04%), LTR-gag-pol (0,04%), LTR-gag-pol-env-pX
(0,04%), pol-env (0,04%), LTR-gag (0,08%), env-pX (0,28%), pX-LTR (1,27%), pol
(0,82%), gag (1,02%), gag-pol (1,02%) e genoma completo (0,49%) (Figura 9).
Considerando o status da regido genémica das sequéncias, 2240 (92%) sao parciais
e 195 (8%) sado completas.

pol-env | 0,04%
LTR-gag-pol | 0,04%
LTR-gag ] 0,08%
env-pX l] 0,28%
Genoma completo Ip 0,49%
pol | 0,82%
gag-pol “ 1,02%
gag | 1,02%
PX-LTR |ud 1,27%
P e ——— 29,69%
env _J 30,26%
TR s 34,86%

Figura 9. Estratificacdo das regides genémicas parciais e completas.

Das 2435 sequéncias adicionadas ao banco de dados, 1877 (77,08%)
representam diferentes isolados, ou seja, as informacdes foram consideradas uma
Gnica vez, mesmo que estes isolados tivessem outros numeros de acesso,

acrescidos de 91 (3,73%) sequéncias sem o nome do isolado descrito nas
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anotacbes do GenBank. Estas sequéncias sem o0 nome do isolado foram
consideradas a partir da analise da descricdo da regido genémica e do pais de
origem, evitando assim, a andlise repetida de sequéncia de um mesmo individuo.
Ao final, 1968 sequéncias foram analisadas.

Em relacdo a distribuicdo geogréfica, das 1968 sequéncias de isolados, 1822
(92,58%) possuem informacdes, distribuidas em: Oceania (2,87%), Africa (12,85%),
Europa (3,54%), Asia (34,51%), sendo que 558/730 (76,43%) das sequéncias S&o
provenientes do Japdo, 1,40% da América do Norte, 3,18% da América Central e
41,61% da América do Sul (Figura 10). Das 756 sequéncias da América do Sul, 419
(55,42%) sao provenientes do Brasil, 154 (20,37%) sé&o da Argentina e as outras 183
(24,20%) sequéncias sdo do Chile (1,58%), Bolivia (0,2%), Peru (4,49%), Guiana
Francesa (11,9%) e Colémbia (5,15%) (Figura 11).
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Figura 10. Distribuicdo geografica das sequéncias adicionadas no banco de dados de acordo com
0s continentes.
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Figura 11. Distribuicdo geografica das sequéncias de isolados da América do Sul adicionadas ao

banco de dados.

Das 1968 sequéncias de isolados, 797 (40,49%) possuem informacgéo sobre o
perfil clinico dividido em: TSP/HAM 343/797 (43%), Assintomatico 261/797 (32,7%),
ATLL 149/797 (18,69%) e outras patologias associadas como dermatite infectiva,
Sindrome de Sjogren, Sindrome Sicca, Sindrome Oculares entre outras 44/797
(5,61%) (Figura 12). Das 343 sequéncias de isolados com o perfil clinico TSP/HAM,
320 (93,29%) possuem informacbes sobre a regido geogréfica, distribuidas na Asia
218/320 (68,12%), América do Sul 62/320 (19,37%), Africa 18/320 (5,62%), Europa
8/320 (2,5%) e Ameérica Central 10/320 (3,12%), América do Norte 4/320 (1,25%)
(Figura 13). Das 149 sequéncias com o perfil clinico ATLL, 128 (85,9%) das
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sequéncias possuem informac&o e estdo distribuidas geograficamente: Asia 84/128
(65,62%), América do Sul 12/128 (9,37%), Africa 12/128 (9,37%), América do Norte
10/128 (7,81%), Europa 7/128 (5,46%) e América Central 3/128 (2,34%) (Figura 14).
Enquanto que 260/261 (99,61%) das sequéncias com o perfil clinico assintomatico
possuem informacédo relativa a distribuicdo geografica: Asia 109/260 (42,92%),
América do Sul 76/260 (29,2%), Africa 62/260 (23,84%), América Central 9/260
(3,46%), Europa 2/260 (0,76%) e Oceania 2/260 (0,76%) (Figura 15). Todas as
sequéncias com perfil clinico classificados em outras patologias associadas
possuem informacdo sobre a regido geografica, distribuidas geograficamente em:
Asia 18/44 (40,9%), Africa 7/44 (15,9%), América Central 12/44 (27,2%), América do
Sul 6/44 (13,6%) e Oceania 1/44 (2,27%) (Figura 16).

Outras
patologias
44 =55
(5%)

Figura 12. Distribuicdo em relacdo ao perfil clinico de 797 sequéncias de isolados adicionadas no

banco de dados.
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Figura 13. Distribuicdo geogréafica de 320 sequéncia de isolados com o perfil clinico TSP/HAM

(Paraparesia Espatica Tropical/ Mielopatia Associada ao HTLV).
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Figura 14. Distribuicdo geografica de 128 sequéncias de isolados com o perfil clinico ATLL

(Leucemia/linfoma de células T do adulto).
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Figura 15. Distribuicdo geografica de 260 sequéncias de isolados com o perfil clinico assintomatico.

wAsia wmAfrica wAmérica Central mAmérica do Sul . Oceania

Figura 16. Distribuicdo geografica de 44 sequéncias de isolados com o perfil clinico classificados como

outras patologias associadas.
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Em relacdo ao género, h4 informacédo de 298/1968 (15,14%) dos individuos
nos quais as sequéncias dos isolados foram originarias, sendo 63,75% referentes ao
género feminino. No banco de dados 158/1968 (8,02%) das sequéncias dos isolados
possuem informac¢des concomitantes sobre o género e perfil clinico, estratificadas

em (Figura 17):
e Assintomético: Feminino (56) e masculino (33);
e TSP/HAM: Feminino (25) e masculino (15);
e ATLL: Feminino (6) e masculino (7);

e Outras patologias associadas: Feminino (8) e masculino (8).

250
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50 33
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Assintomatico TSP/HAM ATLL Outraspatologias
associadas

M Masculino ® Feminino

Figura 17. Perfil clinico e género de 158 das 1968 sequéncias de isolados analisadas.



38

Considerando o género e a regido geogréfica das sequéncias, 296/1968
(15,04%) possuem as duas informagdes, distribuidas: Europa 12/296 (4,05%), Africa
87/296 (29,39%), Asia 27/296 (9,12%), América do Sul 112/296 (37,83%), América
do Norte 6/296 (2,02%), América Central 9/296 (3,04%) e Oceania 43/296 (14,52%)
(Figura 18). Em relacdo aos géneros especificos, as sequéncias foram distribuidas
geograficamente (Figura 19):

e Europa: Masculino (5) e Feminino (7);
e Africa: Masculino (33) e Feminino (54);
e Asia: Masculino (10) e Feminino (17);

e Oceania: Masculino (14) e Feminino (29).

e Ameérica:
o  América do Sul: Masculino (44) e Feminino (68);
o  América do Norte: Masculino (0) e Feminino (6);
o  América Central: Masculino (1) e Feminino (8).
_6; 2%
43; 15%
/9; -
= América do Norte Oceania = América Central
= Europa w Africa = Asia

= Ameérica do Sul

Figura 18. Distribuicao geografica de 296 sequéncias de isolados do banco de dados com informacao

em relagdo ao género.
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Figura 19. Distribuicao geografica de 296 sequéncias do banco de dados estratificadas de acordo com

o género especifico.

Levando-se em consideracdo somente a variavel subtipo, 1040 (52,84%)
sequéncias dos isolados tém informacdes. Considerando concomitantemente as
variaveis subtipo e origem geografica, das 1040, 1008 (96,92%) sequéncias dos
isolados possuem informacdes, nos quais 892/1008 (88,49%) representam o suptipo
“a”, distribuido mundialmente, seguidas do subtipo “b” 98/1008 (9,72%), “c” 7/1008
(0,69%), “d” 8/1008 (0,79%), “e” 1/1008 (0,09%), “f* 1/1008 (0,09%) e “g” 1/1008
(0,09%), distribuidas em regides mais especificas (Figura 20). Em relacdo a
distribuicdo geogréafica dos subgrupos do subtipo “a@”, 746/892 (83,63%) das
sequéncias dos isolados apresentam informagdes: subgrupo “A” 661/746 (88,60%),
“‘B” 62/746 (8,31%), “C” 15/746 (2,01%), “D” 4/746 (0,53%) e “E” 4/746 (0,53%)
(Figura 21).
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Figura 20. Distribui¢cdo geografica dos subtipos do HTLV-1 de 1008 sequéncias do banco de dados.
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Considerando a idade, 208 (10,56%) das 1968 sequéncias dos isolados
apresentam informagdes. As idades variaram de 3 a 100 anos, com uma mediana de
44 anos.O género feminino tem a maior representatividade nas informagdes com
57,7% das sequéncias dos isolados.

Nas sequéncias com o perfil clinico TSP/HAM, a mediana de idade foi de 47
anos. Enquanto com o perfil clinico ATLL, a mediana de idade foi de 48,5 anos.

Informacdes em relacdo a carga proviral (4/1968; 0,20%), CD4+ (13/1968;
0,66%), CD8+ (9/1968; 0,45%), etnia (62/1968; 3,15%) e data de coleta (87/1968;
4,42%) nao foram representativas no banco de dados. Das 1968 sequéncias,

nenhuma apresentou informacdes de todas as variaveis concomitantemente.

6.2 HTLV-1 MOLECULAR EPIDEMIOLOGY DATABASE

O banco de dados desenvolvido disponibiliza informacfes referentes as
sequéncias indexadas no GenBank, no qual o usuario tem a possibilidade de
escolher critérios de busca (Figura 23) de acordo com a sua necessidade. Apés a
escolha, o programa gera uma resposta que é mostrada em outra interface
denominada output, no qual aparecerdo as sequéncias e informacdes referentes a
busca do usuario. Este podera baixar as sequéncias no formato fasta e a tabela com
as informacdes no formato xls (planilhas do Microsoft Excel) (Figura 24).

O Banco de dados de Epidemiologia Molecular do HTLV- 1 (HTLV-1
Molecular Epidemiology Dabase) estd hospedado no servidor do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz/ FIOCRUZ-BA  com 0 endereco para  acesso:
http//www.htlvldb.bahia.fiocruz.br.
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Figura 22. Interface inicial do HTLV-1 Molecular Epidemiology Database. 1) Opcao para a escolha
dos critérios de busca das sequéncias.
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Figura 23. Interface de apresentagdo do resultado (output) com as op¢des de download das sequéncias no formato fasta e da tabela com as informacgdes

referentes a sequéncias.
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6.3 MAPA E DESCRICAO DAS ORFS

Noés construimos o mapa das orfs (Figura 25), considerando a sequéncia
referéncia ATK-1. Este mapa esta disponivel para os usuarios no banco de dados
(HTLV-1 Molecular Epidemiology Database), como guia de classificacdo da(s)
regido(des) gendmica(s) das sequéncias. Por exemplo, se a sequéncia comecgar no
nucleotideo de numero 824 e terminar no nimero 2052, representa a regido gag

parcial.

=, HTLV-1 Molecular Epidemiology Database [
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Figura 24. Mapa das Orfs do HTLV-1 disponivel no HTLV-1 Molecular Epidemiology Database.



45

6.4 QUALIDADE DAS INFORMACOES

Todos os dados coletados sejam as sequéncias de nucleotideo do HTLV-1 e
suas anotacdes tiveram como origem o GenBank, artigos respectivos ou
informagbes diretamente adquiridas com o0s autores correspondentes. Estes
pesquisadores desenvolvem os seus estudos em diversos centros de pesquisas no
mundo inteiro, 0s quais realizam sequenciamento e anotacdes sobre as sequéncias,
0 que espera que ocorra divergéncias nas anotacfes e até mesmo erros no
sequenciamento.

Levando-se em consideracdo que este trabalho propde oferecer as
informacbes coletadas no GenBank, artigos respectivos e diretamente com o0s
autores em um modelo relacional, ndo sao de responsabilidade do nosso estudo os

eventuais erros de anotacao e sequenciamento.

7 DISCUSSAO

A mineracdo das sequéncias coletadas no GenBank foi importante para
selecionar somente aquelas de interesse para o banco de dados proposto. Foram
excluidos os clones e as sequéncias de pacientes que tinham na descri¢cdo o termo
‘HTLV-1", porém a sequéncia era de outro virus, por exemplo, nés excluimos
aquelas que tinham na descricao o termo “HTLV-1”, entretanto, eram sequéncias do
HIV.

A partir dos dados coletados realizou-se estatistica descritiva, considerando
as variaveis (regido geografica, idade, género, subtipo, subgrupo, entre outras),
sendo que os valores foram apresentados em forma de grafico, colocando em
evidéncia as tendéncias, as ocorréncias ocasionais e 0s valores minimos e maximos
dos dados. Os dados ndo foram submetidos a calculos de significancia estatistica
(nivel-p) por serem oriundos de uma base de conveniéncia, 0 que ndo garante a
representatividade da populacdo, além de que o tamanho da amostra ndo ira se
manter constante, visto que novas sequéncias e suas respectivas informacdes serao

adicionadas ao banco de dados, quando estas forem publicadas no GenBank.
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A disponibilidade no banco de dados de importantes variaveis ausentes no
GenBank, tais como carga proviral, no qual estudos demonstram a sua relagdo com
a patogénese da TSP/HAM, na predicdo do desenvolvimento da ATLL e outras
doencas como uveite e artrite reumatéide (AKIZUKI et al, 1987; GREETEN et al,
1998; NAGAI et al, 2001; SAKAI et al, 2001; OSAME et al, 2002; ONO et al, 1998;
YAKOVA et al, 2005; PROIETTI, 2005), contagem de CD4+ e CD8+ como marcador
de risco para doencas associadas ao HTLV-1 (GOON et al, 2003; KUBOTA et al,
2000; SANTOS et al, 2004), data de coleta, importante pra estimar o reldgio
molecular (molecular-clock) e para a realizacdo de analises bayesianas e a etnia,
para possiveis inferéncias de susceptibilidade e até mesmo de relagdes filogenéticas
destes grupos étnicos, considerando a estabilidade genémica do HTLV-1 (SONODA
et al, 2011; MIURA et al, 1994).

A utilizagdo de um Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados (SBDG) foi
fundamental na organizacdo, armazenamento e atualizacdo das sequéncias e de
suas respectivas informacdes. O banco de dados relacional formado, prover acesso
facilitado aos dados, possibilitando que os usuarios utilizem uma grande variedade
de abordagens no tratamento das informacdes, uma vez que € possivel a escolha
em varios pontos ou critérios.

A facil usabilidade foi priorizada nas interfaces criadas, nas quais 0s usuarios
tenham um uso simplificado, considerando-se 0 acesso de usuarios mais ou menos
experientes, e que a sua utilizacao seja eficaz, produtiva, além de segura.

Os bancos de dados biolégicos sdo importantes ferramentas para auxiliar
pesquisadores na compreensdo, avaliacdo e comparacdo dos dados gerados a
partir das suas pesquisas, entretanto, devido a grande quantidade de conhecimento
biolégico gerado, tdo qual a sua distribuicdo entre diferentes bases de dados gerais
ou especializadas, como por exemplo, o GenBank, torna-se dificil assegurar a
coeréncia e fidedignidade destas informacdes. O banco de dados desenvolvido
neste trabalho se apresenta com a proposta de concentrar o maximo de informacdes
relacionadas as sequéncias do HTLV-1, diminuindo a redundancia e preservando a
consisténcia desses dados, sejam estes oriundos do GenBank ou dos artigos
relacionados as sequéncias.

Os bancos de dados bioldgicos como o HCV Sequence Database (KUIKEN et
al, 2005), HIV Drugs Resistance Database - Stanford (http://hivdb.stanford.edu/) e

HIV Databases — Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/content/index) constituem-se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sonoda%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sonoda%20S%22%5BAuthor%5D
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como importantes bases de dados para as pesquisas. Visto que, além de
disponibilizarem ferramentas para analises especificas, como as de resisténcia aos
antirretrovirais, no caso do HIV, retnem uma grande quantidade de informacdes
geradas em todo o mundo, o que permite tracar um cenario global da infeccédo
desses virus, favorecendo o conhecimento clinico e epidemiolégico. Além disso,
estes dados sdo eficazes para decisdes politicas publicas em saude e para
planejamento de programas de combate a propagacdo das infeccdes e de
assisténcias aos pacientes.

A coleta das sequéncias e suas anotacdes foram feitas inicialmente no
GenBank, tendo-se o cuidado em avaliar estas anotagbes porque segundo
Guimaraes (2006), um dos problemas mais comuns relatados no processo de
anotacao estéo relacionados com erros/falta das informacdes nos bancos de dados
publicos e a falta de padronizacdo dos vocabularios de anotacdo. Para completar as
informacbes do banco de dados, recorreu-se aos artigos das respectivas
sequéncias, que na sua grande maioria traziam informagbes como género, perfil
clinico, idade, origem geografica, entre outros, ausentes nas anotacfes do
GenBank, ou consultou-se diretamente com o0s autores correspondentes.

Considerando as dificuldades encontradas na aquisicdo das informacoes,
ressalva-se a importancia do fornecimento e disponibilidade publica dos dados
gerados, respeitando a propriedade intelectual, quando estes forem factiveis para o
conhecimento cientifico sobre o HTLV-1.

A construcao e disponibilidade de um banco de dados com o0 maximo possivel
de informacdes sobre o HTLV-1 ir4 favorecer toda a comunidade cientifica que se
interessa e que pesquisa 0 tema, logo se torna cada vez mais importante o
desenvolvimento de bancos de dados bioldgicos completos ou fazer com que o0s
existentes se tornem completos, com intuito de facilitar o acesso aos dados, e por
consequéncia, favorecer os estudos ligados a infeccdo, patogénese, origem e
evolucao do virus. O gerenciamento e atualizacdo dos dados seréo feitos localmente
no servidor do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz, com uma periodicidade

guinzenal.
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8 CONCLUSOES

v' Através da interface principal, os usuarios terdo acesso as informacoes, tais

como as sequéncias, de acordo com os critérios de busca selecionados.

v A partir das informages inseridas no banco de dados € possivel ao usuério

realizar uma andlise descritiva das sequéncias oriundas do GenBank.

v' Ressalva-se a escassez de informacdes completas sobre as sequéncias,
ressaltando a importancia da disponibilidade do maior nimero de dados,
importantes para as pesquisas sobre HTLV-1.
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