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RESUMO

SANTOS, P. C. C. dos. Banco de Dados Inteligente e Ferramentas Associadas
de Sequéncias, Mutacoes e Resisténcias aos Antirretrovirais do Virus HIV.
2010. 183 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A elevada variabilidade do HIV-1, bem como a auséncia de mecanismos eficientes
de reparo durante os estagios da replicacao viral, contribui para a rapida emergéncia
de cepas de HIV-1 resistentes aos antirretrovirais. A pressao seletiva exercida pelas
drogas leva a fixacdo de mutacbes capazes de conferir graus variados de
resisténcia. A presenca dessas mutagdes constitui um dos fatores mais importantes
na falha da resposta terapéutica aos antirretrovirais. Assim, torna-se de fundamental
importancia a compreensao dos padrées de resisténcia e dos mecanismos a eles
associados, possibilitando a escolha de um esquema terapéutico apropriado que
considere a frequéncia e outras caracteristicas das mutagdes. O volume gerado e o
registro dessas informagbes em diferentes formatos dificultam o acesso e a
integracdo dos dados pelo clinico e pelo pesquisador. Ao mesmo tempo, o
desenvolvimento de um banco de dados atualizado e coerente, constituido a partir
de informacgdes dos prontuarios de pacientes HIV*, é uma importante fonte para a
realizacdo de pesquisas clinicas e epidemioldgicas, de forma rapida e eficiente.
Portanto, o objetivo deste trabalho € desenvolver e implementar um banco de dados
inteligente, utilizando a Rede Neural Artificial Paraconsistente (RNAP), assentada na
Légica Paraconsistente Anotada Et, para auxiliar o mapeamento de informacdes
contidas nos diversos formularios médicos, de modo a obter um sistema inteligente
capaz de fornecer subsidios necessarios para a tomada de decisdo, e proporcionar
melhor suporte a pratica clinica e de pesquisa daqueles que lidam diretamente com
pacientes. A Logica Paraconsistente possui a capacidade de mensurar incerteza e
inconsisténcia. Sequéncias de protease de 358 pacientes foram processadas pelo
meétodo proposto, e analisadas estatisticamente pelo indice Kappa, para
determinagdo de concordancia de sensibilidade e especificidade. Os resultados

obtidos demonstram que a RNAP pode servir como ferramenta promissora.

Palavras-chave: AIDS. HIV. Banco de dados. Ldégica Paraconsistente. Redes

Neurais Atrtificiais Paraconsistentes. Reconhecimento de padrées.



ABSTRACT

SANTOS, P. C. C. dos. Intelligent Database Tools and Associated Sequences,
Mutations and Resistance to Antiretrovirals in HIV Virus. 2010. 183 p. Ph. D.
thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2010.

The high variability of HIV-1, as well as the absence of efficient repair mechanisms
during the stages of viral replication, contributes to the rapid emergence of strains of
HIV-1 resistant to antiretroviral drugs. The selective pressure exerted by drugs leads
to the fixation of mutations that confer varying degrees of resistance. The presence
of these mutations is a major factor in the failure of therapeutic response to
antiretroviral. Thus, it is of fundamental importance to understanding of resistance
patterns and mechanisms associated with them, enabling the choice of a regimen
appropriate to consider the frequency of mutations and other characteristics. The
volume generated and the records of this information in different formats hinder
access and integration of data by the clinician and the researcher. At the same time,
the development of an updated and consistent database, made from medical records
of HIV patients, is an important source for performing clinical and epidemiological
research, quickly and efficiently. Therefore, the objective is to develop and implement
an intelligent database using the Paraconsistent Artificial Neural Network (PANN),

based on Paraconsistent Annotated Logic Et to assist the mapping of information in

various medical forms to obtain an intelligent system capable of providing necessary
inputs for decision making, and provide better support to clinical practice and
research of those who deal directly with patients. Paraconsistent Logic has the ability
to measure uncertainty and inconsistency. Protease sequences from 358 patients
were processed by the proposed method, and statistically analyzed by the Kappa
index of agreement for determination of sensitivity and specificity. The results
obtained demonstrate that PANN can serve as a promising tool.

Key Words: AIDS. HIV. Database. Paraconsistent Logic. Paraconsistent Atrtificial

Neural Network. Pattern recognition.



1 INTRODUCAO

Os primeiros casos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS —
Acquired Immune Deficiency Sindrome) foram relatados em 1981 (GOTLIEB et al.,
1981). A descrigéo inicial da imunodeficiéncia foi primeiramente descrita em jovens
homossexuais do sexo masculino, sexualmente ativos, com um déficit imunolégico
que resultava numa significativa perda de células T-helper. A imunodeficiéncia
associada a AIDS foi caracterizada por uma suscetibilidade a infeccdo por
patdbgenos oportunistas que apresentavam redugdo dramatica dos linfécitos T e
diminuicdo da relagéo linfocitos T auxiliares e T supressores, com comprometimento
da resposta imune, permitindo o surgimento de doencgas raras, como sarcoma de
Kaposi e infecgbes oportunistas como, por exemplo, a pneumonia causada por
Pneumocystis cariniie Candida albicans (PRUSINER, 2002).

A pandemia da AIDS continua avangando e n&o demonstra sinais de
estabilizacdo, quando avaliamos a situacdo mundial. Como consequéncia, a
incidéncia de infeccado pelo HIV continua elevada. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude (World Health Organization - WHQO) e UNAIDS (Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS), em 2008, foram contabilizados em torno de 2,7 milhdes
de novos infectados e o numero de pessoas vivendo com HIV estava em torno de
33,4 milhdes (UNAIDS, 2009), sendo a maioria (mais de 31,3 milhées) composta por
adultos. Ainda segundo a WHO, em 2008, a AIDS provocou 2 milhées de mortes.

Segundo dados do Ministério da Saude, entre 1980 e junho de 2009, ja foram
registrados 544.846 casos de AIDS no Brasil. Nesse periodo, ocorreram 217.091
mortes em decorréncia da doenca. Como ha subnotificagdo, ja que ha pessoas
infectadas com o virus e ndo cientes, estima-se que 630 mil pessoas sdo portadoras
do virus HIV no pais, o que corresponde a mais de um tergo do total de infectados
em toda a América Latina. De acordo com o levantamento, sdo notificados
anualmente entre 33 mil e 35 mil novos casos de AIDS no pais. Dos casos de AIDS
acumulados de 1980 até junho de 2009, a regido Sudeste € a que tem o maior
percentual (59%) do total de notificacbes, com 323.069 registros da doenca. O Sul
concentra 19% dos casos, com 104.671 notificaces; o Nordeste, 12%, com 64.706;
o Centro-Oeste, 6%, com 31.011; e a regidao Norte, 3,9%, com 21.389 casos. Dos
5.564 municipios brasileiros, 87,5% (4.867) registram, pelo menos, um caso da
doenca (Ministério da Saude, 2009).



Segundo o Ministério da Saude (2009), foram identificados 356.427 casos de
AIDS no sexo masculino e 188.396 no sexo feminino. Observa-se que, do total de
casos identificados em homens, 78% estdo na faixa etaria de 25 a 49 anos. Para as
mulheres, essa propor¢ao corresponde a 71%. Com relacdo as taxas de incidéncia,
segundo o sexo e a faixa etaria, em ambos os sexos, as maiores taxas estdo na
faixa etaria de 30 a 49 anos. De forma geral, ha predominio da transmissao sexual
na disseminacao do HIV. Entre os individuos com 13 anos de idade ou mais, no
sexo masculino, na categoria de exposicdo sexual, a transmissao entre 0s
heterossexuais é responsavel por 45% dos casos. Na categoria sanguinea, a
transmissao € maior entre os usuarios de drogas injetaveis (UDI): 7% dos casos. No
sexo feminino a transmissao é predominantemente heterossexual, e representa 97%
dos casos, seguida das UDI (3%).

Ao longo da série historica, percebe-se um incremento das taxas de
incidéncia de AIDS na faixa etaria de maiores de 50 anos. Apesar da faixa etaria de
25 a 49 anos constituir o grupo mais atingido pela AIDS, os casos entre pessoas
acima dos 60 anos dobraram, entre 1997 e 2007, segundo dados do Boletim
Epidemioldgico de 2009, passando de 497 para 1.263 novos casos. Dos 13.655
casos de AIDS notificados em pessoas acima dos 60 anos, desde o inicio da
epidemia, em 1980, 8.959 (65%) sao homens e 4.696 (35%), mulheres.

O numero alarmante impulsiona a comunidade cientifica a desenvolver
estratégias de combate ao HIV, que visam a prevenir novas infec¢coes e tratar
individuos infectados.

Neste sentido, o advento do esquema triplo de terapia antirretroviral altamente
potente, conhecido como HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), resultou na
reducdo da mortalidade e morbidade de pessoas infectadas pelo HIV. Entretanto,
apesar de provocar a supressao da replicacao viral por tempo prolongado e permitir
a restauracao parcial da resposta imune, observou-se que o HAART nao é capaz de
eliminar os reservatérios virais e garantir a reconstituicho da resposta HIV-
especifica.

Pesquisas relatam que varios aspectos estao associados a perda da eficacia
do HAART, tais como os efeitos adversos associados a exposi¢cao prolongada aos
antirretrovirais (hepatotoxicidade, pancreatite, lipodistrofia, diabetes, dislipidemia e
osteoporose); a emergéncia de mutacbes que conferem resisténcia as drogas; a

dificuldade de aderéncia dos pacientes aos regimes de longo prazo; e os altos
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custos do tratamento (KAUFMANN et al., 1998; LEDERGERBER et al.,, 1999;
RICHMAN, 2001; SIMON; HO, 2003).

Para avaliar todos os aspectos da perda da eficacia do tratamento com
antirretrovirais e as condi¢des fisicas do paciente, o clinico e o pesquisador
precisam obter informagdes sobre o historico clinico pregresso (prontudrio com o
relato das primeiras doencas oportunistas e a evolugdo para AIDS), exames
laboratoriais de monitoramento do HIV/AIDS (Contagem de células CD4* e CD8",
Carga viral, Genotipagem), exames de avaliagdo de lesdes hepatocelulares
(TGO/ALT, TGP/AST, DHL), exames de perfil lipidico (Colesterol total, HDL, LDL,
Triglicerideos), exames para diabetes e osteoporose, exames para deteccdo de
coinfecgdes virais, bacterianas e/ou fungicas (CDC, 2009).

O volume gerado e o registro dessas informacdes em diferentes formatos
(documentos manuais e/ou eletrdnicos) e em diferentes locais (expedicdo e
websites) dificultam o acesso e a integracdo dos dados pelo clinico e pelo
pesquisador. Desta maneira, 0 desenvolvimento de bases de dados contendo
informacdes clinicas e laboratoriais € impactante na melhoria da eficacia, eficiéncia,
seguranca e qualidade no tratamento do paciente, além de fornecer dados
importantes para a realizacao de pesquisas em HIV/AIDS.

A bioinforméatica — um campo de pesquisa que vem crescendo nos ultimos
anos, principalmente na composigdo de bancos de dados e ferramentas
desenvolvidas especialmente para analisar os dados oriundos de sequenciamento
genético — aparece como coadjuvante essencial no processo acima descrito. Com o
auxilio da bioinformatica € possivel extrair informacdes relevantes a partir das
sequéncias de DNA e de proteinas, obtidas pelo processo de sequenciamento
automatizado de nucleotideos e de aminoacidos, permitindo, com isso, um melhor
esclarecimento sobre a estrutura e a funcéo dos genes e das proteinas em estudo
(PIOLLI, 2003).

A partir de sequéncia com bases definidas, € possivel utilizar softwares
especializados para analisar se a sequéncia possui qualidade, bem como, realizar a
tarefa de identificar a sua estrutura, montar o mapa genético do organismo em
estudo e analisar estas montagens. Outros softwares possuem tarefas de armazenar
em banco de dados essas sequéncias, permitindo o acesso on-line as suas bases
de dados, como é caso de Stanford HIV Drug Resistance Database
(http://hivdb.stanford.edu/) e Los Alamos National Laboratory (http:/hiv-
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web.lanl.gov/content/hiv-db/mainpage.html). Cada software sé € ideal para trabalhar
com a analise de um determinado organismo ou de um organismo muito
semelhante. Uma pequena mudanga no objeto analisado traz a necessidade de
alteracbes na estrutura algoritmica desses programas, o0 que torna o
desenvolvimento de softwares, para a bioinformatica, uma atividade crescente no
ambito cientifico (PIOLLI, 2003).

Nos ultimos anos, investigacbes e experiéncias ganharam grande impulso
gracgas ao interesse do Ministério da Saude, através do Departamento de Informatica
do SUS-DATASUS, em estabelecer, em nivel nacional, um sistema computacional
padronizado de coleta e processamento de dados clinicos e administrativos,
originados em cada contato com o sistema de  atendimento
(http://www2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php).

Especificamente, os sistemas computacionais desenvolvidos pelo DATASUS
sdo usados pelo Programa Nacional de DST/AIDS, para sua gestao, utilizando a
notificacdo de casos de AIDS gerados do registro universal e compulsério, no
Sistema de Informacgdes de Agravos de Notificacdo (SINAN), bem como do numero
de o&bitos, registrados no Sistema de Informagdes de Mortalidade (SIM), além do
proprio Programa Nacional DST/AIDS gerenciar quatro sistemas especificos: o
Sistema de Monitoramento de Insumos de Prevencdo (PREVINI), o Sistema de
Controle Logistico de Medicamentos (SICLOM), o Sistema de Controle de Exames
Laboratoriais da Rede de Contagem de Linfécitos CD4"/CD8" e Carga viral
(SISCEL), e o Sistema de Informacdo para Rede de Genotipagem (SISGENO),
todos, com consulta via Web (http://portal.saude.gov.br/portal/default.cfm).

Esses sistemas constituem bases de dados relevantes para a assisténcia e a
realizacdo de pesquisas. No entanto, por ndo terem sido elaborados com a
finalidade basica de promover a realizacdo de estudos e pela necessidade de
garantir o sigilo dos individuos, é praticamente impossivel relacionar os registros
desses sistemas, recuperando a histéria dos pacientes assistidos (CAMPOS et al.,
2006).

Para suprir essa necessidade, iniciativas como a construgdo do banco de
dados dos pacientes HIV/AIDS atendidos no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC), no Rio de Janeiro, da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), foram
bem sucedidas. Iniciada em 1998, contou com o financiamento parcial do Programa



Nacional DST/AIDS, que visava a manter uma base de dados dos individuos HIV'
completa, atualizada e consistente no que se refere as informacdes pessoais e aos
atendimentos meédicos, e que permitia a realizagdo de pesquisas clinicas e
epidemiologicas de forma rapida e eficiente (CAMPOS et al., 2006).

Seguindo esse exemplo, o Ambulatério ADEE-3002 e o Laboratério de
Investigacdo Médica em Dermatologia e Imunodeficiéncia (LIM56), ambos ligados ao
Departamento de Dermatologia do HC-FMUSP, pretendem construir uma base de
dados estruturada, capaz de conter o maior numero de informagdes disponiveis
sobre cada paciente HIV/AIDS assistido no ambulatério, incluindo dados cadastrais
(cédigo de identificacdo do paciente, idade, género, procedéncia), dados clinicos
(prontuério eletrénico contendo doencas oportunistas, regimes terapéuticos, tempo
de duracéao de cada regime), dados laboratoriais (carga viral, contagem de linfécitos,
genotipagem, mutacdes presentes antes e ap6s a falha terapéutica), receituarios e
outros dados pertinentes ao acompanhamento do paciente.

Para que essas informagdes possam ser usadas por um processo inteligente
de armazenamento de dados, em uma base de dados estruturada, serd necessério
mapear, em um formato apropriado, as informacdes contidas nos diversos
formularios médicos relacionados aos pacientes tratados nos ambulatérios de
Dermatologia (HC-FMUSP). Neste contexto, a area de informatica meédica do
Departamento de Informatica Médica (DIM-FMUSP) dispde, hoje, de ferramentas e
instrumentos que podem apoiar a organizagao administrativa da consulta médica, a
captura, o armazenamento e o processamento das informagdes do paciente, a
geracao do diagnostico, a orientacao terapéutica e o acesso as informacgdes.

Portanto, nossa proposta € desenvolver um banco de dados “inteligente” de
sequéncias, mutagdes e resisténcias aos antirretrovirais empregados contra o HIV e
ferramentas associadas, baseado na utilizacdo da Rede Neural Artificial
Paraconsistente (RNAP), assentada na Légica Paraconsistente Anotada.



2 CONCLUSOES

A Informatica constitui-se em uma ciéncia imprescindivel nos trabalhos que
envolvem as areas biologicas, especialmente a genética humana e médica,
consolidando, cada vez mais, 0s recentes conceitos e objetivos propostos pela
Bioinformética.

A metodologia de reconhecimento de padrées mutacionais envolvendo
sequéncias de pacientes HIV* tratados com drogas antirretrovirais, utilizando o
algoritmo de analise baseada na Rede Neural Artificial Paraconsistente, assentada
na Logica Paraconsistente Anotada, apresentou-se como uma promissora
ferramenta, conseguindo reconhecer e classificar padrées de sequéncias de
subtipos de virus, através da légica, por similaridade com as sequéncias referéncias
(consenso) armazenadas no banco de dados, e também nas tabelas de referéncias
as drogas de Protease e Transcriptase Reversa, possibilitando a quantificacao e a
qualificacdao dos dados do exame de genotipagem, para que seja utilizada pela
RNAP em seu processo de andlise do exame.

O desempenho da rede RNAP demonstrou-se satisfatério, na distincdo e
classificacdo das sequéncias analisadas, apresentando um resultado satisfatério
tanto para sensibilidade como para especificidade pelo método estatistico de Kappa.

As possibilidades de configuracdo do algoritmo RNAP permitem a realizagao
de novos testes com maior quantidade de sequéncias de pacientes, onde
poderemos utilizar os vetores obtidos como valores-base para realizar novas
comparacgdes, € com isso, a rede podera aprender novas mutagcées que ainda nao
estejam classificadas.

A Rede Neural Artificial Paraconsistente baseada na Logica Paraconsistente
demonstrou-se promissora para o reconhecimento de padrées mutacionais e
resisténcias as drogas antirretrovirais; os resultados a priori obtidos podem estender-
se a outros conhecimentos clinicos.

Cada algoritmo tem a sua particularidade para interpretacdo de mutagdao no
teste de genotipagem, sendo que, para uma mesma amostra de sequéncia, poderao
obter-se resultados discordantes, e por ndo haver um consenso internacional na
interpretagdo de mutacdo, motivamo-nos a desenvolver um algoritmo baseado na
Rede Neural Artificial Paraconsistente, assentada na Loégica Paraconsistente
Anotada.



A metodologia empregada neste trabalho, utilizando as Redes Neurais

Artificias Paraconsistentes, mostrou-se promissora no reconhecimento de padrdes

mutacionais. Dessa forma, a continuidade de implementagdes nesta metodologia,

principalmente no algoritmo do software paraGENOHIV, permitira:

Aprimorar os estudos sobre os erros da analise, para determinar se € um
erro, de fato, da metodologia ou discrepancia entre os métodos
empregados;

Aprimorar a metodologia para sugerir uma nova medicagdo, de acordo
com os subtipos mutados;

Aprimorar a rede RNAP, para verificagdo de entrada das amostras e gerar
NOVOS CONSEeNsos;

Aprimorar a rede RNAP, para processar as sequéncias de Transcriptase
Reversa;

Criar outras camadas na RNAP, para que ela possa aprender e tentar
identificar outras sequéncias referéncias de acordo com as amostras

processadas.
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