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“By giving our students practice in talking with others, we give them frames

for thinking on their own.” (Lev Vygotsky, 1978)



RESUMO

O pacote rSWeeP é uma implementacdo R do modelo SWeeP, projetado para lidar
com BigData. O rSweeP atende a crescente demanda por métodos eficientes de
representacdo heuristica no campo da Bioinformatica, em plataformas acessiveis a
toda comunidade cientifica. Exploramos a implementacdo de rSWeeP usando um
conjunto de dados contendo 31.386 proteomas Vvirais, realizando analises
filogenéticas e de componentes principais. Como estudo de caso, analisamos as
cepas virais mais préoximas do SARS-CoV, responsaveis pela recente pandemia de
COVID-19, demonstrando que o rSWeeP pode classificar com precisdo 0s
organismos taxonomicamente. O pacote rSWeeP esta disponivel gratuitamente em
https://bioconductor.org/packages/ release / bioc / html / rSWeeP.html.

Palavras-chave: Andlise de sequéncias bioldgicas. Filogenia. Aminoacidos.
Técnicas vetoriais. Técnicas livres de alinhamento.



ABSTRACT

The rSWeeP package is an R implementation of the SWeeP model, designed to
handle BigData. rSweeP meets to the growing demand for efficient methods of
heuristic representation in the field of Bioinformatics, on platforms accessible to the
entire scientific community. We explored the implementation of rSWeeP using a
dataset containing 31,386 viral proteomes, performing phylogenetic and principal
component analysis. As a case study we analyze the viral strains closest to the
SARS-CoV, responsible for thecurrent pandemic of COVID-19, confirming that
rSWeeP can accurately classify organisms taxonomically. rSWeeP package is freely
available at https://bioconductor.org/packages/ release/bioc/html/rSWeeP.html.

Keywords: Analysis of biological sequences. Phylogeny. Amino acids.
Vectorial techniques. Free alignment techniques.
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1 INTRODUCAO

Anadlises de Bioinforméatica em grandes conjuntos de dados de sequéncias
biolégicas sdo comuns na atualidade, porém, dependendo do método a ser aplicado
nas andlises, leva um tempo consideravel para a obtencdo de resultados (DE
PIERRI et al., 2020). Na ultima década, as técnicas vetoriais e livres de alinhamento
tiveram grande destaque na comparacgao e representacdo de sequéncias bioldgicas
por sua eficiéncia e agilidade quando comparadas a maioria dos métodos
heuristicos baseados em alinhamento (ZIELEZINSKI et al., 2017).

Ferramentas livres de alinhamento sdo bem-sucedidas na analise de
grandes conjuntos de dados (DE PIERRI et al., 2020; ZHANG et al.; 2017; Li et al.;
2017) entretanto, por serem técnicas relativamente recentes, parte da comunidade
cientifica ainda € resistente quanto ao uso de tais técnicas. Mesmo com a eficacia
deste ja comprovada, as técnicas dependentes de alinhamento ainda sao prioritarias

nas analises de sequéncias biologicas.

Ferramentas que tém como base o mapeamento de palavras (k-mers) em
espacos vetoriais tém sido o assunto de varios estudos recentes (DE PIERRI et al.,
2020; ZHANG et al.; 2017; Li et al.; 2017; LEIMEISTER; 2014; HORWEGE; 2014;
NOE; 2014; VINGA; 2014). A representacdo de sequéncias biologicas em espacos
vetoriais possibilita a manipulacdo de grandes conjuntos de dados com agilidade,

além de facilitar a aplicacédo de técnicas de mineracao de dados (VINGA, 2014).

Spaced Words Projection (SWeeP) € um modelo computacional que permite
a representacdo de informacfes de sequencias biolégicas por meio de projecao
vetorial. Recentemente, o modelo SWeeP teve sua eficiéncia demonstrada na
representacdo de grandes conjuntos de dados e na construcdo de arvores
filogenéticas em dois estudos em publicacédo recente. Um destes estudos envolveu
proteomas mitocondriais e bacterianos (DE PIERRI et al., 2020), e o outro, referente

ao presente trabalho, proteomas virais (FERNANDES et al., 2020).

Neste trabalho € apresentado o rSWeeP, uma implementacdo do modelo
SWeeP em linguagem de programacao R/Bioconductor. O modelo SWeeP é
originalmente implementado em MATLAB®, que € uma ferramenta paga. A inclusédo

do SWeeP em outras plataformas, como é o caso do R/Bioconductor (software
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gratuito e amplamente utilizado para a anélise de dados genémicos) oportuniza o

acesso de toda a comunidade cientifica a ferramenta.

Para testar a efetividade da implementacéo rSWeeP, foi realizado teste de
performance, construcdo de arvores filogenéticas e Analise de Componentes
Principais (PCA). Foi utilizado como estudo de caso 31.386 proteomas virais
retirados do banco de dados Nacional Center of Biological Information (NCBI).

Os resultados mostraram que o0 rSWeeP manteve a efetividade ja
apresentada pelo modelo SWeeP original na analise de grandes conjuntos de dados
biolégicos. Em relacao a inferéncia filogenética do grupo de estudo, rSWeeP gerou a
maior arvore filogenética de proteomas virais encontradas na literatura atualmente.
Foi observando o padrdo de agrupamento conforme o tipo organizacional do acido
nucleico: Acido Ribonucleico fita simples (ssRNA), Acido Desoxirribonucleico fita
simples (ssDNA) e Acido Desoxirribonucleico fita dupla (dsDNA). Estes
agrupamentos foram posteriormente reforcados pela analise de PCA. Foi
identificado ainda neste estudo a proximidade entre o virus causador do COVID19,
responsavel pela atual pandemia de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), e
0 virus responsavel pela pandemia de SARS em 2003, sugerindo que sdo 0 mesmo

coronavirus, conforme reportado em outro estudo (GORBALENYA; 2020).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

e Disponibilizar uma implementacao gratuita do modelo SWeeP, utilizando a

plataforma R e o repositério Bioconductor.

1.1.2 Objetivos especificos

e Comprovar a viabilidade do pacote de funcbes rSWeeP como plataforma do
método SWeeP

e Possibilitar 0 acesso de uma maior parcela da comunidade cientifica ao
método SWeeP.
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Realizar andlises filogenéticas utilizando os vetores gerados pelo SWeeP em
linguagem de programacéao R.

Aplicar técnicas de mineracdo de dados a resultados gerados pelo método
SWeeP.

Auxiliar na consolidagéo de técnicas livres de alinhamento como ferramentas
para analises de sequéncias bioldgicas.

Gerar uma arvore filogenética em linguagem de programacdo R com o

método SWeeP a partir de um grande conjunto de dados.

Trazer elementos que auxiliem no entendimento da filogenia global do grupo

dos virus.

Observar a proximidade genética entre o coronavirus responsavel pelo atual

surto mundial de SARS-COV e outras estirpes virais
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS

Virus sdo os menores e mais simples organismos registrados pelo homem,
tendo didmetros que variam entre 15 e 22 nandmetros (nm) na menor familia
(Circoviridae) e entre 200 e 450 nm na maior familia (Poxviridae) (KNIOE; 2007).
S&o importantes agentes patogénicos em humanos, podendo causar doencgas leves,
letais e desencadear o desenvolvimento de diversos tipos de cancer(CHAPMAN;
REISS; 1992). O estudo deste taxon € fundamental, visto que também esta
associado a fatores econémicos, pois sdo responsaveis por diversas doencas em
animais e cultivares (CHAPMAN; REISS; 1992).

Os virus ndo possuem metabolismo proprio e necessitam das células de
outros organismos para se multiplicarem, portanto, sédo parasitas intracelulares
obrigatorios (KNIOE; 2007). Fora de uma célula viva os virus sdo apenas estruturas
guimicas (KNIOE; 2007). Este taxon nao possui organelas, apenas genoma viral,
portanto ndo sao considerados células. A unido do material genético mais o capsidio,
e eventuais componentes proteicos, formam a particula virica (ou virion), que tem
como funcdo proteger e projetar em células hospedeiras o genoma do virus
(CHAPMAN; REISS; 1992). Embora a maioria destes organismos possa ser vista
apenas por microscopia eletrbnica, existem excecbes, a exemplo a familia
Poxviridae, cujos géneros podem ser vistos por microscopia otica (KNIOE; 2007). Os
virus podem variar em tamanho, composicao e estrutura, entretanto, todos materiais
genéticos virais possuem uma funcionalidade em comum: alguma tatica de sintese
da RNA polimerase. Esta enzima é necessaria para o processo de sequestro da
magquinaria celular de outros organismos (CHAPMAN; REISS; 1992).

De acordo com a estrutura do virion, os virus se dividem em dois grupos
principais: sem envelope viral ou com envelope viral (FIGURA Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.). Os virus sem envelope possuem apenas o capsideo,
composto por proteinas simples, recobrindo curtos fragmentos genéticos. J& os virus
envelopados geralmente possuem genomas longos, associados com a transcricao
de vérias proteinas, um capsideo com composicdo proteica mais complexa e um

envoltorio lipoproteico, denominado envelope viral (KNIOE; 2007).
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Envelope
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\ ¢
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FIGURA 1 — ESTRUTURA FUNDAMENTAL DAS PARTICULAS VIRICAS E SEUS COMPONENTES.
FONTE: Adaptado de KNIOE; HOWLEY (2007).

LEGENDA: Representacdo esquematica de um virion sem envelope (A) e com envelope (B).

2.1.1 Genoma viral

O genoma viral pode ser constituido tanto por acido ribonucleico (RNA)
guanto por desoxirribonucleico (DNA), mas nunca pelos dois. Por isso, virus sao
comumente denominados RNA virus ou DNA virus. A maioria das familias virais
contém apenas uma copia do genoma por virion (sao haploides), porem os retrovirus,
possuem duas copias do genoma (sdo diploides). Além disso, a organizacéo
genbmica, tamanho, e niumero de genes sao muito variados no taxon (KNIOE; 2007).

Os virus possuem organizacdes génicas unicas e seu material genético
pode ser mantido na forma de multiplas moléculas (KNIOE; 2007). O genoma viral
pode apresentar variacdes: DNA de fita simples (ssDNA), DNA de fita dupla (dsDNA),
RNA de fita dupla (dsRNA) e RNA de fita simples (ssRNA). Além disso um virion
pode manter seu material genético na forma de multiplas moléculas (KNIOE; 2007).

Frequentemente o genoma viral estd associado proteinas covalentemente e
negativamente carregadas, histbnicas por exemplo, facilitando a ligagdo em acidos
nucleicos positivamente carregados (CHAPMAN; REISS; 1992).

2.1.2 Taxonomia viral

Durante o congresso internacional de microbiologia de 1996, em Moscou, foi

criado o Comité Internacional de Taxonomia Viral (do inglés, International Committee

on Taxonomy of Viruses - ICTV) com o0 objetivo de organizar um esquema Unico e
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universal para classificar taxonomicamente os virus (SIDDELL; DAVISON et al.
2019).

Devido a tarefa de regulagéo do cédigo de nomenclatura e de avaliacdo de
novos taxons ser de responsabilidade quase exclusiva do ICTV, a taxonomia viral
tem caracteristicas singulares. Os nomes das espécies deste grupo normalmente
derivam do nome popular dado em inglés e a taxonomia utiliza critérios
politéticos para definir os individuos (LEFKOWITZ et al., 2018). Além disso, o taxon
viral ndo é monofilético, ndo existe nenhum conjunto fixo de caracteristicas que
possa ser atribuido a todos os virus. Para admissdo de um novo membro ao taxon, é
feita a comparagéo do candidato com um virus j4 consolidado e de caracteristicas
similares (KARUPIAH; 2002). Embora seja necesséario a avaliacdo de muitas
caracteristicas, elas geralmente se resumem a atributos morfologicos (KARUPIAH;
2002).

O nivel taxondmico, acima de espécie, € definido de maneira relativa pelo
ICTV: Um género sO € formado quando existe um conjunto de espécies
apresentando certas caracteristicas comum, uma familia ou subfamilia s6 é formada
guando existe um conjunto de espécies apresentando certas caracteristicas comuns,
e assim por diante (KARUPIAH; 2002). Nem todos 0s niveis taxonémicos precisam
ser usados para um determinado agrupamento de virus, portanto, enquanto a
maioria das espécies é agrupada em géneros e géneros em familias, nem todas as
familias contém subfamilias e apenas algumas familias sédo agrupadas em ordens
(LEFKOWITZ et al., 2018) Consequentemente, a familia € o grupo taxonémico mais
alto usado de forma consistente e que apresenta a descricdo mais generalizada de
um determinado grupo de virus, sendo a referéncia do sistema taxondmico
(KARUPIAH; 2002).

Entretanto, o método de classificacdo empregado pelo ICTV tem sido
considerado por diversos taxinomistas confuso e controverso (CALISHER; 2003).
Para corrigir erros taxonémicos o ICTV recorre aos proprios membros do comité. E
esse processo ja apresentou erros classificatorios (CALISHER; 2003). Visto que uma
taxonomia organizada e confiavel é do interesse de toda comunidade cientifica,
ainda é preciso avancar neste campo, desenvolvendo e disponibilizando tecnologias

para auxiliar na resolucéo dos problemas de classificacdo taxonémica.
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2.1.3 Sindrome Respiratoria Aguda Grave de Coronavirus (SARS-COV)

Em dezembro de 2019, foi relatado pela comissdo Municipal de Saude de

Wuhan, na China, um surto de pneumonia viral causada por um patégeno

desconhecido (World Health Organization, 2020). Posteriormente, o patdgeno

desconhecido foi identificado como um virus da familia coronavirus e denominado
2019-nCoV pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
Este patbgeno possui caracteristicamente um genoma composto por

aproximadamente 30000 nucleotideos, codificando quatro proteinas estruturais,

além de algumas proteinas néo estruturais (Figura 2):

a)

b)

d)

Proteina do Nucleocapsideo: Reguladora do processo de replicagcao viral
(BOOPATHI; POMA; KOLANDAIVEL; 2020);

Proteina de membrana: Abundante na superficie viral. Acredita-se que
sua funcdo seja organizacional na montagem do coronavirus
(KIRCHDOERFER et al.; 2016);

Proteina Spike: Esta na superficie do virus, e tem as funcdes de mediar a
ligacdo do virus com as células hospedeiras e é responsavel pela fuséo
entre as membranas virais e hospedeira (KIRCHDOERFER et al.; 2016);
Proteina do envelope: E a menor estrutura da particula viral, com cerca de
76 a 109 aminoacidos, ela é responsavel pela montagem do virus, sua
protecdo e favorece a interacdo virus-célula hospedeira (GUPTA et al;
2020).

O mecanismo de entrada, replicacdo e empacotamento de RNA na célula

hospedeira esta mapeado na Figura 3.
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ORGANIZACAO DO GENOMA E DOMINIOS
FUNCIONAIS DO SARS-COV2.

FONTE: Adaptado de BOOPATHI; POMA; KOLANDAIVEL (2020).

8.Liberacao do virum

Proteina §

Celula 1. Entrada do SARS-CoV-2 & l Citoplasma
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Ry v Y )
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Figura 3 — O DIAGRAMA ESQUEMATICO DO MECANISMO DE ENTRADA DE COVID-19 E
REPLICACAO VIRAL E EMPACOTAMENTO DE RNA VIRAL NA CELULA HUMANA.

FONTE: Adaptado de BOOPATHI; POMA; KOLANDAIVEL (2020).

Os virus do tipo coronavirus sao caracterizados por terem RNA envelopados,
com ampla variagédo fenotipica e genotipica (ZAK et al., 2012). Embora este grupo
seja encontrado em diversas espécies animais, como passaros, gatos, caes, porcos,
ratos, cavalos, baleias e humanos, € mais comumente encontrado em morcegos
(ZAK et al., 2012; CUI; LI; SHI, 2019). Nos diversos hospedeiros, este grupo viral é

responsavel por doencas respiratérias, entéricas, hepaticas e neurolédgica
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(CUI; LI; SHI; 2019). Em humanos, seis estirpes de coronavirus causam doencas
respiratérias, destas, quatro sdo conhecidos por serem endémicos, porém pouco
graves, e dois sdo responsaveis por surtos virais (ZAK et al., 2012). Até a ocorréncia
das epidemias de sindrome aguda respiratéria (SARs) no ano de 2002 e 2003 (em
Guangdong, China), em 2010 (no Oriente Médio) e a atual pandemia mundial de
COVID-19 (do inglés, Coronavirus disease 2019), este grupo viral ndo era
considerado altamente patogénico em humanos (CUI; LI; SHI; 2019).

De acordo com Cui Li e Shi (2019) é possivel que o coronavirus responsavel
pela epidemia de sindrome respiratéria que surgiu em paises do Oriente Médio,
denominada MERS-CoV (do inglés, Middle East respiratory syndrome coronavirus)
originou-se em morcegos (hospedeiros naturais) e os camelos e dromedarios foram
0s hospedeiros intermediarios. J4 os casos ndo endémico em humanos, originaram-
se provavelmente de roedores. A cepa de coronavirus responsavel pela a sindrome
da diarreia aguda suina (SADS), teria como hospedeiro natural também o morcego
(FIGURA 4).

Divercidade genetica
da coronavidae

§ v—. ? HCoV-NL63 : v—> m ———» SARS-CoV

} v_, ﬁ HCoV-229E V__ w_, MERS-CoV

} J —>ﬂ HCoV-0C43 V_. ﬂ ! . SADS-Cov
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Figura 4 - ORIGENS ANIMAL DA CORONAVIRIDAE
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FONTE: Adaptado de CUI; LI; SHI (2019).

LEGENDA: Setas quebradas indicam transmissao potencial entre espécies. Setas pretas indicam
infeccdo em animais intermediérios, setas amarelas indicam infecdo leve em humanos e setas
vermelhas indicam infec¢do grave em humanos ou animais.

2.2 ANALISES DE BIOINFORMATICA
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Um dos objetivos do presente trabalho foi observar a proximidade genética
entre o coronavirus responsavel pelo atual surto mundial de SARS-COV e outras
estirpes virais. Para tal, utilizamos ferramentas e métodos de Bioinformatica.

A bioinformética multidisciplinar que combina elementos de diversos campos
da ciéncia, como bioestatistica, ciéncias bioldgicas, bioquimica, biologia molecular,
genética, entre outras. Esta area busca facilitar andlises de processos bioldgicos,
interpretacdo dos dados e inferéncia bioldgica, interpretacdo dos dados e inferéncia
biolégica, uma possibilidade para estes estudos moleculares (MOORE, 2007). Neste
trabalho foram realizadas andlises de Bioinformética utilizando metodologias
recentes para a comparacdo de sequencias bioldgicas, inferéncia filogenética,

mineracado de dados e analise de componentes principais (PCA).

2.2.1 Analise Comparativa de sequéncias genémicas

A comparacdo entre sequencias gendmicas é a etapa inicial e fundamental
dos estudos filogenéticos evolutivos (JUN et al., 2010). Para que uma comparacao
seja viavel é preciso usar uma medida quantitativa de similaridade bem definida
(SALEMI; VANDAMME, 2003). Os dois principais métodos para comparacao de
genomas: método de alinhamento (global ou local); e métodos livre de alinhamento
(LEIMEISTER; MORGENSTERN, 2014). Em andalises de grande escala,
metodologias independentes de alinhamento s&o utilizadas para escapar das
limitacdes de tempo e processamento dos métodos de alinhamento.

Um exemplo de método rapido de comparacdo de sequencias € a pesquisa
por similaridade entre genes, “todos-contra-todos” (ARUNACHALAM et al., 2010;
MAHMOOD et al.., 2012; VIALLE et al., 2016; NICHIO et al., 2019). Neste trabalho a
comparacao de sequencias é realizado por método livre de alinhamento, baseado na
varredura de k-mers.

A metodologia de k-mer é empregada pela maioria dos estudos filogenéticos
livres de alinhamento. O método de k-mer consiste no destaque da ocorréncia de
palavras de comprimento fixo “k” em um conjunto de sequencias biologicas (VINGA;
ALMEIDA, 2003). A variacdo do comprimento das palavras geralmente varia de
acordo com o tipo do conjunto de dados a ser analisado (SIMS et al., 2009). A

primeira etapa deste tipo de anélise € o0 mapeamento e vetorizacdo das sequencias
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originais, por meio de uma janela deslizante, onde a resolugdo sera determinada
pelo comprimento da palavra (FIGURA Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).
Em seguida uma medida de distancia deve ser definida para o intervalo entre
vetores (VINGA; ALMEIDA, 2003). As medidas de distancia aplicadas podem variar,
mas a mais utilizada é euclidiana, definida pela soma da raiz quadrada da diferenca
entre as coordenadas (BODEN et al., 2013).

AGCTGAGA
TAGCTGAG 8-mers
CTAGCTGA

DNA sequence

FIGURA 5 - VARREADURA DE SEQUENCIA COM JANELA DESLIZANTE DE TAMANHO K=8
FONTE: GE et al., (2020)

LEGENDA: Exemplo do processo de extracdo k-mer em uma dada uma sequéncia de DNA

Existem estudos onde ocorre a utilizagdo do método de k-mers espacados
(Figura 6), mas baseados em um padréo fixo P que ignora posicdes. As palavras
espacadas sao representadas em um vetor binario, a partir das frequéncias relativas,
onde o célculo da distancia dos pares é aplicado (BODEN et al., 2013; LEIMEISTER
et al., 2014; HORWEGE et al., 2014; DE PIERRI et al., 2020).
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FIGURA 6 - Exemplo o método de k-mers espacados
FONTE: PIERRI et al., (2017)

2.2.2 Andlise filogenética

Antes do advento das tecnologias de sequenciamento de DNA, as arvores
filogenéticas eram usadas quase que exclusivamente para representar taxonomias
(SALEMI; VANDAMME, 2003). Com a consolidacdo de analises moleculares como
ferramentas de reconstrucdo filogenética, as arvores de inferéncia filogenética tém
aplicacdo em quase todos os ramos da biologia. Além de representar as relacdes
entre as espécies, estas inferéncias sdo usadas na descricdo de relacbes paralogas
em familias de genes, historias populacionais, dinamicas evolutivas e na
epidemiologia de patdgenos (YANG; RANNALA, 2012).

Os métodos filogenéticos revolucionaram muitos ramos da biologia,
principalmente a genética populacional. Neste campo surgiu a genética
computacional moderna, que permitiu a associacdo de dados com diferentes origens
em uma Unica inferéncia (JUN et al., 2010). A utilizacdo de genes Unicos para
analises evolutivas tornou-se obsoleto e passou a ser comum utilizar modelos com
multiplas sequéncias biologicas para realizacéo de tais estudos (SAKAMOTO, 2016).
Com isso, até mesmo para realizacdo de associacdes entre caracteristicas
fenotipicas, passou a se levar em conta os tragos filogenéticos, buscando assim
evitar interpretacdes errdneas de contingéncias evolutivas (YANG; RANNALA, 2012).

Para inferéncia de arvores filogenéticas sao utilizados modelos matemaéticos.

Assim como os dados escolhidos afetam a confiabilidade da filogenia, o modelo
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matematico nela utilizado determina a precisdo da mesma. De acordo com Delsuc,

Brinkmann e Phillipe (2005), os trés principais métodos matematicos utilizados sao:

a) Métodos baseados em parciménia, que buscam formar a filogenia com o
minimo de mudancas possivel (MADDISON et al., 1997);

b) Métodos baseados em probabilidades, que utilizam fun¢des que calculam
a probabilidade de uma determinada arvore ter produzido os dados
observados, como a Maxima Verossimilhanga e a Inferéncia Bayesiana
(BRINKMANN; PHILLIPE, 2005)

c) Métodos baseados em distancia, onde as distancias sequenciais em
pares sdo calculadas assumindo um modelo de substituicdo de
nucleotideos (FIGURA 2). Os principais meétodos aplicados sédo o
Neighbor joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1978), o Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA) (MICHENER; SOKAL, 1957) e o
Ward (WARD, 1963).

Neste trabalho foi utilizado o método Ward para inferir a filogenia do conjunto
de dados virais. Este método baseia-se em clusterizac&o hierarquica, hierarquizacao
baseada no calculo da distancia entre os objetos do conjunto de dados, onde a
distancias entre todas as sequéncias dos grupos sdo calculadas. Entretanto, existem
diferentes maneiras de definir estas distancias, resultando em tipos diferentes de
clusters (HOLMES; HUBER, 2019).

2.2.3 Mineracado de dados em espaco vetorial

A Mineracdo de dados é um processo que tem por objetivo reconhecer
padrdes e modelos em grandes conjuntos de dados. O desenvolvimento de
metodologias de mineracdo de dados capazes de manipular informacdes biologias,
€ o principal meio para a bioinformatica analisar grandes conjuntos de dados
bioldgicos (ZAKI et al., 2007).

Métodos de aprendizado de maquina e de mineracdo de dados geralmente,
guando aplicados ao reconhecimento de padroes em grandes volumes de dados

biologicos, tem a possibilidade de reproduzir de maneira exata a complexidade
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implicita dos sistemas bioldgicos (MOORE, 2007). Existem duas principais
categorias para classificar métodos de reconhecimento de padrdes: aprendizagem
supervisionada, onde as classes séo definidas, e aprendizagem néo supervisionada,
onde as classes sao aprendidas de acordo com a similaridade dos padrbes
(RUSSELL; NORVIG, 2004).

A A&lgebra linear tem por objetivo estudar o comportamento de operacdes
definidas sobre conjuntos, especificamente espacos vetoriais (PELLEGRINI, 2016).
Um “vetor” € matematicamente definido como uma sequéncia ordenada de valores.
Normalmente vetores sao representados em segmentos de reta orientados em um
espaco euclidiano de “n” dimensdes, sendo a adicdo e multiplicacdo de vetores suas
operagOes fundamentais (RUSSELL; NORVIG, 2004).

Umas das formas comuns para referenciar vetores em espagos virtuais é por
escrita matricial, como uma matriz linha (com uma Unica linha) ou uma matriz coluna
(com uma unica coluna). Isto é possivel pois operacfes vetoriais e operacdes
matriciais possuem propriedades muito semelhantes (SANTOS, 2010). Um espaco
vetorial permite a multiplicacdo e soma de elementos de forma escalar, assim,
permite equacdes com elementos que nao sejam do proprio espaco (PELLEGRINI,
2016).

2.2.4 Andlise de Componentes principais

Dentro do campo das ciéncias bioldégicas muitas vezes os dados coletados
de um experimento possuem dimensionalidades que sdo superiores ao humero de
instancias, como as medidas de expressdo génica e a espectrometria (RINGNER,
2008). Dados de alta dimensionalidade acabam tendo sua compreensao limitada por
métodos analiticos simples (RINGNER, 2008). Neste sentido, a técnica Andlise de
Componentes Principais (PCA) é uma técnica para analise de problemas
multivariados com grande aplicacdo multidisciplinar (PEARSON, 1901), além de ser
muito provavelmente a primeira técnica criada para este tipo de problema (ABDI;
WILLIAMS, 2010).

O PCA é um algoritmo de reducdo de dimensionalidade de dados, que
permite a retencdo da maior parte das informacdes dentro do conjunto (RINGNER,

2008). Para isso, a técnica identifica quais sdo 0s componentes com maior variancia
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entre os objetos. Este tipo de andlise permite a criacdo de projecbes com
dimensionalidades selecionadas pelo analista, assim, facilitando identificar
visualmente agrupamentos e dados de interesse (RINGNER, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi utilizado a linguagem de programacdo R para explorar
conceitos algébricos e implementacdo da ferramenta SWeeP (implementada
originalmente em MATLAB®). Este trabalho visou realizar a implementacdo do
modelo de projecdo vetorial de sequéncias biolégicas SWeeP em uma plataforma
gratuita. O software desenvolvido, rSWeeP, foi explorado por meio da reconstrucéo
filogenética e distribuicdo da taxonomia viral. Todos os processos foram executados
em sistema operacional Windows 7, em computador desktop de processador Intel(R)
Core(R) 15, 320 GHz e 12 GB de memdria RAM.

3.1 O MODELO SWEEP

SWeeP é modelo computacional em bioinformatica que realiza a
representacao de sequéncias bioldgicas atraves da projecéo de vetores de pequena
dimensionalidade (DE PIERRI et al., 2020). Para tal, o conceito de palavras
espacadas (BODEN et al., 2013; LEIMEISTER et al., 2014) é utilizado para varrer
sequéncias de amino acidos, a fim de gerar vetores binarios que representam as
informacdes contidas nas sequéncias de origem. Estes vetores podem ter sua
dimensionalidade alterada conforme o lema Johnson-Lindenstrauss (JOHNSON,
LINDENSTRAUSS, 1986), sem que ocorra perda de informacao. Neste trabalho, foi
usado a mascara “11011” para a varredura das sequencias dos proteomas virais € a

projecao matricial de tamanho 600x600.
3.2 CONJUNTO DE DADOS E INFERENCIA FILOGENETICA
Para explorar e testar a viabilidade do pacote rSWeeP, foram criados vetores

SWeeP a partir de todas as sequéncias proteicas virais disponiveis no RefSeq NCBI,

disponivel em https:/ftp.ncbi.nm.nih.gov/genomes/Viruses/ (acesso em 6 de julho

de 2019), em formato FASTA da proteina (.faa). As sequéncias foram concatenas a
fim de gerar um unico multiFASTA, representando o “proteoma viral” (processo
realizado para cada organismo), conforme protocolo do estudo de DE PIERRI e
colaboradores (2020).


https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Viruses/
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Para a inferéncia filogenética estes vetores tiveram a distancia Euclidiana entre
eles calculada e foram agrupados pelo método Ward (WARD, 1963). As arvores
filogenéticas encontram-se disponiveis em

https://github.com/DanrleyRF/Suplementar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho, apresentados nesse capitulo, foram publicados em
forma de Preprint no BioRxiv (FERNANDES et al., 2020).

4.1 DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTA RSWEEP

A linguagem de programacao R, por ser um software gratuito e amplamente
utilizado para bioinformatica, foi escolhida neste trabalho como a plataforma para
implementagédo do modelo SWeeP. O pacote de fungbes rSWeeP foi criado com o
intuito de conter todas as ferramentas necesséarias para utilizacdo do SWeeP em

ambiente R. Este pacote possui duas fungdes principais:

a) OrthoBase: que gera uma matriz ortonormal de tamanhos especificos

(definido pelo usuario).

b) SWeeP: que gera vetores SWeeP a partir de sequéncias proteicas.

O Comprehensive R Archive Network (CRAN) é o repositorio de funcdes inato
do Software R, contudo o Bioconductor é o depositario preferencial para os pacotes
de funcbes voltados para bioinformatica. Desta forma, o rSWeeP foi projetado
segundo os critérios de padronizacdo estipulados por este repositorio, visando sua
aceitacao na plataforma.

Uma das principais exigéncias do repositério Bioconductor é compatibilidade
entre 0s pacotes nele armazenados, assim o pacote rSWeeP é executado tanto com
a entrada de um arquivo multiFASTA quanto de um objeto de classe “AAStringSet”

contendo sequéncias de amino acidos.
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A funcéo principal do pacote, SWeeP, para ser executada deve receber uma
matriz ortonormal com 160 mil linhas, que pode ou ndo ser gerada pela fungao
orthoBase (FIGURA Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

Funcéo
orthoBase

Objeto de

Arquivo
multiFASTA

classe
“AAStringSet”

Matriz
qusi-orthonormal

Y
A

Funcéo
sWeeP

Y
Vetores
SWeeP

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DE FUNCOES DO PACOTE rSWeeP
FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Representacgdo sistematica do funcionamento do pacote rSWeeP. A fungdo SWeeP,
recebe duas entradas, um arquivo multiFASTA ou objeto de classe “AAStringSet” com aminoacidos e
uma matriz quasi-ortonormal com 160000 colunas e retorna uma matriz de vetores SWeeP.

A funcéo principal do pacote, rSWeeP, recebe duas entradas, um arquivo de
camada com proteinas e uma matriz quase ortonormal. Em seguida, cada sequéncia
no multiFASTA é mapeada a partir dos aminoacidos contidos nas sequéncias,
usando uma mascara "11011". Esses mapeamentos sao projetados em uma base
guase ortonormal, criando vetores SWeeP, que retém todas as informacdes de
comparacao nas strings. Os vetores SWeeP podem ser usados para aprendizado de
maquina em geral. A FIGURA Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.

apresenta um tutorial de instalagdo do rSWeeP.
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Install Bioconductor:
if (requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE))
install.packages("BiocManager")
BiocManager::install(version = "3.11")

Install rtSWeeP package:
BiocManager::install("rSWeeP")
library ("rSWeeP")

Generate a quasi-orthonormal matrix with 600
rows through the Orthobase function:

quasi-orthonormal matrix < Orthobase(600, “selectable number of columns”)

Enter a quasi-orthonormal matrix and a FASTA
or an AAStringSet to the SWeeP function:

SWeePVectors < SWeeP ("FASTA or an AAStringSet", quasi-orthonormal matrix)

Then use the SWeeP Vectors for machine
learning in general

HOOOG

FIGURA 8 - Estratégias de utilizacdo do pacote rSWeeP
FONTE: FERNANDES et al., 2020.

LEGENDA: A instalagédo do rSWeeP consiste em 5 etapas principais. Os processos padrdes
para construcdo dos vetores SWeeP sdo detalhados no estudo de DE PIERRI e colaboradores (2020).

O pacote rSWeeP esta depositado na plataforma Bioconductor, portanto, €
necessaria a instalacao do repositorio Bioconductor. A execucdo do rSWeeP so é
possivel por meio das funcbes do Biocondutor. Para baixar a funcdo, acesse
https://github.com/DanrleyRF/Suplementar.

Foi obtido sucesso na disponibilizacdo de um pacote R no Repositério
Bioconductor, que permite a utilizacdo do modelo SWeeP na analise de sequéncias
bioldgicas (disponivel em bioconductor.org/packages/release/bioc/html/rSWeeP.html)
O pacote rSWeeP foi aceito pela plataforma Bioconductor no dia 23 de janeiro de
2020 e foi disponibilizado no repositério a partir da versdo Development 3.12.
Segundo os dados fornecidos pela propria plataforma, desde a publicacdo do

rSWeeP até o més de novembro, Ultima atualizacdo dos dados, a ferramenta teve
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763 downloads de 231 IP diferentes (TABELA Erro! Fonte de referéncia néo

encontrada.).

TABELA 1 - DOWLOADS DA FERRAMENTA rSWeeP

Més Numero de IP distintos Numero de downloads

Jan/2020 1 1

Fev/2020 5 10
Mar/2020 2 8

Abr/2020 24 30
Mai/2020 43 81
Jun/2020 40 134
Jul/2020 29 75
Ago/202 45 114
Set/2020 36 103
Out/2020 54 117
Nov/2020 31 a0
Total 231 763

FONTE: Bioconductor (2020).

4.2 CONSTRUCAO DE ARVORES FILOGENETICAS

Foram criados vetores SWeeP (com dimensionalidade tamanho 600) a partir
de todos os proteomas virais disponiveis no NCBI, totalizando 31,386 (30k)
diferentes estirpes, e uma super-arvore filogenética foi construida. Importante
destacar que esta arvore é quase dez vezes maior que a referéncia encontrada na
literatura (ZHANG; 2017).

A arvore construida apresenta um alto numero de espécies virais. Enquanto
existe espécies com um Unico represente, existem grupos, como o rotavirus A, com
mais de mil estirpes. Assim, para uma melhor compreensdo da distribuicdo
taxondmica viral, usando os mesmos vetores, filtramos os dados, selecionando
espécies de virus classificado como "exemplos de ICTV (International Committee on
Viral Taxonomy)" (LEFKOWITZ et al., 2018). A arvore filogenética filtrada com 4.833
proteomas virais (4k), foi construida utilizando o mesmo método e a mesma projecéo
vetorial da arvore total. Nesta arvore filtrada, estdo representadas apenas uma

amostra viral por espécie.

4.2.1 Teste de performance
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A arvore de 30k foi gerada em duas horas e dezessete minutos, e a arvore
4k levou treze minutos. rSWeeP apresentou uma curva de crescimento linear para o
tempo de formacdo do vetores SWeeP, como j4 era esperado, de quase 500
sequéncias comparadas por minuto. Desta forma, as funcbes apresentadas pelo
pacote rSWeeP podem dar aos seus usuarios poder computacional para administra
grandes conjuntos de dados de maneira prética.

4.3 ANALISE FILOGENETICA GLOBAL

A fim de testar a eficacia dos dados gerados pelo pacote rSWeeP, nés
projetamos graficamente os dois componentes principais dos vetores SWeeP
gerados a partir dos 30k de proteomas virais, retirados do NCBI, e do conjunto de 4k
de proteomas virais, classificadas como “exemplares do ICTV”. Nesta plotagem
observamos um padréo de agrupamento em relacéo ao tipo organizacional do acido
nucleico, € evidente a separacdo entre os trés clados principais: SSRNA, ssDNA,
dsDNA (classificados de acordo com o ICTV) Tanto para o conjunto 4k (FIGURA 8a)
guanto para o grupo 30k (FIGURA 8b). Contudo, existem casos divergentes,
principalmente dentro do agrupamento de virus ssDNA, isso pode ter sido causado
pela presenca de grupos virais que nao possuem clado bem definido no conjunto de
dados. Casos de erro de anotacdo nos bancos de dados do NCBI podem ter
favorecido estas discrepancias, como também foi observado por Calisher e colegas
(2006), sendo que varios dos erros por eles apontados continuam sem correcao até

0 momento.
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FIGURA 9 — ANALISE DOS CONJUNTOS DE DADOS DE VIRAIS
FONTE: Adaptado de FERNANDES et al., 2020.
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LEGENDA: a. PCA do conjunto de dados dos 4.833 proteomas virais: RNA de fita simples (verde),
DNA de fita simples (amarelo), DNA de fita dupla (azul), Coronavirus (rosa), nao rotulado (preto). b.
PCA do conjunto de dados dos 31.386 proteomas virais: Espécies com RNA de fita simples (verde),
DNA de fita simples (amarelo), DNA de fita dupla (azul), familia rotavirdae (vermelha), coronavirus

(rosa), ndo rotulada (preta).
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4.4 ANALISE DO SARS-COV

De acordo com Gorbalenya e colegas (2020), os critérios adotados para
definir o coronavirus responsavel pelo surto atual de SARS, como um “novo”
coronavirus ndo seriam os ideais, visto que esta seria a mesma estirpe descrita por
Drostren e colegas (2003). De acordo com o ICTV, as nomenclaturas sdo: SARS-
CoV-1, para o virus isolado em 2003, e SARSCoV-2, para o virus isolado em 2019,
e para um virus ser considerado uma nova espécie ele nao pode estar incluido em
nenhum grupo conhecido (GORBALENYA et al.; 2020). As analises filogenéticas
presentes aqui corroboraram as ideias de Gorbalenya e colegas (2020). Na arvore
de 4.833 espécies (FIGURA 9) identificamos que a cepa de pneumonia isolada no
mercado de frutos do mar de Wuhan (GCF_009858895.2), responsavel pelo atual
surto de SARS, esta posicionada notavelmente préximo das cepas de coronavirus
relacionadas a sindrome respiratdria aguda grave (GCF_000864885.1) e
coronavirus bat-beta (GCF_000926915.1).
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FIGURA 10 - REPRESENTACAO FILOGENETICA DE 4,833 PROTEOMAS VIRAIS

FONTE: Adaptado de FERNANDES et al., 2020.
LEGENDA: Arvore filogenética gerada usando dados de 4k, com parametros padréo do SWeeP: o
ramo aumentado contendo as amostras de coronavirus (vermelho). Destaque, as espécies altamente
relacionadas a SARS-CoV- 1 (quadrada).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos testes de performance mostraram que a implementacéo
do modelo SWeeP em linguagem de programacdo R, o pacote rSWeeP, é tao
eficiente quanto as implementacdes originais. As inferéncias filogenéticas de analise
de PCA demonstraram a eficiéncia do rSWeeP para andlise e classificacdo
taxondmica de proteomas virais. Desta forma o pacote rSWeeP apresenta uma
solucdo para classificacdo taxondmica de organismos, gratuita e disponivel para
toda a comunidade cientifica.

Neste trabalho, novos elementos para uma analise global da filogenia do
grupo dos virus foram descobertos. Além disso, houve a disponibilizacdo das mais
completas arvores filogenéticas virais até o momento. As inferéncias filogenéticas
propostas aqui podem apoiar debates relacionados as diferentes estirpes dos virus
SARS-CoV, além de contribuir com a consolidacdo das ferramentas livre de
alinhamento como método de analise de grandes conjuntos de dados biolégicos.

Quanto as funcionalidades do pacote rSWeeP, futuramente sera possivel
alcancar as possibilidades descritas pela teoria do método SWeeP, como a

reversibilidade dos vetores SWeeP nas sequéncias originais.
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