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RESUMO

Este trabalho validou o algoritmo CBUC para identificagao de sequéncias de arbovirus,
com énfase no virus Zika. Desenvolvido pelo Dr. Diego Gervasio Frias Suaréz, o CBUC
utiliza aprendizado de maquina baseado no algoritmo PSRM para detectar padroes e
agrupamentos genéticos. Utilizou-se um dataset do ABVdb contendo sequéncias genotipadas
de Zika para agrupar genotipos de arbovirus e identificar novas sequéncias do Zika. Foram
desenvolvidas duas interfaces, uma desktop e outra web, para uso do CBUC. Os resultados
mostraram que o CBUC identificou 100% das sequéncias completas de até 8000 bases no
dataset de teste, sugerindo sua eficacia na identificacao de sequéncias completas do virus
Zika quando de tamanho similar as utilizadas no treinamento. Para avaliacdo da precisao,
os resultados do CBUC foram comparados com os do Genome Detective, uma ferramenta
que emprega métodos tradicionais. A comparacao demonstrou que o CBUC apresenta

resultados promissores e competitivos na identificacao precisa de gendtipos do Zika

Palavras-chave: Bioinformatica; Arbovirus; Genotipagem; Filogenia.



ABSTRACT

This study validated the CBUC algorithm for arbovirus sequence identification, focusing
on the Zika virus. Developed by Dr. Diego Gervasio Frias Suaréz, CBUC employs machine
learning based on the PSRM algorithm to detect genetic patterns and clusters. A dataset
from ABVdb containing Zika genotyped sequences was used to cluster arbovirus genotypes
and identify new Zika sequences. Two interfaces, a desktop and a web version, were
developed for CBUC usage. Results demonstrated that CBUC identified 100% of complete
sequences up to 8000 bases in the test dataset, suggesting its effectiveness in identifying
complete Zika virus sequences of similar length to those used in training. To assess
its accuracy, CBUC results were compared with those from Genome Detective, a tool
utilizing traditional methods. The comparison showed that CBUC delivers promising and

competitive outcomes in precise Zika genotype identification.

Keywords: Bioinformatics; Arboviruses; Genotyping; Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

A genotipagem desempenha um papel crucial na identificacao de variantes genéticas
associadas a doencas e na compreensao das variagdes genéticas que podem causar mutagoes.
Essas variantes podem influenciar a suscetibilidade a doencgas, a resposta a medicamentos
e até mesmo a progressao de certas condi¢oes médicas. Através da analise de marcadores
genéticos especificos, a genotipagem permite a identificacao de alelos e genétipos individuais,

fornecendo informacgoes valiosas sobre a composicao genética de individuos e populagoes.

Além disso, a bioinforméatica desempenha um papel importante no processamento
e analise dos dados gerados pela genotipagem. Métodos computacionais e algoritmos sao
aplicados para mapear sequéncias de DNA ou RNA, identificar variagoes genéticas e

correlacionar essas informagoes com fené6tipos observados (Kockum; Huang; Stridh, 2023).

Dentro da bioinformatica, utilizam-se arvores filogenéticas para agrupar linhagens
genOmicas, essenciais para investigar a origem e a disseminacao de virus. No entanto, as
arvores filogenéticas nao podem ser observadas diretamente, sendo inferidas a partir dos
dados disponiveis. A andalise filogenética permite entender as relagoes evolutivas entre
diferentes linhagens virais, incluindo arbovirus. Métodos como a maxima parcimonia, a
maxima verossimilhanca e a inferéncia bayesiana sao aplicados para analisar sequéncias
genomicas de arbovirus, permitindo ndo apenas inferir relagoes filogenéticas precisas, mas
também estimar datas de divergéncia entre linhagens, identificar eventos de recombinagao
genética e tragar rotas de disseminacao geografica desses agentes patogénicos (Yang;
Rannala, 2012).

Para o contexto deste trabalho de conclusao de curso (TCC), é crucial compreender
o conceito de arbovirus. Segundo (Lopes; Nozawa; Linhares, 2014), arbovirus sao virus
transmitidos por artrépodes e se replicam parcialmente nos insetos. Transmitidos aos seres
humanos e outros animais pela picada de artropodes hematofagos, os arbovirus pertencem
a cinco familias virais principais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae.

Dentro desse contexto, o algoritmo desenvolvido pelo professor Dr. Diego Gervasio
Frias Suarez, chamado CBUC, que é baseado em PSRM, é uma abordagem baseada em
aprendizado de maquina e pretende auxiliar na genotipagem de sequéncias genomicas.
Esse algoritmo possui a capacidade de identificar padroes em dados genémicos e realizar o
agrupamento dessas sequéncias em familias, de forma similar as arvores filogenéticas. O
CBUC busca classificar as sequéncias de forma rapida e exigindo menos poder computaci-
onal. O CBUC foi utilizado apenas em um Trabalho de Conclusao de Curso (TCC) que

analisou a proteina spike do virus Sars-Cov-2 (Nascimento, 2021).
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A pergunta norteadora deste trabalho é: E possivel utilizar os agrupamentos
(familias) do CBUC para fazer a classificagao de sequéncias genéticas do virus Zika com a

mesma, precisdo dos métodos tradicionais?

O objetivo é avaliar a precisao do algoritmo CBUC na genotipagem de sequéncias
de arbovirus, com foco no virus Zika, e compara-la com os métodos tradicionais. Para isso,

sao definidos os seguintes objetivos especificos:

o Treinamento do CBUC": Obtencao de sequéncias completas ja genotipadas do virus
Zika do ABVdb;

« Adaptagdo do CBUC": Realizacao de alteragoes necessarias no algoritmo;
e Desenvolvimento de Interfaces: Criacao de interfaces amigaveis para o uso do CBUC;

o Coleta de Dados: Coleta de sequéncias genomicas do virus Zika do GenBank para

testes;

o Analise Comparativa: Comparacao e validagao dos resultados do CBUC em relacao

aos métodos tradicionais de genotipagem.

A motivacao deste trabalho baseia-se no potencial do algoritmo CBUC para a
identificagao de novas variantes de virus, bem como em sua capacidade de oferecer uma
alternativa de baixo custo em comparacao com os métodos tradicionais de filogenia. A

utilizagao do CBUC' pode permitir uma deteccao mais agil e eficiente de variantes virais.

Ao validar o algoritmo CBUC, buscamos fornecer uma alternativa para a identifi-
cacao de genotipos de arbovirus. Isso contribuird para avancar nosso conhecimento sobre
a epidemiologia e a evolugao desses virus, permitindo uma analise mais detalhada das
relagoes filogenéticas e identificacao de variantes virais de importancia clinica. Além disso,
a validagdo do CBUC como uma alternativa aos métodos tradicionais de genotipagem
pode abrir portas para o desenvolvimento de abordagens mais avancadas no campo da

bioinforméatica viral.

Nos proximos capitulos, havera o desenvolvimento deste trabalho. No Capitulo 2,
sera apresentado o referencial tedrico, abordando os conceitos e metodologias essenciais
para a genotipagem, bioinforméatica e andlise filogenética, incluindo uma revisao dos
principais algoritmos de classificacao de sequéncias gendmicas, além de discutir o ABVdb
e o Genome Detective. O Capitulo 3 detalhara o desenvolvimento do projeto, descrevendo
as etapas de treinamento e adaptacao do algoritmo CBUC, a criacao das interfaces e a
metodologia para a coleta de dados e andlise comparativa dos resultados. No Capitulo
4, serao apresentados os resultados obtidos, comparando a eficacia do CBUC com os

métodos tradicionais de genotipagem em termos de precisao, incluindo uma analise do
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tempo de execucao do algoritmo. Por fim, na conclusao, serdo discutidas as principais
descobertas e contribui¢des do trabalho, avaliando a validade e viabilidade do CBUC como
uma alternativa aos métodos tradicionais e explorando as implicagoes e diregoes futuras

para pesquisas adicionais na area de bioinformética e genotipagem de arbovirus.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, serd apresentada a fundamentacao tedrica para este trabalho, que

se concentra principalmente na area de bioinformatica. A bioinformatica é uma area

multidisciplinar que engloba diversos campos de atuagao. O foco principal do estudo sao
os arbovirus.

2.1 Biologia Molecular

Biologia molecular é um ramo que estuda os processos moleculares, com foco
principalmente em DNA, RNA e sintese de proteinas.

Assim como os computadores utilizam a codificacdo binaria representada pelos

digitos 0 e 1, o DNA possui unidades de informacao chamadas nucleotideos, sendo eles A,
G, T, C, responséveis por sua codificacao (Alberts, 2017).
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Figura 1 — Imagem extraida de (Alberts, 2017)

A biologia molecular busca entender como as informagoes genéticas sao armazenadas,
transmitidas e expressas nos organismos vivos. Isso inclui a investigacao dos mecanismos
moleculares envolvidos na replicacdo do DNA, transcricao do DNA para a sintese de RNA
e tradugdo do RNA em proteinas. Além disso, a biologia molecular também estuda a

regulacao dos genes e a expressao génica, ou seja, como os genes sao ativados ou desativados

em diferentes células e momentos. A biologia molecular é um ramo da biologia que se
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concentra no estudo das estruturas e fungoes das moléculas biolégicas que estao envolvidas
nos processos celulares. Ela abrange uma variedade de tépicos relacionados a genética,
expressao génica, replicacao do DNA, transcrigdo, tradugao, regulacdo génica e interagoes
moleculares (Alberts, 2017).

2.2 Genotipagem

Genotipagem é o processo de determinar o genétipo de um individuo, ou seja, a
composicao genética de um organismo em termos de variantes genéticas especificas. A
genotipagem pode ser usada para identificar variantes genéticas associadas a caracteristi-
cas ou doengas especificas, bem como para estudos genealogicos, pesquisas em animais
e humanos, investigacao forense e medicina personalizada. Existem varias técnicas de
genotipagem disponiveis, sequenciamento de DNA, analise de fragmentos de restricao,
entre outras. A genotipagem é uma ferramenta importante para a pesquisa genética com
aplicagoes em uma ampla variedade de campos, incluindo medicina, biologia, antropologia
e forense (Kockum; Huang; Stridh, 2023).

2.3 Bioinformatica

Bioinformatica é um campo multidisciplinar que combina biologia e ciéncia da
computacao para coletar, armazenar, analisar e interpretar dados biolégicos. Envolve o
desenvolvimento e a aplicagao de métodos computacionais e estatisticos para entender

melhor os processos biolégicos e resolver problemas relacionados a vida.

Este campo lida com uma abundancia de dados biolégicos, como sequéncias de
DNA, proteinas, estruturas tridimensionais, informagdes genéticas e expressao génica. Esses
dados sao coletados por meio de técnicas experimentais, como sequenciamento de DNA,

cristalografia de proteinas, microarranjos de DNA e outros métodos de biologia molecular.

As principais ferramentas utilizadas sao softwares e a os softwares, sendo que
muitos deles estao disponiveis publicamente na internet, que permitem o desenvolvimento
de algoritmos e ferramentas computacionais para armazenar e analisar dados biologicos.
Profissionais da area utilizam técnicas de programacao, aprendizado de méquina, estatistica
e outras abordagens computacionais para extrair informagoes tteis dos dados biolégicos.
Essas informacoes sao usadas para entender a estrutura e fun¢ao de biomoléculas, estudar
a evolugao biologica, identificar genes relacionados a doengas, projetar novos medicamentos

e realizar muitas outras aplicagdes na biologia.

O campo desempenha um papel fundamental na medicina personalizada, agricultura,

biotecnologia e varias outras areas da pesquisa biolégica. Ele ajuda os cientistas a lidarem



Capitulo 2. Fundamentacio Teorica 17

com a crescente quantidade de dados gerados pelas tecnologias modernas e a obterem

insights valiosos para avancar nosso conhecimento sobre a vida.

2.4 Arbovirus

Os arbovirus s@o um grupo de virus transmitidos por artrépodes, como mosquitos
e carrapatos. O termo "arbovirus"é uma abreviacao de "arthropod-borne viruses'. Esses
virus sdo encontrados em todo o mundo e podem causar uma variedade de doencas
tanto em humanos quanto em animais. Alguns exemplos conhecidos de arbovirus incluem
o virus da dengue, o virus Zika, o virus Chikungunya, o virus do Nilo Ocidental e o
virus da febre amarela. A transmissao dos arbovirus ocorre quando um artrépode vetor,
como um mosquito infectado, se alimenta do sangue de um hospedeiro infectado e, em
seguida, transmite o virus para um novo hospedeiro durante a alimentacao subsequente.
Os arbovirus podem se replicar tanto no vetor como no hospedeiro vertebrado, podendo
causar doencas em ambos. As doencas causadas por arbovirus variam em gravidade,
desde infecgoes assintoméaticas até doengas graves. Os sintomas comuns incluem febre,
dor de cabega, fadiga, dores articulares e musculares, erupgoes cutaneas e manifestagoes
neuroldgicas. Em alguns casos, as infecgoes por arbovirus podem levar a complicagoes sérias,
como encefalite (inflamacdo do cérebro) ou sindrome neurolégica grave (Lima-Camara,
2016) (Lopes; Nozawa; Linhares, 2014).

2.4.1 Dengue

A dengue (Khan et al., 2023) é causada por um virus do género Flavivirus, da
familia Flaviviridae. O virus da dengue possui um genoma de RNA de cadeia simples,
que ¢é encapsulado em uma capside proteica. A capside é cercada por uma membrana
lipidica derivada da célula hospedeira e contém proteinas de envelope na superficie. O
virus da dengue possui quatro sorotipos principais, denominados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, que sdo geneticamente distintos. Isso significa que uma pessoa pode
ser infectada por um dos sorotipos e desenvolver imunidade especifica apenas para esse
sorotipo, tornando-se suscetivel a infecgoes subsequentes pelos outros sorotipos. A resposta
imune a um sorotipo especifico pode aumentar o risco de desenvolver dengue grave em
infecgoes subsequentes com outros sorotipos. Quando um mosquito fémea do género Aedes,
principalmente o Aedes aegypti, se alimenta de sangue de uma pessoa infectada com o
virus da dengue, ela se torna vetor do virus. O virus se replica no mosquito e migra para as
glandulas salivares. Quando o mosquito infectado pica outra pessoa, o virus é injetado na
corrente sanguinea e inicia a infecgdo. Uma vez dentro do organismo humano, o virus da
dengue infecta células hospedeiras, principalmente células do sistema imunolégico, como
células dendriticas e macréfagos. O virus utiliza receptores celulares para entrar nas células

e, em seguida, comega a replicar seu material genético, produzindo novas particulas virais.
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A resposta imune do hospedeiro é ativada em resposta a infec¢ao viral, levando a producao
de citocinas e outras moléculas inflamatorias. A gravidade da dengue estd associada a
uma resposta imune desregulada, que pode levar a danos teciduais, inflamacéo excessiva
e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, resultando em complicagoes como

dengue grave e sindrome do choque da dengue.

2.4.2 Chikungunya

A febre chikungunya (Galdan-Huerta et al., 2015) é uma doenga viral transmitida
principalmente pelos mosquitos Aedes aegqypti e Aedes albopictus. Ela é causada pelo virus
chikungunya (CHIKV), que pertence ao género Alphavirus, da familia Togaviridae. O
virus chikungunya possui um genoma de RNA de cadeia simples, encapsulado em uma
capside proteica. Essa capside é cercada por uma camada lipidica derivada da membrana
celular do hospedeiro infectado. O virus contém proteinas de envelope na superficie, que
desempenham um papel importante na entrada do virus nas células do hospedeiro. Quando
um mosquito infectado pica uma pessoa, o virus € injetado na corrente sanguinea e inicia
a infeccao. O virus se replica inicialmente nos tecidos da pele e, em seguida, dissemina-se
para outras partes do corpo, como as articulagoes. A infec¢ao pelo virus chikungunya pode
resultar em uma variedade de sintomas. Os sintomas mais comuns incluem febre alta,
dores articulares intensas (artralgia), dores musculares, dor de cabega, fadiga e erupgoes
cutaneas. Esses sintomas podem ser debilitantes e durar semanas ou até meses em alguns
casos. Em alguns casos raros, a febre chikungunya pode levar a complicacoes graves, como

encefalite, problemas cardiacos e neurologicos.

2.4.3 Zika

O virus Zika (Tropical et al., 2022) é um virus transmitido principalmente pelo
mosquito Aedes aegypti, embora também possa ser transmitido por outros mosquitos do
género Aedes, como o Aedes albopictus. O virus Zika pertence a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus, o mesmo género que inclui os virus da dengue, da febre amarela e da
febre do Nilo Ocidental. O virus Zika possui um genoma de RNA de cadeia simples e sentido
positivo. Ele é composto por uma capside proteica que envolve o material genético viral, e
essa capside é envolvida por uma membrana lipidica. Na superficie do virus, ha proteinas
de envelope cruciais para a entrada do virus nas células do hospedeiro. A infecgdo pelo
virus Zika pode ser assintomatica em muitos casos. No entanto, quando os sintomas estao
presentes, eles geralmente sao leves e incluem febre baixa, erupc¢ao cutdnea maculopapular,
dores nas articulagoes, conjuntivite nao purulenta, dores de cabega e mal-estar geral. Esses

sintomas podem durar de alguns dias a algumas semanas.
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2.5 Filogenia

Filogenia é um modelo da histéria genealdgica que representa as relagoes evolutivas
entre espécies ou genes. E uma drvore que contém nés conectados por ramos, onde cada
ramo representa a persisténcia de uma linhagem genética ao longo do tempo e cada né
representa o surgimento de uma nova linhagem. A filogenia é inferida a partir de dados de
sequéncia ou outros dados e pode ser construida usando métodos baseados em distancia
ou em caracteres, como parcimonia, distancia, verossimilhanca e métodos bayesianos.
A filogenia pode ser utilizada para o estudo de epidemiologia, rastrear surtos virais e

incidéncia de novas variantes de virus (Yang; Rannala, 2012).

Ramo externo

Ramo interno
&7 SARS-CoV-2/human/IND/GBRC16/2020 - MT451880 (India: Surat)

3 nCoV-FIN-29-Jan-2020 - MT020781.2 {Finland)
SARS-CoV-2fhuman/ITA/Pango Lineage B.1.177 (version: 2021-02-21)/2021 - MWT786740.1 (ltaly)

SARS-CoV-2thuman/CZE/CzechiaMotol 2174/2020 - MT371572.1 (Czech Republic)

Raiz

SARS-CoV-2/human/BRA/CD1739-P4/2020 - MZ264787 1 (Brazil: Amazonas Manaus)

100 SARS-CoV-2thuman/URY/374/2021 - MVW988204.1 (Uruguay)

NS

Figura 2 — Arvore filogenética

Retirada de (Nascimento, 2021)

2.5.1 Maxima Verossimilhanca

A maéaxima verossimilhanga (Kishino; Hasegawa, 2001) é um método estatistico
utilizado para estimar os parametros de um modelo a partir de dados observados. Na
filogenética, a maxima verossimilhanca é frequentemente usada para inferir a arvore
filogenética que melhor explica os dados moleculares observados. O método de maxima
verossimilhanca envolve a escolha da arvore que maximiza a probabilidade de observar os
dados moleculares, dada a arvore e o modelo evolutivo. Embora a méxima verossimilhanga
seja computacionalmente intensiva, ela é considerada uma das abordagens mais precisas
para inferir arvores filogenéticas a partir de dados moleculares. A inferéncia de arvores por
maxima verossimilhanga envolve duas etapas de otimizacao: a otimizacao dos comprimentos
dos ramos para calcular o escore da arvore para cada arvore candidata e uma busca no

espago de arvores para encontrar a arvore de maxima verossimilhanca.
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2.5.2 Maxima Parcimoénia

A méxima parcimoénia (Kannan; Wheeler, 2012) é um método de inferéncia filoge-
nética que busca minimizar o nimero de mudancas necessarias para explicar a evolugao de
um conjunto de sequéncias. Isso é feito atribuindo estados de caracteres a nés interiores
na arvore filogenética e calculando a pontuacao da arvore, a soma dos comprimentos dos
caracteres em todos os lugares. A arvore de maxima parcimonia é a arvore que minimiza
essa pontuacao. No entanto, a parcimoénia nao leva em consideracao a probabilidade de
diferentes mudancas em diferentes lugares, o que pode levar a arvores incorretas em alguns

Casos.

2.5.3 Inferéncia Bayestana

A inferéncia bayesiana (Rannala; Yang, 1996) é uma abordagem estatistica que
utiliza a distribuicao posterior para inferir sobre parametros desconhecidos. Essa abordagem
permite a incorporacgao de informagoes a priori sobre os parametros, mas é importante
realizar analises de robustez bayesiana para avaliar o impacto da priori nas estimativas
posteriores. Os métodos bayesianos sao amplamente utilizados em filogenética molecular
para inferir a topologia das arvores filogenéticas e outros parametros evolutivos. A férmula
basica da inferéncia bayesiana é:

P(D|6) - P(9)
P(D)

onde # é o pardmetro desconhecido, D é o conjunto de dados observados, P(0|D) é a

P(0|D) =

2’

distribui¢ao posterior, P(D|#) é a verossimilhanga, P(f) é a distribui¢ao a priori e P(D) é
a probabilidade marginal dos dados. Essa férmula é conhecida como Teorema de Bayes e é
a base da inferéncia bayesiana. A distribui¢ao posterior é proporcional a verossimilhanca
multiplicada pela distribuicao a priori, normalizada pela probabilidade marginal dos dados
(Yang; Rannala, 2012).

2.5.4 Bootstrap

A analise bootstrap (Henderson, 2005) é um procedimento comumente utilizado
para avaliar a confianga em uma estimativa de topologia de arvore. Nessa abordagem, os
sitios no alinhamento de sequéncia sao amostrados com reposicao tantas vezes quanto
o comprimento da sequéncia, gerando uma pseudo-amostra bootstrap que é do mesmo
tamanho que o conjunto de dados original. Tipicamente, 100 ou 1.000 amostras bootstrap
sao geradas dessa maneira, e cada uma é analisada da mesma forma que o alinhamento
de sequéncia original. As arvores inferidas a partir dessas amostras bootstrap sao entao
tabuladas para calcular os valores de suporte bootstrap. Para cada clado na arvore estimada,
seu valor de suporte bootstrap é simplesmente a propor¢ao de arvores bootstrap que incluem

esse clado.
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2.6 Arthropod Borne Virus database - ABVdb

O ABVdb (RESTOVIC, 2018) é um banco de dados relacional desenvolvido por
Dra. Maria Inés Valderrama Restovic que armazena genomas de virus da dengue, Zika e
chikungunya, fornecendo suporte para mineracao de dados relacionada a esses trés tipos
de virus. Sendo um banco de dados relacional, seus dados sao armazenados em tabelas

que se relacionam entre si.

Os dados armazenados no ABVdb sao provenientes do banco de dados mundial
GenBank e incluem genomas presentes em mosquitos, humanos e simios. Os dados mais

relevantes armazenados sdo:

« Coédigo de acesso no GenBank (Locus)

« Nome do isolado

« Data da coleta

« Origem da amostra (humano, mosquito ou simio)
e Regiao gendémica

» Regido geogréfica

 Sorotipo (para o virus da dengue)

o Sequéncia de nucleotideos

o Tamanho da sequéncia
No caso da espécie ser Homo sapiens, sao adicionadas informacoes adicionais, como:

e Género do paciente
« Idade

« Tipo da doenca (especificado para cada tipo de virus)

Essas informagoes sao provenientes de publicagoes cientificas indexadas no PubMed.
O ABVdb ¢ projetado para permitir a integragao com ferramentas de filogenia, fornecendo
uma plataforma abrangente para analises filogenéticas de virus da dengue, Zika e chi-
kungunya. Atualmente, o ABVdb estd hospedado no dominio http://www.abvdb.uneb.br,
onde os usuarios podem acessar e utilizar os recursos disponiveis para pesquisar, visualizar

e analisar os genomas de virus armazenados no banco de dados.
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2.7 Genome Detective

O Genome Detective é um software baseado na web que automatiza a identificagao
de virus a partir de dados de sequenciamento de alta capacidade. Projetado para ser
acessivel e eficiente, ele utiliza um método inovador de alinhamento para construir genomas
virais vinculando contigs de novo por referéncia, combinando pontuag¢oes de aminoacidos
e nucleotideos. Esta abordagem permite uma analise detalhada e precisa, facilitando a

identificagao de virus em diversos tipos de amostras (Vilsker et al., 2018).

O processo de funcionamento da plataforma envolve varias etapas principais. O
usuario inicia o processo fazendo o upload dos dados de sequenciamento, que podem ser
provenientes de varias tecnologias, como [llumina ou nanopore. Uma vez carregados, o
software executa uma série de andlises para identificar possiveis virus, utilizando algoritmos
avancados que combinam informacoes de nucleotideos e aminoacidos para alinhar contigs
com genomas virais de referéncia. Em seguida, os contigs alinhados sao comparados com
uma extensa base de dados de genomas virais conhecidos, permitindo a identificacao precisa
de virus presentes na amostra, mesmo em casos de coinfec¢ao ou presencga de multiplos
agentes virais. Apos a identificacao, a ferramenta constréi os genomas virais completos,
processo crucial para a caracterizagao detalhada do virus, incluindo a deteccao de novas
variantes ou mutagoes. Finalmente, sao gerados relatorios detalhados e visualizagoes dos
dados analisados, facilitando a interpretacao dos resultados pelo usuario (Vilsker et al.,
2018).

O sistema foi otimizado e validado com dados de sequenciamento de centenas de
virus, demonstrando alta precisao e eficiéncia. O Dr. Vagner Fonseca, um dos colaboradores
deste projeto, é professor da Universidade do Estado da Bahia (UNEB) (Vilsker et al.,
2018).

A capacidade da plataforma de processar e analisar rapidamente grandes volumes
de dados de sequenciamento torna-o uma ferramenta valiosa em situagoes de surto, onde
a identificacao rapida de agentes patogénicos é crucial. Além disso, sua aplicacao pode
ser estendida para a pesquisa em virologia, epidemiologia e desenvolvimento de vacinas,
proporcionando uma plataforma robusta para a investigagdo e monitoramento de doencas

virais.

A tecnologia representa um avanco significativo na identificacao e anélise de virus
a partir de dados de sequenciamento. Seu desenvolvimento e otimizagao continuam a
aprimorar a capacidade dos cientistas em responder a desafios emergentes na area da
virologia, oferecendo uma soluc¢ao eficiente e precisa para a andlise de dados complexos e

estd disponivel online em: http://www.genomedetective.com/app/typingtool /virus/.


http://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/
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2.8 PSRM

O Método de Reconhecimento de Estados Paramétricos (PSR - Parametric State
Recognition Method) (Grieves; Vickers, 2017) é uma técnica de aprendizado nao supervi-
sionado utilizada para analisar e agrupar dados, especialmente séries temporais. Ele foi
inicialmente desenvolvido para o monitoramento de equipamentos industriais por meio de
um conceito chamado de Digital Twin, que é uma representacao virtual em tempo real de

um objeto ou processo fisico.

No PSR Method, os dados de entrada consistem em uma lista de nimeros nor-
malizados e caracteristicas categoéricas misturadas, que sao os parametros analisados.
Antes de aplicar o algoritmo, é realizada uma etapa de pré-processamento, que envolve
duas camadas. A primeira camada realiza calculos para obter diferencas finitas nas séries
temporais, enquanto a segunda camada realiza médias acumulativas com base em janelas

de tempo.

Os hiperparametros do método incluem o nimero de variaveis e as combinagoes e
tipos de camadas de pré-processamento. Além disso, existem parametros de conhecimento,
como o mapa de agrupamentos (MOC - Map of Clusters), o dicionario de estados (CDIC -
State Dictionary) e o dicionério de familias (FDIC - Family Dictionary). Esses pardmetros
ajudam a representar os microestados e as conexoes entre eles, formando os agrupamentos

em niveis micro e macro.

Em resumo, o PSR Method permite agrupar e analisar dados usando caracteristicas
paramétricas. Ele é particularmente 1til para identificar padroes ou estados especificos
nos dados de entrada. Esses agrupamentos podem fornecer informagoes valiosas sobre
o comportamento de sistemas ou objetos, possibilitando uma melhor compreensao e

auxiliando na tomada de decisoes informadas.

Durante a etapa de treinamento do Método de Reconhecimento de Estados Para-
métricos (PSRM), o conjunto de dados brutos é processado em duas etapas principais: a

etapa de particao e a etapa aglomerativa.

Na etapa de particao, as amostras de treinamento sao analisadas individualmente.
Para cada caracteristica numérica normalizada, um histograma ¢é construido e um algoritmo
de busca de agrupamentos ¢é aplicado. Os picos identificados no histograma representam
agrupamentos para cada caracteristica. Uma distribuicao de probabilidade é ajustada para
cada pico, utilizando o intervalo entre os vales adjacentes. Essas distribui¢coes sao usadas
como funcgoes de pertinéncia para atribuir um valor a uma caracteristica pertencente a um

determinado agrupamento. Os limites de cada agrupamento sao armazenados no Mapa de
Agrupamentos (MOC).

Para caracteristicas categoricas, ¢ atribuido um ntimero de agrupamentos igual ao
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numero de classes de caracteristicas categoricas. Uma parte do MOC contém as associagoes
entre classe e agrupamento. Com base nisso, é criada uma assinatura de micro-agrupamento
para cada amostra de dados, representada por um vetor de valores para cada caracteristica.
Essas micro-assinaturas sao armazenadas no Dicionario de Estados (CDIC'), recebendo

um indice ordinal.

Na etapa aglomerativa, as assinaturas de micro-agrupamentos sao comparadas
entre si para calcular a distancia utilizando uma métrica adequada para dados hibridos
(numéricos e categdricos). As distdncias sao organizadas em uma matriz triangular superior.
Em seguida, é aplicado um método hierarquico de agrupamento, conhecido como método
de vizinho mais préximo, para unir os micro-agrupamentos em macro-agrupamentos. Esse
processo envolve a criacao de um Dicionério de Familias (FDIC'), onde as linhas representam
as familias e as colunas sao as assinaturas de micro-agrupamentos. As distancias entre
os micro-agrupamentos sao percorridas e, com base nas condigoes definidas, os micro-

agrupamentos sao atribuidos a mesma familia ou uma nova familia é criada.

Apos a etapa de treinamento, na etapa pds-treino, sao realizados calculos adicionais
para cada macro-agrupamento. Isso inclui a coleta da distribuicao de distancia dos micro-
agrupamentos internos, o calculo da média e varidncia das distancias e a determinacao
do maior valor de distdncia entre os membros do macro-agrupamento. Além disso, sao
calculados os centroides dos macro-agrupamentos como o centro de massa. Uma matriz de

distancias é entao calculada entre os centroides para avaliar a qualidade do agrupamento.

O método pode ser operado e retreinado usando o FDIC e o CDIC preenchidos.
Durante a operagao, para uma nova instancia de dados, a assinatura de micro-agrupamento
¢é procurada no CDIC. Se encontrada, é atribuida a mesma familia. Caso contrario, é
adicionada ao CDIC' e a distancia entre a nova assinatura e as outras é calculada para
encontrar a assinatura mais préxima. Com base em critérios de distancia, a nova instancia
¢ atribuida ao macro-agrupamento correspondente ou um novo macro-agrupamento ¢é

criado no FDIC.

O pré-processamento dos dados pode ser realizado de forma serial, paralela ou
hibrida. No pré-processamento paralelo, as caracteristicas brutas sao normalizadas e
selecionadas, e em seguida sdo calculadas as derivadas normalizadas e as médias integrais
normalizadas das caracteristicas selecionadas. Os conjuntos resultantes sao agrupados para
formar o vetor de entrada. No pré-processamento serial, o processo é dividido em dois fluxos:
pré-processamento D-I e pré-processamento I-D. Em ambos os casos, as caracteristicas
brutas sao normalizadas e selecionadas. No pré-processamento D-I, sao calculadas as
derivadas normalizadas das caracteristicas selecionadas, seguidas pelo calculo das médias
integrais normalizadas. No pré-processamento I-D, é realizado o cédlculo das médias integrais

normalizadas, seguido pelo célculo das derivadas normalizadas. Os conjuntos resultantes
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sao agrupados para formar o vetor de entrada (Nascimento, 2021).

2.9 CBUC

O algoritmo Codon Based Unsupervised Classification (CBUC') é uma adaptacao do
algoritmo PSRM, desenvolvido pelo Dr. Diego Gervasio Frias Suaréz, utilizando a linguagem
de programagao Scilab na versao 6.0. O CBUC foi projetado para agrupar sequéncias em
familias, de maneira semelhante a uma arvore filogenética, e tem como objetivo classificar

de forma rapida e econdémica uma nova sequéncia em um grupo monofilético.

No Trabalho de Conclusao de Curso (7CC) de (Nascimento, 2021), o algoritmo
CBUC foi implementado na linguagem de programacao Python, utilizando o ambiente
do Google Colab, que fornece um notebook Jupyter na nuvem (Kluyver et al., 2016). O
programa recebe um arquivo no formato FASTA, que é um formato de arquivo usado
para representar sequéncias biolégicas, como sequéncias de DNA, RNA ou proteinas. O
formato FASTA consiste em uma linha de cabecalho iniciada com o caractere »", contendo

informagoes descritivas sobre a sequéncia, seguida pelas linhas de sequéncia em si.

O programa realiza a leitura do arquivo FASTA, transformando as sequéncias em
uma lista de niimeros normalizados. Em seguida, seleciona conjuntos de trés caracteres e
os transforma em numeros de 2 a 65, representando os cédons, que sdo sequéncias de trés

bases nitrogenadas.

Com a lista de sequéncias normalizadas, é construida uma base de conhecimento, a
partir da qual é calculada a matriz de frequéncia de codons das sequéncias. Essa matriz
é utilizada para gerar agrupamentos, resultando em um mapa de agrupamentos. Além
disso, é calculada a quantidade de agrupamentos em cada posicao da sequéncia. Cada

agrupamento recebe um codigo tnico.

A frequéncia de cada padrdo de agrupamento é calculada, e com base nesses
calculos, é gerada uma matriz de distancia. Essa matriz de distancia é usada para realizar

agrupamentos de padroes em familias.

Os resultados dos agrupamentos de cédons e dos agrupamentos de padroes de
codons (familias) sdo exibidos no console utilizando a biblioteca matplotlib do Python
(Nascimento, 2021).

2.10 Trabalhos Correlatos

Nascimento implementa o CBUC em Python, que é o algoritmo utilizado e a
principal motivagao para a realizacao deste trabalho. Karim et al. utiliza Convolutional

Embedded Network (CEN) para identificar variantes genéticas. Essa rede combina duas
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redes neurais Convolutional Embedded Clustering (CEC) e Convolutional Autoencoder
(CAE) para prever etnias genéticas com variantes genéticas (GV). Essa abordagem é
comparada com outros algoritmos tais como VariantSpark e ADMIXTURE. Utilizando as
métricas indice Rand ajustado (ARI), informagao mutua normalizada (NMI), precisao de

clusterizagao (ACC), homogeneidade, completude, tempo de execugao.

Wuyun et al. propoe o PHiMM que é um algoritmo que faz inferéncia sobre
sequéncias genéticas utilizando um modelo de deriva genética, substitui¢oes, recombinacao

e fluxo génico, combinando uma técnica de aproximacgao baseada em coalescéncia.

Kim et al. propoe um algoritmo para identificar associagdes entre os recursos
genéticos (SNP) e as medidas derivadas de imagens de ressonancia magnética utilizando
o método Tree-Guided Sparse Learning (TGSL). O TGSL é um método de selegao de
recursos que utiliza uma abordagem de regularizagao baseada em arvore, que leva em
consideragao a estrutura hierarquica natural dos SNPs. A construcio da arvore é baseada
em conhecimento prévio sobre a relagao funcional e genética entre os SNPs. Cada né da
arvore representa um grupo de SNPs com relagao funcional semelhante, e os diferentes

niveis da arvore representam diferentes niveis de agrupamento.

Cleemput et al. propoe o Genome Detective é uma aplicagdo web para a montagem
de todos os genomas de virus conhecidos a partir de dados de sequenciamento de nova
geracao. Este aplicativo permite a identificacao de clusters filogenéticos a partir de genomas
montados no formato FASTA.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho utilizou uma metodologia de estudo comparativo (Collier, 1993) para
validar o algoritmo de bioinformatica CBUC, focando em sua capacidade de identificar
genotipos de sequéncias do Virus Zika. Para isso, empregou-se um conjunto de sequéncias
de gendtipos conhecidos como referéncia e comparou-se a concordancia dos resultados
obtidos pelo CBUC com os do método tradicional de genotipagem, representado pela

ferramenta Genome Detective.

3.1 Desenvolvimento do projeto

O diagrama da Figura 3 descreve a arquitetura da solucao utilizada neste trabalho.
O processo comeca com a base de dados ABVdb, que armazena sequéncias genotipadas.
Essas sequéncias servem como referéncia para o CBUC, um componente responsavel por

identificar e analisar novas sequéncias.

As sequéncias de Zika sao recebidas de uma fonte externa e, antes de serem
processadas pelo CBUC, passam por um estagio de pré-processamento. Durante o pré-
processamento, as sequéncias sao ajustadas adicionando-se caracteres -’ (hifens) para
garantir que todas tenham o mesmo tamanho e sejam maultiplas de 3, o que é necessario

para o CBUC poder trabalhar corretamente com elas.

Uma vez pré-processadas, as sequéncias de Zika sao enviadas para o CBUC. O
CBUC entao utiliza as sequéncias de referéncia do ABVdb para identificar as sequéncias
de Zika. Esse processo de identificacao envolve a comparagao das sequéncias de Zika com

as referéncias no ABVdb, permitindo determinar correspondéncias ou diferencas.

Em resumo, o fluxo de trabalho comeca com a recepgao das sequéncias de Zika,
segue para o pré-processamento onde sao ajustadas, e culmina no CBUC, que as compara

com as sequéncias de referéncia do ABVdb para identificar as novas sequéncias.
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| N—— Fasta com as
sequéncias a Interface grafica (web
serem ou desktop)
ABVdb GenBank analisadas

Fasta com as

sequéncias Normalizagéo do Alinhamento com

genotipadas CBUC tamanpo fias MAFFET
sequéncias

Resultado

Figura 3 — Arquitetura da solugao

Fonte: O autor

3.1.1 FEspecificacdo da mdquina utilizada

Os experimentos foram realizados em um laptop com as seguintes especificacoes:

« Sistema operacional: Windows 11 Home Single Language;

o Processador: Intel Core i5 (11* geragao, 11400h), hexa-core, 2,7 GHz;
o Gpu: Nvidia GeForce GTX 1650;

e Memoéria RAM: 24 GB DDR4 2933 MHz;

e Armazenamento: SSD NVMe 512 GB + HD 1 TB.

3.1.2 Ferramentas de software utilizadas

o Python: Linguagem de programacao interpretada, amplamente utilizada em desen-

volvimento web, cientifico e automacao de tarefas.

o JavaScript: Linguagem de script amplamente utilizada para o desenvolvimento de

aplicagoes web interativas.

e MAFFT: Ferramenta de alinhamento de sequéncias utilizada para alinhar as

sequéncias gendomicas.
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e React (Javascript): Biblioteca JavaScript utilizada para desenvolver a interface

web.

e Next.js (Javascript): Framework JavaScript integrado ao React para otimizar a

interface web.

o FastAPI (Python): Framework Python utilizado para criar endpoints para pro-

cessamento de sequéncias em formato FASTA.

o PyQt5 (Python): Framework Python utilizado para construir a interface desktop.

3.1.3 Preparacio do Conjunto de Dados

Para os experimentos, foram retiradas 514 sequéncias completas genotipadas do
Virus Zika do banco de dados ABVdb, das quais foram selecionadas 100 para que o CBUC

possa utiliza-las como referéncias em seus agrupamentos.

Para os testes, foi utilizado um conjunto de dados com 702 sequéncias completas,
junto com outros dois conjuntos de dados, um com 29 sequéncias e outro com 26 sequéncias

que, entre as completas, também possuem sequéncias de tamanho parcial.

3.1.4 Adaptacoes

Devido as limitac¢oes do algoritmo CBUC, como a exigéncia de um arquivo FASTA
com sequéncias de mesmo tamanho e a falta de uma interface amigavel para o usuario,
foi necessario realizar adaptagoes no cédigo-fonte do CBUC. Primeiramente, reduzimos o
nimero de clusters (familias) para um cluster para as sequéncias africanas e outro para
asiaticas, mas isso pode ser modificado de forma simples no cédigo, o que foi essencial
para a identificacdo precisa do genoétipo dos dados gendémicos do Virus Zika. Além disso,
incorporamos uma funcionalidade de alinhamento utilizando o MAFFT (Katoh; Standley,
2013). Apéds o alinhamento, as sequéncias foram preenchidas com o caractere -’ para
garantir que todas tivessem o mesmo tamanho, possibilitando assim o processamento pelo
CBUC. Essas adaptacoes foram fundamentais, pois o algoritmo sé funciona corretamente

com sequéncias de tamanhos iguais.

3.2 Desenho experimental

Primeiramente, deve-se obter as sequéncias do Virus Zika a partir do GenBank,
selecionando tanto sequéncias completas quanto parciais. Em seguida, todas as sequéncias
coletadas devem ser compiladas em um tnico arquivo FASTA. Com o arquivo FASTA
pronto, deve-se executar o algoritmo CBUC. Posteriormente, o mesmo arquivo FASTA

deve ser submetido a ferramenta Genome Detective (Vilsker et al., 2018). O objetivo é
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verificar a precisdo do CBUC na identificacao das sequéncias, comparando os resultados
obtidos com os do Genome Detective. A métrica de precisao utilizada para essa comparagao

é:

VP
Precisdo = ————= 1
recisao = 75 T FP (3.1)

onde VP representa os verdadeiros positivos e FP representa os falsos positivos.

3.2.1 Coleta de Sequéncias

Para iniciar o experimento, devem-se obter as sequéncias do Virus Zika a partir
do banco de dados GenBank. A selecao deve incluir tanto sequéncias completas quanto
parciais do virus. Esse passo é crucial para garantir a representatividade e a diversidade

das amostras utilizadas na anélise.

3.2.2 Compilacdo das Sequéncias

Apés a coleta, todas as sequéncias devem ser compiladas em um tnico arquivo no
formato FASTA. Este arquivo servirda como entrada tanto para o algoritmo CBUC quanto

para a ferramenta de comparacao.

3.2.3 Execucdo do Algoritmo CBUC

Com o arquivo FASTA preparado, o préximo passo é executar o algoritmo CBUC.
Este algoritmo processard as sequéncias e fornecera os genotipos correspondentes, além de

outros dados relevantes para a analise.

3.2.4 Comparacao com Genome Detective

O mesmo arquivo FASTA deve ser submetido a ferramenta Genome Detective
(Vilsker et al., 2018). Esta etapa é fundamental para validar a precisao do CBUC na
identificagao das sequéncias de RNA do Virus Zika.

3.2.5 Andlise da Precisdo

Para avaliar a precisao do algoritmo CBUC, os resultados obtidos devem ser
comparados com os resultados do Genome Detective. A métrica de precisao a ser utilizada

¢ definida pela seguinte féormula:

VP
Precisdo = ——— .
recisao = 75 T FP (32)



Capitulo 3. Metodologia 31

onde:

o VP representa os verdadeiros positivos,

o FP representa os falsos positivos.

3.2.6 Interpretacao dos Resultados

A comparacao dos resultados de ambos os algoritmos permitira avaliar a eficacia
do CBUC' em identificar corretamente as sequéncias de RNA do Virus Zika. A métrica
de precisao fornecera uma medida quantitativa da precisao do algoritmo, indicando a

proporc¢ao de verdadeiros positivos em relacao ao total de identificagoes positivas.

3.3 Interface Web

A interface web foi projetada para otimizar o acesso e a utilizagao do CBUC' através
de navegadores. Esta plataforma permite a submissao de sequéncias de RNA, a execucao
de andlises de gendtipos e a visualizacao dos resultados de maneira intuitiva. A interface
foi desenvolvida utilizando a biblioteca JavaScript React, integrada ao framework Next.js
(Thakkar, 2020). Essa integracao possibilita a comunicagdo com dois endpoints criados na
linguagem de programacgao Python utilizando o framework FastAPI: /process fasta/ e

J/upload__and__process__fasta/, como pode ser observado na Figura 4.

3.3.1 FEndpoints

» /process_fasta/: Utilizado para processar texto no formato FASTA.

o /upload_and_process_fasta/: Utilizado para processar arquivos no formato FASTA.

3.3.2 Funcionalidades da Interface

« Upload de Arquivos FASTA: Os usuarios podem fazer o upload de arquivos no

formato FASTA para processamento.

« Insercio de Sequéncias de RNA: E possivel inserir sequéncias de RNA do Zika

em formato FASTA diretamente no campo de texto.

» Visualizagao dos Resultados: Apds o processamento, os resultados apresentam o

nome das sequéncias juntamente com seus genotipos.

« Download dos Resultados: Ha a op¢ao de baixar os resultados no formato CSV

ou em um formato aceito pelo Microsoft Excel (xlsx) para anélise posterior.
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A interface proporciona uma experiéncia de usuario fluida e eficiente, facilitando o

processo de analise de dados genotipicos e a obtencao de resultados de forma acessivel e

organizada.

Genotipador de Zika virus @

Api para processar sequencias de zika e genotipa-las

default ~
/process_fasta/ Process Fasta v
/upload_and_process_fasta/ Upload And Process Fasta v

Schemas A

Body_upload_and_process_fasta_upload_and_process_fasta__post ~ object

file* string

FastaText ~ object

fasta_texts string
HTTPValidationError > object

ValidationError > object

Figura 4 — Api para fazer o processamento das sequéncias

Fonte: O autor

Genotipador de Zika Virus

}KX893855.1 Zika virus strain Zika virus/Homo sapiens/VEN/UF-2/2016,
complete genome
AGTTGTTACTGTTGCTGACTCAGACTGCGACAGTTCGAGTTTGAAGCGAAA
GCTAGCAACAGTATCAACA

ENVIAR ARQUIVO FASTA PROCESSAR TEXTO FASTA

#  Sequence Genotype

Zika virus strain Zika virus/Homo sapiensiVEN/
16, complete genome

Asian

BAIXAR CSV/ BAIXAR EXCEL

Figura 5 — Interface web

Fonte: O autor
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3.4 Interface Desktop

A interface desktop foi desenvolvida para oferecer uma experiéncia semelhante a
versao web, permitindo o acesso e a utilizacgdo do CBUC' de forma intuitiva. Esta aplicacao
permite a submissao de sequéncias de RNA, a execucao de andlises de gendtipos e a
visualizacao dos resultados de maneira eficiente. A interface foi construida utilizando o
framework PyQt5 em Python. De forma semelhante a sua versao web, a interface desktop
permite que o usuario faga o upload de arquivos FASTA para processamento ou insira
sequéncias de RNA do Zika diretamente na interface. Apds o processamento, o resultado é
apresentado com o nome das sequéncias e seus genotipos. Adicionalmente, os resultados
podem ser exportados no formato CSV ou em um formato compativel com o Microsoft

Excel (xlsx) para anélise posterior.

3.4.1 Funcionalidades da Interface

« Upload de Arquivos FASTA: Os usuarios podem fazer o upload de arquivos no

formato FASTA para processamento.

« Insercdo de Sequéncias de RNA: E possivel inserir sequéncias de RNA do Zika

em formato FASTA diretamente na interface.

« Visualizagao dos Resultados: Apds o processamento, os resultados apresentam o

nome das sequéncias juntamente com seus genotipos.

« Download dos Resultados: H4 a opc¢ao de baixar os resultados no formato CSV

ou em um formato aceito pelo Microsoft Excel (xlsx) para andlise posterior.

A interface desktop proporciona uma experiéncia de usuario fluida e eficiente,
facilitando o processo de andlise de dados genotipicos e a obten¢ao de resultados de forma

acessivel e organizada.
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¥ Processamento de Sequéncias

Insira ou cole a sequéncia FASTA aqui:

CARREGAR FASTA

PROCESSAR TEXTO FASTA

BAIXAR RESULTADOS

Figura 6 — Interface Desktop

Fonte: O autor
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4 RESULTADOS

4.1 Primeiro experimento

O primeiro experimento utilizou 702 sequéncias completas do Virus Zika. O algo-
ritmo CBUC identificou 116 sequéncias do gendtipo africano e 586 do gendtipo asiatico
assim como Genome Detective. Os resultados foram comparados com os obtidos pela ferra-

menta Genome Detective, alcancando uma precisao de 100% para as sequéncias completas
do Virus Zika.

VP 702

P 1 5y pr— p— p— ]_
P9 = U T FP T 702+ 0

(4.1)

African African

(a) Resultado CBUC (b) Resultado Genome Detective
Figura 7 — Comparagao dos resultados do primeiro experimento

Fonte: O autor

4.2 Segundo experimento

O segundo experimento usou um dataset com 27 sequéncias completas e 2 sequéncias
parciais, ambas de tamanho 2778 nucleotideos. O CBUC' identificou 19 sequéncias asiaticas

e 10 africanas, enquanto que o Genome detective 21 asiaticas e 8 africanas .

VP 27 27
2L ~0.931 (4.2)

P 1S80 = = =
POOSAO= Up T FP ~ 2742 29
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African

African

Asian
Asian

(a) Resultado CBUC (b) Resultado Genome Detective
Figura 8 — Comparacao dos resultados do segundo experimento

Fonte: O autor

4.3 'Terceiro experimento

O terceiro experimento contou com um dataset de 20 sequéncias completas e 6
sequéncias parciais, com tamanhos variados (1921, 1512, 2 de 2778, 2 de 2601 nucleotideos).
O CBUC identificou 20 sequéncias asiaticas e nao conseguiu classificar as 6 restantes,

entretanto o Genome Detective identificou todas como asidticas.

P 2 2
v 0 _ 29 0769 (4.3)

P 1sa0 = = =
PO = P FP T 2046 26

Asian

(a) Resultado CBUC (b) Resultado Genome Detective
Figura 9 — Comparacao dos resultados do terceiro experimento

Fonte: O autor

4.4 Quarto experimento

O experimento consiste em refazer o terceiro experimento, porém, as sequéncias de

treinamento serao recortadas da posicao 0 até 3000, que é aproximadamente o tamanho
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das sequéncias parciais de teste. Além disso, essa regido corresponde ao mesmo trecho do
genoma das sequéncias, visto que elas estao localizadas no inicio do genoma. O resultado
foi que o CBUC foi capaz de identificar corretamente as sequéncias de tamanho parcial,
entretanto, ndo conseguiu identificar as completas. Com isso, é possivel observar que
os graficos ficaram invertidos em comparacao ao experimento que é feito utilizando as

sequéncias completas.

(a) Resultado CBUC com dataset de sequéncias (b) Resultado com dataset com as sequéncias
completas recortadas

Figura 10 — Comparagdo com dataset completo de sequéncias completas com as recortdas expe-
rimento

Fonte: O autor

4.5 Quinto experimento

Neste experimento, o objetivo foi avaliar a precisao do CBUC' ao diminuir gra-
dativamente o tamanho das sequéncias em 1000 nucleotideos até que o algoritmo perca
a precisao. Os experimentos foram feitos diminuindo a quantidade de nucleotideos do
arquivo Fusta a partir do final, e o resultado observado foi que, até o tamanho de 8000
nucleotideos, ele obtém 100% de acerto. Contudo, com sequéncias menores, o algoritmo

nao funciona corretamente, pois as sequéncias passadas se agrupam em um Unico grupo.
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African African

(a) Resultado Genome Detective (b) Tamanho 10000

African African

(¢) Tamanho 9000 (d) Tamanho 8000

African

(e) Tamanho 7000
Figura 11 — Anadlise da performance para o tamanho das sequéncias

Fonte: O autor

4.6 Sexto experimento

Semelhante ao experimento anterior, desta vez a parte recortada foi o comeco do
genoma do dataset utilizado. Os resultados foram precisos até que o recorte atingiu 1000

nucleotideos.
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African African

Asian Asian

(a) Resultado Genome Detective (b) removido 1000

African

(¢) removido 2000

Figura 12 — Anadlise da performance para o tamanho das sequéncias quando recortados no comego

Fonte: O autor

4.7 Experimento com o Envelope

Esse experimento foi realizado com uma abordagem diferente: ao invés de utilizar
as sequéncias completas como referéncia no CBUC, foi usada uma regido especifica do
genoma, que contém o envelope, indo de 108 até 2478 do genoma alinhado. Essa regiao foi
usada tanto para a identificagdo das sequéncias de teste, que também foram recortadas na
mesma regiao. O que se observa é que, quando as sequéncias tém um tamanho parecido
com a sequéncia utilizada como referéncia e estdo na mesma regiao do genoma, o CBUC

apresenta uma precisao de 100%.
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African African

Asian Asian

(a) Resultado CBUC com dataset de sequéncias (b) Resultado com dataset com as sequéncias
completas recortadas

Figura 13 — Comparacdo com dataset completo de sequéncias completas com as recortadas
experimento

Fonte: O autor

4.8 Analise de desempenho

O experimento foi realizado com o objetivo de medir o tempo de execugao do
algoritmo ao processar diferentes quantidades de sequéncias. Para obter resultados robustos,
cada experimento foi repetido 10 vezes para trés diferentes conjuntos de dados: 1, 10 e 100

sequéncias completas.

Apos a execugao dos experimentos, foram calculadas as seguintes estatisticas para
o tempo de execucao dos algoritmos: a média, a mediana e o desvio padrao. A média dos
tempos de execugao fornece uma estimativa do tempo médio necessario para o algoritmo
processar as sequéncias. A mediana dos tempos de execugao representa o valor central dos
dados e é menos suscetivel a valores atipicos (outliers) em comparagao com a média. O
desvio padrao dos tempos de execucao quantifica a variabilidade dos tempos de execucao,

indicando a consisténcia do desempenho do algoritmo.
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Figura 14 — Tempo de execugdo do algoritmo para processar uma sequéncia completa 10 vezes

Fonte: O autor
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Figura 15 — Tempo de execucdo do algoritmo para processar 10 sequéncias completas 10 vezes

Fonte: O autor
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1.4 -

1.2-

Minutos

0.0 -

Média Mediana Desvio Padrdo

Medidas

Figura 16 — Tempo de execucao do algoritmo para processar 100 sequéncias completas 10 vezes

Fonte: O autor

4.9 Analise de Resultados

Os experimentos realizados mostraram que o CBUC' apresenta uma precisao de
100% na identificacdo de sequéncias de tamanho semelhante as utilizadas no treinamento,
especialmente quando as sequéncias estao na mesma regiao do genoma. No entanto, a
precisao do CBUC' diminui significativamente quando se trata de sequéncias de tamanhos
diferentes. Observou-se que o CBUC nao lida bem com datasets contendo sequéncias de
tamanhos variados, uma vez que foi projetado para operar com sequéncias de tamanho
uniforme. Para abordar essa limitacao, foi implementada uma funcao que adiciona o

W n

caractere ao final das sequéncias alinhadas, com o objetivo de padronizar o tamanho
das sequéncias. Apesar dessa medida, o algoritmo ainda nao alcanca a mesma eficiéncia na
identificacao de sequéncias de tamanhos diferentes. Mesmo com essas limitagoes, o CBUC
demonstrou ser uma ferramenta eficaz para a identificacao de sequéncias completas do
virus Zika, apresentando um desempenho comparavel ao Genome Detective para sequéncias
completas. Essa constatacao reforca a viabilidade do CBUC como uma ferramenta de
identificacdo em cendrios especificos, onde as sequéncias de entrada sdao de tamanhos

uniformes.



43

5 CONCLUSAO

Neste estudo, investigamos o desempenho do algoritmo CBUC' na identificacao
de sequéncias do Zika virus. Descobrimos que o CBUC' enfrenta limitagoes significativas
quando confrontado com sequéncias de tamanhos diferentes das utilizadas no treinamento.
Esse problema é especialmente pronunciado em datasets com uma grande variacao de

tamanhos de sequéncia, resultando em uma diminui¢ao da precisao da identificacao.

No entanto, é importante destacar que o CBUC demonstrou uma capacidade
notdvel de identificar 100% das sequéncias completas presentes no dataset de teste. Isso
sugere que, quando as sequéncias do dataset de teste tém um tamanho semelhante as
utilizadas no treinamento, o CBUC pode ser uma ferramenta eficaz para a identificacao

de sequéncias completas do Zika virus.

Uma consideracao importante a ser levada em conta é que o sucesso do CBUC na
identificagdo de sequéncias completas esta intrinsecamente ligado a composicao do dataset
de treinamento. Como o dataset de treinamento consistiu principalmente de sequéncias

completas, o CBUC foi bem-sucedido em identificar essas sequéncias com alta precisao.

Em suma, este estudo destaca tanto as capacidades quanto as limitagoes do CBUC
na identificacdo de sequéncias do virus Zika. Embora tenha mostrado um desempenho
excepcional na identificacdo de sequéncias completas, sua eficacia pode ser comprometida
em conjuntos de dados com uma variacao significativa de tamanhos de sequéncia. Futuras
pesquisas podem se concentrar em abordagens para melhorar a robustez do CBUC
diante dessa variabilidade de tamanho de sequéncia. Trabalhos futuros podem explorar a
implementagao do algoritmo para outros tipos de virus e desenvolver métodos para lidar

com sequéncias de diferentes tamanhos.
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APENDICE A - SEQUENCIAS UTILIZADAS

A.1 Sequencias todos os experimentos (exceto no segundo e

terceiro experimentos)

KY241759 KY241747 MF801381 KU365778 KX694533 KY241702 KX548902
KY014322 MN566107 KF268948 KY241753 KY014300 MH130098 ME783073 KU955589
KY241749 KY241765 KY241777 MF801387 MK028858 MH882533 MF574563 MH061911
KY325469 MF574573 KY 765324 MEF167360 KY241689 KY241697 KY075938 KY 328290
KX601166 KX051560 KY 785472 MH882544 KY785459 KY415990 MN185324 KY003153
MH130109 KY348640 MHO061853 MN566104 KY014295 MH157213 MH130097 MH061886
KX922705 KY785429 KY075934 LC331561 MH916802 MH055376 KU509998 MF593625
KY288905 MH061860 MH675620 MK049247 KU820899 MFE574558 MF574583 MH158236
MF801410 KX156774 MH061866 MK238035 KY785476 MH061872 MK238038 KY241708
KY785423 KX446951 KY241768 MF801384 MH063261 KU963573 KU761560 KY 785415
MF073358 KY241736 KY558999 KY014310 MK269360 KY241701 KY785462 MG770187
KY317938 KU955594 KX262887 MK269357 KY 785445 MH061859 KY328289 KY241716
KX197192 KY765321 KX601169 KY241788 MF574566 KY415988 KY241746 KY241752
KY241758 KY785456 MH882541 MG674719 KY241684 KX694534 KY241762 KUG681082
MH675621 KY014296 MH061889 MHO061892 KY 693679 KU501215 KY241711 KY 325473
MFEF574580 MK216713 MF098769 KY241677 MF664436 KY241715 KY785475 KY272987
KY014319 KX247646 KU527068 MH061856 MF801398 MH130106 KY241725 KY241770
KY325477 MF574553 MH061907 KY003154 MT078740 KY 014323 KY014298 MHO061883
MH061890 KX421194 MF801413 MF801417 MH157202 MH061865 MF988734 MF996804
MG494697 KU955593 KY 785426 KX447510 KU729218 KX051561 MF434522 MN100039
KY785479 KY014312 LC369584 MF098768 MF574586 MG5H48661 MK049248 HQ)234500
KY241679 MF801408 MN185327 KX838906 MT078739 MF098771 MK105975 KY 765326
KU820897 KU720415 MF574556 KX830960 KX447509 KY241757 KY559005 MN185330
KX893855 KU963574 MH061899 KY317937 AY632535 MH130101 MH061881 KY241707
KY241741 KX842449 KY785448 MH179341 MG770188 KY241733 MK713750 MF073357
MH130094 MHO061858 KU926309 KX922707 KY765320 MG758785 KY241683 KY 785442
MFE574575 KY241691 KY241735 KY317940 MF574561 MH130096 MN473453 KY 325467
MH061873 MH061879 KY241763 KY241787 MF801391 MH061913 LC190723 KY241751
KX185891 MH882528 KY014306 MH061868 KY241728 KU647676 MH675622 KX051562
MHS882531 KY631494 KU707826 MHS882548 MHO061855 KX447513 KY325472 EU545988
KX827268 MH130107 KX247632 KY241712 KY241726 MF801389 KU501216 MH061904
MH675628 KY241714 KY317936 MH061884 MG807647 KY325476 MH061862 KX377336
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MN611472 KY014324 KY014325 KY241678 MN124091 MH061897 MH544701 KY014315
HQ234501 HQ234499 KY766069 KU955590 MF801412 MF801426 KY559007 MF574585
KY241738 KY606273 KX694532 KY441401 KY241748 KX922708 KY 014303 MH882536
MH061861 MN566106 MEF574562 KY785464 MH130104 KY415986 KY559021 MHO061878
KF268949 KX421193 KY241694 KY241756 KY785433 KY241766 KY559015 KY693680
KJ776791 MF574570 MK028859 KX811222 KX601167 KY126351 MN190155 MF574564
MF036115 KY241760 KY241782 KY075939 MF574576 MH061910 KU853013 KY241774
MHS882543 KY785469 KY765323 MK216745 KY631493 MHS882545 MH061852 KX906952
KY241721 KY241750 KY989511 KX447512 KU922960 KY 348860 KY 325479 MT078742
MH675623 KY317939 MH061887 KY785418 KY241780 KX253996 KY014301 KY120349
KX087101 KU955595 MH513600 MH061905 MF434516 KX156775 MH061867 MF098766
MFE574588 MF574582 KY379148 MK241415 KY785420 MN185325 KY967711 KY241783
KY785422 MN185332 MF574554 KY241699 KX056898 KY120353 KU729217 KY606272
MHO061871 MH063262 KY014304 KY241709 KY241743 KY241745 KU937936 KY 325464
MFE574571 KU922923 MN577550 KY241737 MH882537 MF073359 KU926310 KX827309
KX856011 KY785453 KY241685 KX838904 KX832731 MF510857 KF383116 MH130105
KY241693 KY241779 KY415989 KY241761 MF574577 MH061915 MN473451 MHG675630
MH882539 MH882540 MF384325 MF574567 KY 325465 MH061877 KY241773 KF383119
KY241710 KX013000 KU681081 KY693676 MH061902 LC002520 MK216727 KY241722
MH675624 KY241690 KY241724 KY241771 MH061908 MH513599 KY 075932 KX198134
KX447515 MH061857 KX702400 KU312312 KX087102 KU179098 MF801414 KU997667
MF574552 KY014318 MH061882 MF434517 KY441403 KY241676 MF434521 MH675619
KX421195 MF574587 KX198135 MH513598 KU963796 MN185328 KX156776 MH061891
MHO061864 KX673530 MH675629 MF159531 KY 014313 MH916806 KY241742 KY559027
MHO061914 KY785450 KU365777 KX377337 KY241703 KY559013 KX369547 MEF574557
MH130102 KY553111 MHO061870 KY241732 KY241704 KY785441 MF574572 MH061912
JN860885 KX922704 MK028860 MHS882534 KY785452 KY 325468 MHO061876 KY 785466
MFE574560 KY241680 KY241686 KY241784 KY075937 MH882527 MH882529 KY415991
KY241776 KF383118 MG827392 MF574569 KY765317 KX266255 KY765325 MN473454
KU940228 MN577544 KY241696 KY241754 KY014307 LC219720 KY241729 MF574578
KY241675 KX447514 MN566105 KX280026 MN124090 MH061854 MH061894 KY241719
MH&882547 KR872956 KU501217 MH061903 MH130108 KU870645 MH013290 MH675625
MF801402 KX879603 KX766029 KY241717 KY075935 KY014317 MHO061885 MN566108
KY241740 KU497555 HQ234498 KY241673 KU955591 KY014314 MH916803 MH255601
KY241730 KY014321 MF574559 MK566202 MF801406 MH061869 MH061896 MH158237
MK?241417 KX117076 MF574584 MF988743 KY241731 KX813683 KY014302 KY441402
KY272991 KY241700 MH882535 KY 648934 MF801395 KU761561 KY785424 MF352141
KY785414 KX446950 MH675627 KY989971 MH063264 MH130103 KY241727 KU866423
MHO061875 KY415987 KX806557 KY 785455 MN577543 KY241767 KY241775 KY785465
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MK238037 MK713748 KY241739 KY241755 KU365780 KX601168 KY241695 MG674718
MH882542 KF383117 MF574565 MFEF574568 KY765318 KY 765322 KU853012 KY241687
KY241785 KX922703 MK028861 MF574579 MH119185 KY241718 MF801403 MF964216
MHO061888 MH061893 KY241720 MH882546 KX447511 MH368551 KY 785484 KY014316
MH675626 MH061906 MH061900 MT078741 KX766028 KY927808 KY631492 KY241781
KY014297 MG548660 MEF801418 KY075936 KU955592 KY785419 KY 785427 KX879604
MH061895 KU321639 KY 120348 MH900227 KY014299 KY 014320 KY693678 DQ859059
MFE574581 MN185326 KU758877 KU820898 KY241772 MK241416 KY241688 MH130100
MN185331 MF574555 MH061874 KY241734 KY014305 KY785435 KU365779 MHO061880
KY241706 KX197205 MHS882538 KX447517 KY241744 KX838905 KF383115 MF794971
KY241764 KY241778 KY785468 MG595216 MK269359 KU761564 KY241682 KY241786
MF801396 KY241692 KX922706 MH130099 MH130095 KY120352 MN025403 MKO028857
MHS882530 MH882532 KU991811 KX269878 MF574574 MN473452 KY241698 MF438286
KX520666 KU744693 MEF783072 MH763833 MH061909 MF692778 KY241713 KU740184
KY241681 KY693677 MG758786 KY075933 KX447516 KX377335 KY241723 KX051563
MK696551 KY241705 MF801378 MH061901 KX830930 LC191864 MG807646 MN185329
MG645981 KY241671 MH157208 MH061863 KF268950 KY 765327 MH061898

A.2 Sequéncias utilizadas no segundo experimento

KU647676 KU509998 KU312314 KU312313 KU729217 KU729218 KU497555 KU527068
KU501215 KU501216 KU501217 KU365777 KU365778 KU365779 KU365780 KU312312
KU321639 KJ776791 KF383115 KF383116 KF383118 KF383119 KF268948 HQ234499
HQ234500 HQ234501 JN860885 DQ859059 EUH45988

A.3 Sequéncias utilizadas no terceiro experimento

KU647676 KU509998 KJ634273 KF993678 KU312315 KU312314 KU312313 KU646828
KU646827 KU729217 KU729218 KU497555 KU527068 KU501215 KU501216 KU501217
KU365777 KU365778 KU365779 KU365780 KU312312 KU321639 KJ776791 HQ234499
JN860885 EU545988
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