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Similaridade entre sequéncias genémicas
aplicada na inferéncia de redes de regulagao
génicas

Similarity between genomic sequences applied in the
inference of gene regulation networks

RESUMO

Este trabalho tem como intuito a producdo de um método eficaz para a classificacdao de
sequéncias de RNA, e determinar se sdo codificantes ou ndo-codificantes. O algoritmo
facilita a analise destes dados geralmente brutos e em enorme quantidade.METODOS: Para
cada sequéncia de RNA foi gerado grafo com base em 2 parametros: passo e tamanho da
palavra. Apds a produgdo dos grafos, é realizada uma filtragem das arestas mais exclusivas
de cada classe, e assim abstrair medidas que descrevem a rede e partir dessas medidas
foram feitas as classificagdes com o algoritmos Random Forest. RESULTADOS: Apds aplicado
a metodologia deste trabalho, os resultados finais foram muito positivos, com média de
99,78% de acerto para o classificador Random Forest, e superiores aos métodos
comparados. CONCLUSOES: Os resultados indicaram uma alta distincio entre as classes de
RNA devido a filtragem das arestas exclusivas. A aplicacdo e estudo mais aprofundado deste
método pode levar a um melhor entendimento do RNA ndo codificante. PALAVRAS-CHAVE:
Bioinformatica. Reconhecimento de padrdes. Grafos.

ABSTRACT

This paper presents an efficient method to classify RNA sequences and determine whether
they are coding or non-coding RNA sequences. The algorithm facilitates the analysis of huge
quantities of raw RNA data. METHODS: A graph was generated for each RNA sequence
based on 2 parameters: Step and Word. A filter was applied to the generated graphs in order
to select the most exclusive edges of each class, thus deriving measurements that describe
the graph. These measurements are then fed into a Random Forest classification algorithm.
RESULTS: The presented algorithm shows an average accuracy of 99.78 %, higher than with
other traditionally used classification methods. CONCLUSIONS: The results indicate a high
distinction between the classes of RNA after the filtering of the exclusive edges. The
application and further study of this method can lead to a better understanding of non-
coding RNA. KEYWORDS: Bioinformatics. Pattern Recognition. Graphs.
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INTRODUCAO

Apds mais de 150 anos da descoberta dos acidos nucleicos, o interesse no
estudo destas moléculas vem crescendo cada vez mais com o passar dos anos
(DAHM, 2009). Devido a sua enorme participa¢do na manutencao e criacado da vida
em nosso planeta, ganhou notoriedade em diversos campos do conhecimentos,
como por exemplo na informatica, que apesar de ser muito distinta em esséncia
da drea bioldgica, é de extrema importancia na andlise da crescente quantidade de
dados produzidos.

Esta necessidade da aplicacdo da informatica na biologia criou um novo termo,
a Bioinformatica, que comecou a ser usado no comeco dos anos 70 por Hogeweg
e Hesper (HOGEWEG, 2011) para definir o estudo de processos computacionais
nos sistemas bidticos. Desde entdo, a bioinformdtica tornou-se uma parte muito
importante de muitas dreas da biologia molecular.

Novas técnicas de bioinformdtica, como imagem e processamento de sinais,
fez possivel a extracdo de resultados significativos a partir de grandes quantidades
de dados brutos. No campo da genética e gendmica, a bioinformatica auxilia no
sequenciamento e anota¢do de genomas e suas mutagdes observadas. Ela também
desempenha um papel importante para o gerenciamento de dados na medicina
moderna (JOAQUIM, 2010).

Desde de que Phage-X174 foi sequenciado em 1977 (SANGER, 1977), uma
guantidade enorme de organismos vém sendo sequenciados e armazenados em
databases. As sequéncias sdo analisadas para determinar quais genes codificam
proteinas e, também, para comparar genes dentro de uma espécie ou entre
espécies diferentes, o que pode mostrar semelhancas entre fungdes proteicas ou
relacdes entre espécies.

Entdo, com a crescente quantidade de dados, ha muito tempo se tornou
impraticdvel analisar as sequéncias de DNA manualmente. Programas de
computador como o BLAST, sdo usados rotineiramente para pesquisar sequéncias
e a partir de 2008, mais de 260.000 organismos foram analisados, contendo mais
de 190 bilhdes de nucleotideos (BENSON, 2008).

Uma importante parte dessa area do conhecimento é o RNA, um polimero
linear composto por quatro tipos diferentes de subunidades nucleotidicas unidas
entre si por ligagdes fosfodiéster, e tém como uma de suas fungdes servir de molde
para a formacao de proteinas. Ha vdérios tipos de RNA, como os RNA mensageiros
gue sao codificantes de proteinas e RNA nao codificantes que sdo subdividos em
duas categorias, pequenos e longos (ALBERTS, 2009).

Os RNAs ndo codificadores estdo envolvidos em muitos processos celulares de
importancia central na maior parte da vida celular. Acredita-se que os ncRNAs mais
conservados sejam fdsseis moleculares ou reliquias do ultimo ancestral comum
universal e do mundo do RNA, e seus papéis atuais permanecem principalmente
na regulagdo do fluxo de informagdes do DNA para a proteina (JEFFARES, 1998).

O objetivo deste trabalho é implementar uma ferramenta de pré-
processamento que processa as sequéncias pela exclusividade de cada classe de
RNA, e, apods extrair as medidas dos grafos filtrados, diminuir a quantidade de ruido
presente, melhorando a classificacdo e a diferenciacdo das mesmas.
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MATERIAIS E METODOS

CONJUNTO DE DADOS

Para a realizacdo dos testes foram selecionados dois tipos de RNA, o RNA
mensageiro (MRNA) e o RNA ndo codificante (ncRNA). Isso porque, muitas
pesquisas relacionadas com a predicdo de RNA ndo codificantes vem ganhando
forca nas ultimas décadas, ja que o nimero de genes RNA ndo codificante
recentemente descobertos cresce exponencialmente. Evidéncias recentes indicam
que esses NcRNAs desempenham papéis criticos em varios processos celulares
importantes (AMBROS, 2001).

Os dados de RNAs testados foram os mesmos usados no CPC2 (KANG, 2017)
gue obteve RNAs de varias espécies, como é possivel ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 - Conjunto de dados utilizado

Espécies Classe Quantidade de
Sequéncias

Arabidopsis mRNA 15931
ncRNA 3853

Human mRNA 6142
ncRNA 12015

Zebrafish MmRNA 2344
ncRNA 1528

Fruitfly MmRNA 3680
ncRNA 3556

Mouse mRNA 10638
ncRNA 12251

Worm mRNA 3551
ncRNA 9313

Fonte: Autoria prépria (2020).

METODOS

Para a realizagdo da primeira etapa do trabalho, foram criados grafos (redes
complexas) a partir de sequéncias de RNA armazenadas em arquivos do tipo
FASTA, aonde sequéncias de RNA mensageiro e RNA longo ndo codificantes estdo
separados, isto &, ja se encontram previamente classificadas.

Um grafo pode ser visto como um conjunto de pontos, chamados de vértices.
Quando um vértice se junta a outro vértice é formada uma ligacdo, que é definida
como aresta, como na Figura 1, onde A C e G sdo vértices ligados por arestas.

Figura 1 - Exemplo de um grafo gerado a partir da sequéncia: ACG.

O—~>0—0C

Fonte: Autoria prépria (2020).

Pagina | 3



Qo Q . . )
X Seminario de Extenséo e Inovagéo
2020 w I'PR

XXV Seminario de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica

S / C ITE 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR~ ===

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

No desenvolvimento destes grafos era necessdrio a configuracdo de dois
parametros, o Passo e a Palavra. A fung¢do do passo é definir a distancia que sera
percorrida na sequéncia depois que uma ligacdo foi formada para a formacéo de
uma nova ligagdo. Ja a Palavra se refere a quantos nucleotideos serdo agrupados
em cada vértice. Neste projeto, usaremos a mesma configuracdo do trabalho
BASINET (ITO, 2018), Passo igual a 1 e Palavra igual a 3, como exibido na Figura 2.

Para diminuir o ruido e melhorar a qualidade dos grafos, foi desenvolvida uma
ferramenta que identifica as arestas mais exclusivas de cada classe de RNA, para
gue antes de fazer as medidas do grafo, faca uma filtragem nas arestas evitando,
assim, o aparecimento de arestas que sdo exageradamente repetidas em ambas
as classes, o que pode dificultar a diferenciacdo das classes.

Figura 2 — Exemplo de grafo gerado a partir da sequéncia: ACCGATG.

Fonte: Autoria prépria (2020).

Esta ferramenta se baseia em produzir uma grande rede complexa para cada
conjunto de sequéncias, por exemplo, um grafo referente ao mRNA e outro ao
ncRNA. Com isso, é possivel produzir uma matriz adjacente de frequéncias (vide
Figura 3) para cada classe, sendo assim executdvel a separacdao das arestas mais
frequentes de cada uma das classes de RNA.

Figura 3 — Exemplo de matriz de adjacéncias de frequéncias.

A C T G
Al 3 5 2
c|3 2 3 4
T 5 3 1 2
G|2 4 2 0

Fonte: Autoria prépria (2020).

Com as arestas exclusivas de ambas as classes, é feita uma filtragem dos grafos
encontrados, e sua finalidade é comparar todas as arestas entre si, e apenas
selecionar aquelas que sao exclusivas de cada classe.
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Figura 4 — Exemplo de filtragem dos grafos.

©o—@
—©

Aresta ndo selecionada

funcéo "filtering”

i

a) Filtro (arestas exclusivas)

b) Grafo original de entrada c) Grafo filtrado de saida

Fonte: Autoria prépria (2020).

Na Figura 4 a) temos um exemplo de um filtro, com as arestas exclusivas sendo
TTT--AAA, AAA--GGG, GGG--CCC e TTT--GGG. Ja na Figura 4 b), temos o grafo
produzido por uma sequéncia sem passar por um filtro, comparando este grafo
com as arestas do filtro, é possivel observar que todas as arestas estdo presentes
em ambos com excecdo da CCC--AAA, por isso esta aresta seria excluida pela
funcdo “filtering” como na Figura 4 c).

Como as redes complexas possuem topologias bem definidas que descrevem
a estrutura da rede ha medidas para abstrair tais caracteristicas (BOCCALETTI,
2006). Para a abstracdo de caracteristicas das redes complexas foram separadas
10 medidas usadas na literatura atual para que seja possivel a classificacdo das
sequéncias.

Com o resultado da filtragem, é possivel produzir as medidas relacionadas aos
grafos ja filtrados e pré processados. Estas medidas serdo agrupadas em um amplo
dataframe, no qual serd possivel organizar estas medidas, de modo que, cada linha
represente uma sequéncia, e cada coluna uma medida.

Por meio de um pré processamento, é feito um reajuste nos valores para que
eles estejam sempre entre 0 e 1, permitindo uma classificacdo mais consistente. A
Eqg. (1) exemplifica como é reajustado os valores, sendo V referente ao valor, Min
referente ao valor minimo da classe e Max ao valor maximo da classe:

_V—-Min_ (1)

V (reajustado) =
(reaj ) Max — Min

Para a avaliagdo do método foi utilizado o pacote “randomForest” (LIAW,
2002) presente no software R (CORE TEAM.R, 2014), que possui ferramentas para
classificagdes. Também foi utilizado o pacote “rfUtilities” (EVANS,2018) que possui
uma funcdo para realizar a Validag¢do Cruzada, que é uma técnica de avaliacdo
padrdo, e consiste em executar divisdes percentuais repetidas. Por exemplo,
dividir um conjunto de dados em 10 pedacos, usar um pedaco para teste e avaliar
os 9 restantes juntos, fazendo com que diminua a estimativa de erro da
classificagdo. Para este projeto foi usado o numero de pedacos igual a 10.

Todo o processo da metodologia descrita foi executado no software R, para
esse fim foram desenvolvidas 6 funcdes que fazem desde a leitura dos arquivos no
formato Fasta, como também a filtragem e a organizacdo das medidas extraidas
do grafo no dataframe.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os resultados das classificagdes referentes aos mRNAs e
os NcRNAs, analisados pela ferramenta Random Forest presente no pacote
“randomForest” (LIAW, 2002) no R. Para ter um parametro de compara¢do os
resultados foram comparados com os classificadores CPC1, CPC2 (KANG, 2017) e
PLEK (LI, 2014) a base de dados usada foi a mesma utilizada no trabalho (KANG,
2017).

Tabela 2 —Taxas de acerto na classificacdo das sequéncias de mRNA e ncRNA
por meio do método prosposto para diferentes espécies.

Espécies Taxa de acerto (RF)

mRNA | ncRNA |

Arabidopsis 6142 (100 %) 12005 (99.9%)
Human 3665 (99,5%) 3551 (99,7%)
Zebrafish 10638 (100%) 12251 (100%)
Fruitfly 2313 (98,7%) 1528 (100%)
Mouse 15930 (100%) 3834 (100%)
Worm 3523 (99,7%) 9312 (100%)

Fonte: Autoria prépria (2020).

Figura 5— Grafico para comparacao dos classificadores por espécie.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

Na Tabela 2 é possivel observar que todos os resultados das classificacdes
apresentam acuracia maior que 98,6%. Na Tabela 3, nota-se que a classificacdo
pelo método apresenta resultados superiores na classificagdo das duas classes
(mRNA e ncRNA). A Figura 5, que apresenta a comparacdo dos classificadores
CPC1, CPC2 e PLEK com este trabalho, demonstra que a metodologia de filtragem
de arestas possui uma taxa de acurdcia consideravelmente maior para todas as
espécies analisadas, com excecdo das espécies Arapidopsis e Worm onde a
acuracia foi semelhante com os métodos de CPC1 e CPC2.
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Tabela 3 — Comparacgdo dos classificadores por classe e média total.

PLEK cPC1 cPC2 \ RF

MRNA 79,9% 99,50% 95,20% 99,65%
ncRNA 92.31% 87,30% 97,14% 99,92%
Média Total 90.75% 93,20% 96,1% 99,78%

Fonte: Autoria prépria (2020).

Os resultados indicaram uma alta distingdo entre as classes de RNA devido a
filtragem das arestas exclusivas, ja que em média e por espécie, os acertos deste
método foram superiores em comparagao com os classificadores CPC1, CPC2 e
PLEK, como mostram a Tabela 3 e a Figura 5.

CONCLUSAO

Fica evidente devido aos resultados observados e a comparacao realizada com
outros métodos com objetivos semelhantes, que o método utilizado neste
trabalho se mostrou adequado e com resultados superiores. A classificacdo de RNA
mensageiros e RNA ndo codificantes usando a filtragem das arestas exclusivas e a
producdo e extracdo de medidas dos grafos, fez possivel observar que a
implementacdo da ferramenta de pré-processamento foi eficaz para maior
diferenciagao entre as classes.

A aplicacdo e estudo mais aprofundado deste método pode levar a um melhor
entendimento do RNA ndo codificante. Assim como este método funciona para
RNA, supostamente também pode ser aplicado a outras sequéncias bioldgicas
como as de DNA, que possuem uma estrutura semelhante com os RNA.
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