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RESUMO

Nas tultimas décadas, a quantidade de genes de RNAs sequenciados vém aumentando drasticamente, as novas
tecnologias de sequenciamento estdo gerando milhares de RNAs ndo codificantes, cuja funcio e significado
ainda ndo sdo completamente entendidos. Diante disto, um importante desafio € a necessidade de distinguir
mRNAs, IncRNAs e sncRNAs de forma assertiva. A correta identificagdo dessas transcricdes favorece a
compreensdo da expressdo e da regulacdo da informagado genética. Por outro lado, a utilizacdo da Mdxima
Entropia foi aplicada com sucesso em muitos problemas do mundo real em diferentes contextos. Portanto,
este trabalho apresenta uma metodologia eficiente e eficaz baseada na Maxima Entropia e na utilizagio
de caracteristicas extraidas de grafos para classificacio de sequéncias de mRNA e ncRNA. Considerando
dois conjuntos de dados, experimentos foram realizados para avaliar o método proposto em comparagao a
métodos importantes na literatura como CPC2, PLEK e BASIiNET. Os resultados indicaram a adequacao
da metodologia proposta, alcangando acurécias superiores aos trabalhos CPC2 e PLEK, e semelhantes ao
BASINET. Além disso, o método proposto executou a classificagdo com menor tempo de processamento,
indicando uma diminui¢do da complexidade mantendo a assertividade na classificacdo.

Palavras-chave: Classificacdo de RNA. Mdxima Entropia. Grafos.

ABSTRACT

In recent decades, the amount of sequenced RNA genes has increased dramatically, new sequencing
technologies has been generating thousands of non-coding transcripts, whose function and meaning are still
not fully understood. Given this, an important challenge is the need to distinguish mRNAs, IncRNAs and
sncRNAs in an assertive way. The correct identification of these transcripts favors the understanding of the
expression and regulation of genetic information. On the other hand, the use of Maximum Entropy has been
successfully applied to many real-world problems in different contexts. Therefore, this work presents an
efficient and effective methodology based on Maximum Entropy for classification of mRNA and ncRNA
sequences. With two datasets, experiments were performed to evaluate the proposed method in comparison
with important works in the literature such as CPC2, PLEK and BASIiNET. The results indicated the adequacy
of the proposed methodology, reaching superior accuracies in comparison to CPC2 and PLEK works, and
similar to BASINET. Moreover, the proposed method performed the classification with less processing time,
which indicates a complexity reduction while maintaining an assertiveness in the classification.

Keywords: RNA Classification. Maximum Entropy. Graphs.
1 INTRODUCAO

No século XIX, o bioquimico suico Friedrich Miescher (1844-1895) isolou de uma célula, um 4cido que

continha fésforo e nitrogénio, e apds 20 anos desta descoberta, seu discipulo, Richard Altmann estabeleceu o
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nome de 4cido nucleico a este composto, como conhecemos hoje (DAHM, 2005). E devido a estes avancos
ciéntificos, em 1953, James D. Watson e Francis H. Crick, viriam a publicar "A Structure for Deoxyribose
Nucleic Acid"(FEUGHELMAN et al., 1955) a primeira meng¢do da estrutura DNA no campo cientifico, a qual
seria considerada umas das mais importantes contribui¢des a Biologia.

Devido a sua indispensdvel participa¢do na manutengao e criacdo da vida em nosso planeta, os 4cidos nucleicos
ganharam espaco e notoriedade em diversos campos do conhecimento, como por exemplo na bioinformatica, ja
que a quantidade de informacdo presente nos aglomerados destas particulas é enorme, o que torna impraticavel
a andlise dos dados de forma manual. No campo da genética e gendmica, a bioinformatica participa no
sequenciamento e anotacdo de genes de um organismo, e suas mutagdes observadas (DAVIES, 2001).

Em suma, um gene de RNA armazena informacdes genéticas por meio da combinagdo de quatro tipos de
bases nitrogenadas (adenina (A), uracila (U), guanina (G) e citosina (C)), que irdo formar moléculas de RNA
distintas conforme a sequéncia. As informagdes génicas coordenam o desenvolvimento e funcionamento de
todas as formas de vidas conhecidas no planeta (VARKI, 2005). As sequéncias de RNA 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 relagdes entre espécies. Ha
vérias classes de RNA, como os RNAs mensageiros (mRNAs) que sdo codificantes de proteinas e os RNAs ndo
codificantes (ncRNAs) que sdo subdivididos em duas categorias, pequenos e longos (ALBERTS, 2009).

Os RNAs longos néo codificantes (IncRNAs) estdo emergindo como novos participantes no paradigma do
cancer, demonstrando papéis potenciais nas vias oncogénicas e supressoras de tumor (GIBB; BROWN; LAM,
2011). Os RNAs pequenos nao codificantes (sncRNAs) fazem parte de oligo-nucleotideos reguladores ndo
codificantes com amplas fungdes fisioldgicas e morfoldgicas. Eles controlam a programacao genética das células
e podem modular processos de diferenciagao e morte (KLIMENKO, 2017).

De fato cada classe de RNA desempenha um papel ativo e distinto dentro das células, desde catalisar
reacdes bioldgicas e até controlar a expressao génica nos seres vivos (RINN; CHANG, 2012). Diante disto,
diferenciar classes de RNA entre mRNA, IncRNA e sncRNA, pode contribuir para uma maior compreensao de

suas funcionalidades e mecanismos.

2 METODO

Para o desenvolvimento deste trabalho foi necessdrio estudo e adaptagdo do c6digo do BASINET (ITO et al.,
2018). Foram utilizados grafos complexos (redes complexas), criados a partir de sequéncias de RNA (contidas
nos datasets do PLEK (LI; ZHANG; ZHOU, 2014) e do CPC2 (KANG et al., 2017)) armazenadas em arquivos
do tipo FASTA. Para a produgdo destas redes complexas, foi necessario a configuragdo de dois parametros,
0 passo e a palavra. A funcio do passo € definir a distdncia de uma aresta a outra, e a palavra se refere a
quantos nucleotideos sao agrupados em cada vértice. Este processo é melhor descrito na Figura 1. Neste projeto,
semelhante ao trabalho BASIiNET, usamos passo = 1 e palavra = 3.

Por outro lado, o conceito de Madxima Entropia procura identificar a distribuicdo das probabilidades de
um sistema. Sendo possivel encontrar o ponto onde a entropia estd maximizada, indicando a posi¢do da
separabilidade de duas partes distintas de um conjunto de dados ou de informac¢des (JAYNES, 1957). Dessa
forma, ao ser aplicado a um histograma de uma imagem equalizada, este método encontra o limiar que maximiza
a soma das entropias de duas partes distintas (objeto e fundo) de uma imagem (LOPES, 2003). Anélogo a este

pensamento, para este trabalho, usaremos esta metodologia para a producio de um filtro de arestas, isto €, ao
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analisar um espectro de 4096 possibilidades de arestas, resultante de uma matriz de 64x64 vértices, separar o que

¢ importante (objeto), e o que ndo € importante (fundo) para a classificagao de classes de RNA.

Figura 1 — Esquema explicativo da conversao de sequéncias de RNA em grafos.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

Este espectro de 4096 possibilidades de arestas serd convertido em um histograma, o qual seré utilizado
para o encontrar o limiar, ou seja, o ponto (aresta) com a maxima entropia no histograma. Para este propdésito, é
necessdrio o cédlculo de PO e P1, probabilidades das duas partes distintas, esquerda e direita respectivamente, de
cada ponto no histograma (4096 pontos). Ao obter PO e P1 de cada ponto dos 4096 presentes no histograma, sdo
também calculadas as entropias referentes (HO e H1). Deste modo, para cada ponto, uma entropia total chamada
de HTotal (HO + H1) é encontrada, a qual € comparada com todas as outras entropias, selecionando o ponto com
a maior entropia no histograma (vide Figura 2).

As arestas selecionadas pela mdxima entropia sdo organizadas em uma lista de matrizes, isto €, uma matriz
para cada classe de RNA. Com isso, € possivel filtrar os grafos das sequéncias desejadas de RNA, este processo
de filtragem esta explicado na Figura 3. Com os grafos filtrados, sdo produzidas medidas topolédgicas que sdo
organizadas em um dataframe, e pela ferramenta Random Forest (LIAW; WIENER, 2002) presente no software
R (R CORE TEAM, 2021), é executada a classificacdo.

Figura 3 — Esquema explicativo da filtragem das arestas
através da maxima entropia.
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Quantidade
=600

Soma das entropias

Limiar

Curva de entropia

0

Arestas 4096

-

Q Distribuicdo de arestas 4096

«—0—>

Méxima
entropia

Soma das entropias

(=)

https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 3



Xl Semindrio de ExtensGo e Inovagdo
XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

SEI-SICITE 2021

Pesquisa e Extensdo para um
mundo em transformagdo

CAMPUS GUARAPUAVA

3 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados das classificacdes referentes aos mRNAs, IncRNAs e sncRNAs, a base de
dados usada foi a mesma utilizada no trabalho PLEK (LI; ZHANG; ZHOU, 2014). Porém, devido a limita¢do
dos outros métodos, as classes foram organizadas entre mRNA e ncRNA. Os resultados do método proposto
foram comparados com os resultados dos classificadores PLEK (LI; ZHANG; ZHOU, 2014), CPC2 (KANG
et al., 2017), BASINET* (BASIiNET sem threshold) e BASiNET (ITO et al., 2018).

Os resultados do método proposto em comparacgao aos classificadores CPC2, PLEK e BASINET* foram
satisfatorios, visto que, foram superiores em acurdcia tanto por espécies, quanto na média geral e no desvio
padrdo (vide a Tabela 1). Entretanto, ao comparar com o BASINET (ITO et al., 2018), os resultados foram
semelhantes, com uma pequena vantagem para o método proposto na média geral e no desvio padrdo na classe
ncRNA, enquanto o BASIiNET foi superior na classe mRNA. A Figura 4 apresenta um gréafico que melhor
representa a comparacio dos métodos em relacio as espécies.

Com a Tabela 2 e com o grafico contido na Figura 5, € possivel observar que os resultados do método
proposto foram superiores em acurdcia na comparagao entre os classificadores CPC2, PLEK e BASiNET*, na
base de dados do CPC2. Contudo, ao comparar com o BASiNET (ITO et al., 2018), os resultados foram bastante
semelhantes, com uma pequena vantagem para o0 BASiNET na média geral e no desvio padrio na classe mRNA,

enquanto o método proposto foi superior na classe ncRNA.

Tabela 1 — Taxas de acerto na classificacao das sequéncias de mRNA e ncRNA, dataset PLEK (LI; ZHANG; ZHOU, 2014).
Classe PLEK CPC2 BASINET* BASINET Método Proposto

Média por classe mRNA  89.74  94.75 95.96 99.99 99.94
ncRNA 97.58 99.13 86.02 99.59 99.94

Média geral - 93.66 96.94 91.20 99.79 99.94
Desvio padraio  mRNA  4.81 1.45 6.21 0.03 0.09
ncRNA  3.88 1.89 15.97 0.44 0.16

Fonte: Autoria prépria (2021).

Tabela 2 — Taxas de acerto na classificacao das sequéncias de mRNA e ncRNA, dataset CPC2 (KANG et al., 2017).
Classe PLEK CPC2 BASINET* BASINET Método Proposto

Média por classe mRNA  79.92  96.02 89.52 99.62 99.07

ncRNA  96.17  96.92 83.09 99.45 99.49

Média geral - 88.05 96.47 86.31 99.54 99.28
Desvio padrio  mRNA 1792  2.03 8.15 0.58 0.68
ncRNA  6.67  4.18 15.13 0.81 0.67

Fonte: Autoria prépria (2021).

Quanto ao tempo de processamento, no dataset do CPC2, o método proposto executou a classificacao das
espécies em 246,6 minutos, em média. Uma reducdo de 5,3% em comparagdo ao BASiNET, que executou a
classificacao das mesmas sequéncias em 260,4 minutos, sendo que o BASiNET sem threholds executou em
199,8 minutos. Isso se deve principalmente a relacdo do nimero de caracteristicas que cada método utiliza,
10 em contraste com até 2000 caracteristicas do BASINET (geradas pelo uso de thresholds). Indicando que
a maximizacdo de entropia reduz a complexidade em termos da dimensionalidade das caracteristicas, o que

simplifica o problema e mantém uma alta assertividade na classificagdo. Logo, o método de maxima entropia foi
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adequado para diminuir o tempo de processamento e manter as taxas de acurdcias em comparagao ao uso de
thresholds pelo BASINET.

Figura 4 — Gréfico para comparacao dos classificadores Figura 5 — Grafico para comparacao dos classificadores
por espécie (dataset PLEK). por espécie (dataset CPC2).
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Fonte: Autoria prépria (2021). Fonte: Autoria prépria (2021).

4 CONCLUSOES

Com os resultados observados nos testes dos dois datasets PLEK e CPC2, bem como a comparacdo com
outros métodos com objetivos semelhantes, fica evidente que a metodologia adotada neste trabalho foi adequada
para seu propdsito. Ainda assim, o0 método do BASIiNET teve taxas da acurdcia semelhantes, porém com um
tempo de processamento maior. Por isso, a adaptacdo do método de maxima entropia para selecionar as arestas
com maior importancia se provou eficaz e eficiente na classificacdo de diferentes classes de RNA em comparacio
ao uso de thresholds.

Do mesmo modo, a extragcdo de medidas topoldgicas de uma rede complexa gerada por uma sequéncia, pode
contribuir para um melhor entendimento e diferenciacdo dos RNAs. Além disso, este método pode ser aplicado
a outras sequéncias biolégicas como as de DNAs, que possuem uma estrutura semelhante aos RNAs, auxiliando

assim, a andlise dos crescentes dados gerados nos ultimos anos.
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