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Resumo

A conclusao do sequenciamento do genoma humano, em conjunto com o crescente avanco
tecnoldgico possibilitou uma evolugao significativa no ambito da bioinformatica, pro-
porcionando o aprofundamento de diversos tipos de estudos e tecnologias de andlise
biologica, dentre estas, o microarranjo. O aumento de pesquisas utilizando essa tecnologia
para analise de RNA gerou uma multiplicagdo na quantidade de dados disponiveis. A
necessidade de publicar os dados brutos da pesquisa impulsionou a criagao de bancos
de dados publicos onde essas informagoes pudessem ser indexadas e resgatadas. Essas
bases de dados sao uma grande fonte de dados transcriptomicos que infelizmente acabam
sendo subutilizadas. E comum que os softwares para reanslise desses dados nio possuam
uma interface grafica e/ou apresentem lacunas em suas funcionalidades. Este trabalho
objetiva o desenvolvimento de um sistema WEB para mineragao de dados em estudos
transcriptomicos a partir de microarranjos armazenados no banco de dados biolégico GEO,
esse sistema foi denominado de Mining RNA. Para o desenvolvimento do sistema foi
necessaria uma revisao de literatura para listar as lacunas que pudessem ser exploradas
por uma nova ferramenta. Esta etapa culminou no levantamento de requisitos e planeja-
mento da arquitetura que seria seguida para o desenvolvimento do sistema, desenvolvido
com as linguagens de programagao PHP e Python para respectivamente visualizar e o
processar os dados. Os resultados obtidos no sistema foram validados comparando-os
com o sistema GEO2R, mantido pelo NCBI e confrontados também com os resultados
originais do estudo analisado. O sistema Mining RNA possibilita que, através de uma
usabilidade passo-a-passo juntamente com uma série de filtros possam ser calculadas a
expressao diferencial entre os genes de um estudo, possibilitando ainda a analise do calculo
do teste-t e do valor-p para cada gene do estudo analisado. A partir da validacdo dos
dados gerados, foi possivel perceber que o sistema teve uma eficdcia aproximada de 98%
na comparacao com o GEO2R e de mais de 90% na comparagao com o estudo original. O
sistema desenvolvido pode ser um forte aliado dos pesquisadores para a reanélise de estudos
biolégicos, possibilitando uma nova forma de analisar os dados e gerando resultados tao

confidaveis quanto ferramentas ja consolidadas.

Palavras-chave: Bioinformatica, Microarranjo, GEO, Sistema WEB, Mineracao de Dados.



Abstract

The completion of the human genome sequencing, together with the technological advances,
made a significant evolution in the scope of bioinformatics possible, providing a more in-
depth types of studies and technologies of biological analysis, among them, the microarray.
The increase in research using this technology for RNA analysis has generated a vast
growth in the amount of available data. The need to publish research raw data boosted
the creation of public databases where this information could be indexed and retrieved.
These databases are a great source of transcriptomic data that unfortunately end up
being underutilized. Softwares for reanalysis of this data generally lack graphical interfaces
and/or have lacunae in its functionalities. Our aim is to develop of a WEB system for
data mining in transcriptomic studies from microarrays stored in the GEO biological
database, the system was named Mining RNA. For the development of the system, it
was necessary a literature review to list the gaps that could be explored by a new tool.
This step culminated in the survey of requirements and planning of the architecture that
would be followed for the development of the system, developed with the PHP and Python
programming languages to visualize and process data respectively. The results obtained
in the system were validated by comparing them with the GEO2R system, maintained
by the NCBI and also compared with the original results of the analyzed study. The
Mining  RNA system allows that, through a step-by-step usability together with a series
of filters, the differential expression between the genes of a study be calculated, also
allowing the analysis of the calculation of the t-test and the p-value for each analyzed
gene. From the validation of the generated data, it was possible to notice that the system
had an approximate efficiency of 98% in comparison with GEO2R and more than 90%
in comparison with the original study. The developed system can be a strong ally of the
researchers for the reanalysis of biological studies, enabling a new way to analyze the data

and generating results as reliable as tools already consolidated.

Keywords: Bioinformatics, Microarray, GEO, Web System, Data Mining.
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1 Introducao

1.1 Contexto

O projeto Genoma Humano teve a finalidade de identificar os genes existentes nos
cromossomos através do sequenciamento do genoma humano. O projeto teve sua conclusao
em 2003 (WONG, 2019), possibilitando que diversos estudos pudessem ser realizados
objetivando a cura de diversas doencas, dentre estas o diabetes. A todo momento, o ser
humano passa por transformacoes bioldgicas que definem o funcionamento do corpo, dentre

as agdes que acontecem continuamente esta o processo de expressao génica.

A expressao génica consiste na producao de uma molécula funcional, acido ribonu-
cleico (RNA, do inglés Ribonucleic Acid) ou proteina, a partir da informagao contida no
acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés Deoxyribonucleic acid). Esse processo ocorre em
duas etapas: transcricao e tradugao. Na transcricao, o RNA ¢é sintetizado a partir do molde
de DNA, e o RNA produzido podera ser posteriormente exportado para o citoplasma e
usado para a sintetizagao de proteinas nos ribossomos. A transcricdo é um dos processos
onde a célula regula sua expressao génica (ALVES; SOUZA et al., 2013). A sintetizagao
de proteinas a partir do RNA é chamada de traducao (PIERCE, 2016).

Os microarranjos de DNA estao entre as tecnologias em grande evidencia no campo
da pesquisa genética (HERNANDEZ-CABRONERO et al., 2016). O microarranjo de
DNA permitiu o acimulo de uma vasta quantidade de dados nas ultimas décadas, trans-
formando estudos biolégicos de genes especificos a nivel transcriptomico, impulsionando
consideravelmente diversos campos dos estudos biologicos (SUN; SHAO; WANG, 2018).

Um estudo transcriptomico tem como objetivo isolar e caracterizar o RNA. Esse
tipo de pesquisa consegue identificar informacoes a partir das sondas utilizadas pelo
microarranjo e com isso prover uma enorme quantidade de dados para a pesquisa que
estd sendo realizada uma vez que, cada andlise pode ter até 450.000 variaveis (sondas
genéticas), fazendo com que, a depender do que estd sendo pesquisado, a analise desses

dados passe a ser bem complexa do ponto de vista computacional (HIRA; GILLIES, 2015).

Com o aumento de pesquisas utilizando microarranjo e a enorme quantidade de
dados proveniente desses estudos, tornou-se necessaria a criagao de repositorios onde esses
dados pudessem ser disponibilizados, a fim de confirmar as informagoes publicadas ou
aprofundar a pesquisa, podendo ainda a partir de dados de mais de um estudo, realizar a
inferéncia de novas informagoes (PAPATHEODOROU et al., 2017). Os dados de expressao

génica identificados, sdo armazenados como microarranjo e RNA Sequencing (RNA-seq)
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em trés bancos de dados publicos, o Gene Expression Omnibus' (GEO), o ArrayExpress?
(AE) e o Genomic Expression Archive® (GEA).

Outra caracteristica importante para que esses estudos pudessem ter continuidade
e validade foi a definicdo do padrao Minimum Information About a Microarray Experiment
(MIAME). Este padrao descreve as informagoes minimas em relagdo a um experimento de
microarranjo de forma que seja possivel a interpretacao dos resultados do experimento de

forma inequivoca e que possibilite a reprodugao do experimento (BRAZMA, 2009).

As bases de dados de microarranjos sao uma grande fonte de dados transcriptomicos
que infelizmente acabam sendo subutilizadas (HUERTA et al., 2014), no entanto, uma
analise adequada dessas bases pode melhorar a nossa compreensao da biologia e da medicina
(SCHMITZ-ABE et al., 2019). Os estudos a partir dessas bases podem ocorrer de forma
manual, no entanto é possivel que, com o uso da tecnologia, essa andlise possa tornar-se
um processo mais eficiente, de forma que o cientista tenha seu foco nos dados, e nao na

carga de trabalho necessaria para analisa-los.

1.2 Objetivos

Em virtude da metodologia Design Science para a producao dessa pesquisa, os
objetivos serdao divididos em objetivos dos stakeholders (partes interessadas no projeto) a
qual seguird a taxonomia descrita em Alexander (2005) e objetivos de pesquisa conforme

proposto por Wieringa (2014).

1.2.1 Objetivos dos stakeholders

Os stakeholders explicitos nessa pesquisa sdo: os operadores normais, que nessa
pesquisa sao pesquisadores de areas como: Biomedicina, Bioinformatica, Genética, Mi-
crobiologia e areas afins; O financiador é a Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES); Os consultores, sao profissionais da drea da genética; e os

Desenvolvedores, programadores responsaveis pela implementagao do sistema desenvolvido.

Estes stakeholders trabalharam em sinergia objetivando desenvolver um sistema
de mineracao de dados oriundos de estudos transcriptomicos, este, é capaz de avaliar as
mudangas na expressao génica a partir de dados do repositorio GEO para assim, ajudar

os operadores normais a realizar novas pesquisas a partir dos dados obtidos.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/gea/index-e.html

2
3
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1.2.2 Objetivos da pesquisa

e Realizar um levantamento dos projetos similares existentes na literatura;
o Obter e identificar dados de estudos transcriptémicos a partir da plataforma GEO;

o Construir um sistema WEB para que os operadores consigam realizar suas mineracao

e analises de dados;

o Desenvolver um algoritmo para avaliar mudangas na expressao génica e integra-lo

no sistema WEB desenvolvido.

1.3 Questoes de pesquisa

Os conjuntos de dados armazenados no repositério de informagdes biologicas GEO
aumentam de forma acelerada. No entanto, ainda ha uma dificuldade para realizar estudos
nos metadados da pesquisa. Isso ocorre devido a falta da padroniza¢do no vocabulario

empregado pelo autor da pesquisa para estruturar os dados que serdao armazenados nas
bases de dados (WANG; LACHMANN; MA’AYAN, 2019).

Outra vertente a ser analisada ¢ relacionada ao conhecimento em linguagem de
programacao. Esse tipo de contetido nao é comum em cursos nas areas da saide ou
ciéncias biolégicas, fazendo com que o uso de linguagens como o R, muito utilizada
nas ferramentas voltadas para estudos biologicos, provoque dificuldade para quem deseja
utilizar a bioinformatica para aprofundar estudos. A partir disso é possivel definir o seguinte
questionamento: Um sistema que fizesse a leitura, pré-processamento, mineragao, e exibi¢ao
desses dados em uma interface de facil acesso ajudaria pesquisadores a aprofundar ainda

mais pesquisas ja existentes?

Para tratar o questionamento, e seguindo a metodologia Design Science proposta
por Wieringa (2014), esta pesquisa buscou responder as seguintes questdes de conhecimento
e de projeto. Ainda no contexto de Design Science, serdo abordadas questoes de Trade-Off

e Satisfagao.

e Questoes de Conhecimento
— QCO01: Quais sistemas sao utilizados atualmente para interpretacao de micro-
arranjos?

— QCO02: Existem maneiras de juntar os dados de mais de uma pesquisa a fim de

buscar novos resultados?

— QCO03: Quais dados devem ser filtrados para que uma interface objetiva e

relevante seja gerada?
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e Questdes de Design/Projeto

— QPO1: E possivel utilizar a linguagem de programacao PHP para o tratamento

desses dados?

— QP02: Que opgoes de filtragem devem ser disponibilizadas ao usuario a fim de

ampliar suas possibilidades de resultados?

— QPO03: A utilizacdo de um banco de dados relacional seria eficiente para guardar
esses tipos de informagoes uma vez que, dependendo da pesquisa cientifica

realizada, o conjunto de dados retornado pode ter diferencas significativas?

1.4 Motivacao

A tecnologia da informacao tornou-se essencial em diversos contextos cotidianos.
Com isso, o uso de ferramentas que propiciam um auxilio de produtividade se tornou
peca chave para conseguir melhores resultados nas mais diversas areas de conhecimento
(PIETKA et al., 2019). Na informética médica, os sistemas de apoio a tomada de decisao
podem auxiliar o profissional a evitar diagndsticos errados ou viciados, bem como, em
tornar o processo mais agil e objetivo (BENNETT; HARDIKER, 2016).

Para as ciéncias biolégicas, o uso da bioinforméatica contribuiu para que o avanco na
area e a producao de pesquisas pudessem caminhar aceleradamente. Hoje a bioinformatica
auxilia no processamento de grandes quantidades de dados (GASPAROVICA-ASITE;
ALEKSEJEVA, 2019), podendo ainda realizar a mineracao desses dados objetivando a
extracao de informagoes relevantes que possam auxiliar no tratamento ou detecgao de
enfermidades (GUDENAS et al., 2019).

Embora a bioinformatica seja uma &rea que remete as primeiras décadas da
computacao moderna, ainda existem muitas lacunas a espera de solugoes eficientes. Uma
dessas lacunas ¢ a reutilizagdo dos dados de pesquisas existentes de forma facilitada. Este
projeto pretende implementar um sistema capaz de prover um servigo que recupere dados
relacionados a pesquisas transcriptomicas a partir da plataforma GEO através de uma
interface intuitiva. Esse servico deve ser implementado na forma de um sistema WEB que
possa auxiliar na descoberta de novas informacgoes em pesquisas que, por dificuldade na

analise dos dados encontram-se estagnadas.

Para um melhor entendimento dos recursos que serao desenvolvidos para suprir
a caréncia detectada, a Tabela 1 associa os stakeholders a cada objetivo, ao artefato e
aos Requisitos Funcionais (RF). Objetivando ainda uma melhor visualizacdo da tabela os
stakeholders serao divididos em Grupo 1 (G1) que compreendera: Financiador, Consultores e
Desenvolvedores, Grupo 2 (G2) que abrange: Operadores normais, Financiador, Consultores

e Desenvolvedores.
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Tabela 1 — Definicao de requisitos funcionais por objetivo

Stakeholders

Objetivos

Artefato

RF

G1

01: Obter dados do es-
tudo e armazenar em base

de dados proépria

Mining RNA

01: Permitir a importa-
¢ao dos dados através do

codigo da pesquisa

Mining_ RNA

02: Realizar a leitura dos
dados e converte-los em
consultas SQL

Mining RNA

03: Armazenar dados lo-
calmente em BD Relacio-

nal

G1

02: Desenvolver um algo-
ritmo para avaliar mudan-

¢as na expressao génica

Mining_ RNA

04: Testar algoritmos de
mineracao de dados a fim
de selecionar um ou mais
que consiga extrair dados

relevantes

Mining  RNA

05: Realizar o calculo de
Fold Change de forma que
possam ser observados os
genes que diferem entre si
considerando os diferentes

grupos amostrais

G2

03: Construir um sistema
WEB para que os ope-
radores consigam realizar

analises de dados

Mining  RNA

06: Possibilitar o uso de
filtros de genes, amostras,
grupos, dados estatisticos

e, personalizados

Mining  RNA

07: Possibilitar a opera-
¢ao em modo avancado ou

em modo passo a passo

Mining  RNA

08: Disponibilizar a op-
cao de salvar os dados
obtidos para continuagao

posterior da analise

Mining_ RNA

09: Possibilitar o compar-
tilhamento dos resultados

obtidos na analise

Fonte: Autoria Propria

Em conformidade com os dados apresentados na Tabela 1 foram definidos alguns
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Requisitos Nao Funcionais (RNF) necessérios para o bom funcionamento do sistema

proposto. Os RNF definidos foram:

« RNF-01: O sistema deve ser hospedado em nuvem;
« RNF-02: O sistema deve ser operacionalizado no sistema Linux;
« RNF-03: O uso de meméria nao deve ultrapassar 256 MB por instancia executada;

« RNF-04: A interface do sistema deve ser otimizada para renderizacao em telas com

no minimo resolucao 1024px x 768px.

1.5 Metodologia

Para ilustrar os métodos que foram aplicados para que os objetivos desse trabalho
fossem atingidos, a Figura 1 demonstra o conjunto stakeholders e os objetivos pretendidos
pelos mesmos. O usudrio (S1) espera que o objetivo principal (OS) seja alcangado, esse
também ¢é o objetivo do financiador (S2), dos consultores (S3) e dos desenvolvedores que
atuardo nessa pesquisa (S4). Os Objetivos de Conhecimento (OC) e de Instrumentagao
(OI) sao almejados pelos stakeholders S2, S3 e S4. Ainda de acordo com a Figura 1 e
considerando a coluna Questoes, é possivel perceber que o conjunto de objetivos OS e OC
resultaram em Questdes de Conhecimento (QC), ja o conjunto de objetivos compreendido
por OS e OI resultaram em questoes de pesquisa (QP). Também fazem parte da referida
figura o conjunto de solugoes, que sao os artefatos gerados pelas respostas de cada questao,

juntamente com os métodos utilizados.

Figura 1 — Estrutura da pesquisa conforme o Design Science

(‘stakeholders | [ Objetivos N\ ( Questoes N f Solugoes

Levantamento de Trab,
Relacionados -

os /’ Qc _—‘ré‘
z‘i“°,a¢o§
7 i K g Al d ali
rototipagio goritmos de analise e
S2 /\< oc / > QP ér_P P: — ‘ tratamento dos dados )

Aoy
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ey Sistema WEB para estudo e
ol X5, filtragem dos dados obtidos

Resultado da Validacao )

Estado da arte de apli-
cacbes para analise de
Microarray

S1

\\/

S3

54

N AN AN J N J
Fonte: Autoria Propria
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Para que as questoes de pesquisa se tornassem artefatos relevantes para esta

pesquisa foram utilizados os seguintes métodos:

e O levantamento de trabalhos relacionados teve papel bastante significativo para a

1.6

realizacao deste trabalho académico. Através dele pode ser caracterizado o estado
da arte relacionado ao projeto que foi implementado, a partir disto também foi
possivel identificar possiveis lacunas que pudessem ser preenchidas por um novo
projeto. Algumas destas foram preenchidas pelo sistema implementado durante esta
pesquisa. Para esse levantamento foram realizadas buscas avancadas em bases de

dados conceituadas como, Science Direct, Elsevier, ACM e IEEE.

No processo de prototipagao foram utilizados frameworks de programacao e de design,
possibilitando um ganho de tempo no desenvolvimento. A partir disso foi possivel

desenvolver os algoritmos necessarios e as interfaces que foram utilizadas no artefato.

Na etapa de validacao foram aplicadas as seguintes metodologias propostas por
Wieringa (2014): Testes de software e Aplicagdo em caso tinico. Também fez parte
desse processo, a realizagao da validagao dos resultados conforme a metodologia
MIAME proposta por Brazma (2009) a fim de comprovar se os resultados gerados

pelo sistema atingem os requisitos necessarios para a realizacao de novas publicacoes.

Organizacao do documento

Este trabalho estd organizado da seguinte forma:

O Capitulo 2 traz o referencial tedrico e os trabalhos relacionados abordando:
bioinformatica, microarranjo, mineracao de dados e a apresentacao de trabalhos

relacionados a mineragao de dados de microarranjo.
O Capitulo 3 demonstra o sistema proposto e sua arquitetura.

No Capitulo 4 sao apresentados os resultados obtidos durante a pesquisa e o desen-

volvimento do projeto.

Por fim, no Capitulo 5 sao expostas as consideragoes finais a respeito deste trabalho,

abordando ainda as perspectivas futuras para esse projeto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo apresenta os conceitos relevantes para a execucao da pesquisa e o
desenvolvimento da aplicacao. Primeiramente é descrita a Bioinformética, na sequéncia
sao abordados conceitos sobre microarranjo além de conceitos relacionados a Mineragao

de Dados. E por fim, sdo descritos trabalhos relacionados a proposta desta pesquisa.

2.1 Bioinformatica

A bioinformatica é uma ciéncia que propoe a jun¢ao da Biologia e da Ciéncia da
Computagao para realizar a anélise de grandes volumes de dados biol6gicos como sequéncias
genéticas, amostras proteicas, dados celulares, entre outros, a fim de realizar previsoes ou
ainda realizar novas descobertas no campo da biologia (BAXEVANIS; BADER; WISHART,
2020). Na segunda metade do século XX, a informética e a biologia se desenvolviam de
forma separada. No entanto, percebeu-se que com o uso de técnicas computacionais,
seria possivel analisar uma quantidade gigantesca de dados, proporcionando avancos

significativos aos estudos biologicos.

O termo bioinformatica foi utilizado inicialmente por Paulien Hogeweg e Ben
Hesper em meados de 1970 para estudar processos informéticos em sistemas bidticos
(GELDER et al., 2019), sendo que somente a partir do final da década de 1980. O termo
passou a ser utilizado essencialmente para se referir a métodos computacionais para analise
comparativa de dados biolégicos podendo ser aplicada as ciéncias dmicas como gendmica,
transcriptomica, protedmica, interatémica e metabolomica (ESPINDOLA et al., 2010).
A principio, segundo os autores, o grande desafio era o poder computacional da época,
entao eles tentaram inicialmente o desenvolvimento de um conjunto integrado de métodos
de analise de padroes supervisionados e nao supervisionados, embora segundo os mesmos
esse nao fosse o real objetivo da bioinformatica (HOGEWEG, 2011).

A evolucgao dos estudos bioldogicos possibilitou a obtencao de dados mais complexos,
resultando em um aumento exponencial de informagdes biologicas, dessa forma, a andlise
manual desse conjunto de informacoes tornou-se muito dificil. Para auxiliar na resolucao
desse problema, foram empregados recursos da ciéncia da computacao, com isso, os dados
obtidos nos estudos puderam ser analisados com maior eficiéncia e precisao por meio de
processos automatizados. Um dos exemplos de estudos complexos onde a bioinforméatica
teve papel significativo foi o Projeto Genoma Humano (PGH), um estudo internacional

de pesquisa cientifica concluido em abril de 2003 que disponibilizou pela primeira vez a
sequéncia genética completa de um ser humano (BANAGANAPALLI; SHAIK, 2019).
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Desde a conclusao do PGH, a geracao de dados biolégicos aumentou significa-
tivamente, e o dominio da bioinformatica estd desempenhando um papel fundamental
na analise desses dados (GREENE; TROYANSKAYA, 2011). O PGH trouxe como uma
de suas principais conquistas um melhor entendimento da dindmica e modalidades dos
transcritos do gene humano, a sua apresentacao e localizagdo no genoma e suas fungoes
moleculares fundamentais. Com tal quantidade de dados, a geracao de conhecimento
dependia da mineracdo de dados eficiente. Dessa forma, o dominio interdisciplinar de
bioinformatica tem desempenhado um papel fundamental na mineragao desses dados
(BANAGANAPALLI; SHAIK, 2019).

2.2 Microarranjo

O microarranjo é uma tecnologia que permite quantificar simultaneamente a ex-
pressao de milhares de genes. Seu desenvolvimento remete aos anos 70, uma vez que seu
funcionamento tem relacdo com uma técnica chamada Dot-Blot a qual foi desenvolvida
naquele periodo, no entanto, somente durante a década de 90 a técnica ganhou as caracte-
risticas utilizadas em seu funcionamento nos dias atuais. Para que isso fosse possivel foi
essencial a possibilidade de desenvolver arranjos de alta densidade a partir de sistemas
robéticos automatizados, bem como o uso de métodos de deteccao optica para realizar a
leitura de cada ponto da matriz (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007).

Para a aplicacao da técnica, sao necessarias placas de microarranjo, e um equi-
pamento para a leitura dos dados conforme exemplificado na Figura 2. As placas sao
constituidas por laminas de vidro, chips de silicone ou membranas de nylon. O elemento
solido escolhido é revestido com até milhares de sequéncias curtas de DNA (MISSOUM,
2018), divididos em pontos, também denominados de sondas. Estes pontos estao organi-
zados em diversas linhas e colunas, assim como em uma matriz. Cada uma das sondas
contém varias cadeias idénticas de DNA sendo que, a sequéncia de DNA em cada ponto é
unica, representando assim um gene (GONZALO; SANCHE?Z, 2018).

Se considerado o uso de técnicas como Northern blot e Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) que permitem testar apenas alguns genes por
experimento, é possivel afirmar que a quantidade de dados gerados em um teste com
microarranjo ou perfil de expressao global ¢ muito maior, uma vez que esse tipo de

experimento analisa uma quantidade maior de genes se comparado com os outros testes
citados (GOVINDARAJAN et al., 2012).

Os microarranjos de DNA passaram a ser uma das ferramentas mais amplamente
utilizadas na ultima década em biologia molecular (WORKU; NEGASSU, 2019) uma vez
que, é uma forma de pesquisa que pode ser utilizada para uma série de experimentos,

incluindo: para a determinagao de perfis de expressao génica, para o estudo de genomica
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Figura 2 — Processo de analise de microarranjo
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Fonte: Autoria Propria

funcional (GUINDALINI; TUFIK, 2007), na andlise de splicing alternativo, na andlise da
hibridizacao gendmica comparativa a fim de identificar amplificagoes genéticas e delecoes
(DORFMAN et al., 2015), entre outras utilizagdes.

Em andlises ligadas ao fendtipo, é possivel afirmar que até pequenas variagdes na
sequéncia de DNA que levam a diferentes caracteristicas (como cor da pele, caracteristicas
faciais ou altura), conhecidas como polimorfismos, que podem causar ou contribuir para o
desenvolvimento de muitas sindromes e doencas, também podem ser facilmente identificados
pela técnica de microarranjo (GOVINDARAJAN et al., 2012).

Os estudos realizados pela comunidade cientifica com o auxilio da tecnologia de
microarranjos geraram uma enorme quantidade de dados nos ultimos anos, e seria inviavel
a publicacao desses dados brutos juntamente com a publicagao gerada a partir pesquisa
uma vez que sao séries de dados extensas. Para facilitar a acessibilidade a esses dados,
o National Center For Biotechnology Information (NCBI) formulou o Gene Ezpression
Omnibus ou GEO, ja o European Bioinformatics Institute (EBI) mantém o ArrayEzpress
(ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007). Ambos os bancos de dados sao publicos e contém dados
brutos de diversas pesquisas, possibilitando que a partir desses dados, outros pesquisadores
possam confirmar os resultados dos estudos, bem como realizar novas descobertas a partir

da releitura dessas informagoes.

2.3 Mineracao de dados

A mineracao de dados é o processo de coleta, assimilacao e utilizacao de informagoes
objetivando a descoberta de anomalias ou de padroes consistentes, que representem algum
ganho de conhecimento. Os dados geralmente sao coletados de grandes bancos de dados,

também conhecidos como big data, e processados para determinar padroes e outras
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correlagoes (SEDKAOUI, 2018).

Esses padroes podem ser estatisticos, por exemplo, a previsao e derivacao da taxa
de desemprego a partir da mineracao de dados. As correlagoes também podem ser usadas
no dominio do aprendizado de maquina, como no caso da incorporacao de técnicas de
mineracao em softwares que podem ser utilizados para prever o comportamento de clientes
(SHMUELI et al., 2019). A mineragao de dados também é conhecida como Knowledge
Discovery in Databases (KDD), esse processo consiste em extrair informagoes anteriormente
desconhecidas, mas potencialmente tteis a partir de bases de dados. O processo de KDD
consiste na execucao de uma série de etapas com objetivo de transformar dados brutos em
conhecimento relevante (PIATESKI; FRAWLEY, 1991). Essas etapas sdo demonstradas

pela Figura 3 e descritas a seguir:

o Selec¢ao: é definido o conjunto de dados alvo nos quais é desejado que seja realizada

a mineragao;

e Pré-processamento: tem como finalidade a limpeza de inconsisténcias ou informa-
¢oes ausentes, realizar a combinagoes quando houver o uso de miultiplas bases de
dados e tratar anomalias relacionadas ao conjunto de informagoes analisadas, tam-
bém conhecidas como outliers. Esse tratamento é executado visando que o resultado

da mineragao nao seja comprometido por problemas nas entradas;

» Transformacao: os dados sao reorganizados e consolidados para que seja dado

seguimento ao processo de mineragao;

o Mineracao de dados: nesta etapa sao aplicados métodos inteligentes para que

padroes interessantes sejam extraidos;

« Interpretacao e avaliagao: é feita interpretagao dos dados para identificar se os
padroes identificados sdo de interesse e representam algum conhecimento relevante.
Ainda nesta etapa sao aplicadas técnicas de visualizagao e representacao para que a

informacao extraida seja apresentada ao usudrio.
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Figura 3 — Etapas do processo de KDD
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Fonte: Autoria Propria

Técnicas de mineracao de dados

Existem dois modelos principais para a mineragao de dados, o preditivo e descritivo.

E para cada um desses modelos existem algumas técnicas para as operacoes de mineragao.

Técnicas preditivas de mineracao de dados

A analise preditiva de dados, como o préprio nome sugere, visa prever resultados
com base em um conjunto de padrdes e tendéncias (PEREIRA, 2014). As técnicas preditivas

de mineracao de dados mais comuns incluem regressao e classificacao:

« Regressao: usada para prever um intervalo de valores numéricos, dado um conjunto
de dados especifico. Por exemplo, a regressao pode ser usada para prever o custo
de um produto ou servico, considerando para isso dados um conjunto de outras

variaveis;

« Classificacao: semelhante a regressao, a classificagdo tenta prever um resultado, no
entanto sem ser necessariamente um valor numérico. Por exemplo, uma determinada
empresa do ramo bancario utilizar-se de uma série de informagdes para prever qual
a probabilidade de um individuo pagar um empréstimo. As classificagoes podem ser

coisas como 'ruim', "razoavel", "boa" e "excelente".

Técnicas descritivas de mineracdo de dados

A anadlise descritiva dos dados se baseia em dados historicos para entender tendéncias
e avaliar mudancas ao longo do tempo. As técnicas descritivas mais comuns de mineracao

de dados incluem regra de associagdo e agrupamento (clusterizacao):
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« Regra de associagao: esse tipo de mineragao de dados procura associagoes (coisas
como padroes e correlagoes) com base em grandes quantidades de informagoes
extraidas dos bancos de dados. Um exemplo do uso desse método seria, a partir da
analise dos produtos comprados por consumidores de um determinado supermercado,
determinar sempre que o consumidor compra os produtos W, X e Y, ha uma
probabilidade que esse consumidor também compre o produto Z. Na literatura ha um
exemplo classico que cita a correlagdo de fraldas e cerveja (CHEN; CHEN; TUNG,
2006);

o Agrupamento: é o processo de transformar um grupo de objetos abstratos em
classes de objetos semelhantes tendo como base para isso determinadas caracteristicas
dos objetos. Como exemplo dessa técnica poderiamos citar a criacao de uma lista de
segmentacao de marketing com base na andlise de buscas de produtos de usuarios,
dessa forma os usudrios nao seriam mais vistos como um simples individuo com

determinadas preferencias, mas sim como um elemento que faz parte de um grupo.

Classificadores e comités

Um algoritmo desenvolvido objetivando a classificacao de instancias em uma
determinada base de conhecimento é denominado classificador. Atualmente é comum
encontrar novos classificadores. O desafio é que esses classificadores sejam precisos e
eficientes uma vez que cada vez mais tarefas importantes em andalise de dados sao delegadas
a esses algoritmos. Embora alguns algoritmos ainda carecam de testes mais profundos,
algumas técnicas de mineragao ja sao bastante conhecidas e descritas na literatura, tais
como, arvores de decisao, redes neurais, Support Vector Machines (SVM), k-Nearest

Neighbors (k-NN) e Naive Bayes.

Os algoritmos utilizados na mineragao ou na area de aprendizagem de maquina

sao classificados em quatro categorias:

« Aprendizagem supervisionada: os algoritmos sao treinados usando exemplos
rotulados, como uma entrada em que a saida desejada é conhecida. O algoritmo
de aprendizado recebe um conjunto de entradas junto com as respectivas saidas
corretas, com base nisso, a aprendizagem ¢é realizada comparando saidas previstas
com as saidas corretas afim de encontrar erros. Apés o treinamento é possivel com
base nos atributos que a instancia analisada possui, deduzir a qual classe de dados
ela pertence. Com base nas métricas identificadas durante o treinamento, é possivel

ainda, identificar qual a acuracia daquele teste.

o Aprendizagem semi-supervisionada: é usado para as mesmas aplicagoes que o

aprendizado supervisionado. Nesse tipo de classificacao tanto os dados rotulados
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quanto os nao rotulados sao explorados para realizar a aprendizagem de forma empi-

rica, ao invés de realizar a classificagdo com base nos rétulos existentes (HUSSAIN;

CAMBRIA, 2018).

o Aprendizagem nao supervisionada: nesse tipo de analise, o processo de apren-
dizagem é denominado dessa forma pelos dados utilizados nao possuirem rétulos
previamente conhecidos, o proprio algoritmo serd empregado para descobrir as classes
dos dados. O sistema nao recebe a resposta certa. O algoritmo deve descobrir o
que esta sendo mostrado de maneira exploratéria e, a partir disso tentar encontrar
alguma informacao util. Nessa categoria sdo comuns algoritmos de agrupamento. Esse
processo pode ser ilustrado por um exemplo onde o algoritmo recebe um conjunto
de imagens de digitos manuscritos. Em um cenario onde o algoritmo encontre 10
conjuntos de dados distintos, ele realizara o agrupamento desses dados em clusters.
Os 10 digitos distintos identificados podem corresponder ao intervalo numérico de 0
a 10. Este modelo nao diz o que significa semanticamente cada grupo, uma vez que
os dados nao sao rotulados, mas desse agrupamento podem ser extraidas informacoes
uteis (HAN; KAMBER; PEI, 2011).

o Aprendizado por reforgo: frequentemente utilizado em robdtica e jogos. Nesse
tipo de aprendizagem, o algoritmo realiza suas descobertas com base na tentativa e
erro. Nesse tipo de aprendizado, a questao é abordada como um agente autéonomo
que, com base em suas agoes em um ambiente, passa a escolher as agoes ideais para
atingir seus objetivos. Durante o treinamento do agente, cada vez que o mesmo
executa alguma acdo em seu ambiente, um treinador pode conceder uma penalidade

ou recompensa para indicar o quanto aquela agao é interessante (MITCHELL, 1997).

Os Métodos de Mineracao de Dados do tipo Comité, também conhecidos como
ensemble ou Combinadores de Modelos, sdao métodos de aprendizado de maquina que
aproveitam o poder de varios classificadores para obter melhor precisao de previsao do
que qualquer um dos classificadores individuais poderia fazer por conta propria (Seni;
Elder, 2010). O objetivo basico ao projetar um conjunto é o mesmo que ao estabelecer um
comité de pessoas: cada membro do comité deve ser o mais competente possivel, mas os
membros devem ser complementares entre si. Se os membros nao sdo complementares, ou
seja, se sempre concordam, o comité é desnecessario, podendo dessa forma ser consultado
individualmente. Se os membros forem complementares, quando um ou alguns membros
cometerem um erro, a probabilidade ¢ alta de que os membros restantes possam corrigi-lo
(OZA, 2019).
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A mineracao de dados biologicos

Com a quantidade de dados brutos gerados constantemente seria uma tarefa
complexa o processamento desses dados manualmente (HIRA; GILLIES, 2015). Conseguir
unir os dados brutos de uma analise, utilizando microarranjo de duas ou mais pesquisas,
acarretaria em um esforgo gigantesco por parte dos pesquisadores. Para facilitar o processo,
o cientista pode fazer uso de técnicas de mineracao de dados para conseguir extrair dados

novos de pesquisas preexistentes.

Uma das premissas basicas adotadas pela bioinforméatica é a mineragdo de dados
biolégicos (GANGWAR; GHOSE; SINGH, 2012). A utilizagdo da mineragao de dados
pode ajudar a transformar dados que nao sao facilmente compreensiveis em uma inter-
pretacao meramente visual, podendo ainda, facilitar a inferéncia de informacoes novas e
lteis para a descoberta de novos resultados em pesquisas novas ou existentes (GARG;
MAHAJAN; KAMAL, 2017). Os novos resultados em pesquisas existentes se dariam pela
nova abordagem do pesquisador em relacdo aos dados previamente analisados em outra
pesquisa. Muitas vezes, esses dados estavam subutilizados nos bancos de dados bioldgicos
publicos, podendo com essa nova analise prover novos avangos em suas respectivas areas
de pesquisa (LAN et al., 2018).

Atualmente, uma das formas possiveis para a realizacdo de mineracao de dados
biolégicos é o Bioconductor! (NIE et al., 2009), um projeto baseado na premissa do software
livre que tem como objetivo promover a andlise estatistica e a compreensao dos estudos
biolégicos de alto rendimento, novos e preexistentes. O projeto é baseado em pacotes
escritos, em grande parte, utilizando a linguagem de programacao R, podendo conter, no
entanto, contribuigoes de outras linguagens. O Bioconductor é uma das mais relevantes
ferramentas para estudo de dados biologicos. Os pacotes disponibilizados a partir de seu

repositério sao destinados a diversos tipos de analises, dentre elas, a mineragao.

2.4 Sistemas de analise de dados de microarranjos

A disponibilizagao de dados brutos de estudos biol6gicos no GEO possibilita a
reprodutibilidade de estudos e facilita a reutilizacao desses dados. Reanalisa-los pode levar
a novos insights cientificos. No entanto, para que essas analises possam ser replicadas é
necessaria uma aplicacao mais rigorosa dos requisitos definidos na metodologia MIAME,
bem como, o desenvolvimento e uso de ferramentas que possibilitem a analise desses dados
de forma facil (RUNG; BRAZMA, 2013). A partir do levantamento apresentado a seguir é
possivel perceber que existem lacunas que podem ser preenchidas por outros softwares

de bioinformatica. Os trabalhos encontrados na literatura utilizam funcionalidades como

L https://www.bioconductor.org/
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mineracao de metadados, filtragem paramétrica, interface intuitiva, graficos e, comparacao

multiplas de pesquisas.

Davis e Meltzer (2007) desenvolveram um sistema denominado GEOquery. A
ferramenta implementada nesse estudo é uma biblioteca desenvolvida na linguagem de
programacao R e disponibilizada gratuitamente através do repositério de ferramentas de
bioinformética Bioconductor?. Disponibilizada em 2006 a ferramenta promete ser uma
ponte entre a plataforma GEO e o Bioconductor. De fato, a ferramenta cumpre sua
premissa basica e consegue captar os dados armazenados no GEO, bem como retornar
através de seus métodos, as informacoes contidas no arquivo capturado. A biblioteca
consegue capturar o arquivo que se deseja analisar a partir do codigo (exemplo GDS3884),
copiando o arquivo para a maquina onde se esta executando o comando e a partir disso,
consegue trabalhar com os dados contidos no mesmo. A ferramenta em questao nao possui
uma interface grafica e isso dificulta seu uso por parte de usuarios sem conhecimento de

programacao.

Chen et al. (2019) observando que o GEO, bem como outros bancos de dados
biolégicos ndao armazenavam os dados dos estudos de forma estruturada, o que dificultava
a reutilizagdo e pesquisa desses dados, desenvolveram uma ferramenta a qual denominaram
de Restructured GEO (ReGEO?). Ao analisar a interface implementada na ferramenta, é
possivel perceber que houve uma significativa melhora na interface conforme demonstra
a Figura 4, da forma apresentada pelos autores, o ReGEO tem um ambiente bem mais

amigavel se comparado com o GEO.

2 https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ GEOquery.html
3 http://www.regeo.org
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Figura 4 — Screenshot da Tela do ReGEO

m Re G EO ReGEQO: Restructured Gene Expression Omnibus

structured GEO

HOME HELP DOWNLOAD CONTACT
Search by keyword(s):
GSE Accession(s): Pubmed ID(s): Experiment Type(s):
GSEXXX; ... PubmedID; . All v

Organism(s): Disease(s): Timepoints:

vism; . disease; ... min max

Records per Page: 50 v

Found 105070 records, in 3503 pages  First Prev Next Last Jump to page: 1 ﬂ Exportas:| Csv v
No.  Details GSE Pubmed ID Title Experiment Organism Disease Timepoint
Accession Type Count
A v A v A v A v A v A %
1 Details | GSE108659 | 26679589 | Analysis of differential gene Expression Bacillus diarrhea; 114
expression during Bacillus subtilis | profiling by amyloliquefaciens;Bacillus thromboeytopenia-
spore outgrowth high subtilis absent radius
throughput syndrome;
sequencing congenital
disorder;

thrombocytopenia

2 Details | GSE101466 | 28754303 | Type I IFN and not TNF, is Expression Mus musculus thromboeytopenia- | 7o
assential for cyelic di-nucleotide- profiling by absent radius
slicited CTL by a cytosolic cross- array syndrome;
presentation pathway congenital
disorder;
thromboeytopenia;
influenza

Fonte: Adaptado de Chen et al. (2019)

Para o desenvolvimento da ferramenta, os autores utilizaram técnicas de mineragao
de texto com o objetivo de analisar os metadados mantidos pelo GEO. Com isso, a
ferramenta ReGEO reorganiza e categoriza as séries GEO tornando-as pesquisaveis por
dois novos atributos extraidos automaticamente dos metadados de cada série, um desses
atributos é a doenga analisada, informagao que nao era indexada anteriormente. A busca por
palavras chave também estd disponivel, assim como na ferramenta original. A abordagem
utilizada pelos autores atingiu uma taxa de precisao na mineracao de texto de 93,5% de

forma totalmente automaética.

Em sua pesquisa, Toro-Dominguez et al. (2018) apresentou o desenvolvimento da
plataforma ImaGEO?*. A ferramenta desenvolvida é baseada em um pacote chamado Shiny,
uma biblioteca voltada a implementar uma interface WEB em conjunto com a linguagem

de programagao R. A solugao apresentada conta com interessante sistema que divide-se

4 http://bioinfo.genyo.es/imageo/
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em 5 moédulos. Inicialmente os dados sdo carregados e processados utilizando um conjunto

de parametros que podem ser personalizados pelo usuario conforme exposto na Figura 5.

Figura 5 — Screenshot da Tela do ImaGEO

Genyo

Bioinformatics Unit

ImaGEQ: Integrative Meta-Analysis of GEO Data  Step 1:Datalnput  Help

Input

Enter GEO IDs (one ID per line,
maximum 10)

Load examples

And/or upload your own data

Only tab-separated files are admitted, withouth
header. Please check the proper format in the
Help page.

Download a sample file (GPL570)

Browse...

Analysis parameters

Meta-analysis method o

® Effectsize O P-value

Select a model for effect size estimation

® Fixed effect model @ © Random effectmodel @

Allowed missing values (%) 10
Adjusted P-value threshold 0,05
Group 1 name Controls
Group 2 name Cases
Functional analysis » e
Email

©

m

Fonte: Adaptado de Toro-Dominguez et al. (2018)

Para o carregamento dos dados, o pacote GEOquery desenvolvido por Davis e

Meltzer (2007) é utilizado. Outros médulos implementados pela ferramenta sao para:

controle de qualidade, metanalise do dataset, analise funcional e por fim o médulo respon-

savel pelo relatério. Este engloba a visao geral dos parametros utilizados na analise, um
resumo relacionado ao processamento dos dados detectando por exemplo outliers e valores
ausentes. Por fim, apresenta também os resultados do processamento de dados, incluindo

até graficos de calor objetivando uma melhor representacao das informagoes obtidas sobre

os genes. O ImaGEO é um recurso bastante completo e com interface bastante intuitiva,

no entanto, ainda existem lacunas a serem preenchidas no quesito visualizacao final dos

dados.
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Outra aplicacdo com teor similar é o ScanGEO? desenvolvido por Koeppen, Stanton
e Hampton (2017). A ferramenta ¢é escrita em R e também ¢é implementada utilizando o
pacote shiny. O ScanGEOQ possibilita consultas aos dados do GEO identificando estudos
relevantes conforme os parametros preenchidos pelo usuario. Segundo os autores a aplicagao
suporta a analise da matriz de expressao génica dos 20 principais organismos presentes
nas bases de dados do GEO, bem como, o uso de palavras chave para a busca conforme
disposto na Figura 6. Ao realizar a pesquisa o usuario pode até realizar a exportacao
dos dados brutos obtidos para arquivos CSV, para assim, analisa-los localmente ou até
em outros softwares relacionados. Ainda segundo o autor, a ferramenta pode acelerar
consideravelmente a analise de dados publicos para a partir disso gerar hipoteses e realizar
a validagao de dados experimentais (KOEPPEN; STANTON; HAMPTON, 2017).

Figura 6 — Screenshot da Tela do ScanGEO

ScanGEOQO - parallel mining of high-throughput gene expression data

Select Studies KEGG Pathway Custom Genes

Table Significant Genes Significant Studies Documentation
Scan Show| 10 v |entries Search:
Organism: title gds pubmed_id type platform_organism update_date
Homo - Type 2 diabetes and insulin GDS157 12436343 Expression Homo sapiens 2003-03-25
resistance (HuGeneFL) profiling by
Additional search term: ENEL]
diabetes Type 2 diabetes and insulin GDS158 12436343 Expression Homo sapiens 2003-03-25
resistance (Hu3sk-A) profiling by
Select an organism, enter one optional search term and push the array
button below to find relevant GEO data sets.
Type 2 diabetes and insulin GDS160 12436343 Expression Homo sapiens 2003-03-25
resistance (Hu35k-B) profiling by
array
@ Find GEO data sets
Type 2 diabeles and insulin GDS161 12436343 Expression Homo sapiens 2003-03-25
resistance (Hu35k-C) profiling by
array
28 studies found
?E‘*“Chi”g for " disbetes " Type 2 diabetes and insulin GDS162 12436343 Expression Homo sapiens 2003-03-25
Ejiono resistance (Hu35k-D) profiling by
array
Skeletal muscle response to GDS2790 17472435 Expression Homo sapiens 2008-04-15
insulin infusion (HuGeneFL) profiling by
array
Skeletal muscle response to GDS2791 17472435 Expression Homo sapiens 2008-04-16
insulin infusion (HG-U133A) profiling by
array
Insulin-resistant polycystic GDS3104 17563058 Expression Homo sapiens 2007-12-10
ovary syndrome: muscle profiling by

arrav

Fonte: Adaptado de Koeppen, Stanton e Hampton (2017)

Djordjevic et al. (2019) apresentam em seu artigo uma ferramenta capaz de utilizar
técnicas de mineragao de texto e aprendizado de maquina para identificar automaticamente
experimentos de perturbacdo (ex. nocaute génico), separa os diferentes grupos (experimen-
tal e controle) e avalia a expressao diferencial, o GEOracle. O sistema supracitado é uma
ferramenta de codigo livre e embora o autor nao informe um enderego onde a ferramenta

pode ser executada diretamente, ele disponibiliza o codigo fonte armazenado na plataforma

> http://scangeo.dartmouth.edu/ScanGEO/
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GitHub®. A interface da ferramenta é intuitiva, mas conta com menos funcionalidades se

comparada com o ImaGEO conforme demonstra a Figura 7

Figura 7 — Screenshot da Tela do GEOracle

GSE14491 - TGFp/mutant-p53 jointly controlled genes

G Eorac’e % REMOVE THIS ENTIRE GSE 4 ADD A COMPARISON

Ubload list of GSE IDs TGFB ligands act as tumor suppressors in early stage tumors but are paradoxically diverted into potent
P prometastatic factors in advanced cancers. The molecular nature of this switch remains enigmatic. We

TGFB_Case_Study_GSE_IDs now show that TGFB-dependent cell migration, invasion and metastasis are empowered by mutant-p53.;
Upload complete To investigate the specific gene expression program by which mutant-p53 and TGFf control invasion

and metastasis in breast cancer cells, we compared the TGFp transcriptomic profile of control and

You have 6 GSEs loaded mutant-p53 depleted MDA-MB-231 cells.; ; Keywords: expression profiling by array ...

Set filters
Strictness —
Default v R v

P53 - Rename E]

# COMPUTE

Processed GSEs

Click the GSE IDs below to verify results GsM Title
before proceeding

Perturbation

gsm9 GSM361962 MDA shp53, untreated, biological replicate A
Show 5 ~ entries gsm10 GSM361963 MDA shp53, untreated, biological replicate B
Search: gsm11 GSM361964 MDA shp53, untreated, biological replicate C
Comps gsm12 GSM361965 MDA shp53, untreated, biological replicate D
GSE14491 2
Controls
GSE16416
GSE17708 8 Gsm e
GSE42373 > gsmi GSM361954 MDA shGFP, untreated, biological replicate A
: . gsm2 GSM361955 MDA shGFP, untreated, biological replicate B
Showing 1 to 4 of 4 entries
Previous ‘ 4 ‘ Next gsm3 GSM361956 MDA shGFP, untreated, biological replicate C
gsmd GSM361957 MDA shGFP, untreated, biological replicate D

Once you have renamed and verified all % REMOVE THIS COMPARISON
comparisons click here to create a GRN
P NEXT STEP

Fonte: Djordjevic et al. (2019)

O GEOZ2R ¢é uma ferramenta mantida pelo NCBI que permite aos usuarios comparar
dois ou mais grupos de amostras a partir de estudos armazenados no GEO. O sistema
permite que seja identificada a expressao diferencial dos genes de um estudo, retornando os
dados na forma de uma tabela com os genes ordenados por significincia, além de retornar

uma serie de graficos para ajudar na visualizagao dos genes diferencialmente expressos

(NCBI, 2021a).

Na interface online do GEO2R ¢ possibilitado que o pesquisador analise os 250
genes mais relevantes, para visualizar o restante dos genes o sistema possibilita que o

usuario baixe a tabela para que esta possa ser carregada em um outro programa como o

6 https://github.com/VCCRI/GEOracle
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Microsoft Excel ou similar. O sistema retorna ainda um cédigo em R que o pesquisador
pode executar no préoprio computador, no entanto para conseguir alterar parametros é
necessario o conhecimento na linguagem de programacao. A Figura 8 é parte da interface

do GEO2R, nela é possivel visualizar parte da tabela com os dados de um estudo analisado.

Figura 8 — Screenshot da Tela do GEO2R

1D adj.P.Val PValue t B logFC Gene.symbol Gene.title
¥ 10358454 0.00509 1.96e-07 -13.48 43773 -1.384 Rbm3 RNA binding moti_..

GSE18388/10358454/Rbm3

115
105 PRl e Mt
Sample values

GSHMSESIE e
GSM458599 —
GSMASE600 —-
GSMASSE01 —-—-

space flown control
= yalue
¥ 10603469 0.00509 2.86e-07 -12.92 4.24228 -1.304 Rbm3 RMA binding moti_..
» 10556113 0.00546 4.61e-07 -12.24 4.06259 -1.408 Rbm3 RMNA binding moti_..
» 10535904 0.00844 9.50e-07 11.28 376621 1894 Hsph1 heat shock 105k...
» 10490946 0.03472 5.44e-06 921 293118 102 Hsp80aa1 heat shock protei. ..
» 10514713 0.03472 5.86e-06 913 289184 0.948 Wdr78 WD repeat domai...

Fonte: NCBI (2021a)

Os trabalhos relacionados tem como principal objetivo facilitar a realizagao de
analises de dados por parte dos pesquisadores. Em grande parte, sao ferramentas que
conseguem realizar a leitura de parte dos dados que a plataforma GEO nao deixa exposta
em sua interface, uma vez que algumas destas informacoes nao estao devidamente alocadas,
e sim descritas no contexto do estudo. Outras ferramentas conseguem fazer a ligagdo com
informacoes de outras plataformas de pesquisa. Em algumas, os dados sao processados

instantaneamente, em outras, o resultado é enviado por e-mail ao final da analise.

Apesar de alguns trabalhos apresentarem funcionalidades de mineragdo em texto e
aprendizagem de maquina, é possivel aprimorar o processo de visualizagao dos dados obtidos
a partir da disponibilizacao de uma série de filtros direcionados para obter resultados mais
significativos a partir do conjunto estudado. Esses filtros devem incluir uma mineracao nos
dados brutos do microarranjo, analise de expressao diferencial e a devida filtragem dos
dados de forma integrada. Sao essas funcionalidades que foram implementadas no presente
trabalho. A Tabela 2 compara as funcionalidades disponibilizadas por cada ferramenta com

as funcionalidades definidas para o sistema Mining RNA, desenvolvido neste trabalho.
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Tabela 2 — Comparativo entre os trabalhos relacionados

e o sistema proposto

GEO- | Re- Ima- | S GEO Mini
e ma can GEO2R ining
query | GEO | GEO | GEO | -racle RNA
Captura de dados a partir
X X X X X X X
do GEO
Interface  WEB obede-
cendo os critérios de usa- X X X X X X
bilidade
Mineragao de texto X X X X
C a t
omparagao entre grupos < < < < < <
de um mesmo estudo
Célculo de Fold Change X X X
Filtragem na visualizagao
dos dados relacionados a X
expressao génica
Mineragao de dados de ex-
A X X
pressao génica

Fonte: Autoria Propria



34

3 MINING_RNA: Sistema WEB para minera-

cao de dados em estudos transcriptomicos

a partir de microarranjos

Este capitulo é destinado a apresentacao do Mining RNA, objeto de desenvolvi-
mento desta dissertacao de mestrado. Neste capitulo serd apresentado o contexto no qual
foi pautado o desenvolvimento, o funcionamento da aplicagdo, a organizacao da arquitetura

e a metodologia aplicada durante o desenvolvimento.

3.1 Descricao e contexto do sistema desenvolvido

Nos 1ltimos anos, diversos dados advindos de pesquisas cientificas na area bioldgica
foram disponibilizados nos bancos de dados publicos dedicados ao armazenamento e
exposicao dessas informagoes (BONO, 2020). Em intensidade bastante similar, vem surgindo
nas tultimas décadas ferramentas computacionais capazes de interpretar dados biologicos a
fim de produzir novos resultados (WANG; LACHMANN; MA’AYAN, 2019).

Uma das bases de dados transcriptomicos com maior relevancia na comunidade
cientifica é a Gene Ezxpression Omnibus. Sua plataforma conta com quase 4.500 estudos
armazenados na forma de datasets, estudos esses que analisaram quase 3 milhoes e
meio de amostras para gerar seus resultados (WANG; LACHMANN; MA’AYAN;, 2019).
Atualmente a forma que a plataforma disponibiliza esses dados nao é amigavel a usuarios
sem conhecimento técnico apropriado para leitura de informagoes em arquivos de texto
simples, tendo seus dados divididos em linha e separados por tabulagoes. A partir disso
faz-se necessario o uso de ferramentas que possam auxiliar nessa dificuldade para que
assim, o pesquisador possa dedicar seu esforco aos dados, e nao a conseguir entender o

modelo de armazenamento.

O presente trabalho teve como objetivo implementar um sistema capaz de prover
um servigo que recupere os dados a partir da plataforma GEO. Esses dados devem ser
pré-processados de forma que as informacoes oriundas da plataforma sejam validadas a
fim de passar corretamente pelas etapas posteriores que podem incluir, de acordo com a
preferéncia do usudrio, a mineracao desses dados ou ainda o processamento manual das

informagoes a partir de filtros disponibilizados no sistema.

Durante o desenvolvimento do sistema Mining  RNA, bem como nas etapas poste-

riores a implementacao do mesmo, objetivou-se alcancar os seguintes resultados:
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1. Implementar uma Application Programming Interface (API) de interagao entre o

banco de dados biolégico GEO e um banco de dados local;
2. Desenvolver uma interface para pré-processamento dos dados obtidos;

3. Implementar técnicas de mineracao e aprendizagem de maquina para atuar em cima

dos dados pré-processados;

4. Desenvolver uma interface analise e interacao entre o pesquisador e os dados do

estudo;

5. Possibilitar que pesquisadores sem conhecimento em programacao possam utilizar os

dados de bancos de dados bioldgicos;

6. Proporcionar a extracdo de novas informacoes de dados brutos disponibilizados

publicamente no banco de dados biolégico GEO;

7. Desenvolver um sistema que possa ser utilizada no cotidiano do pesquisador da area

de bioinformatica e de areas afins.

No intuito alcancar os resultados supracitados foi desenvolvido um sistema WEB,
baseado nas especificagoes levantadas a partir de estudo realizado junto a especialista de
dominio que atua na area da biologia / bioinformatica. O sistema suporta inicialmente a
utilizacao de dois idiomas, o portugués e o inglés, este segundo sera adotado objetivando
facilitar o uso pela comunidade internacional, tendo em vista que esta entre os idiomas
mais utilizados no mundo, e figura-se como uma espécie de linguagem universal. O uso do
sistema segue o estilo passo-a-passo onde o pesquisador avanca entre as telas até chegar

na listagem dos dados filtrados durante as etapas anteriores.

Com os dados devidamente filtrados e os resultados devidamente expostos ao pes-
quisador, o sistema disponibiliza uma serie de filtros voltados para a selecao de dados tuteis
para tentar identificar informagoes relevantes, objetivando novas descobertas cientificas.
Entre as métricas que podem ser utilizadas na andlise dos resultados estd o Fold Change,
essa métrica avalia o quanto determinado gene foi expresso a mais ou a menos comparando
amostras de dois individuos ou dois grupos de pacientes dentro de uma determinada

pesquisa.

3.2 Arquitetura do sistema Mining_RNA

Conforme demonstrado na Figura 9, a arquitetura do sistema possui 3 API’s distin-
tas, um banco de dados e uma interface WEB na qual os usuarios podem fazer consultas
aos dados disponibilizados pelo sistema. Essa divisao em API’s e interfaces foi motivada

pela possibilidade de alocar os algoritmos em servidores diferentes caso seja necessario.
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Alguns algoritmos que fazem parte das API’'s podem ser demasiadamente complexos do
ponto de vista computacional, e isso pode acarretar em uma carga de processamento muito
alta. Para que tudo seja melhor escalonado a arquitetura descentralizada se apresentou

como uma solucao eficiente.

Figura 9 — Visdo Geral da Arquitetura do Sistema Mining RNA
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Fonte: Autoria Prépria

A API 01 é responsavel pelas tarefas relacionada a mineracao dos dados obtidos,

bem como das tarefas de aprendizagem de maquina. Os algoritmos implementados nessa
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API possibilitam que os dados sejam validados antes do retorno ao usuario. Para essa
validacao interna, foi utilizado o algoritmo Random Forest. O uso deste se justifica pela
sua adequacao quando o nimero de atributos é maior que o nimero de amostras em
um conjunto de dados, essa é uma forte caracteristica dos microarranjos de DNA. E
caracteristica dessa API também que ela suporte a implementacao de outros algoritmos

de mineracao em trabalhos futuros que venham a estender essa pesquisa.

A API 02 é responsavel por pré-processar os dados que sao carregados no sistema
WEB. A API em questao pode ainda utilizar diretamente dados do banco de dados local,
bem como requisitar que a API 03 busque novos dados no banco de dados biolégicos GEO.
O desenvolvimento dessa API foi feito respeitando rigorosamente principios relacionados
a0 reuso para que assim, novos filtros possam ser inseridos em implementagoes futuras do

projeto.

A API 03 realiza a captura dos dados do dataset solicitado pelo usuario e armazena
as informagcodes relevantes do mesmo no banco de dados local. Embora seja uma tarefa
simples, em algumas ocasioes é necessario um poder de processamento consideravel, pois os
dados de algumas pesquisas sdo demasiadamente complexos. A API interpreta todos esses
dados e os armazena para que assim as etapas posteriores de processamento fiquem mais
rapidas. As trés API’s previamente descritas foram desenvolvidas utilizando a linguagem de
programacao Python, possibilitando com isso um ganho de desempenho quando comparada

com linguagens web mais tradicionais como o PHP.

O sistema WEB ¢ a interface que recebe todas as requisi¢oes do usuério. Este
artefato foi desenvolvido em PHP para que sua disponibilizagao online pudesse ser facilitada.
Os procedimentos a serem realizados nela sao moderadamente facilitados, dessa forma filtros
importantes nao foram deixados de lado por serem complexos, é uma interface intuitiva
e com mecanismos de ajuda para o usuario. Pretende-se que seja um sistema adaptéavel,
mas no momento nao faz parte do escopo uma interface especifica para dispositivos com
resolucao pequena. Essa escolha se justifica pela densidade dos dados a serem exibidos,

necessitando assim de uma resolugao maior para uma visualizagao inteligivel.

Os usuarios do sistema precisam estar devidamente cadastrados para que dessa
forma, possa haver uma personalizacao adequada, bem como possibilitar andlises relevantes
para a tomada de decisao relacionada a alocacao de recursos e, implementagoes futuras.
Essa autenticagao pretende também prevenir abusos por parte do usuario, para assim

preservar a disponibilidade e integridade do sistema desenvolvido.

Por fim, a base de dados relacional utilizada no sistema armazena todos os dados
que sao relevantes para as consultas. Essa base permite que alguns dados processados
fiquem armazenados de forma que possibilite ao usudario recupera-los em um momento
futuro, armazenando também presets de filtros definidos pelo usuario para que ele possa

aplicar novamente os mesmos filtros em situagoes futuras.
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3.3 Utilizacao do sistema Mining_RNA

Esta secao descreve o sistema WEB desenvolvido durante esta pesquisa, denominado
Mining RNA. O sistema busca por meio de uma interface grafica intuitiva fornecer dados
relevantes a partir do estudo selecionado pelo pesquisador. Inicialmente o usuario precisa

estar devidamente autenticado, conforme a Figura 10.

Figura 10 — Tela de Autenticagao do sistema Mining  RNA

Entrar

Realizar Cadastro m

w

Fonte: Autoria Prépria

Apoés a devida autenticagdo, o pesquisador devera informar ao sistema qual o codigo
da pesquisa que ele deseja analisar, assim como na Figura 11, os estudos armazenados no
GEO podem ser acessados por meio dos codigos GSE ou GDS seguidos do identificador da
pesquisa. Em ambos os casos, os dados sao semelhantes, sendo que os que comegam com
GDS ja passaram por um processo de curadoria por parte do NCBI. Embora seja possivel
a realizacdo da comparagao entre mais de um estudo simultaneamente, esta pesquisa esta
focada na anélise de um dataset por vez. Ainda conforme a Figura 11, o estudo escolhido

durante essa analise foi o GDS3875, uma pesquisa sobre diabetes tipo 1 e 2 que faz parte
da curadoria do GEO.



Capitulo 3. MINING _RNA: Sistema WEB para mineragio de dados em estudos transcriptomicos a

partir de microarranjos 39

Figura 11 — Tela de sele¢ao de estudo do sistema Mining RNA

MINING_RNA Inicio Estudos Salvos Minha Conta ¥

MINING_RNA

Sistema para mineracdo de dados em estudos transcriptémicos a partir de microarranjos

Conjunto de Dados

Conjunto de dados
Digite o identificador do estudo a ser analisado (EX.: GDS3875).

Exemplo: GDS3875

Fonte: Autoria Prépria

Apés a selegdo do conjunto de dados o sistema fara uso da API 02 para acessar as
informacoes solicitadas, caso a pesquisa escolhida ainda nao faga parte do banco de dados
local do sistema essa API solicitara que a API 03 acesse o banco biol6gico GEO e capture
o arquivo desejado, armazenando-o localmente para que utilizagoes posteriores possam ser

facilitadas.

Os estudos armazenados no GEO costumam dispor seus dados separados pelos
grupos de pacientes que fizeram parte da pesquisa, sendo que na pesquisa selecionada os

dados foram separados conforme o recorte apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Grupos do estudo GDS3875

Selecione

disease state - Descricdo: healthy
Tipo: disease state - Descricao: type 1 diabetes
Tipo: disease state - Descricao: type 2 diabetes
Tipo: time - Descricdo: control
Tipo: time - Descricdo: 0 month, new
Tipo: time - Descricdo: 1 month
Tipo: time - Descricdo: 4 months
Tipo: gender - Descrigédo: female
Tipo: gender - Descrigdo: male

Fonte: Autoria Prépria

Apos a etapa inicial de pré-processamento o sistema disponibilizard os grupos da

pesquisa de forma que o usudrio do sistema podera selecionar qual grupo usard como
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controle e qual grupo contém os casos que ele deseja analisar, essa selecao é demonstrada na
Figura 13 onde foi selecionado o subgrupo descrito como saudavel como grupo de controle
e o subgrupo descrito como portadores de diabetes tipo 1 como grupo a ser comparado

(casos).

Figura 13 — Tela de selecao de grupo controle e grupo com casos do sistema Mining RNA

MINING_RNA  Inicio Estudos Salvos Minha Conta ~

MINING_RNA

Sistema para mineragao de dados em estudos transcriptomicos a partir de microarranjos

Conjunto de Dados Grupos de Estudo

Grupos de Estudo

Tipo: disease state - Descrigao: healthy v

Tipo: disease state - Descricao: type 1 diabetes v

Fonte: Autoria Propria

Depois dos grupos devidamente selecionados, o préximo passo, demonstrado na
Figura 14 possibilita que o pesquisador personalize diversos parametros que filtrarao os
dados do estudo para que o resultado traga informacoes relevantes. A opcao "Ponto de
corte FC" é responsavel por limitar a exibicdo dos dados de fold change o valor selecionado
serd aplicado para os resultados de genes regulados acima (positivos) e regulados abaixo
(negativos) na comparagao das amostras do grupo de controle em relagdo as amostras do
grupo de casos. O calculo de fold change demonstra quanto determinado gene foi expresso
em relacao a outro. Também é possivel definir um ponto de corte para o fold change que

foi calculado utilizando a base logaritmica 2 através da opg¢ao "Ponto de corte FC Log".

Para possibilitar também uma anélise estatistica dos dados, o sistema faz calculos
utilizando Testes T e de Valor P. Este calculo pode ser feito a partir dos dados brutos
ou transformados em logs. O valor do teste t é um dado importante ja que cada grupo
é composto por varias amostras, por isso, foi necessario que a média dos valores de
cada gene dessas amostras fosse calculada, como médias estao sendo comparadas, este
teste é importante para a confiabilidade dos dados. O calculo do valor P ¢é utilizado em

diversos calculos estatisticos, inclusive nos Testes T, para facilitar verificagoes feitas pelo
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pesquisador o sistema ja realiza esse calculo. Ambos estes valores podem ter sua exibicao

limitada através das opcoes "Ponto de corte Teste T" e "Ponto de Corte Valor P".

E possivel também que o sistema retorne um grafico relacionado ao célculo de fold
change, essa op¢ao também pode ser definida através dos controles expostos na Figura
14. Nesse grafico o pesquisador pode definir quantos resultados serao exibidos para genes
positivamente regulados e negativamente regulados. Ainda nessa tela o usuério pode
escolher descartar dados ausentes e outliers que sao dados significativamente fora da curva,
essas opgoes sao relevantes ao algoritmo de mineragao de dados que é usado internamente

na verificacdo dos resultados.

Figura 14 — Tela de filtros do sistema Mining RNA

MINING_RNA Inicio Estudos Salvos Minha Conta ¥

MINING_RNA

Sistema para mineragéo de dados em estudos transcriptémicos a partir de microarranjos

Conjunto de Dados Grupos de Estudo Opgdes

Opcoes

Transformagédo de LOG v
0

0,00072

Sim v
30

30

Sim v
Sim v

Fonte: Autoria Prépria

Apoés a devida selecao dos filtros que devem aplicados, o sistema disponibiliza dois
tipos de visualizacao dos dados calculados, a primeira é por meio de uma tabela conforme

demonstra a Figura 15. Assim como pode ser visto, a tabela exibe respectivamente o
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cddigo identificador do gene, o nome do gene, o valor do fold change desse gene calculado
entre os grupos escolhidos, o cédlculo de fold change em log de 2, o valor do teste T, o
valor do teste ANOVA e o valor-p. Inicialmente os dados sao ordenados pelo valor do
fold change, porém essa tabela é interativa e possibilita ao usudrio ordenar os dados por
qualquer uma das colunas disponibilizadas, é possivel ainda aumentar a quantidade de
registros exibidos em cada pagina da tabela e realizar uma pesquisa em qualquer dado

disposto na tabela.

Figura 15 — Tela de resultados - Parte 1 (Tabela)

Salvar

Mostrar| 10 v|registos Procurar:
1D s GENE s Fold Change & Fold Change Log2 % Teste T L Teste ANOVA & Valor-p s
240858 at AA680403 25862367828 09428267307 -3.5071709456 0.0006724997 0.0006724997
244649_at LOC646484 25380363055 1.2759957811 -4.165824485 6.46476E-5 6.46476E-5
233697 _at AK025156 24998575678 1.5872738262 -4.9818213679 2.5477E-6 2.5477E-6
227510_x_at MALAT1 227461887 1.2813836482 -3.9815727325 0.0001277495 0.0001277495

238415 at 238415 at 21079519613 1.1595754505 -3.5154593986 0.0006540479 0.0006540479
230065_at ZNF180 21057736623 1.2026798289 -4.9088565223 3.4478E-6 3.4478E-6
232276 _at HS6ST3 2.0346146528 1.0740540651 -5.1335755847 1.3476E-6 1.3476E-6
229225 at NRP2 2.0191707787 0.987243424 -3.5708081329 0.000542548 0.000542548
236256_at AWS93690 2.0144777663 1.0493877646 -4.151320031 6.82561E-5 6.82561E-5
229347 at MIR4458 1.989799404 1.0117373799 -3.9795636832 0.0001286879 0.0001286879

Mostrando de 1 até 10 de 279 registos Anterior 1 2 3 4 5 28 Seguinte

Fonte: Autoria Propria

E importante que o sistema possibilite que o pesquisador reutilize os dados obtidos
em outras andlises, entao ¢ disponibilizado juntamente a tabela de resultados, um botao
que possibilita que os dados ali dispostos sejam exportados para um arquivo compativel
com um editor de tabelas convencional, como o Microsoft Excel ou o OpenOffice Calc, ao
selecionar essa opcao os dados da tabela sao imediatamente baixados para o computador
do usuério. De posse desses dados o pesquisador pode adaptar o formado das informagoes
para compatibiliza-las com outras aplicagoes de andlise genética e assim aprofundar ainda

mais sua pesquisa.

A segunda forma disponibilizada pelo sistema para a andlise especifica dos dados
de fold Change é por meio do grafico conforme Figura 16, esse gréafico é disponibilizado
ao usuario na forma de uma imagem que além de disponivel na tela, pode ser salva pelo
pesquisador seguindo os passos padroes para esta acao, disponibilizados pelo préprio
navegador no qual ele estd acessando o sistema. Esse tipo de representacao dos dados
pode vir a ajudar no entendimento das informacdes ali dispostas ou ainda auxiliando que

0 mesmo possa envia-lo a terceiros ou utiliza-lo em apresentagoes dos resultados obtidos.
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Figura 16 — Tela de resultados - Parte 2 (Gréfico)

Os dados abaixo foram limitados considerando os parametros indicados nas opc¢des.

Gene expression differences of Control vs Cases.

FoxD3
soxz-o7
Mz

TNFRSFL
w2744
AUL445:

Salvar Estudo

Fonte: Autoria Prépria

Ainda na tela de resultados é disponibilizado um botao para que o estudo em
andlise seja salvo na conta do usuario para que em um momento futuro esse estudo possa
ser revisitado. Dessa forma o pesquisador nao precisa repetir todos os passos ou anotar

fisicamente os filtros escolhidos, com isso pretende-se agilizar o trabalho do usuério.
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4 Validacao

Este capitulo apresenta como foi realizada a validacdo do Mining  RNA e os resul-
tados encontrados a partir da mesma. Para a execugao dos testes foi selecionado um estudo
a partir da base de dados biologicos GEO, este, esta identificado pelo codigo GSE9006. A
pesquisa em questao analisou a expressao génica a partir de células mononucleares em
criangas com diabetes (KAIZER et al., 2007). O objetivo desta validagdo é comparar os
resultados originalmente obtidos por Kaizer et al. (2007) com os resultados apresentados
no Mining  RNA, para que isso fosse possivel foram realizadas comparagoes utilizando o
proprio artigo publicado a partir dos dados do GSE9006, mas também foram realizadas

andlises utilizando uma outra ferramenta disponibilizada pelo préoprio NCBI, o GEO2R.

4.1 Comparacao entre os resultados obtidos no Mining_RNA e no

GEO2R utilizando o estudo GSE9006

Para os testes e validacao da ferramenta objeto deste trabalho, foram carregadas as
informacgoes disponibilizadas pelo GSE9006 no Mining RNA e no GEO2R, o estudo em
questao disponibiliza no GEO duas plataformas com os dados brutos obtidos, o Affymetriz
Human Genome U133A Array (c6digo: GPLI6) e o Affymetric Human Genome U133B
Array (cédigo: GPLIT) para este teste foram selecionados os resultados disponibilizados
através do GPL96 nos dois sistemas utilizados. Essa selecao inicial é essencial pois os

dados disponibilizados sao diferentes entre as plataformas.

O estudo em questao analisou células mononucleares do sangue periférico de 43
pacientes com diabetes tipo 1 recém-diagnosticado, 12 pacientes com diabetes tipo 2
recém-diagnosticado e 24 controles saudaveis. Foram realizados ainda estudos através de
amostras de acompanhamento de um e 4 meses obtidas a partir de 20 dos pacientes com
diabetes tipo 1 (KAIZER et al., 2007). Para esta validagao foram selecionados o grupo
de controle e o grupo com diabetes tipo 1 recém-diagnosticado o qual denominamos de
"casos'. Esses dois grupos serao comparados com o objetivo de identificar o fold change de

cada gene expresso nas amostras dos dois grupos.

Para limitar a pesquisa a genes mais significativos foi definido um ponto de corte
para o valor-P dos resultados obtidos em cada gene, esse ponto de corte foi estabelecido
como sendo 0,00072 pois é um dos pontos de corte utilizados na pesquisa original. A partir
desse fator limitador foram realizados testes utilizando os dados brutos obtidos através de
microarranjo e esses mesmos valores apos a aplicagao da transformagao para logs, a analise

com os dados transformados tem bastante relevancia ja que bibliotecas consolidadas em
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R para andlises biolégicas como o limma'!, necessitam desses valores dessa forma para

realizar seus calculos de fold change.

4.1.1 Resultados obtidos através da analise dos dados brutos

Ao iniciar a analise foi percebido que havia uma pequena diferenca entre a quan-
tidade de genes apresentados pelo sistema GEO2R e Mining RNA, no entanto essa
diferenca foi de somente aproximadamente 1,2%, sendo assim considerada uma diferenca
valida considerando que os algoritmos utilizados e linguagens de programacao utilizados
pelos sistemas sao diferentes. O diagrama de Venn demonstrado através da Figura 17A
representa o subconjunto de dados filtrado através no GEO2R e o diagrama apresentado
na Figura 17B o subconjunto obtido através do Mining RNA. Na figura em questao é
possivel perceber que foram selecionados respectivamente 236 e 233 genes que atendem aos
parametros de corte definidos para este teste, sendo descartados respectivamente 22.047 e
22.020 genes nas andlises dos sistemas GEO2R e Mining  RNA.

Figura 17 — Diagrama de Venn dos genes selecionados através dos dados brutos

Casos vs Casos vs
Controle Controle
GEO2R MINING_RNA
236 233
22.047 22.020

Fonte: Autoria Prépria

A Tabela 3 apresenta esses resultados separando os genes obtidos em cada sistema
em regulados acima e abaixo na comparacao entre o grupo de controle e o de casos. Nessa
tabela é possivel perceber que ha uma concentracao maior de genes regulados abaixo,
ou seja, sao genes que sao superexpressos nas amostras do grupo de casos, tendo uma

expressao menor no grupo de controle.

Tabela 3 — Quantidade de genes regulados acima e abaixo comparando os dois sistemas

Regulados acima | Regulados abaixo
Sistema GEO2R 79 157
Sistema Mining RNA 78 155

Fonte: Autoria Propria

L https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/limma.html
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Para melhor validar os resultados, a Tabela 4 apresenta a matriz de comparacao para
os genes regulados acima e a Tabela 5 apresenta a matriz para os que foram regulados abaixo
considerando os grupos de controle e de casos selecionados na aplicagao. A identificacao
dos valores para esses genes foi realizada através do calculo de fold change feito a partir
dos dados brutos.

Tabela 4 — Matriz de comparacao entre os genes regulados acima nas duas plataformas

Situacao Quantidade
Regulados acima nas duas plataformas 78
Regulado acima no GEO2R e nao regulado acima no Mining RNA 1
Regulado acima no Mining  RNA e nao regulado acima no GEO2R

Fonte: Autoria Propria

Tabela 5 — Matriz de comparacao entre os genes regulados abaixo nas duas plataformas

Situacgao Quantidade
Regulados abaixo nas duas plataformas 153
Regulado abaixo no GEO2R e nao regulado acima no Mining  RNA 4
Regulado abaixo no Mining RNA e nao regulado acima no GEO2R 2

Fonte: Autoria Prépria

A partir dos valores apresentados pelas duas plataformas é possivel identificar que
a diferenca entre os resultados dos dois sistemas pequena. Mesmo com os dados sem uma
normalizagao relevante os algoritmos das duas plataformas conseguiram uma eficiéncia
maior que 97% considerando os valores positivos, falsos-positivos e falsos-negativos dos

genes regulados acima e abaixo.

4.1.2 Resultados obtidos através da analise dos dados ajustados para logs

Outro teste relevante foi realizado a partir dos dados ajustados para logs, a trans-
formacao de log torna dados mais simétricos, diminuindo a distor¢ao em comparagao com
os niveis de expressao génica em escala linear e, portanto, um teste estatistico paramétrico

fornecera uma resposta mais precisa e relevante.

Na analise dos dados ajustados para logy, houve um sensivel aumento entre a
quantidade de genes apresentada entre os dois sistemas, nesse teste essa diferenca foi de
4,4%. O diagrama de Venn demonstrado através da Figura 18A representa o subconjunto de
dados filtrado através no GEO2R e o diagrama apresentado na Figura 18B o subconjunto
obtido através do Mining  RNA. Nos respectivos diagramas é possivel perceber que foram
selecionados 227 e 237 genes que atendem aos parametros de corte definidos para este
teste, sendo descartados respectivamente 22.056 e 22.046 genes nas analises dos sistemas

GEO2R e Mining  RNA.
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Figura 18 — Diagrama de Venn dos genes selecionados através dos dados brutos

Casos vs Casos vs
Controle Controle
GEO2R MINING_RNA
227 237
22.056 22.046

Fonte: Autoria Prépria

A Tabela 6 apresenta esses resultados separando os genes obtidos em cada sistema
em regulados acima e abaixo na comparacao entre o grupo de controle e o de casos. Nessa
tabela é possivel perceber que houve um maior equilibrio entre a regulacao genica, isso é
possivel considerando a transformacao de log aplicada, a qual diminuiu a distor¢ao entre as
expressoes analisadas. Os resultados demonstrados a seguir foram realizados considerando

os valores apresentados no célculo de log de fold change.

Tabela 6 — Quantidade de genes regulados acima e abaixo comparando os dois sistemas

Regulados acima | Regulados abaixo
Sistema GEO2R 128 99
Sistema Mining RNA 132 105

Fonte: Autoria Prépria

Com o objetivo de entender melhor o deslocamento entre os valores de expressao
genica, a Tabela 7 apresenta a matriz de comparacgao para os genes regulados acima e a
Tabela 8 apresenta a matriz para os que foram regulados abaixo considerando os grupos

de controle e de casos selecionados na aplicacao.

Tabela 7 — Matriz de comparacao entre os genes regulados acima nas duas plataformas

Situacao Quantidade
Regulados acima nas duas plataformas 125
Regulado acima no GEO2R e nao regulado acima no Mining  RNA 3
Regulado acima no Mining RNA e nao regulado acima no GEO2R 7

Fonte: Autoria Propria

Tabela 8 — Matriz de comparacao entre os genes regulados abaixo nas duas plataformas

Situacao Quantidade
Regulados abaixo nas duas plataformas 96
Regulado abaixo no GEO2R e nao regulado acima no Mining RNA 3
Regulado abaixo no Mining RNA e nao regulado acima no GEO2R 9

Fonte: Autoria Propria
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Considerando os valores apresentados pelas duas plataformas é possivel identificar
que a diferenca entre os resultados dos dois sistemas ainda é pequena se comparada com os
testes realizados utilizando os dados brutos. Quando aplicada a transformacao logaritmica
nos dados do estudo os algoritmos das duas plataformas conseguiram uma eficiéncia maior
que 90% considerando os valores positivos, falsos-positivos e falsos-negativos dos genes

regulados acima e abaixo.

4.2 Comparacao entre resultados de expressao diferencial entre o

estudo original e os resultados do Mining_RNA

O terceiro teste feito para validar o objeto deste estudo foi comparar um dos
resultados obtidos na pesquisa original com os dados obtidos através do Mining RNA. A
Figura 19 apresenta um subgrupo de genes que foi obtido através de um ponto de corte
bem restrito, este, buscou obter os genes mais significativos para o estudo em questao. O
teste realizado no presente estudo buscou identificar a diferenca na expressao génica entre
os genes apresentados na figura em comparagao com os mesmos genes obtidos através do
sistema Mining  RNA. Para este teste foram considerados tanto os dados armazenados na
plataforma GPL96 quanto os da plataforma GPL97, isto foi necessario porque na analise

original o pesquisador utilizou as duas plataformas.

Figura 19 — Mapa de calor disponibilizado no estudo original contendo o fold change para
cada gene na comparacao entre grupo de controle (Healthy) e casos (T1D)

A Fold
value
Gene P Change
EGR3 I 5.82 e-11 3.0
1B 9.33 e-11 3.6
EGR2 W 1.28 e-10 5.6
1B m 2.98 e-10 3.4
CCR1 2.84 e-09 2.1
PTGS2 3.74 e-09 3.9
SLC25A29 2.56 e-08 0.36
FOSB I 8.64 e-08 a5
CXCLA1 9.86 e-08 2.5
RAB12 1.04 e-07 0.66
SFRS15 1.13 e-07 0.72
SGK & 1.56 e-07 2.1
FRATZ 3.11 e-07 1.7
TRIB1 [l 3.47 e-07 2.1
NGLY1 § 3.57 e-07 0.67
FPRL1 | 4.11 e-07 2.0
THOC7? 4.32 e-07 0.8
SFRSz21P 0§ 7.12 e-07 0.73
FLJ42008 | | 1.29 e-06 0.58
TAXABP1 1.31 e-06 0.78
FPRL1 & LY | 1.33 e-06 1.9
crPr1098 T B 1 1.61 e-06 2.5
TREM1 " B B 2.05 e-06 1.8

Fonte: Adaptado de Kaizer et al. (2007)

A Figura 20 demonstra um gréafico de barras com a avaliagao da proximidade dos

resultados obtidos pelo Mining. RNA com os resultados da pesquisa original (Figura 19.



Capitulo 4. Validagao 49

Foram listados na figura em questao as diferencgas obtidas tanto para os genes superexpressos
quanto para os subexpressos. A partir da analise do gréafico é possivel identificar que em
aproximadamente 69,5% dos genes avaliados, a diferenca é menor que 0,5 na comparacao
entre o resultado original e o calculado por este estudo. Em aproximadamente 13%, a
diferenca entre os fold changes ficaram entre 0,5 e 0,75. Somente 1 dos 23 genes avaliados
teve a disparidade entre 0,75 e 1 (Aproximadamente 4%). S6 foi possivel identificar maiores
diferencas na comparacao de dois genes superexpressos, pouco mais de 8% dos genes
avaliados, estes, tiveram suas diferencas calculadas em mais de 1 na comparacao entre os

dois estudos.

Figura 20 — Diferenca entre valores de fold change obtidos pelo Mining RNA e os encon-
trados no estudo original
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M Regulados Acima 10 2 1 2
M Regulados Abaixo 7 1 0

Fonte: Autoria Prépria

4.3 Conclusao da Validacao

Apos as analises realizadas a partir dos dados do estudo GSE9006, foi possivel
perceber que o nivel de eficiéncia apresentado pelo Mining RNA ¢é satisfatorio. A Tabela

9 sintetiza as eficiéncias obtidas nos trés testes realizados para a validagao do sistema.
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Tabela 9 — Resumo de eficiéncia da validacao

Teste Realizado Eficiéncia
Eficiéncia calculada a partir dos resultados obtidos através da andlise 99%
dos dados brutos a partir do GEO2R e o Mining  RNA.

Eficiéncia calculada a partir dos resultados obtidos através da analise 96%
dos dados ajustados para logy a partir do GEO2R e o Mining  RNA.

Eficiéncia calculada considerando as diferencas menores que 1, a

partir das comparagoes entre os resultados de expressao diferencial 91%
do estudo original e os resultados do Mining  RNA.

Fonte: Autoria Propria

No primeiro teste o sistema obteve uma eficiéncia aproximada de 99% na comparacao
com um sistema mantido pelo proprio NCBI. No segundo teste, utilizando o mesmo conjunto
de dados com pré-processamento diferente a eficdcia foi de aproximadamente 96% a qual
ainda é alta considerando a utilizacao de algoritmos e linguagem de programacao diferentes,
sendo o sistema comparado com outro com maturidade significativamente maior. Os dois

testes evidenciam uma eficiéncia média de 97,5% no cendrio proposto.

O terceiro teste, realizado comparando os resultados calculados a partir do objeto
produzido por esta pesquisa com o estudo original evidenciou que em mais de 91% dos
genes avaliados a diferenca no valor do fold change calculado foi menor que 1 como pode ser
visto na Figura 20, este resultado possibilita uma validacao satisfatoria para os resultados
obtidos por esta pesquisa, mostrando ainda que os as informagoes obtidas através do
sistema sao confidveis pois sao significativamente proximas as obtidas através de outros

tipos de estudos ja publicados em meios cientificos.
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5 Consideracoes Finais

Este trabalho apresentou o Mining RNA, um sistema web para mineracao de
dados em estudos transcriptomicos a partir de microarranjos, com interface de facil acesso.
O sistema possibilita aos pesquisadores a realizacao de reandlises em estudos armazenados

no banco de dados biolégicos GEO.

Durante a etapa de planejamento desse trabalho foram levantadas questoes a
partir da metodologia design science que foram devidamente satisfeitas e documentadas
no decorrer da execucao do projeto. Foi construido um sistema que, através de alguns
passos e a devida selecao de filtros, oportuniza a pesquisadores reanalisar resultados de
aproximadamente 143 mil (NCBI, 2021b) estudos transcriptomicos sem que seja necessario
entender de programacao, promovendo ainda um ganho de tempo que pode ser dedicado a

analise final dos dados apresentados pelo sistema.

Para que os resultados apresentados no sistema desenvolvido pudessem ser confir-
mados como satisfatorios, foi executada a validagao dos mesmos comparando com valores
gerados através da ferramenta GEO2R do NCBI e confrontando também com os resultados
de um artigo com resultados devidamente publicados em meios cientificos. Os resultados

gerados pelo Mining  RNA mostraram-se satisfatorios e com nivel de confiabilidade alta.

Como perspectivas futuras no desenvolvimento de novas versoes sistema Mi-

ning RNA, estudos podem vir a explorar novas funcionalidades do sistema:

o Implementar algoritmos de mineracao de texto para uma sele¢do mais inteligente do
grupo de controle e de casos;

» Possibilitar a geracao de outros tipos de representacao grafica dos resultados;

o Viabilizar a analise de dados de microarranjos ainda nao publicados;

o Propiciar a analise de dados de microarranjos de outros bancos de dados biolégicos;

o Desenvolver uma versao do sistema para execucao local;

o Implementar o calculo de false discovery rate;

o Possibilitar a exportacao dos dados para o sistema Enrichr.
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