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Resumo

A cada dia são desenvolvidos novas metodologias e equipamentos que proporcionam maior fa-

cilidade para a elucidação dos RNAs transcritos em situações específicas nos mais diferentes

organismos. O que essas metodologias e equipamentos possuem em comum é o enorme volume

de dados que podem gerar em cada execução. Devido a grande quantidade de tecnologias que

estão surgindo para geração de dados de sequenciamento e expressão gênica precisamos de fer-

ramentas que permitam o estudo e análise integrada dos diferentes dados advindos dos resultado

desses experimentos. Nesse trabalho propomos a integração das funções do transcriptograma

com uma ferramenta desenvolvida para visualização de dados de expressão sobreposto a uma

rede biológica gerando como resultado final um pacote para execução no layout de dashboard

das ferramentas citadas. O pacote foi desenvolvido utilizando a linguagem de programação R

em conjunto com as linguagens C e C++ e disponibilizado para o ambiente R. Para validar a

ferramenta utilizaremos dados de expressão gênica de amostras de pulmão obtidas das tecno-

logias de sequenciamento microarranjo e Single-Cell RNA. Como resultados a ferramenta levi

(Landscape Expression Visualization Interface) está disponível para download em um dos prin-

cipais repositórios onlines de ferramentas de bioinformática, o Bioconductor. A integraccão das

ferramentas do transcriptograma foram adicionadas ao dashboard e para validarmos a aplicacão

realizamos o workflow do trancriptograma em dados de microarranjo e RNA-seq de amostras de

pessoas com e sem adenocarcinoma de pulmão. Os resultados indicam uma maior acurácia na

utilizacão da ferramenta rTranscriptograma tanto para dados de microarranjo como para dados

de RNA-seq.



Abstract

Every day new equipment are developed that provide greater facility for elucidating the RNAs

transcribed in specific situations in the most different organisms. What these methodologies

and equipment have in common is the large volume of data that they can generate in each exe-

cution. Due to the great amount of technologies that are emerging to generate sequencing and

gene expression data, we need tools that allow the study and integrated analysis of the different

data resulting from the results of these experiments. In this work we propose the integration

of the functions of the transcriptogram with a tool to be developed for visualization of expres-

sion data superimposed on a biological network, resulting in a package for the execution of

the mentioned tools in the final result. The package was developed using the R programming

language together with C and C++ languages and made available to the R environment. To

validade the tool we will use gene expression data from lung samples obtained from microarray

and Single-Cell RNA sequencing Technologies. As a result the levi tool (Landscape Expression

Visualization Interface) is available for download in one of the main online respositories of bi-

oinformatics tools, the Bioconductor. The integration of transcriptogram tools has been added

to the dashboard and to validate the application, we performed the transcriptogram workflow

on microarray data and RNA-seq from samples from people with and without lung adenocarci-

noma. The results indicate a greater accuracy in the use of the rTrancriptogram tool both from

microarray and RNA-seq data.



Lista de Figuras

2.1 6 "V"s do Big Data. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 4

2.2 Biologia de Sistemas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 5

2.3 Métodos de análises em Biologia de Sistemas . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 7

2.4 Affymetrix GeneChip - Microarranjo de oligonucleotídeos. . . . . . . . . . . p. 9

2.5 Roche NimbleGen - Microarranjo de oligonucleotídeos. . . . . . . . . . . . . p. 10

2.6 Agilent - Microarranjo de oligonucleotídeos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 11

2.7 Visão geral de um pipeline para RNA-seq . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 12

2.8 Tecnologia de sequênciamento de Sanger. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 14

2.9 Estratégias de imobilização de templates utilizada pela Applied Biosystems. . p. 15

2.10 Estratégia de amplificação por fase sólida usada pelos equipamentos da Ilumina. p. 16

2.11 Estratégia de fixação da polimerase no suporte utilizada pela Pacific Biosci-

ences. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 17

2.12 Isolamento de Single Cell e preparação da biblioteca. . . . . . . . . . . . . . p. 19

2.13 Exemplo de rede direcionada e não-direcionada. . . . . . . . . . . . . . . . . p. 23

2.14 Exemplos de tipos de grafos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 23

2.15 Principais modelos de redes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 26

4.1 Workflow com as etapas do projeto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 31

4.2 Workflow levi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 36

4.3 Transformação da rede em matriz de adjacência . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38

4.4 Método . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 39

4.5 Proximidade dos vizinhos em relação ao elemento central na matriz de adja-

cência . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 40



4.6 Representação de cinco possíveis distâncias do elemento central em relação

a diagonal principal de uma matriz de adjacência. . . . . . . . . . . . . . . . p. 41

4.7 Avaliação da vizinhança do elemento central no modelo “cruz”. . . . . . . . p. 42

4.8 Gráfico de nível de custo energético por configurações possíveis de uma ma-

triz de adjacência. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 43

4.9 Avaliação da vizinhança do elemento central no modelo “X”. . . . . . . . . . p. 44

4.10 Avaliação da vizinhança do elemento central no modelo “Anel”. . . . . . . . p. 45

4.11 Modularidade por Janela . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 46

4.12 Resultado da Modularidade por Janela . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 47

5.1 Rede do String para via de sinalização ErbB . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 53

5.2 Network levi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 54

5.3 Objeto Ordering Data . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 56

5.4 Objeto Modularity Data . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 57

5.5 Tela principal de execução do dashboard . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 59

5.6 Tela da opção Cluster plot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 60

5.7 Área de visualização do gráfico gerado a partir dos clusters . . . . . . . . . . p. 60

5.8 Tela inicial da opção do menu Gene expression Level . . . . . . . . . . . . . p. 61

5.9 Aba Biomart and Suavization da opção do menu Gene Expression Level . . . p. 63

5.10 Aba Plot Settings. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 64

5.11 Gráficos de nível de expressão gênica - agrupamento . . . . . . . . . . . . . p. 64

5.12 Gráficos de nível de expressão gênica - unitário . . . . . . . . . . . . . . . . p. 65

5.13 Aba Targets do menu Functional Enrichment . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 65

5.14 Aba Ontology and Statistic do menu Functional Enrichment . . . . . . . . . p. 66

5.15 Aba Comparison Results do menu Functional Enrichment . . . . . . . . . . p. 67

5.16 Aba Graph do menu Functional Enrichment . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 67

5.17 Exemplo de visualização do levi dentro do dashboard . . . . . . . . . . . . . p. 68



5.18 Gráfico de perfil de modularidade utilizando as janelas 101, 201, 301, 401 e

501 para o modelo Cruz. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 69

5.19 Gráfico de perfil de modularidade utilizando as janelas 101, 201, 301, 401 e

501 para o modelo Anel. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 69

5.20 Gráfico de perfil de modularidade utilizando as janelas 101, 201, 301, 401 e

501 para o modelo X. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 70

5.21 Gráfico de Custo Energético em relação a quantidade de passos de Monte Carlo. p. 70

5.22 Gráfico de modularidade por posição relativa das proteínas. . . . . . . . . . . p. 72

5.23 Seleção de clusters para criação de sub-redes. . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 72

5.24 Sub-redes criadas a partir da selação dos módulos. . . . . . . . . . . . . . . . p. 74

5.25 Análise da atividade transcricional relativa da série GSE10072 . . . . . . . . p. 76

5.26 Análise da atividade transcricional relativa da série GSE10072 . . . . . . . . p. 76

5.27 Diagrama de Veen para a as comparações da série GSE10072 . . . . . . . . . p. 77

5.28 Aplicação do levi para visualização da sobreposição do cluster AC em dados

de expressão da série GSE10072. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 78

5.29 Análise da atividade transcricional relativa da série GSE10072 . . . . . . . . p. 79

5.30 Análise da atividade transcricional relativa da série GSE10072 . . . . . . . . p. 79

5.31 Diagrama de Veen para a as comparações da série GSE81089 . . . . . . . . . p. 80

5.32 Aplicação do levi para visualização da sobreposição do cluster AC em dados

de expressão da série GSE81089. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 81

5.33 Transcriptograma da comparação 1 (fumantes com câncer) para a série GSE10072

com a apresentação de algumas ontologias selecionadas de forma aleatória. . p. 88

5.34 Transcriptograma da comparação 2 (ex-fumantes com câncer) para a série

GSE10072 com a apresentação de algumas ontologias selecionadas de forma

aleatória. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 89

5.35 Transcriptograma da comparação 3 (indivíduos que nunca fumaram com cân-

cer) para a série GSE10072 com a apresentação de algumas ontologias sele-

cionadas de forma aleatória. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 90



5.36 Transcriptograma da comparação 1 (fumantes com câncer) para a série GSE81089

com a apresentação de algumas ontologias selecionadas de forma aleatória. . p. 92

5.37 Transcriptograma da comparação 2 (ex-fumantes com câncer) para a série

GSE81089 com a apresentação de algumas ontologias selecionadas de forma

aleatória. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 93

5.38 Transcriptograma da comparação 3 (indivíduos que nunca fumaram com cân-

cer) para a série GSE81089 com a apresentação de algumas ontologias sele-

cionadas de forma aleatória. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 94



Lista de Tabelas

4.1 Detalhes dos dados de expressão utilizados na análise . . . . . . . . . . . . . p. 30

5.1 Número de downloads por ano e mês do pacote levi no Bioconductor. . . . . p. 55

5.2 Posições relativas das proteínas para formação dos clusters selecionados. . . . p. 73

5.3 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduos com câncer fumantes da série GSE10072. . . . . p. 82

5.4 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduos com câncer ex-fumantes da série GSE10072. . . p. 83

5.5 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduos com câncer que nunca fumaram da série GSE10072. p. 84

5.6 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduos com câncer fumantes da série GSE81089. . . . . p. 85

5.7 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduoscom câncer ex-fumantes da série GSE81089. . . . p. 86

5.8 Amostra de processos biológicos existentes no cluster 1 com p-valor menor

que 1 x 10 −5 de indivíduos com câncer que nunca fumaram da série GSE81089. p. 87



Sumário

Resumo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. iv

Abstract . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. v

1 Introdução p. 1

2 Revisão da Literatura p. 3

2.1 Big Data . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 3

2.2 Biologia de sistemas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 5

2.3 Tecnologias para obtenção e análise dos dados de expressão gênica . . . . . . p. 8

2.3.1 Microarranjo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 8

2.4 Tecnologias de Microarranjo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 8

2.4.1 Affymetrix . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 8

2.4.2 Roche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 9

2.4.3 Agilent . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 10

2.4.4 RNA-seq . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 11

2.4.5 Sanger (primeira-geração) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 12

2.4.6 Sequenciamento de nova geração . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 14

2.4.7 Single Cell . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 17

2.5 Normalização dos dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 20

2.6 Dados transcriptomicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 20

2.6.1 Sequence Read Archive (SRA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 20

2.6.2 Gene Expression Omnibus (GEO) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 20

2.7 Redes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 21



2.7.1 Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING) . . . . . p. 21

2.7.2 STITCH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 22

2.8 Redes Biológicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 22

2.8.1 Conectividade . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 24

2.8.2 Coeficiente de clusterização para redes não direcionadas . . . . . . . p. 24

2.8.3 Modelos de Redes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 24

2.8.4 Rede Escala Livre . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 25

2.8.5 Rede Hierárquica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 26

2.8.6 Justificativa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 27

3 Objetivos p. 29

3.1 Objetivos específicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 29

4 Material e Métodos p. 30

4.1 Workflow . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 30

4.2 levi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 30

4.2.1 R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 32

4.2.2 C++ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 33

4.2.3 CSS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 33

4.2.4 Equações . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 33

4.3 transcriptograma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 37

4.4 Método de ordenamento de redes em uma dimensão . . . . . . . . . . . . . . p. 37

4.4.1 Modelo Cruz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 40

4.4.2 Modelo X . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 43

4.4.3 Modelo Anel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 44

4.5 Modularidade . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 45

4.6 Análise de Expressão Gênica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 47



4.7 Enriquecimento Funcional . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 48

4.8 Desenvolvimento da ferramenta dashboard . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 48

4.8.1 Método transcriptograma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 48

5 Resultados e Discussão p. 50

5.1 levi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 50

5.1.1 Implementação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 50

5.1.2 Instalação . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 51

5.1.3 Carregando os arquivos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 52

5.1.4 Execução do levi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 52

5.1.5 Bioconductor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 55

5.2 transcriptograma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 55

5.3 Ferramenta de dashboard . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 57

5.4 Aplicação do workflow em dados de Homo sapiens . . . . . . . . . . . . . . p. 67

6 Conclusões p. 96

Referências Bibliográficas p. 97



1

1 Introdução

A tecnologia da informação está cada vez mais presente em todas as áreas e aspectos de

nossas vidas. Segundo (ALHARTHI, 2017), toda a atividade humana gera dados. No nosso dia

a dia geramos dados nas interações que realizamos em redes sociais, com os equipamentos de

GPS de celulares, ao acessar a redes wi-fi ou mesmo enviar mensagens em correios eletrôni-

cos. Na área biológica, dados podem ser gerados de diferentes fontes como, por exemplo, os

provenientes da interação entre proteínas ou os resultados obtidos através de tecnologias para o

sequenciamento dos dados de expressão.

A integração e analise de dados computacionais obtidos de diferentes fontes é chamado

de big data (SAGIROGLU; SINANC, 2013). Com o big data podemos realizar análises mais

robustas incluindo dados que podem complementar resultados oriundos das mais diversas tec-

nologias.

Existem várias características do big data tal como os Vs que estão relacionados a atributos

importantes que devemos levar em consideração para a correta análise dos diferentes conjuntos

(variedade de dados) e a grande quantidade de dados existentes (volume). Para observarmos o

nível de complexidade dos conjuntos, em uma análise de big data podemos exemplificar que a

variedade dos dados podem ser estruturados, semi-estruturados ou não estruturados, um exem-

plo de dados não estruturados são as lojas virtuais que podem vender itens com diferentes carac-

terísticas como tamanho, dimensão, volume, quantidade, cores, funcionalidades, entre outros.

Em relação a característica do volume de dados podem ser medidos em terabytes, pentabytes e

pode chegar até a yottabytes (RISTEVSKI; CHEN, 2018).

Para armazenar essa grande quantidade de dados de diferentes tipos existem repositórios

disponíveis na internet como o IBGE com dados do senso brasileiro, o DATASUS com conjun-

tos de dados sobre o SUS e o Kaggle que posssui dados desde filmes do cinema até desastres

ambientais. Para dados obtidos através de diversas tecnologias ou experimentos biológicos po-

demos citar alguns exemplos como o Gene Expression Omnibus, ArrayExpress e o The Cancer

Genome Atlas.
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Para que possamos estudar a possibilidade de transferir as análises realizadas utilizando

as técnicas de big data para a área biológica, podemos utilizar a biologia de sistemas. Se-

gundo (SONIS; VILLA, 2019), a biologia de sistemas permite a integração entre áreas como a

biologia, tecnologia e computação. As perguntas biológicas geram a necessidade de novas tec-

nologias, a aplicação das novas tecnologias tem como resultados novos dados e a computação,

através de novos programas, realizam as análises desses dados.

Entre os grandes desafios da análise desses grandes volumes de dados estão as seleções

dos conjuntos, integração e análises dos dados (KADADI et al., 2014). Por trabalhar com um

grande volumes de dados que podem ter sido gerados de difererentes tecnologias, a etapa de

análise de dados de big data apresenta uma grande dificuldade para os profissionais de ambas

as áreas biológicas e/ou computacionais. Uma das principais etapadas da análise de dados são

as criações de visualizações através da filtragem e processamentos dos dados.

Apesar de tabelas possuírem geralmente um grau de detalhamento maior em relação a lei-

tura dos dados, as imagens e gráficos facilitam a visualização e entendimento dos resultados

por todos os usuários. Em 2017 Czauderna e Schreiber citam em seu trabalho a importância da

visualização para apresentar e explorar grandes quantidades de dados biologicos.

Com a quantidade crescente de dados experimentais gerados e disponibilizados em reposi-

tórios na internet, faz-se necessário o acesso a métodos que permitam uma melhor visualização

das potenciais relações entre estes registros.
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6 Conclusões

A utilização do dashboard com as funções de ordenamento e modularidade permitiram a

construção de sub-redes e visualização.

A criação de uma interface gráfica de usuário (GUI) integrando todas as ferramentas per-

mitiu através de caixas de diálogos orientar o usuário sobre as etapas do workflow e possíveis

mensagens de erro, além de ser mais amigável pela utilização de caixas de seleções para car-

regar os arquivos necessários e botões para ajustes nos parâmetros de execução dos processos.

Foram minimizados os arquivos de entrada para a execução de todos os processos, sendo ne-

cessário somente o arquivo de interação dos nodos da rede biológica e os arquivos de expressão

de microarranjo ou RNA-seq. As etapas de seleção de quantidade de comparações, controles e

testes foram otimizadas para serem executadas diretamente do dashboard. Como arquivos de

saída é possível salvar em variáveis da linguagem de programação R ou mesmo em arquivos de

ambientes externos (.RData) os resultados de todas as etapas para uma análise mais analítica.

Ao realizarmos as análises com dados de expressão oriundos das séries GSE10072 (micro-

arranjo) e GSE81089 (RNA-seq) obtivemos similaridades entre os resultados das comparações

e conseguimos aumentar a acurácia em relação aos resultados publicados desses dados. Tam-

bém foi possível analisar todo o organismo de uma forma mais ampla, sem descarte de genes,

por utilizar como base a rede proteíca como referência.
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