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INTRODUGAO:

Este projeto tem como objetivo proposto o desenvolvimento na modelagem de dados de alta-dimenséo
de origem bioldgica, utilizando técnicas de analise estatistica e aprendizado estatistico de maquina.
Em particular, foca-se na andlise de dados de single-cell RNA-seq, com um dos intuitos alimentar
analises complementares conduzidas por equipes biomédicas na caracterizagdo do sistema
imunoldgico de individuos latino-americanos.

Um dos principais focos foram os ensaios de sequenciamento genético de alta capacidade
comparativos entre diferentes grupos. Para isso uma tarefa fundamental foi a andlise de dados de
contagem, no caso as contagens de leitura por gene em RNA-seq, com objetivo de obter evidéncias de
mudancgas sistematicas em condi¢des experimentais. Poucas repeti¢des, o fato das contagens serem
discretas, com amplo intervalo, alta variancia e outliers requerem uma abordagem estatistica
adequada. Assim, usamos o0 DESeg2, um método para analise diferencial de dados de contagem,
usando shrinkage e mudancas de proporcdo nas variaveis para melhorar a estabilidade e
interpretabilidade das estimativas.

Para estimar as expressdes diferenciais entre grupos precisamos fazer comparacdes entre as
diferentes contagens de genes entre os tratamentos e, para tal, se faz necessario usar um modelo
probabilistico apropriado para os dados, dessa forma apresentamos a distribuicdo Binomial Negativa e
as vantagens de a usar nesse contexto. Além disso fizemos comparagdes entre grupos para um
conjunto de dados experimentais usando o DESeq2 e em seguida usaremos técnicas de aprendizado
de maquina para construir modelos com estes dados fazendo uso do tidymodels e outros diversos
pacotes.

METODOLOGIA:

Como citado, o principal objetivo da pesquisa é a modelagem de dados RNA-seq e scRNA-seq, e, para
isso, é necessario 0 uso de um modelo apropriado para as contagens dos genes, estamos lidando com
dados discretos e, ao considerar a leitura de um determinado gene entre todos o0s outros, com
probabilidade baixa de acontecer, assim durante a pesquisa foi demonstrada a razao e efetividade do
uso da binomial negativa como distribuicdo para a modelagem destas contagens.

Com a distribuicao para os dados definida passamos a exemplos e atividades praticas, primeiro
conjunto de dados estudado foi o do pacote “pasilla® no R, no entanto o maior foco foi no segundo
conjunto sobre o qual discutiremos a respeito: Os dados experimentais do pacote “FieldEffectCrC",
disponivel entre os conjuntos de dados experimentais no Bioconductor. Estes sdo dados processados
RNA-seq de 1139 amostras de tecido colorretal primario humano em trés fenétipos, incluindo tumores,
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normais adjacentes aos tumores e saudaveis. Estes dados foram adquiridos ao harmonizar e
sumarizar todas as amostras publicas deste tipo de dado ao longo dos anos.

Carregamos e processamos os dados obtendo um objeto da classe DESegDataSet, com 37361 linhas,
0s genes, e 834 colunas, as amostras. Alguns genes tem contagens baixas demais, sugerindo que, na
realidade, estes genes ndo estavam presentes na amostra bioldgica coletada, de forma que
observamos apenas ruido. Sendo assim, optamos por remover genes que foram observados menos
gue dez vezes entre todas as amostras.

Fizemos também o shrinkage dos dados para lidar com outros problemas das diferencas de contagem,
incluindo efeitos sistematicos observados na ocorréncia de variancias muito baixas. Depois dos
tratamentos mencionados, podemos visualizar as expressdes diferenciais entre tecidos com cancer e
saudaveis:
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Figura 1Visualizacdo das expressdes diferenciais entre tecido com cancer e saudavel.

Na outra parte do projeto, em uma outra visdo, podemos estar interessados em identificar a qual grupo
a pessoa pertence dadas as contagens dos seus genes, contrario a apenas verificar as diferencas das
contagens dados 0s grupos, e esse estudo é precisamente uma aplicagédo de Aprendizado
Supervisionado de Maquina, onde nossas variaveis preditoras sao as contagens de cada gene e a
variavel resposta é classificacdo do grupo de determinado tecido.

Para esse estudo lidamos apenas com os grupos HLT (saudéavel) e CRC (cancer), assim, obtemos os
dados utilizando alguns dos métodos disponiveis no DESeg2 como fizemos nas analises anteriores e
lidamos com os dados pre-processados, ja que o pacote tem normalizacdes e shrinkage especificos
para este tipo de dado. Em seguida, processamos os dados usando métodos contidos no “tidymodels™,
pacote que engloba diversos outros pacotes de processamento e modelagem de dados.

Para obtencéo dos dados, € til usar alguns dos métodos disponiveis no DESeq2 como fizemos
anteriormente e lidar com os dados pre-processados, ja que o pacote tem normalizacfes e shrinkage
especificos para este tipo de dado. Assim transformamos os dados em um dataframe e fazemos os
primeiros processos para a modelagem.
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Em seguida, construimos um modelo de ‘random forest’, com argumentos como 0 minimo de
observacdes por no final e nUmero de varidveis selecionadas em cada n6é como hiper-parametros a
serem otimizados. Fazemos a otimizacéo desses hiper-pardmetros usando validacao cruzada, entéo,
com o modelo ajustado e otimizado, podemos tirar as métricas como acuracia do modelo nos dados de
teste, que ndo usou para treino. Resultando em acuracia e area sob a curva (AUC) de
aproximadamente 99%, consideradas sem duvidas muito altas. Assim, vemos que o modelo funcionou
bem tanto para os dados de treino quanto de teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Como vimos, a modelagem resultou em predicbes com uma performance muito alta, indicando que o
modelo foi apropriado para o problema e que, ao menos para estes dados, Aprendizado de Maquina
foi uma 6tima abordagem para as questdes que levantamos, além disso, do modelo foi possivel extrair
as importancias das variaveis, 0s genes, encontrando de uma forma alternativa ao DESeq2 genes de
maior importancia na separabilidade dos grupos.

Nas analises vimos também que h& muitos genes com expressoes diferenciais significativamente
diferentes, o que também indicou a separabilidade dos grupos e, assim, uma possivel boa
performance de modelos de Aprendizado de Maquina, resultando na corroboracéo das analises.

CONCLUSOES:

Observamos os desafios da modelagem de dados genéticos e como a Distribui¢cdo Binomial Negativa

trata corretamente particularidades observadas em sistemas biolégicos. Os resultados obtidos para os
dados de tecidos com cancer e saudaveis mostram que ha diferencas nas contagens entre 0s grupos

analisados e que a modelagem preditiva é possivel e (til.

Os resultados do estudo trazem otimismo para o avango das técnicas de Aprendizado de Maquina no
contexto genético e bioldgico. Ha ainda muitas aplicagdes para os modelos ja explorados e muitos
possiveis modelos para os dados que foram usados, havendo assim muito espaco para aprendizado e
pesquisa.

Os aprendizados e técnicas desenvolvidas durante a pesquisa servirdo também de auxilio para novos
pesquisadores aprendendo tanto sobre os dados especificos do dominio quanto para interessados por
Aprendizado de Maquina.
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