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Geracao de redes de co-expressao de genes
utilizando informagdes de expressao

diferencial
Generation of co-expression gene networks using
differential expression information

Resumo

As redes de co-expressdo de genes sdo aplicadas
para analise dos processos bioldgicos. O método de corre-
lacdo simples é amplamente empregado para a criacao de
redes, porém ndo é capaz de modelar adequadamente sua
complexidade. O presente estudo propde um método de
geracdo de redes de co-expressdo utilizando dados de ex-
pressdo diferencial de genes. Para isso, foram obtidos de
banco de dados publicos informacgdes de expressao de ge-
nes para as espécies Saccharomyces cerevisiae e Homo
sapiens. As expressdes diferenciais foram calculadas utili-
zando o pacote DESeq2 do software R. A analise topolo-
gica da rede foi realizada utilizando o software MatLab e
as redes geradas foram comparadas com redes validadas
experimentalmente. Os resultados revelaram que o método
proposto é mais eficiente que a correlacdo para a geracao
de redes para a espécie Saccharomyces cerevisiae, contu-
do estudos mais aprofundados ainda sdo necessarios para
uso da metodologia para dados da espécie Homo sapiens.

Palavras-chave: Redes de co-expressdo de genes, corre-
lacédo simples, expressao diferencial de genes.

Abstract

Co-expression gene network are applied to analyze
biological processes. The simple correlation method is
widely used to create this kind of network, however it is
not able of properly modeling its complexity. Therefore,
this present study aims to propose a new method to gener-
ate gene co-expression networks by an approach applying
gene differential expression. For this purpose, gene ex-
pression data was obtained from public data base for the
species Saccharomyces cerevisiae and Homo sapiens. Dif-
ferential expression was calculated by DESeq2 package
for R software. Network topologic analyses were per-
formed using MatLab software. The constructed network
was compared with experimental validated networks. The
results revealed the proposed method is more efficient
than the correlation for generating networks for the Sac-
charomyces cerevisiae, but further studies are still needed
to use the methodology for data from Homo sapiens.

Keywords: Co-expression gene networks, simple correla-
tion, genes differencial expression.
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1 Introducao

A evolucdo dos recursos tecnolégicos permitiu um grande avango na obtencdo de infor-
macdes de sistemas biologicos. Compreender como essas informacgdes podem estar associa-
das, ou seja, a funcdo e a dindmica dos processos bioldgicos de metabolismo, regulacédo e si-
nalizacdo e suas interacdes em nivel celular é crucial para fazer progressos na biologia, medi-
cina e biotecnologia (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007). Entretanto, pelo fato desses dados
de sistemas bioldgicos serem complexos, é requerido o desenvolvimento de métodos baseados
em principios matematicos e computacionais para integrar esse grande volume de informa-
coes (LI et al, 2015). A biologia de sistemas surgiu nesse contexto, sendo um campo de estu-
dos interdisciplinar (KITANO, 2001). Com o advento de biotecnologias como 0 microarranjo
de DNA e sequenciamento de nova geracgéo, 0 uso da expressao génica passou a ser indispen-
savel nos estudos biolégicos (THOMAS; PORTIER, 2013). Uma maneira eficiente de se rea-
lizar interpretacdes bioldgicas significativas dos dados de expressao € a partir da construgdo
de redes de co-expressdo génica, uma importante ferramenta da Biologia de Sistemas.

Muitas abordagens estatisticas para inferéncia de redes de co-expressdo de genes foram
desenvolvidas (ALLEN et al, 2012). Os métodos baseados em correlacdo simples sdo majori-
tariamente utilizados, especialmente por sua baixa complexidade numérica (CARTER et al,
2004; LANGFELDER; HORVATH, 2008; ZHANG; HORVATH, 2005). A literatura mostra
que esse método produz redes com caracteristicas topoldgicas adequadas, na qual o grau de
distribuicdo segue a lei de poténcia. Entretanto, observa-se que as taxas de arestas verdadeiras
positivas sdo baixas e, quando altas, refletem apenas o fato do método ter sido aplicado sobre
uma rede de dimensdo imensamente inferior as redes reais (RUAN; DEAN; ZHANG, 2010;
ZHANG; HORVATH, 2005). Isso ocorre porque a correlagdo simples considera apenas cor-
relacdo de expressdes entre pares isolados de genes em uma rede, excluindo a possivel in-
fluéncia de um terceiro gene sobre cada par. Logo, ocorre 0 aumento de arestas falsas positi-
vas pela utilizacdo de tal método. Por isso, redes bioldgicas tendem a ser extremamente com-
plexas, assim como as informacdes, expressdes e regulacdes entre 0s nos.

Nesse sentido, o presente estudo propde uma metodologia baseada no uso de expressao di-
ferencial de genes para a geracdo de redes de co-expressdo. Essa abordagem tende a ser mais
eficiente pois as informac6es de expressao diferencial sdo obtidas de uma analise multivariada
da expressdo dos genes, modelando de forma mais fidedigna a complexidade das redes biol4-
gicas (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

O objetivo do presente estudo € inferir redes de co-expressdo de genes para as espécies
Saccharomyces cerevisiae e Homo sapiens utilizando o método proposto e comparar sua per-
formance preditiva com a do método de correlacdo simples.

2 Métodos

2.1 Obtencao dos dados de expressao de genes

Para o presente estudo foram utilizados dados gendmicos de duas espécies modelos. O
primeiro organismo modelo foi a espécie Saccharomyces cerevisiae, uma levedura fermenta-
tiva. Essa espécie foi selecionada por ser um dos mais populares modelos para diversos expe-
rimentos em Biologia e, sendo assim, seu genoma estd com melhor qualidade de montagem e
anotacdo. Também h& para essa especie milhares de dados de transcriptoma disponiveis. Os
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transcriptomas foram baixados do banco de dados Sequence Read Archive (SRA) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e o genoma de referéncia coletado do banco de
dados Ensemble (ZERBINO et al, 2018).

Os reads filtrados foram mapeados sobre seu respectivo genoma utilizando o programa
Bowtie 2 e as expressdes em Rlog foram calculadas em usando o pacote DESeq2 do software
R. Dessa forma, foram obtidos os dados de expressdo génica de todos 0s genes (Ngenes = 6703)
da espécie Saccharomyces cerevisiae em 36 experimentos diferentes (Nexperimentos = 36).

O segundo organismo modelo estudado foi a espécie Homo sapiens, de forma a incremen-
tar os resultados apresentados no trabalho publicado no V Encontro Regional de Matematica
Aplicada (CORREA et al, 2018). Dessa maneira, de forma adicional, neste estudo foram ana-
lisados dados de expressdo génica de cardiomiocitos da espécie Homo sapiens publicados por
Pavlovic et al (2018), obtidos diretamente do banco de dados GEO DataSets (NCBI). Dos
44125 genes, foram selecionados para o estudo dados de expressao de apenas 21607 genes
(ngenes = 21607), por ser apenas esse 0 conjunto de genes presentes em redes de co-expresséo
validadas experimentalmente. Para esse conjunto de genes foram feitas duas analises: uma
considerando um total de 10 experimentos (Nexperimentos = 10) € outra analisando 36 experimen-
tos (Nexperimentos = 36). O objetivo da escolha de dois conjuntos experimentais de diferentes
tamanhos € avaliar se 0 nimero de experimentos tem interferéncia na performance preditiva
das redes geradas.

2.2 Geracgao da matriz de expresséo diferencial

A determinacdo da expressdo diferencial dos genes de ambas as espécies foi realizada uti-
lizando o pacote DESeq2. A anélise de expresséao diferencial no DESeq2 usa um modelo line-
ar generalizado da forma:

Kij = NB(w;, ;). 1)
Hij = Sjqij- (2)

onde, na Equacdo 1, i corresponde ao indice do gene e j corresponde ao indice do experimen-
to, K;; € o nimero de counts do gene i em uma amostra j, a qual € modelado utilizando uma
distribuicdo binomial negativa com média p;; € um pardmetro de disperséo ;. A Equagéo 2
mostra que a média p;; € composta de um fator de tamanho especifico da amostra s; e um
pardmetro q;; proporcional a concentragéo real esperada de fragmentos de um gene i para a
amostra j (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

2.3 Matriz de adjacéncias

Para determinar a significancia estatistica (p-value) da expressdo diferencial de todos os
genes i em dado experimento j, todos os demais experimentos k (sendo k={1, 2, ... , Nexperimen-
tos}\{j}) foram considerados como condicdo controle. Dessa maneira foi possivel obter uma
matriz de probabilidades, P(NgenesXNexperimentos), ONde cada linha corresponde a um gene i e ca-
da coluna a um experimento j. A partir dessa matriz, foi gerada uma matriz de adjacéncias da
rede, A(NgenesXNgenes), ONde cada elemento tem um valor binario. Sendo assim, em um dado
experimento j os elementos da matriz sdo definidos da seguinte forma:
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{aik = 0 e pl] S O'OSApkj S 0,05 (3)
aij = 0 e pl] > 0,0SVpkj > 0,05

A Equacdo 3 mostra que sdo considerados como genes co-expressos aqueles com expres-
sdo diferencial estatisticamente significativa (p < 0,05) simultaneamente em um ou mais expe-
rimentos. O fluxograma apresentado na Figura 1 ilustra 0 método para a geracao de redes de

CO-expressao.
o =1
P

i: indice de gene
J e k: indices de amostra

1

Calculo de expressao diferencial (DESeq2)
amostra=tratamento

amostra,=controle {k=1,2,...,0, ...} néo <v>
i

’ PN 0e XN porimentos): Matriz dos p-values li

‘ AN e ): Matriz binaria das arestas

Figura 1 - Fluxograma ilustrativo do método para a geracéo de redes de co-expressao utlllzando informa-
cOes da expresséo diferencial de genes.

2.4 Representacoes graficas das redes e histogramas de graus de conectivi-
dade dos nds

O software MatLab foi utilizado para produzir a representacdo grafica das redes inferidas.
A representacdo grafica da rede para a espécie Saccharomyces cerevisiae levou em considera-
cao todos os seus 6703 genes. Ja as representacdes graficas da rede de co-expressdo de genes
da espécie Homo sapiens foram produzidas utilizando uma selecdo aleatdria de 6703 genes
para fins de comparacdo com os resultados para a espécie Saccharomyces cerevisiae. Todas
as representacdes graficas das redes foram produzidas utilizando a fun¢do Graph do software
MatLab.

Ainda com o auxilio do software MatLab, determinou-se os histogramas dos graus de co-
nectividade dos genes. Os dados histogramas foram ajustados por uma funcgdo do tipo expo-
nencial decrescente. Esse ajuste é importante para caracterizar as redes geradas como redes
livres de escala, na qual a probabilidade de que um no6 tenha k arestas é dado por P(k)~k-y,
onde y é grau de conectividade (BARABASI; OLTVAI, 2004).

2.5 Comparacéo entre os metodos de geracéo de redes

Para a comparacdo da performance preditiva do método proposto com o0 método de corre-
lagdo simples para a geracdo de redes de co-expressdo, foi feita uma interseccdo das arestas
das redes obtidas pelos diferentes métodos com as arestas de redes validadas experimental-
mente. Para a espécie Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se uma rede validada obtida do
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banco de dados DREAM (MARBACH et al, 2010). Para a espécie Homo sapiens, utilizou-se
a rede validada e publicada no trabalho de Stuart et al (2003). A interse¢do gerou uma matriz
de confuséo, caracterizada pelos parametros: verdadeiros positivos (VP), verdadeiros negati-
vos (VN), falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN).

3 Resultados

3.1 Saccharomyces cerevisiae

O meétodo de geracdo de redes de co-expressao utilizando dados de expressdo diferencial
gerou uma rede com 231.452 vértices, com topologia bidimensional ilustrada na Figura 2(a).
O histograma dos graus de conectividade desses nos foi bem ajustado a lei de poténcia, com
coeficiente de determinacdo R2=0,94, conforme apresentado na Figura 2(b). Esses resultados
revelam que o método proposto produziu redes com topologia adequada, ou seja, redes livres
de escala (CORREA et al, 2018).

(b) 900 A Ajuste pela lei de poténcia (R2=0,94)

(a)

750 4
600

450 4

Frequéncia

300

150 4

0 200 400 600 800
Grau de conectividade

Figura 2 - (a) Representacdo grafica bidimensional da rede de Saccharomyces cerevisiae gerada pelo méto-
do utilizando informacdo de co-expressdo de genes. (b) Histograma dos graus de conectividade dos nds da rede.

Pela Figura 2(b) é possivel observar que muitos genes possuem um grande namero de co-
nexdes (>400), impossibilitando um melhor ajuste do histograma a lei de poténcia. Tais genes
s&o conhecidos como hubs e s3o essenciais em sistemas bioldgicos (BARABASI; OLTVAI,
2004).

A Tabela 1 mostra os parametros da matriz de confusdo para ambos os métodos de gera-
cdo de redes da Saccharomyces cerevisiae: a expressao diferencial e a correlagdo simples. A
matriz de confusdo é importante para avaliar a eficacia dos métodos. Do ponto de vista da
biologia de sistemas, é desejavel que o método para a geracdo de redes de co-expressao pro-
duza um alto namero de VP em uma rede com um reduzido nimero de arestas (Narestas), OU
seja, € importante minimizar a razao Narestas /VP.

Tabela | - Comparacao entre 0os métodos para geracéo de redes da Saccharomyces cerevisiae

Pardmetros | Expresséo diferencial | Correlacéo Simples
VP 175 10
VN 22.218.203 22.425.608
FP 231.367 23.952
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FN 12.008 12.173
Rrostas 231.542 23.962
Narostas!VP 1.323.1 2.396,2

Os resultados mostram que o0 método de geragdo de redes de co-expressdo utilizando in-
formacdes de expressao diferencial de genes é mais eficiente que o método de correlagédo
simples, identificando um numero significativamente maior de arestas verdadeiras positivas e
apresentando uma razao Narestas /VP 44,8% menor em relacdo a rede gerada pelo método de
correlag@es simples.

3.2 Homo sapiens

Para a rede de co-expressdo do Homo sapiens considerando 10 experimentos, 0 método de
expressao diferencial gerou 5.636.584 arestas, ja para 36 experimentos, 2.498.55. Ambas as
redes sdo ilustradas na Figura 3, onde foram selecionados 6.703 genes de forma aleatoria a
fim de permitir a comparacdo de suas topologias com as redes da espécie Saccharomyces ce-
revisiae.

(@) (b)

Figura 3 - Representa¢do grafica bidimensional da rede de co-expressdo de genes da espécie Horho sapiens
gerada pelo método de expressdo diferencial utilizando: (a) 10 experimentos e; (b) 36 experimentos.

Os histogramas dos graus de conectividade dos genes e seus ajustes a lei de poténcia séo
apresentados na Figura 4.

(a) 2004 {b) 300~ Ajuste pela lei de poténcia (R?=0,78)
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=
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Figura 4 - Histograma dos graus de conectividade dos nds das redes inferidas pelo método de expressdo di-
ferencial para a espécie Homo sapiens utilizando: (a) 10 experimentos e (b) 36 experimentos.

Pelas representacdes graficas e histogramas das redes de co-expressao para a espécie Ho-
mo sapiens utilizando o metodo de expressao diferencial, € possivel perceber que um menor
ndmero de experimentos (Nexperimentos = 10) ndo foi capaz de modelar adequadamente a rede,
sendo que o histograma para esse conjunto de dados ndo pode ser ajustado a lei da poténcia.
Ja o histograma para os resultados considerando 36 experimentos (Nexperimentos = 36) puderam
ser ajustados a lei de poténcia com R2=0,78.

Avaliando os resultados de forma conjunta (histogramas e topologia da rede), é possivel
afirmar que o aumento no nimero de experimentos foi significativo para a melhoria da quali-
dade da rede, aproximando-a de uma rede livre de escala. A rede obtida com 10 experimentos
possui um emaranhado de conexdes na parte central, confirmando a informacdo do histogra-
ma de que ela possui um grande nimero de genes com muitas conexdes, 0 que ndo é consis-
tente e esperado em redes bioldgicas reais.

Esses resultados indicam, de forma indireta, que quanto maior o numero de genes do or-
ganismo, mais experimentos sdo necessarios para inferir uma rede que se assemelhe a uma
rede bioldgica real. Essa informacéo € consistente quando observa-se que os dados de expres-
sdo da espécie Saccharomyces cerevisiae permitiram a inferéncia de uma rede com topologia
satisfatoria para seus 6.703 genes com apenas 36 experimentos (R2=0,94). Contudo, os dados
de expressdo de 21.607 genes da espécie Homo sapiens em 36 experimentos produziram uma
rede cujo coeficiente de determinacdo do ajuste do histograma a lei de poténcia foi significa-
tivamente menor (R2=0,78). A avaliacdo dessa tendéncia necessita de estudos mais aprofun-
dados e pode ser tema de trabalhos futuros.

As Figuras 5 e 6 apresentam, respectivamente, as representacfes graficas das redes e his-
togramas gerados pelo método de correlacdo simples utilizando dados de expressdao em 10
experimentos (Figura 5-a e Figura 6-a) e 36 experimentos (Figura 5-b e Figura 6-b). Nota-se
que ambos os histogramas se adequam a lei de poténcia, indicando que ambas as redes possu-
em topologia adequada (R2=0,91 e R2=0,97).

(a)

Y
[ ¥

Figura 5 - Representacdo grafica bidimensional das redes inferidas pelo método de correlagdo simples para
a espécie Homo sapiens utilizando: (a) 10 experimentos e; (b) 36 experimentos (b).
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Figura 6 - Histograma dos graus de conectividade dos nds das redes inferidas pelo método de correlagdo
simples para a espécie Homo sapiens utilizando: (a) 10 experimentos e; (b) 36 experimentos.

Os resultados mostram que as redes de co-expressao inferidas pelo método de correlacéo
simples para a espécie Homo sapiens possuem topologia adequada para ambos conjuntos da-
dos (Nexperimentos = 10 € Nexperimentos = 36), entretanto é observada a mesma tendéncia apresenta-
da nos resultados prévios, onde o uso de um conjunto de dados com maior nimero de experi-
mentos produz redes com topologia mais adequadas as redes livre de escala, ou seja, as redes
bioldgicas reais.

A Tabela 2 apresenta os parametros da matriz de confuséo para as redes inferidas para a
espécie Homo sapiens utilizando 10 e 36 experimentos, para ambas as metodologias avaliadas
neste estudo.

Tabela 2 - Comparacdo entre as matrizes de confusdo das redes inferidas para a espécie
Homo sapiens geradas com 10 e 36 experimentos pelo método de expressao diferencial e cor-
relacdo simples.

Métodos Expressédo Diferencial Correlacdo Simples
EXDETimentOS Nexperimentos=10 | Nexperimentos= 36 Nexperimentos=10 | Nexperimentos=36
VP 1.197 225 2.031 3.472

VN 227.754.579 230.891.096 228.968.923 231.784.955
FP 5.635.387 2.498.326 4.420.499 1.604.467
FN 29.258 30.774 28.968 27.527
Narestas 5.636.584 2.498.551 4.422.530 1.607.939
Narestas! VP 4.708,93 11.104,67 2.177,51 463,12

Observando os resultados apresentados € possivel afirmar que, para a espécie Homo sapi-
ens, o método de correlacdo simples apresentou melhor performance preditiva, 0 que é consis-
tente com os resultados apresentados das topologias das redes inferidas. Esse resultado se
deve principalmente ao baixo nimero de experimentos utilizados nas anélises, conforme dis-
cutido previamente. Observa-se ainda pela Tabela 2 que as redes geradas pelo método de ex-
pressdo diferencial sdo maiores que as redes geradas pelo método de correlagdo simples, indi-
cando que um critério mais rigoroso no valor de p-value de expressao diferencial utilizado
para estabelecer as conexdes pode ser aplicado, sendo esta uma proposta para estudos futuros.
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4 Conclusao

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram que o método de geracdo de re-
des de co-expressdo utilizando informacGes de expressao diferencial de genes recupera um
namero significativamente maior de arestas VP e minimiza a razao Narestas/ VP da rede gerada
para a espécie Saccharomyces cerevisiae. Esse aumento de eficiéncia se deve ao fato da anali-
se de expressao diferencial ser multivariada, modelando com mais eficiéncia a complexidade
das redes bioldgicas.

Para a espécie Homo sapiens, o0 método de correlagdo simples apresentou melhor perfor-
mance preditiva. Os resultados indicam que tal fato se deve ao baixo nimero de experimentos
de expressdo utilizados em relagdo ao elevado nimero de genes dessa espécie. Essa afirmacao
é feita com base da tendéncia observada de proporcionalidade entre 0 nimero de genes de
uma espécie e numero de experimentos necessarios para a geracdo de uma rede de co-
expressao de genes livre de escala.
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