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significativos para o cancer
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Resumo. O cdncer é uma doenga complexa provocada por alteragoes genéticas
que se acumulam por toda a vida do individuo. A essas alteracoes dd-se o
nome de mutacdo genética. Células de cdncer possuem um elevado niimero de
mutagoes, das quais um pequeno niimero delas é significativo para o cancer. A
identificacdo de genes significativamente mutados, isto é, genes com mutagoes
significativas, é essencial para a compreensdo dos mecanismos de inicia¢do e
progressdo do cancer. Essa tarefa é um desafio chave na genémica do cancer,
uma vez que estudos mostram que genes significativos podem sofrer mutagdo
em uma frequéncia muito baixa. Com o sequenciamento de nova geracdo, uma
extensa quantidade de conjuntos de dados genémicos foram gerados, criando o
desafio de analisar e interpretar esses dados. Para identificar genes significa-
tivos ao cdncer, redes de interacdo génica combinadas com dados de mutacdo
tém sido exploradas. Neste contexto, esta pesquisa de doutorado buscou a des-
coberta de genes significativos para o cdncer por meio da proposicdo de abor-
dagens computacionais para tal fim. O genes sdo identificados por um método
baseado em redes que combina frequéncia de mutagcdo ponderada e influéncia
de vizinhos na rede, e possiveis falso-positivos sdo detectados por método base-
ado em aprendizado de mdquina, o qual utiliza-se de dados de mutagdo e redes
de interacdo génica para induzir modelos preditivos. Um estudo experimental
conduzido com seis tipos de cancer revelou o potencial das abordagens na des-
coberta de genes jd conhecidos e de possiveis novos genes significativos para o
cancer.

1. Introducao

O cancer € uma das principais causas de morte no mundo. Trata-se de uma doenga causada
pelo acimulo de alteragdes genéticas que acontecem durante a vida de um individuo. Tais
alteracdes sdo chamadas mutacdes genéticas, e sdo causadas por diversos fatores, que
podem ser internos ao organismo (por exemplo, falha na divisao celular) ou externos (por
exemplo, exposi¢cdo excessiva ao sol). As mutacdes podem resultar em um crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos, causando o cancer [Stratton 2009].



Mutacdes genéticas no cancer tém sido estudadas hd muito tempo por meio do
sequenciamento de DNA/RNA, e um grande numero de mutagdes recorrentes foi iden-
tificado [Vogelstein et al. 2013]. Novas tecnologias de sequenciamento de genoma, cha-
madas Next-Generation Sequencing (NGS), permitem sequenciamento gendmico rapido
e econdmico, bem como a geracdo de um grande volume de dados bioldgicos em curto
espaco de tempo. Tais dados auxiliam no estudo e andlise de alteracdes genéticas em mui-
tas doengas, incluindo cancer. No entanto, com a abundancia de dados gendomicos tem-se
a dificuldade de se processar e a extracao de informacdes clinicamente uteis. Nesse sen-
tido, a Bioinformatica desenvolve e utiliza métodos e técnicas computacionais para a
interpretacdo de dados, obtendo informagdes e fornecendo subsidios para profissionais de
saude e pesquisadores.

Uma das categorias de métodos computacionais inclui aqueles que visam iden-
tificar mutacdes significativas (ou mutagdes drivers) e seus genes associados (ou genes
drivers) para o desenvolvimento do cancer. Uma célula com cancer pode apresentar dois
tipos de mutacdes: 1) mutagdes passengers, que nao alteram o comportamento da célula,
e 2) mutagdes drivers, que alteram o comportamento celular e sdo responsaveis pelo de-
senvolvimento do cancer, ou seja, fornecem as células vantagem seletiva em relacio as de-
mais. A identificacdo de mutacdes drivers e seus genes associados é um dos desafios mais
significativos na drea de Gendmica do Cancer [Hou and Ma 2013, Raphael et al. 2014].

Nos tultimos anos, varios métodos computacionais para identificacdo de genes
significativamente mutados em cancer foram foram propostos [Hou and Ma 2013,
Raphael et al. 2014, Cheng et al. 2015, Dimitrakopoulos and Beerenwinkel 2017,
Cutigi et al. 2020a]. Esses métodos adotam estratégias diversas para descobrir genes
drivers, como por exemplo, a andlise de redes de interagdo génica. Tal andlise € uma
fonte de informacao muito importante, pois genes afetados por mutacgdes drivers tendem
a participar de atividades bioldgicas em comum [Ozturk et al. 2018]. Além disso,
mutacdes significativas podem alterar o gene mutado e as vias que o gene participa
[Vogelstein et al. 2013].

2. Motivacao

O conhecimento sobre os genes que causam o inicio e a progressao do cancer € um ponto
chave na Genomica do Cancer. Tanto o diagndstico quanto o tratamento do cancer pode-
riam mais assertivos se os genes mutados de uma célula com cancer fossem conhecidos,
no sentido de personalizar o tratamento de um determinado paciente. Nesse sentido, 0s
tumores seriam identificados e caracterizados, possibilitando o tratamento mais adequado
e personalizado [Vincent 2017]. A identificacdo de genes significativos para o cancer
pode ser suportada por métodos computacionais baseados em diversos tipos de dados
atualmente disponiveis, como dados de mutacdo e redes de interagdo génica. Embora
os métodos computacionais sejam utilizados para a identificacdo de genes significativos
para o cancer, eles podem classificar erroneamente alguns genes como significativos, exi-
gindo, portanto, curadoria especializada para filtrar seus achados [Bailey et al. 2018]. Tal
erro de classificacdo é devido a alguns genes (referidos como drivers falso-positivos, ou
falso drivers) exibindo caracteristicas de serem significativos para o cancer, apesar de nao
estarem realmente envolvidos em sua iniciacdo e progressao.



3. Objetivos

Objetivo geral da tese foi descobrir genes significativos para o cancer com o uso de duas
abordagens computacionais. O objetivo € baseado nas hipéteses de que genes signi-
ficativamente mutados em cancer podem ser descobertos por meio da combinagdo de
frequéncia ponderada de mutacdo e influéncia de vizinhos em redes, e possiveis falso-
positivos podem ser detectados com o uso de dados de mutacdo e redes de interacio
génica. A mutacdo ponderada, extraida dos dados de mutacao, € baseada no impacto fun-
cional de cada tipo de mutacdo na célula. A influéncia dos vizinhos, extraida das redes
de interacdo génica, € obtida a partir de medidas de for¢a de espalhamento assimétrica
entre todos os pares de nds, que levam em consideragdo vizinhos diretos e indiretos na
rede. Tal proposta € baseada na conhecida e classica hipotese local [Barabasi et al. 2011]
de que genes envolvidos no cancer tendem a interagir entre si.

4. Abordagens computacionais propostas

Para atingir os objetivos da pequisa, duas aborgagens computacionais foram propostas: 1)
DiSCaGe (Discovering Ssignificant Cancer Genes), que prioriza genes significativos para
o cancer diretamente relacionados ao impacto de diferentes tipos de mutagao e interacdes
génicas; e 2) DFDriver (Detecting False Driver), que classifica genes supostamente dri-
vers como drivers reais ou drivers falso-positivos com base em dados de mutacdo e redes
de interac@o génica. Tais abordagens sdo descritas nas se¢oes a seguir.

4.1. Abordagem computacional para a descoberta de genes significativos para o
cancer

DiSCaGe usa dados de mutagao de cancer (SNVs e InDels) e um conjunto de redes de
interagdo de genes ndo direcionadas e ndo ponderadas como entrada, enquanto a saida
€ uma classificacdo de possiveis genes drivers. O método é composto por seis etapas
bem definidas, conforme ilustrado na Figura 1. Na Etapa 1, uma matriz de mutacio
ponderada (WMM) é construida e um valor real € atribuido para cada par paciente-gene,
de acordo com o peso definido para a classificacdo de cada tipo de mutacdo e nimero
de pacientes mutados. A Etapa 2 utiliza a WMM para obter uma pontuagdo de mutagcao
para cada gene, chamada frequéncia de mutagdo ponderada. Em seguida, na Etapa 3,
uma operacao de unido € realizada nas redes de interacdo génica, resultando em uma
rede de consenso nao direcionada e ponderada. Com base em tal rede, na Etapa 4, uma
rede de forca de espalhamento de genes (GSSN) é obtida, de acordo com a forca de
espalhamento de um gene para seus vizinhos diretos e indiretos. A Etapa 5 uma influéncia
de mutacgdo exercida em todos os genes por seus vizinhos € extraida, com base na GSSN
e as frequéncias ponderadas obtidas. Finalmente, na Etapa 6, a pontuagao das mutacdes
nos genes € enriquecida com a influéncia dos vizinhos e uma lista ordenada de genes
priorizados € obtida.

O método foi aplicado e avaliado em seis tipos de cancer com o uso de seus con-
juntos de dados de mutacdo e duas redes de interagao génica. Os dados de mutacao foram
submetidos a uma rotina de pré-processamento e as redes passaram por um processo de
previsdo de links. As listas de genes priorizados foram avaliadas por meio das medi-
das de precisdo e ganho cumulativo descontado (DCG) e por seis benchmarks de genes
conhecidamente relacionados ao cancer. Além disso, também foi realizada uma revisao
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Figura 1. Uma visao geral do método DiSCaGe.

automatizada da literatura dos genes descobertos. Os resultados mostraram o potencial
do método DiSCaGe para descobrir genes relacionados ao cancer ja conhecidos e su-
gerir novos genes possivelmente relacionados, incluindo genes mutantes de muito baixa
frequéncia.

4.2. Abordagem computacional para a deteccao de genes significativos
falso-positivos para o cancer

DFDiriver se trata de uma abordagem baseada em aprendizado de maquina supervisionado
que detecta possiveis falso-positivos em um conjunto de genes candidatos a serem relaci-
onados ao cancer. Na Figura 2 € apresentada uma visao geral do método. Na Etapa 1, os
dados de mutagao do cancer, redes de interacao génica e genes rotulados sao selecionados
de fontes confidveis e amplamente utilizadas. Na Etapa 2, os dados sdo pré-processados
e os atributos sdo extraidos para compor um conjunto de dados rotulados criado a partir
da combinacdo de dados de mutacao de 33 tipos de cancer e medidas de centralidade a
unido de redes de interacdo génica. Por fim, na Etapa 3, um ajuste de hiperparametros
é realizado para que modelos otimizados possam ser induzidos e avaliados por meio de
valida¢do cruzada estratificada, de acordo com um conjunto de métricas de avaliacao.
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Figura 2. Uma visao geral do método DFDriver.

A avaliagdo foi realizada usando métricas classicas de aprendizado de maquina,



e mostrou o potencial preditivo dos modelos e os beneficios na combinagao de dados de
mutagdo e redes génica, melhorando a capacidade preditiva dos modelos.

5. Contribuicoes e discussao

A contribui¢do central da tese foi a descoberta de genes significativos para o cancer. Tais
genes foram identificados e uma detec¢ao de possiveis falso-positivos pdde ser realizada,
a fim de obter resultados mais confidveis. A contribuicdo foi alcancada por meio da pro-
posta de duas abordagens computacionais. Com as abordagens propostas foi possivel: 1)
Priorizar genes conhecidamente relacionados ao cancer; 2) Priorizar genes relacionados
ao cancer com baixa frequéncia de mutacio; 3) Sugerir genes que nao estdo em bench-
marks de genes conhecidos, mas sdo citados em trabalhos de pesquisa como relacionados
ao cancer; 4) Sugerir possiveis novos genes relacionados ao cancer; e 5) Sugerir possiveis
candidatos a genes falso-positivos.

As contribuicdes das abordagens propostas podem ser resumidas em trés perspec-
tivas: 1) Perspectiva computacional: redes complexas e seus algoritmos foram usados em
redes de interag@o génica combinados com dados de mutacdo. Especialmente, uma forga
de espalhamento assimétrica adaptada foi empregada para quantificar como uma mutagao
pode influenciar a vizinhanca dos genes na rede; 2) Perspectiva biol6gica: A hipdtese lo-
cal definida por [Barabasi et al. 2011] foi utilizada como base do método, juntamente com
as mutagoes ponderadas, baseadas no impacto funcional de diferentes tipos de mutagdo
nos genes. Além disso, uma abordagem de previsdo de links foi realizada nas redes para
tratar com o problema de interagdes génicas incompletas; 3) Perspectiva do usudrio: as
abordagens foram construidas para serem facilmente utilizadas pelos usudrios finais, exi-
gindo dados de entrada em formatos padrdao. Além disso, o usudrio deve definir pesos de
mutacao, sem defini¢ao de hiperparametros pouco claros e de dificil interpretacao.

Como decorréncia da pesquisa de doutorado, varios trabalhos de pesquisa fo-
ram submetidos e publicados em conferéncias e revistas: 1) Um resumo expandido no
Simpésio Brasileiro de Computagdo Aplicada a Saide de 2019 [Cutigi et al. 2019b];
2) Um artigo completo no Brazilian Symposium on Bioinformatics de 2019
[Cutigi et al. 2019a]; 3) Um artigo completo, como segundo autor, no Simpdsio Bra-
sileiro de Computagdo Aplicada a Saide de 2020 [Ramos et al. 2020]; 4) Um artigo
completo na revista Journal of Bioinformatics and Computational Biology em 2020
[Cutigi et al. 2020a]; 5) Um artigo completo no Brazilian Symposium on Bioinforma-
tics de 2021 [Cutigi et al. 2020b]; e 6) Um artigo completo na revista Nature Scientific
Reports em 2021 [Cutigi et al. 2021].
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