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RESUMO

Neste trabalho, abordamos a predicao de regides codificadoras em transcritos eucarioticos
de RNA circular, aplicando o banco de dados TransCirc e Modelos Ocultos Generalizados de
Markov (GHMM). Para esta finalidade, desenvolvemos o CodAnCirc, uma versao adaptada e
otimizada para RNA circulares da ferramenta CodAn (Coding sequence Annotator). A partir de
uma selecédo de 15 mil RNA circulares de um conjunto total de 320 mil, nos concentramos em
exemplares que continham uma unica regido codificadora de proteinas. Utilizando ferramentas
computacionais, preparamos a amostra e conduzimos a analise da traducdo de RNA circular.
Avaliamos o desempenho das previsbes de traducdo empregando métricas de acuracia,
precisao, revocacao e a pontuacado F1. Na andlise comparativa entre CodAnCirc (GHMM) e
FragGeneScan, que utiliza Modelos Ocultos de Markov (HMM), observamos que o CodAnCirc
alcangcou uma pontuacao F1 de 83%, em comparagdo com 16% do FragGeneScan. Estes
resultados indicam que o uso de GHMM, como implementado no CodAnCirc, poderia ser uma

abordagem eficaz para a predigao de regides codificadoras em RNA circulares eucarioticos.

Palavras-chave: rna circular; predicdo de regides codificadora; transcirc; codancirc; ghmm.



ABSTRACT

In this work, we approach the prediction of coding regions in eukaryotic circular RNA trans-
cripts, applying the TransCirc database and Generalized Hidden Markov Models (GHMM). For
this purpose, we developed CodAnCirc, an adapted and optimized version for circular RNA of
the original CodAn tool (Coding sequence Annotator), which was conceived for linear RNA.
From a selection of 15 thousand circular RNA from a total set of 320 thousand, we focused on
specimens that contained a single protein-coding region. Using computational tools, we prepa-
red the sample and conducted the analysis of circular RNA translation. We evaluated the per-
formance of translation predictions using accuracy, precision, recall, and F1 score metrics. In
the comparative analysis between CodAnCirc (GHMM) and FragGeneScan, which uses Hidden
Markov Models (HMM), we observed that CodAnCirc achieved an F1 score of 83%, compared
to 16% for FragGeneScan. These results indicate that the use of GHMM, as implemented in
CodAnCirc, could be an effective approach for predicting coding regions in eukaryotic circular

RNA.

Keywords: circular rna.; prediction of coding region; transcirc; codancirc; ghmm.
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1 INTRODUCAO

Os acidos nucleicos sdo moléculas muitissimo importantes na biologia, pois sdo res-
ponsdveis por armazenar e transmitir a informagdo genética de uma célula para outra. Existem
dois tipos principais de dcidos nucleicos: 0 DNA (4cido desoxirribonucleico) e o RNA (dcido
ribonucleico)[1, 2].

O RNA € uma molécula geralmente menor e menos estdvel do que o DNA, e € encon-
trado em diversas formas e fun¢des no organismo. Uma dessas formas € o RNA linear, que é uma
molécula de RNA com uma estrutura simples, sem qualquer ligacdo covalente entre os extre-
mos. Ele é encontrado em vdrios tipos de células e pode ter funcdes diferentes, como a sintese de
proteinas, a regulacdo da expressao do gene, e a replicagcdo do DNA. Outra forma que podemos
identificar o RNA € circular, qual € uma molécula de RNA com uma estrutura circular, formada

pela ligacdo covalente entre os extremos|[1, 2].

Os RNA circulares sao gerados por meio de um processo chamado back-splicing, no
qual os exons se ligam fora da ordem gendmica original, formando uma estrutura circular. Isso
pode resultar em uma maior variabilidade nas sequéncias de nucleotideos dos RNA circulares,

o que pode ampliar as possibilidades de proteinas vidveis produzidas a partir desses RNA[1, 2].

Ha décadas propaga-se pelo Dogma Central da Biologia, que RNA canodnicos, aqui
compreendidos lineares, traduzem proteinas, conforme ilustrado na Figura 1. Mas como disse
Dobzhansky em seu artigo de 1973, "Nothing in Biology Makes Sense Except in the Light of
Evolution"[3]. Nessa linha de pensamento, para a surpresa de muitos, pesquisas mais recentes
tém demonstrado que os RNAs circulares, sob determinadas condicdes, podem produzir incri-
veis 811% mais proteina do que os RNA lineares com cap 5’ e cauda poliadelilada[4, 5]. Essa
descoberta revela um aspecto intrigante, pouco 16gico, e prafraseando Dobzhansky, até mesmo

sem sentido quanto ao funcionamento dessas moléculas.

Figura 1 — Dogma Central da Biologia

Replication Translation

Fonte: 6 A figura ilustra o Dogma Central da Biologia de forma
classica, mas ha outras representacoes, incluindo avancos da
Biologia Molecular contemporanea. Contudo, ainda nao se
incluiram as caracteristicas do RNA circular, o que sugere que
novas revisitas advirao.

Neste trabalho, abordamos a escassez de ferramentas em bioinformética para prever ge-

nes e proteinas em RNA circulares, propondo a criagdo e avaliacdo da ferramenta CodAnCirc.
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Utilizamos o CodAn[7], voltado para RNA lineares, e seu componente flexivel ToPs[8], permi-
tindo adaptar o modelo GHMM][8] e criar o VERT _circ. Assim, desenvolvemos o CodAnCirc,

uma versao especifica da ferramenta CodAn original.

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € validar a ferramenta CodAnCirc para a previsao precisa
e confidvel de regides codificadoras de proteinas em RNA circulares eucaridticos, como uma
adaptacdo da ferramenta CodAn(Coding sequence Annotator)[7], utilizando Modelos Ocultos
Generalizados de Markov, GHMM(Generalized Hidden Markov Model).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Reconhecer regides codificadoras em transcritos eucariéticos de RNA circu-
lar, valendo-se de uma metodologia baseada em modelo probabilistico GHMM
(Generalized Hidden Markov Model), configurado pelo framework probabi-
listico ToPS[8], qual integra a ferramenta Cod An(Coding sequence Annotator)[7]

utilizada a principio para RNA lineares com extremidades 5’ e 3’.

* Adaptar a ferramenta CodAn[7] através da criacdo de um modelo especifico

para RNA circulares, nomeando-a de CodAnCirc.

* Comparar as performances entre si das ferramentas CodAnCirc adptada do
CodAn[7], e FragGeneScan[9] (qual também utiliza Modelos Ocultos de Mar-
kov - HMM), para efeito de validacdo dos resultados obtidos.

1.3 JUSTIFICATIVA

Diante da escassez de ferramentas em bioinformdtica na predi¢do de genes/proteinas
em RNA circulares, propusemos, neste trabalho, a criacao e avaliagdo de desempenho da ferra-
menta CodAnCirc, desenvolvida para RNA circulares, considerados os provaveis maestros da

regulacdo génica, incluindo seu papel protagonista como biomarcadores de doencas humanas[4].
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1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

A estrutura do trabalho organizamos da seguinte forma:

No inicio, apresentamos nossa investigacdo para identificar regides codificadoras em
transcri¢gdes de RNA circular usando o banco de dados TransCirc. Explicamos como empre-
gamos duas ferramentas na andlise dos dados: CodAnCirc (uma versao adaptada do CodAn[7]
para RNA circular e FragGeneScan[9], quais sdo todas baseadas em modelos probabilisticos, ou
seja Modelos Ocultos de Markov (GHMM e HMM, respectivamente).

Em seguida, discutimos os objetivos gerais e especificos do trabalho, bem como a jus-
tificativa e a estrutura do estudo. Comparamos nossa pesquisa a trabalhos relacionados, menci-
onando a ferramenta CirCode[10], que utiliza FragGeneScan, e fornecemos uma visao geral da

ferramenta CodAn.

Focamos no banco de dados TransCirc[11], que fundamenta nossa pesquisa, e passa-
mos a fundamentacao tedrica sobre RNA circulares, destacando as semelhangas e diferencas na

traducdo entre circulares e lineares.

Prosseguimos com uma discussao detalhada sobre os Modelos Ocultos Generalizados
de Markov, sem esgotar o tema. Com essa base de sustentacdo tedrica partimos para a metodolo-
gia utilizada comegando pela formagao da amostra, os scripts em Python criados e a adaptacdo do
modelo VERT_full para o VERT_circ qual possibilitou o surgimento de uma nova ferramenta
especifica para RNA circulares: O CodAnCirc, ainda na fase embriondria, mas ja apresentando
os primeiros resultados préticos.

Nesse passeio pela estrutura do trabalho chegamos a conclusiao apds concretos resulta-
dos positivos.

Por fim especulamos sobre o alcance dos objetivos dentro de nossas limitacdes, € so-

bre as recomendacdes de trabalhos futuros frente ao avanco da Inteligéncia Artificial no nosso

cotidiano.
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2 TRABALHOS RELACIONADOS

Inicialmente o artigo base, qual inspirou em grande parte este trabalho, foi uma revisao
sobre as publicagdes de aplicativos de anotagdo e identificacdo de RNA circulares, considerando
seus tipos e fungdes bioldgicas (The bioinformatics toolbox for discovery and analysis) [12].
Na secdo a seguir discorremos sucintamente sobre os trabalhos que mais contribuiram para a
efetivacdo de nossa pesquisa, sejam ferramentas de predicdo de proteinas ou bancos de dados
de RNA circulares.

2.1 CIRCCODE, FRAGGENESCAN E OUTRAS FERRAMENTAS

Num primeiro momento destacou-se a publicacao CircCode: A Powerful Tool for Iden-
tifying Coding Ability[10]. E ainda nesse sentido, vale a pena ressaltar que o CircCode vai
muito além das ferramentas para a previsao e identificagao de RNA circulares, como CIRI[13],
CIRCexplorer [14], CircPro[15], Circtools[16] entre outras pelo fato de estender seu escopo ao
potencial de tradu¢do de proteinas, e portanto contribuiu para a criagdo de uma massa critica
neste nosso trabalho. Analisando o CircCode mais a miude, verifica-se que se vale do uso do
BASINET([17], qual se fundamenta em aprendizado de maquina (random forest) para classificar
RNA obtendo dados positivos, os RNA codificadores, e dados negativos, os RNA nao codifican-
tes. Esses dados, tanto positivos quanto negativos passam a compor redes complexas, e destas
se extraem as medidas topoldgicas de um vetor de caracteristicas. Apds treinamento do mo-
delo, usa-se para classificar a capacidade de codificacio de RNA circulares. Mas o ponto mais
importante dentro do ponto de vista do escopo deste trabalho, salienta-se pelo fato que o Circ-
Code utiliza o FragGeneScan[9], qual emprega um modelo probalistico, tipo Modelo Oculto
de Markov - HMM. Dessa forma, CircCode vai muito além das ferramentas para a previsao e
identificacdo de RNA circulares, como CIRI[13], CIRCexplorer [14], CircPro[15], circtools[16]

entre outras pelo fato de estender seu objetivo ao potencial de tradugdo de proteinas.

Os resultados alcancados pelo CircCode resumem-se aos de outras poucas ferramentas
que estao disponiveis para identificar o potencial de tradu¢ao de RNA circulares. Na conclusao,
os autores do artigo (CircCode: a powerful tool for identifying coding ability) afirmam que a
ferramenta linha de comando CircCode € altamente sensivel para identificar transcritos de RNA
circulares a partir de sequencias de Ribo-seq com alta acurdcia[10]. Tal feito é devido a conter
a FragGeneScan, e portanto foi determinante que a escolhéssemos para termos de comparacao

com as nossas ferramentas. A seguir mais caracteristicas da FragGeneScan.
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2.2 FRAGGENESCAN

O FragGeneScan € construido sobre um modelo oculto de Markov (HMM), conforme
ilustrado na Figura 2, que incorpora viés de uso de cddons, modelos de erros de sequenciamento
e padroes de cddons de inicio/parada em um modelo unificado. Dada uma leitura curta (ou um
genoma completo), o problema de predicdo do gene € encontrar o melhor caminho de estados
ocultos com maior probabilidade de gerar a sequéncia de nucleotideos observada, que pode ser
resolvida pelo algoritmo de Viterbi [9]. E assim, o FragGeneScan relata os genes que atendem as
trés condigdes a seguir: (i) o comprimento dos genes € maior que 60 pb, (ii) os genes comecam
em um estado inicial (cédon inicial) ou em um estado correspondente (regido interna dos genes) e
(iii) os genes terminam em um estado stop (stop codon) ou em um match state (regido interna dos
genes) [9]. Portanto, o FragGeneScan pode prever genes completos, bem como genes parciais

(fragmentados) sem cddons de inicio e/ou parada [9].
Figura 2 — Modelo HMM do FragGenScan
0]
Q Q
AR AR K P
OGO O3
AT Ay ]

(i) H=O=E> O—O— < i)
(iv) 8
v O=O—O == (vi)
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DK ;}"@Q@ “@ “@

I 7\ ~
oo~ —*ﬂ—*f

Fonte: [9] O HMM do FragGeneScan trabalha com sete
superestados. Superestados representam regioes génicas por
caixas sombreadas: (i) cédons de inicio (ii) e codons de parada
(iii) para ambas as fitas para frente (i — iii) e para tras (v — vii), e
regioes que nao codificam (iv). Os estados das regides génicas (ie
vii) consistem em seis estados de correspondéncia consecutivos
representados por losangos, estados de inserc¢ao por triangulos e
estados de deleciao por quadrados, que juntos correspondem a
um HMM néo homogéneo de seis periodos.
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2.3 CODAN

Em termos de identificacdo de regides codificadoras em transcritos eucaridticos de
RNA lineares hd uma ferramenta que se destaca frente as demais pelo uso de modelo probabilis-
tico GHMM(Generalized Hidden Markov Model). Trata-se da ferramenta CodAn, bem descrita
no artigo CodAn: predictive models for precise identification of coding regions in eukaryotic

transcripts [7].

Essa ferramenta foi originalmente projetada para trabalhar com RNA lineares. O Co-
dAn, até entdo possuia quatro modelos probabilisticos, cada um para um grupo especifico de
eucariotos: vertebrados, invertebrados, plantas e fungos. Vale salientar que o0 CodAn tem se
destacado por previsoes altamente confidveis de regidoes CDS (regido de codificacdo de um gene
em inglés "coding DNA sequence", abreviada por CDS), e UTR(regides nao traduzidas) com-
pletas ndo apenas em sequéncias de transcri¢do completa especificas de fita, mas também em

sequéncias cegas e parciais a uma taxa muito maior do que outros softwares disponiveis[7]

O CodAn apresenta-se com base num framework adaptativo chamado ToPS[8], qual
em seu artigo de divulgacdo cientifica ToPS: A Framework to Manipulate Probabilistic Mo-
dels of Sequence Data define-se como uma implementacao nova e flexivel de decodificagdo em
GHMMs|8].

2.4 TRANSCIRC

Devido ao avanco das pesquisas de RNA circulares, uma boa referéncia em banco de
dados nos dias atuais engloba aqueles considerados bons bancos de dados de outrora, e prova-
velmente esse ciclo se repetird num futuro proximo. Nesse sentido poder-se-ia citar inimeros
outros bancos de dados, como por exemplo o CircRNADD[ 18], com seus 32.914 de RNA circu-
lares exonicos de origem humana, porém hoje temos um banco de dados em especial, o Trans-
Circ, que abarca ndo apenas o CircRNADDb, como intimeros outros, e tem catalogados mais de
320.000 RNA circulares humanos, muito bem documentados e atualizados. Ao TransCirc, um
banco de dados especializado em RNA circulares de origem humana como dito acima, foram
integradas evidéncias multi-dOmicas para prever regioes codificadoras em ORFs(em inglé€s open

reading frame, quais sdo quadros de leitura com o potencial de ser transcrito e traduzido).
As evidéncias multi-6micas do TransCirc sdo as seguintes:
* RP/PP ribosome/polysome - evidéncias de ligacao ribossomo / polissomo;

* TIS ranslation initiation sites - sitios de inicia¢do de traducdo mapeados experimental-

mente em RNA circulares;
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* IRES internal ribosome entry site- local de entrada do ribossomo interno em RNA circu-

lares;

* m6A N-6-methyladenosine modification - dados de modificacdo de N-6-metiladenosina

publicados em que promovem o inicio da traducao;
* ORF open reading frames - comprimentos das ORFs especificas de ;

* SeqComp sequence composition - sequenciar pontuagdes de composi¢cao a partir de uma

previsdo de aprendizado de maquina de todas ORFs;

* MS mass spectrometry- dados de espectrometria de massa que suportam diretamente os

peptideos codificados por em jungdes de back-splice.

Além dos sete tipos de evidéncias para a traducdo de RNA circulares listadas acima, ou
ilustradas na Figura 3, temos ainda mais informacdes como StarCodon, StopCodon, TC(translation
cycles), e demais fornecidas pelo metadata do TransCirc, como nimero de evidéncias, escore de

evidéncias para cada RNA circular. Pode ser acessado em: https://www.biosino.org/transcirc/.

Figura 3 — TransCirc

CircRNA
& ?| (& A ?
v 168 4284 < 301100
MS RP/PP SeqComp
Evidence ? Evidence ? Evidence ? Evidence ?
314138 39397 9394 305016

RES mbA TIS ORF

Fonte: [19] TransCirc: um banco de dados interativo para RNAs
circulares traduziveis com base em evidéncias multi-Omicas.

Sete tipos de evidéncias para a tradu¢do de RNA circulares foram incluidos: (i) evidén-
cias de ligacao ribossomo / polissomo; (ii) sitios de inicia¢do de traducdo mapeados experimen-
talmente em RNA circulares; (iii) local de entrada do ribossomo interno em RNA circulares;
(iv) dados de modifica¢do de N-6-metiladenosina publicados em que promovem o inicio da tra-
duc¢ao((v) comprimentos das ORFs especificas de ; (vi) sequenciar pontuagdes de composicao a
partir de uma previsao de aprendizado de maquina de todos os potenciais quadros de leitura aber-
tos; (vii) dados de espectrometria de massa que suportam diretamente os peptideos codificados

por em juncgdes de back-splicing.
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Na Tabela 1 lista-se cinco ferramentas e banco de dados que foram pesquisadas por
sua relevincia, mas observa-se que duas delas encontram-se alternativamente embutidas res-
pectivamente o FragGeneScan[9]no CirCode[10] e o CircRNADDb[18] que € parte integrante do
TransCirc [11] banco de dados de RNA circulares.

Tabela 1 — Principais ferramentas pesquisadas

Nome Caracteristicas Ano Observacgao

CircCode ML e HMM 2019 Classifica e prediz traducdo em polipeptideos
FragGeneScan HMM 2010 Prediz tradu¢do em polipeptideos
CircRNADbD Database 2016 Evidéncias: ORFs e IRESs
TransCirc Database 2020 Com sete evidéncias de traducao
CodAn vl.2 GHMM 2021 Passivel de adaptagao p/

Fonte: Autoria prépria (2021) Cinco ferramentas e bancos de
dados relevantes analisados, com destaque para a integracao do
FragGeneScan no CirCode e do CircRNADb como parte do
banco de dados TransCirc de RNA circulares
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

saber:

Vamos primeiramente relembrar os diversos tipos de RNA conhecidos atualmente. A

RNA Mensageiro (mRNA) - Transfere as instrucdes do DNA no nucleo para o citoplasma,

onde as proteinas sdo feitas[1].

RNA Transportador (tRNA) - Transporta aminoacidos especificos para os ribossomos du-

rante a sintese de proteinas[1].

RNA Ribossomico (rRNA) - Forma a parte principal dos ribossomos e desempenha um

papel na sintese de proteinas[1].

RNA Circular (circRNA) - Sao estruturas fechadas que t€m vdrias funcdes, incluindo a

regulacdo da expressao génica[2].

RNA Interferente Pequeno (siRNA) - Interferem na expressao de genes especificos, le-

vando a sua degradacao[1].

RNA Pequeno RNA nuclear (snRNA) - Atuam em uma série de processos nucleares, in-

cluindo o splicing do pré-mRNA[1].

RNA Pequeno RNA nucleolar (snoRNA) - Ajudam a processar e modificar quimicamente
o rRNA[1].

RNA Interagem com piwi (piRNA) - Protejem o DNA germinativo de sequéncias moveis

que poderiam causar danos[1].

RNA Longo Nao Codificante (IncRNA) - Embora os IncRNAs nao codifiquem proteinas,
eles desempenham funcdes criticas na regulacdo génica e em processos celulares[1].

RNA Microssomal (miRNA) - Axiliam a regular a expressao génica, ligando-se ao mRNA

e influenciando sua estabilidade ou traducao.

Retomando nossa jornada, vamos doravante nos ater aos RNA lineares,como padrdo de

referéncia, e nos RNA circulares como foco do nosso trabalho.

Na biologia molecular, o RNA precursor, produzido a partir da fita molde de DNA por

transcricdo, pode ser processado em RNA mensageiro linear maduro por splicing de RNA, no

qual os introns sdo removidos, conforme vé-se na Figura 4 enquanto os éxons se conectam em

ordem genOmical1l].

No entanto, também com os RNA lineares ha o splicing alternativo, ndo canonico, de-

nominado fransplicing, onde como vé-se na Figura 5 hd recombinagdo de éxons procedentes de

RNA mensageiros distintos.
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Figura 4 — Splicing candnico

(a) Long non-coding RNA 2+4
3

i 3 -G T G OeED
ane S — P+ 243

4 EDOGED T GEDGEDaED
2

Fonte: Adaptado de [20] Processamento do RNA Precursor em
RNA Mensageiro Linear Maduro: Remocao dos Introns e
conexio dos Exons em ordem gendmica

Figura 5 — Splicing ndo candnico - Transplicing - RNA lineares

(c) Trans-splicing

Fonte: Adaptado de [20] Transplicing: Recombinacao de éxons
de diferentes RNAs mensageiros através do splicing alternativo
nao canénico

Com os RNA circulares ocorre o back-splicing, ilustrado na Figura 6, qual faz éxons
formarem um circulo fora da ordem gendmica original, e consequentemente provoca assim um
aumento significativo na variabilidade nas suas sequencias de nucleotideos, quais se traduzidos
em polipeptideos expandem ainda as possibilidades de proteinas probabilisticamente vidveis

de serem produzidas. Este trabalho foca na identificagcdo de regides codificadoras em transcritos

Figura 6 — Back-splicing - RNA circulares

(b) Back splicing
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Fonte: Adaptado de [20] Back-splicing em RNA circulares:
Reorganiza éxons fora da ordem genémica, ampliando a
diversidade de sequéncias nucleotidicas e potencializando a
gama de proteinas produziveis

eucaridticos de RNA circular advindos dessa forma de splicing nao candnico, também chamados
de back-splicing[18, 5].

3.1 RNA CIRCULARES, O QUE SAO?

RNA circulares podem ser constituidas por bases puricas A e G ou pelas pirimidicas
C e U. A circularizacdo do RNA se d4 através de ligacdo covalente da extremidade 5’ com a
3’[21].

Os RNA circulares podem conter um ou mais €xons, conter éxon e intron, ou apenas in-
tron(vide Figura 7). Com esses conceitos em pauta, nosso foco serd os RNA circulares exdnicos,

ou sejam os constituidos por um ou mais éxons[21, 22].

Essas moléculas de RNA ocorrem em eucariotos, apresentam forma de anel, e podem
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Figura 7 — RNA circulares - formados a partir de emendas de
éxons e introns do pré-mRNA

pre-mRNA
) Back-splicing
- |

single exon circRNA intronic circRNA
multi-exon circRNA  exon—intron circRNA
Fonte: [4] Os RNA circulares podem conter um ou mais éxons,

conter éxon e intron, ou apenas intron - Barras coloridas
simbolizam éxons e linhas pretas, os introns

ser identificadas com base em suas juncdes de back-splicing, frequentemente produzidas a partir
de éxons, em que as extremidades 5’ e 3’ sdo covalentemente unidas para formar uma jungdo
denominada BSJ(back-splicing junction). Foi demonstrado que, em humanos, os RNA circulares
sao a isoforma predominante de eventos de desordenamento de éxons, e que a circularizacio é

uma caracteristica generalizada[23, 10].

Na Figura 8 logo abaixo, pode-se observar de cima para baixo, em camadas ilustrativas
as seguintes caracteristicas dos RNA circulares: A medida que o migra do nicleo celular para
fora da célula, temos os modelos de formacao, os tipos existentes, as fungdes bioldgicas assumi-

das, a saida da célula através dos exossomos, fato este que lhe permite atuar como biomarcador.

O aprofundamento de pesquisas sobre RNA circulares poderd viabilizar processos bi-
otecnoldgicos na industria de alimentos com a produgdo de proteinas especificas, consolidar e
avancar mais ainda, a perspectiva de transferéncia de genes para o desenvolvimento de novas

terapias genéticas para o tratamento de doencas humanas[5].

3.2 SEMELHANCAS E DIFERENCAS NA TRADUCAO ENTRE RNA CIRCULARES E
RNA LINEARES

[lustra-se na Figura 9, a formacdo e a relacdo entre RNA circulares e lineares proveni-
entes de um mesmo pré-mRNA. Ou seja a informacao genética original num determinado gene
pode ser expressa tanto através de RNA circulares como lineares provocando assim resultados e

funcionalidades distintas entre si.

E importante ressaltar que os cédons representados na Figura 10 sio formados pelas

bases do RNA-mensageiro obtido apds o processo de transcricio do DNA[2]. Podemos notar na
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Figura 8 — RNA circular, modelos de formacio, tipos e func¢oes
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Fonte: [22]

Observa-se de cima para baixo em camadas ilustrativas a
medida que migra do niicleo celular para fora da célula, os
modelos de formacao, os tipos existentes,as funcdes biologicas
assumidas e a presenca de vesiculas na membrana celular
contendo RNA circulares deixando a célula através de
€xX0Ssomos, 0 que permite atuar como biomarcador

Figura 10 a relagdo entre os cdons de RNAm (cddigo de trés letras) e os aminodcidos que eles
codificam. O cédigo genético € degenerado, o que significa que varios codons diferentes podem
codificar o mesmo aminoécido.

Os cddons de iniciagdo de cadeia polipeptidica sdo os cddons que indicam onde a sin-
tese de proteinas deve comecar. Eles sao geralmente AUG (em que A € adenina, U € uracila, G
€ guanina).

Os cédons de término de cadeia polipeptidica sdo os cddons que indicam onde a sintese
de proteinas deve terminar. Eles sdo geralmente trés cddons diferentes, UAA, UAG e UGA, que

ndo codificam aminodacidos.

Recordando a traducdo de RNA linear em proteina, vé-se na Figura 11 o fluxo da infor-



Figura 9 — RNA lineares e circulares: Formacao e relacées entre
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Fonte: [24]

Formacao de RNA circulares e mRNA. RNA circulares sao
gerados no processo de splicing de pré-mRNA e competem com
mRNA. RNA exonicos (ERNA circulares) sao os mais comuns.

Figura 10 — Cédigo Genético
SEGUNDA LETRA

UAU uGuU
Tyr (Y) Cys (C)
UAC UGC

Ser (S) Parada

Parada
UAA  fiarminador) | UGA  (tarminador)
UAG (fammador) | UGG Trp (W)

Ccuu Cccu CAU His (H)
cuc ccc CAC

CGU
CGC
Leu (L) Pro (P)
CCa CAA CGA
Gno) |

o =
— Arg (R) —
- cu =
[= = o
= CUG CCG CAG —
(W) - [WN)
| |
<< AUU AcU] AAU AGU <<
ac Asn (N) Ser (S) =
[, AUC © lle (I) ACC AAC AGC .
= Thr (T) =
= AUA ACA AAA}L (K) aeal ® 5
Met (M) ys rg
AUG (iriciader) | ACG] AAG AGG
GUU GCU| GAU GGU
Asp (D)
GUC Val v GCC GAC GGC o (@
sua [V | gear M) | g cea [V ©
Glu (E)
GUG GCG | GGG n

[] = Codon de iniciacdo da cadeia polipeptidica
[ = Codon de término da cadeia polipeptidica

Fonte: [25]Cédons no RNA mensageiro sao sequéncias de trés
bases resultantes da transcri¢io do DNA. Esses cédons
determinam os aminoacidos correspondentes na sintese
proteica. Miltiplos cédons podem codificar um tinico
aminoacido devido a degenerescéncia do cédigo genético. O
codon de iniciacao é geralmente AUG, enquanto os cédons de
término incluem UAA, UAG e UGA, que nao se traduzem em
aminoacidos

macao genética do DNA para o RNA e sua tradu¢do em proteinas, nas seguintes fases:

* Transcrigdo.



Figura 11 — Traduc¢io em RNA lineares
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Fonte: [1] Fluxo de informacao genética do DNA ao RNA em
eucariotos.

¢ Processamento do RNA.

» Exporta¢do do RNA para fora do nicleo celular.

Tradug¢dao do RNA com Quepe 5’ e cauda poliadenilada 3’.

Proteina pronta.

Em contraste, uma nova familia de RNA, os chamados circulares(RNA circulares) re-

vela o papel central da traducdo independente de extremidade 5°.

Observa-se na Figura 12 o iniciar da tradu¢do nos RNA circulares: a esquerda por
LR.E.S. (internal ribosome entry sites) - locais de entrada de ribossomo interno e a direita por
M.LR.E.S.(m6A-induced ribosome engagement sites) locais de engajamento de ribossomos in-
duzidos por m6A promovem o inicio da traducio independente de extremidade 5°.

Figura 12 - IRES e MIRES

5’ end-independent initiation

IRES
o"' NG
/ ,%; s
S—~

Fonte: Adaptado de [S] Iniciacio da traducio em RNA
circulares: a esquerda, através dos I.R.E.S. (locais de entrada de
ribossomo interno) e a direita, pelos M.L.LR.E.S. (locais de
engajamento induzidos por m6A), ambos promovendo a
traducido sem depender da extremidade 5’
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RNA circulares tém um forte impacto no controle translacional por meio de sua funcao
de "esponja"e formam uma nova familia de mRNA a medida que sdo traduzidos em proteinas
com fungdes fisiopatoldgicas[4].

Até a década de 1990, pensava-se que a maquina de tradugdo eucaridtica era incapaz
de traduzir um RNA circular. No entanto, como ilustrado na Figura 13 locais de entrada de
ribossomo interno (IRESs) e locais de engajamento de ribossomos induzidos por m6 A (MIRESs)

foram descobertos, promovendo o inicio da tradu¢ao independente de extremidade 5°[5].

Figura 13 — Mecanismo de iniciacdo da traducao por IRES
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408 Start >
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B Type |l cellular IRES
60S
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oRF - B o
S res |  Do— e

Fonte: [26] Mecanismo da traducio conduzida por IRES celular.
O mecanismo dos IRESs virais traduzindo proteinas ja esta bem
esclarecido; no entanto, IRESs celulares ainda precisam de
evidéncias mais confiaveis para aclarar seus mecanismos. Na
figura temos:(A) IRES celular Tipo I. (B) IRES celular Tipo II.
Nos dois tipos, esses IRESs celulares podem interagir
diretamente com a subunidade ribossémica 40S e recrutar a
subunidade ribossomica 60S para iniciar a traducio."

Translation
—_—

E ainda mais recentemente, mecanismos adicionais de interag@o 3’- 5’ foram relatados,
incluindo modificacdo de m6A, e que a circularizacdo funcional melhora a traduciao por meio
da reciclagem do ribossomo, aumentando a taxa de iniciacdo da traducao[5]. Este cendrio de
traducao de mRNA circular, fechada covalentemente e nao covalentemente, mostra que o RNA
circular pode ser a regra para a tradu¢do com um impacto importante no desenvolvimento de

doencas e nas possiveis aplica¢des biotecnoldgicas[5].
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3.3 MODELOS OCULTOS GENERALIZADOS DE MARKOV - GHMM

Inimeras aplicacdes foram desenvolvidos para encontrar genes usando o modelo oculto
generalizado de Markov (GHMM). Este tipo de modelo € preciso e oferece uma interpretagdo
facil do problema de localizacdo de genes. Um GHMM € um modelo que cria sequéncias de
bases, como éxons ou introns, a partir de cada estado. Este modelo tradicionalmente ndo inclui
informacdes de homologia[27].

Seja v = {A, T,C,G}, o™ = {s | s éuma string sobre & de comprimento n}, a* =
U,,(™), N os inteiros ndo negativos e R os reais. Um GHMM ¢ a rigor definido como uma
o6-tupla (Q, P, Py, P., m, 7¢). Ha conjuntos de probabilidades de transicao de estado, proba-
bilidades de duragdo ou comprimento e probabilidades de emissdo, ou seja, um conjunto de
estados () com estado inicial designado 7 e estado final 7y (ambos silenciosos), um conjunto
de probabilidades de transicdo de estado P; : ) x () — R, um conjunto de probabilidades de
comprimento ou ’dura¢do’ Py : N x () — R condicional no estado e um conjunto de probabili-
dades de emissao P, : a* x ) x N — R condicional ao estado e duracdo. Uma tinica execugao
n-state do GHMM comeca no estado ¢y = 7y, transita estocasticamente do estado ¢;_; para o
estado ¢; para 1 < i < n de acordo com P;(¢; | ¢;—1), e termina no estado ¢,—; = 7. Em
cada estado ¢; 0o GHMM escolhe estocasticamente a duragio d de acordo com Py(d | ¢;) e emite
string S; € a de acordo com P.(S; | ¢i, d). Observe que Py(0 | mo) = Py(0 | wp) = 1[27]. :

argmax argmazx. p(s.s
P(9]5) = o)

6 6
I P (S|16)P (9),

¢ma:c =

_ argmaz P(6,5) =
¢

ey

onde cada ¢ = {(g;,d;)|0i < n} especifica uma série ordenada no tempo de estados (re-
cursos) e duragdes inteiras (comprimentos de recursos) durante uma tinica execu¢ao do GHMM.
P(S|¢) pode ser fatorado de acordo com os estados em ¢ para produzir P, (S ;|q;,d ;),onde
a formula precisa paracada P . (S ;| g, d ;) é definido separadamente para cada estado depen-
dendo do tipo de modelo usado no estado (uma cadeia de Markov, matriz de peso especifica de
posicao, etc.). P (¢) também pode ser decomposto por estado em um produto de probabilidades
de transicao e duragdo para produzir onde a concatenagdo S g ,..., S , 1 de recursos individuais
forma a sequéncia de entrada S . Esta etapa de maximizacdo pode ser calculada eficientemente

usando um algoritmo de decodificacdo de Viterbi modificado [28] [27]



Figura 14 — Modelos ocultos generalizados de Markov

Fonte: [8] Os Modelos Ocultos Generalizados de Markov (GHMM) sao definidos
formalmente como uma tupla de seis elementos, incluindo o conjunto de estados,
probabilidades de transicao de estado, probabilidades de duracio, probabilidades de
emissao e estados iniciais e finais.
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4 METODOLOGIA

Neste trabalho, apds acurada andlise, optamos pelo TransCirc[11] por reunir demais
relevantes bancos de dados de RNA circulares, e pelo nimero maior de evidéncias de regides
codificadoras, ou seja, pelo maior niimero de evidéncias de Espectometria de Massa(MS) entre
outras evidéncias também muito importantes, e pelo maior nimero de RNA circulares, e que
muitos sdo origindrios de outros bancos, e desse forma o TransCirc aglutina demais iniciati-
vas, conservando o ID original e adicionando um ID préprio, somando mais de 320 mil RNA

circulares de origem humana.

4.0.1 Detalhamento da obtencdo da amostra.

Com base nos dados fornecidos pelo TransCirc através dos arquivos de metadados e
arquivos de sequencia no formato fasta dos RNA circulares constantes do TransCirc, ilustrado

na Figura 15, criamos um script em Python de pre-processamento.

Figura 15 — RNA circular linearizado no arquivo FASTA

- 1A ) _*_clrr:RNA_fastf S = _ 5 =

ATGAGGATCCTGTATTCATTGCCACGTGCACAGAGCGGGAGCTGCGAAAG-
AGGAAAAAGCGGAAATTCAGCCTCTGGGTCAGACAATGTTCTTCCACTGG-
CTTCATCATCCAG

>hsa_circ_00002
GAAATTATCAGTTCATTGCCTAGCATAGTAAATGACAAATATGGAAGGAA-
[6GTCCTATTGTACTTACTAAGCCCCAGAGATCCTGCACATACAGTACGAG-
AAATCATTGAAGTTCTGCAAAAAGGAGATGGAAATGCACACAGTAAGAAA-
GATACAGAGGTCCGCAGACGGGAGCTCCTAGAATCCATTTCTCCAGCTTT-
GTTAAGCTACCTGCAAGAACACGCCCAAGAAGTGGTGCTAGATAAGTCTG-
CGTGTGTGTTGGTGTCTGACATTCTGGGATCTGCCACTGGAGACGTTCAG-
CCTACCATGAATGCCATCGCCAGCTTGGCAGCAACAGGACTGCATCCTGG-
TGGCAAGGACGGAGAGCTTCACATTGCAGAACATCCTGCAGGACATCTAG-
TTCTGAAGTGGTTAATAGAGCAAGATAAAAAGATGAAAGAAAATGGGAGA -
GAAGGTTGTTTTGCAAAAACACTTGTAGAGCATGTTGGTATGAAGAACCT -

GAAGTCCTGGGCTAGTGTAAATCGAGGTGCCATTATTCTTTCTAGCCTCC-

TCCAGAGTTGTGACCTGGAAGTTGCAAACAAAGTCAAAGCTGCACTGAAA-
AGCTTGATTCCTACATTGGAAAAAACCAAAAGCACCAGCAAAGGAATAGA-
AATTCTACTTGAAAAACTGAGCACATAGGTGGAAAGAGTTAAGAGCAAGA-
TGGAATGATTTTTTCTGTTCTCTGTTCTGTTTCCCAATGCAGAAAAGAAG-
GG

>hsa_circ_00003
ATGCCGAATATACCAACTCTCCTTTGGTACCTACATTCTGTACTCCTGGT -
TTGAAAATTCCATCTACAAAGAACAGCATAGCTTTG
>hsa_circ_00004
GTTTTACAAGATGAATTAGAAAACCGTTCTAATCAGGTGCGATGTGCAGA-
GAAAAAATTACAACACAAAGAATTGGAGTCACAGGAACAGATAACTTACA-
TACGACAAGAATATGAAACAAAATTGAAAGGATTGATGCCAGCATCCCTA-
AGACAAGAACTTGAAGACACCATTTCCTCCCTAAAATCACAGGTTAATTT-

TrATrACAAAACACACCTTrACATACTTAACRCAASAACTAAFRATACATATAAAS,
PlainText ¥ TabWidth:8 ~ Ln4, Col 51 > INS

Fonte: Prépria autoria (2021)

Observa-se neste arquivo FASTA que na sequencia de cada
representacio de RNA circular, pode haver intiimeras
ORFs(Quadro Aberto de Leitura), onde encontram-se as
possiveis regioes codificantes

O TransCirc disponibiliza arquivos fasta de RNA circulares com seus respectivos me-

tadados, e nosso interesse convergiu nos RNA circulares com os maiores escores de evidéncia
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de tradugdo de proteinas. Para tal, aplicamos alguns filtros para selecionar os RNA circulares

com maiores escores de evidéncia de tradugdao em proteinas e também para retirar ORFs com

mesma posisdo de cddon de inicio e cddon de parada, como também mesmo comprimento de

ORFs para evitar redundancias desnecessarias.

Iniciamos definindo o nimero da amostra de RNA circulares em 15 mil exemplares

para processamento dentro do nimero total de RNA circulares do TransCirc com mais de 320

mil exemplares de RNA circulares humanos.

Primeiramente, realizamos leitura completa do arquivo de metadados constante do

TransCirc, e a partir de entdo comecgamos os procedimentos a seguir:

Remover as sequéncias que nao contém nenhuma ORF.
Eliminar as sequéncias que possuem mais de uma ORF.

Ordenar as sequéncias de forma decrescente com base nos escores de evi-

déncias de tradugdo.

Selecionar os primeiros 15 mil como definido anteriormente. Observa-se
que essa limitagao dos primeiros 15 mil foi arbitrada por questdes praticas,
pela demora do processamento, mas pelo fato de ser baseada nos maiores
escores de evidéncia de traducao nao compromete em absoluto o resultado
do experimento. Temos até entdo 15 mil RNA circulares selecionados com

os maiores escores de traduciio em proteinas

Localizar a posicao inicial da ORF com base nessa selecdo acima e o ar-
quivo de sequencias fasta obtém-se a posi¢do que a ORF comec¢a em cada

um dos RNA circulares selecionados.

Calcular os detalhes da ORF considerando as sequéncias indexadas a partir
de O(zero). Os detalhes sdo onde a ORF inicia, onde acaba, quantas voltas
sdo dadas e o tamanho da sequencia da ORF. Por voltas seja entendido o
nimero de ciclos de translacdes até um limite de maximo 3, pois trata-se
de transcritos de RNA circulares que em geral podem dar até trés voltas na

maioria dos casos para encontrar um cédon de parada.

Definir detalhes técnicos importantes como o retorno das posi¢des gend-
micas, pois o inicio das sequencias no Python comeca por O(zero) e nos

dados do TransCirc inicia-se por 1(um).
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* Remover RNA circulares com ORFs com mesmos cédon de inicio, cédon
de parada e mesmo comprimento (repetidos). Trata-se de uma depuracao

da amostra a ser utilizada.

* Por fim registrar em arquivo de metadados com os 12.800 RNA circulares
restantes apos as remocdes e redundancias, e também registrar os arqui-
vos fasta com as sequencias referentes aos RNA circulares selecionados

obtendo-se a amostra preparada para andlise posterior.

Assim temos agora a amostra com as informa¢des complementares de inicio e final das
ORFs, nimero de ciclos de translagdes, € o comprimento final de cada um dos RNA circulares,

ou seja temos a amostra preparada para andlise, representada pelos arquivos metadados e fasta.

4.0.2 O experimento que possibilitou o comparativo entre as ferramentas: CodanCirc e Frag-

GeneScan

Para implementacdo do experimento em si implementamos mais dois scripts Python,
um que utiliza o resultado do pré-processamento anterior e auxilia a execu¢do da ferramente em
estudo, e outro que nos fornece as métricas do experimento para as comparacgdes das ferramentas

no encerramento do experimento.

Em seguida, ele itera pelas previsdes e compara-as com as posi¢des reais de inicio
de cddon dos RNA circulares para calcular verdadeiros positivos (TP), falsos positivos (FP),

verdadeiros negativos (TN) e falsos negativos (FN).

A funcdo entdo calcula as métricas de desempenho como acurécia, precisio, revocacao

e f1_score usando esses valores.

Em resumo, este script automatiza o cdlculo de métricas de desempenho para o resul-
tado de uma anélise de traducdo de RNA circulares comparando a previsdo com a posi¢ao real

de start codon dos RNA circulares.

Os procedimentos descritos acima sdo para a ferramenta CodAn com o modelo VERT _circ.
No caso da ferramenta FragGeneScan o procedimento € outro. Por ser concebido com outras tec-
nologias ficou mais pratico fornecer os inputs fora do ambiente Python citado anteriormente, e

submeter seus outputs para calcular as métricas pelo mesmo scrip eval.py separadamente.

4.0.3 E como surgiu a ferramenta CodAnCirc?

Como RNA circulares ndo possuem cap e cauda poliadenilada, e sim um formato ca-

racteristico circular, foi necessdrio realizar uma adapta¢do do modelo para este tipo especifico
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de RNA. Para isso, foram feitas algumas modificacdes no modelo, dando origem a uma versao

especifica do CodAn para RNA circulares, denominada CodAnCirc.

A ferramenta ToPs[8], a qual o CodAn utiliza internamente, € bastante flexivel, o que
permitiu a adaptacdo do modelo GHMM, criando assim o modelo VERT _circ para trabalhar
com os transcritos de RNA circulares. Gracas a essa adaptacdo, € possivel trabalhar com esses

transcritos de maneira mais precisa e eficiente.

4.0.3.1 A adaptacdo do modelo VERT_full para VERT _circ

Originalmente partimos do modelo VERT_full, qual contém internamente o arquivo

ghmm_intronless.model, onde situa a configuracao geral da GHMM.

A seguir descrevemos sucintamente o modelo do ToPS, o GHMM, qual € um modelo
oculto de Markov que tem vdrios estados e que diferentemente do HMM, modelo oculto de
Markov simples, cada estado da GHMM pode emitir mais de um simbolo. Ou seja, podem re-
presentar vdrias caracteristicas ou fases do processo de transcricdo e tradugdo. Estes incluem
"begin", "end", "CDS", "start", "stop", "CDSO0", "CDS1"e "CDS2". Os simbolos de observagao
"A", "C", "G"e "T" representam as quatro bases nucleotidicas do RNA. O modelo especifica
probabilidades iniciais para cada estado e probabilidades de transi¢do entre estados, refletindo
a sequéncia de eventos na transcricdo e tradu¢do do RNA. Os modelos especificos para os esta-

n n n n

dos "start", "stop", "cds"e "noncoding" sdo entdo referenciados e representam submodelos que
descrevem com mais detalhes as caracteristicas desses estados, como a composicao de base e
padrdes de codificacdo. A duracdo de cada estado "CDS" € definida por um modelo "Phased Run
Length Distribution", que pode ser utilizado para representar a duragcdo varidvel de segmentos
de codificacdao em diferentes fases de traducdo. Além disso, cada estado tem uma configuracao
associada que define um modelo de observagdo, a duragdo (se aplicdvel), e as fases de entrada e
saida. E preciso notar que o estado "CDS"inclui uma extenso de emissio, que poderia ser usada
para modelar a influéncia do contexto de sequéncia na emissao de um estado. Essas configura-
¢oes e parametros podem ser ajustados para refletir a realidade dos RNA circulares, fornecendo
uma ferramenta poderosa para explorar a estrutura e a funcao dessas moléculas foco de nosso

estudo.

GHMMs sdao modelos probabilisticos muito flexiveis que podem ser integrados a ou-
tros modelos para descrever uma arquitetura complexa que foge ao escopo deste trabalho. No
entanto essas descricoes acima expostas objetivaram apenas mostrar como podemos modificar

os parametros internos do modelo para se adequar a realidade dos RNA circulares.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPARATIVO ENTRE AS FERRAMENTAS - CODANCIRC E FRAGGENESCAN

Tanto o CodAnCirc e o FragGeneScan[9] foram alimentados com a mesma amostra
e foram utilizadas as mesmas métricas de avaliacdo, conforme descrito na metodologia, e os

resultados foram adicionados na tabela 2 a seguir:

Tabela 2 — Tabela comparativa CodAnCirc e FragGeneScan

Nome Amostra TP TN FP FN acc ppv prc rec fl

CodAnCirc 12800 9.086 0 2086 1.628 0.71 0.81 0.81 0.85 0.83

FragGeneScan 12756 1.085 0 11.671 0 0.08 048 008 1 0.16
Fonte: Autoria prépria (2023)

Conforme observa-se no grafico da Figura 16, foi realizada uma comparagao entre Co-
dAnCirc e FragGeneScan. O FragGeneScan apresentou resultados consideravelmente menores
em todas as métricas, exceto no recall. Isso se deve ao nimero de falsos negativos ser igual a
zero. Como a métrica de recall € calculada pelo numero de verdadeiros positivos dividido pela
soma de verdadeiros positivos e falsos negativos, a razdo se torna TP/TP, ou seja, uma unidade
ou 100%.

Figura 16 — Comparativo entre ferramentas

CodAnCirc e FragGeneScan
B CodAnCirc [ FragGeneScan
1,00

075
0,50
025

0,00
acc ppv prc rec il

Fonte: Autoria prépria (2023) FragGeneScan teve desempenho
menor em todas as métricas, exceto no recall. Isso ocorre porque
nao apresentou falsos negativos. Portanto, a formula do recall
(verdadeiros positivos divididos pela soma de verdadeiros
positivos e falsos negativos) resulta em 100%

Na andlise comparativa entre CodAnCirc (baseado em GHMM) e FragGeneScan (que
utiliza Modelos Ocultos de Markov - HMM), nota-se que o f1-score obtido por nossa ferramenta
foi de 83%, enquanto a ferramenta concorrente alcangou apenas 16%. Essa diferenca observada

sugere uma eficicia maior do GHMM para esta tarefa especifica
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1

CONCLUSOES DA PESQUISA

Concluindo em resumo, os objetivos propostos foram alcangados com sucesso, atra-

vés da identificacdo de regides codificadoras em transcritos eucaridticos de RNA circular, e da

adaptagao da ferramenta CodAn para RNA circulares criando-se a nova ferramenta CodAnCirc,

e pela comparagdo das performances entre as ferramentas utilizadas.

6.2 ALCANCE DOS OBJETIVOS

Neste trabalho, foi atingido o objetivo geral de identificar regides codificadoras de pro-

teinas nos RNA circulares aplicando-se Modelos Ocultos Generalizados de Markov. Especifica-

mente, alcancamos os seguintes objetivos:

» Foram identificadas regides codificadoras em transcritos eucariéticos de RNA

circular, utilizando uma metodologia baseada em um modelo probabilistico
GHMM (Generalized Hidden Markov Model), configurado pelo framework
probabilistico ToPS[8], que integra a ferramenta CodAn (Coding sequence
Annotator)[7], originalmente utilizada para RNA lineares com extremidades
5’ e 3’, qual adaptamos através da criagao de um modelo especifico para RNA
circulares, e a nomeamos CodAnCirc (Foi criado um fork da publicac¢do ori-
ginal do CodAn no GitHub em:

https://github.com/rodolphojunior/CodAnCirc).

Compararamos as performances entre si das ferramentas CodAnCirc e Frag-

GeneScan [9] (Os scripts utilizados encontram-se disponiveis no GitHub em:

https://github.com/rodolphojunior/bioinfo-master).

6.3 RECOMENDACOES DE TRABALHOS FUTUROS

O CodAnCirc, conforme os resultados obtidos provaram, pode ser apenas a ponta do

iceberg de novas pesquisas. Com algumas alteracdes no modelo probabilistico GHMM através

da criacao do modelo especifico VERT _circ pudemos originar de fato uma nova ferramenta, aqui

anunciada desde 2021 como CodAnCirc. Dessa forma, comprovamos a expressiva vantagem dos
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métodos probalisticos baseados em GHMM do CodAnCirc em relacido as demais ferramentas

na mesma categoria.

No entanto, em meio a tendéncia atual do avanco das tecnologias de Inteligéncia Ar-
tificial, nos permitimos a mergulhar no ingrediente mais importante da criacdo intelectual: a
imaginacdo! Com esse propdsito, vemos que novas tecnologias como Transformers[29], talvez
possam ser amplamente aplicaveis em biologia. Por se basear em NLP, processamento de lingua-
gem natural, em bioinformadtica poderiam ser usados para processamento de sequéncias biol6-
gicas, como RNA e protefnas. Assim poderiam incluir tarefas como classificacdo de sequéncias,
identificac@o ou previsdo de regides codificadoras em transcritos de RNA circular, entre outros.
Além disso, as técnicas de aprendizado profundo dos Transformers poderiam ser combinadas
com contextos dos modelos bioldgicos e probabilisticos, e assim melhorar a precisdao dessas
andlises. Diante das possibilidades apresentadas, pode-se inferir que ha um potencial para o

desenvolvimento de novas ferramentas bioinformaticas inteligentes.
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