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Resumo. O DNA ou &cido desoxirribonucleico é uma molécula que existe
dentro das células de todos os seres vivos, é encontrado mais especificamente
nos cromossomos. As sequéncias de DNA podem ser representadas através
de longas cadeias de letras A, C, G, T chamados de nucleotideos. O objetivo
deste estudo é verificar diferentes padrées em sequéncia de DNA de diferentes
tamanhos e com percentual de ocorréncias dos nucleotideos diferentes através
do método de andlise de lacunaridade. Sequéncias de DNA de tamanhos 5000,
15000 e 100000 utilizando diferentes proporgdes de ocorréncias das bases (A, C,
G e T) foram simuladas para aplicacdo do método de andlise de lacunaridade.
Os resultados mostraram que quanto maior a ocorréncia de uma determinada
base na sequéncia de DNA menor é o valor de lacunaridade indicando um
comportamento mais uniforme da distribuigdo da base dentro da sequencia de

DNA independente do tamanho da sequéncia.
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1. Introducao

O DNA ou acido desoxirribonucleico é uma molécula que existe den-
tro das células de todos os seres vivos, é encontrado mais especificamente nos
cromossomos. Na composi¢ao do DNA entram quatro bases nitrogenadas cha-
madas de nucleotideos, ou simplesmente, de bases: adenina (A), guanina (G),
timina (T) e citosina (C). A molécula de DNA tem uma estrutura semelhante
a de uma escada torcida, formando um espiral. Os nucleotideos formam os de-

graus, estando a adenina emparelhada com a timina e a guanina com a citosina
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constituindo uma dupla sequéncia de bases (Pedrosa, 2013) (Griffiths et al.,
2000) conforme pode-se observar na Figura 1.

Figura 1: Forma do DNA

As sequéncias de DNA podem ser representadas através de longas ca-
deias de letras A, C, G, T. A localizagao fisica do nucleotideo na sequéncia de
DNA é denominada sitio (Griffiths et al., 2000). Associa-se ao dcido desoxirri-
bonucleico (DNA) & hereditariedade que desvenda a sua natureza (Avery et al.,
1994). A estrutura da molécula de DNA, formada por duas cadeias enroladas
em hélice, constituida por sequéncia de nucleotideos (Watson e Crick, 1953).

Com a descoberta do DNA comegou o desenvolvimento de técnicas para
a sua andlise, principalmente a partir dos anos 60. Hoje em dia a genética esta
presente em varias areas do conhecimento, como por exemplo: medicina, agri-
cultura, farmacia, historia, identificacao de paternidade e resolucao de alguns
crimes.

O uso dos sequenciadores automaticos é essencial quando se deseja re-
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alizar sequenciamento em larga escala, como nos projetos genoma. O desen-
volvimento e utilizagao de sequenciadores automaticos tornam mais eficientes e
rapidos o sequenciamento de DNA, ja que as etapas de leitura do gel e o proces-
samento de sequéncias sao realizadas através de programas de computador. O
sequenciamento de DNA é um processo que determina a ordem dos nucleotideos
(blocos que constituem a molécula de DNA) em uma amostra. Existem vérios

métodos disponiveis, e cada um apresenta vantagens e desvantagens.

Dentre as novas técnicas de sequenciamento chamadas de sequencia-
mentos de nova geragao podemos destacar as plataformas: 454 FLX, Applied
Biosystems (SOLID system) e o Heliscope True Single Molecule Sequencing
(tSMS). Essas plataformas possuem caracteristicas comuns em relagao & eco-
nomia de tempo e custo do sequenciamento (Carvalho e Silva, 2010). Atual-
mente existem cada vez mais sequéncias de DNA de tamanhos maiores para
serem analisadas e a quantidade de sequéncias que se estd analisando faz com
que, computacionalmente, tenha-se um processo muito lento recorrendo assim
a metodologias com desempenho computacional satisfatério como o método de
andlise de lacunaridade.

A lacunaridade é um método de avaliacao da distribuigdo do tamanho
de lacunas dentro de um sistema fisico (Mandelbrot, 1982). Originalmente, a
lacunaridade foi desenvolvida para deteccao de padroes de texturas de objetos
fractais, mas pode ser generalizado para qualquer padrao espacial, incluindo
aqueles com propriedades fractais e multifractais e pode ser usado tanto com
os dados quantitativos quanto para dados binarios e também em dimensoées 1D,
2D e 3D (Plotnick et al., 1996).

2. Objetivos

— Verificar diferentes padroes em sequéncia de DNA de diferentes tamanhos
e com percentual de ocorréncias dos nucleotideos diferentes através do

método de andlise de lacunaridade.
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3. Metodologia

3.1 Dados

Foram simuladas sequéncias de DNA de tamanhos 5.000, 15.000 e 100.000.
Para cada base (A, C, G e T), era atribuido um percentual de ocorréncia den-
tro da sequéncia de DNA. Para compor a sequéncia o processo de selecao foi
realizado da seguinte maneira: uma das bases dentro uma amostra de tamanho
quatro era selecionada para compor a sequéncia naquela posi¢ao (ver exemplo
abaixo), este processo foi repetido 5.000, 15.000 e 100.000 vezes. Por exemplo:
Suponha que uma sequencia de DNA de tamanho dez, simulada aleatoriamente

fosse definida por:
AACGTCCAGT

O primeiro nucleotideo da sequéncia foi selecionado da seguinte forma:
uma varidvel contendo os valores 1-A, 2-C, 3-G e 4-T foi criada, selecionava-se
por meio de sorteio computacional um dos valores supracitados, sendo referido
valor utilizado como a primeira letra da sequencia no exemplo foi selecionado
o valor 1 correspondente a letra A. Este processo era repetido ao longo de toda
sequencia de DNA. No exemplo acima os valores selecionados em cada passo
foram: 1123422134.

3.2 Lacunaridade

Virios métodos para o calculo da lacunaridade foram desenvolvidos com
o avango computacional (Gefen et al., 1983); (Voss, 1986); (Lin e Yang, 1986);
(Allain e Cloitre, 1991); (Dong, 2000); (Lucena e XavierJr., 2020), entre eles
destaca-se o algoritmo de deslizamento de caixa (método apresenta os melho-
res resultados em relagéo a esforgo computacional no célculo da lacunaridade)
7gliding box” (Allain e Cloitre, 1991). Esse método é amplamente utilizado
nos estudos de ecologia (Plotnick et al., 1993) que usou a lacunaridade para
desenvolver indice de textura de florestais, enquanto Malhi e Cuesta (2008) ava-
liaram imagens de IKONOS nas florestas tropicais da Amazonia. Na geologia
pode-se destacar o estudo de Roy et al. (2010).

Na area de tecnologia de alimentos Camilo et al. (2010) que detectou
padroes na cristalizacao da cana de acucar utilizando imagens fractais com

auxilio da anélise de lacunaridade 2D verificando que a mesma apresentou
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padroes diferentes, enquanto Li et al. (2012) utilizou andlise de lacunaridade
para estudar a avaliagao automatica de melao e observou que a lacunaridade é
diferente em as fases de crescimento do meldo. Na area de planejamento urbano
Myint e Lam (2005) conseguiram distinguir dois padrées urbanos, um padrao
onde existem maior concentracao de casa e outro com menos concentragao de
habitacoes, em imagens de textura na cidade de Oklahoma utilizando analise
de lacunaridade 2D. Na climatologia podemos destacar os trabalhos onde a
lacunairde foi aplicada na precipitacdo (Lucena et al., 2018), na dire¢do do
vento (Lucena e Filho, 2019) e aplicando em focos de queimadas na drea da
Amazdnia Legal (Lucena et al., 2017).

Na area de medicina destacam-se os trabalhos em andlise de padroes
de retina humana diferenciando padrées de lacunaridade de pacientes sadios e
com uma determinada patologia (Cheng e Huang, 2003), radiografias dentérias
em que a lacunaridade foi menor em regides com maior concentragao de 0sso
(Yasar e Akqunlu, 2005), imagens de tomogra?as computadorizadas de ossos
trabeculares onde a lacunaridade foi menor em regioes onde apresentaram me-
nos porosidades do osso (Dougherty e Henebry, 2001), andlise de angiogramas
verificando que a analise de lacunaridade é maior em pacientes patoldgicos do
que em relagdo a pacientes sadios (Landini et al., 1995), na avaliagao de tecidos
epidermais em que a lacunaridade foi maior em tecidos epidermais de pacientes
patolégicos do que em relagao a pacientes sem patologias (Karperien e Jelinek,
2015) e na anédlise da morfologia e remodelagao microvascular onde foi possivel
observar que a lacunaridade ¢é diferente para o cortex, pele e musculos da coxa
(Gould et al., 2011).

Na andlise de DNA, a lacunaridade é uma medida da distribuicao dos
segmentos, definido como uma sequéncia consecutiva contendo uma determi-
nada base (A, C, G e T) escolhida, e as lacunas definidas como uma sequéncia
consecutiva em que a base escolhida nao ocupa a sequéncia. Valores grandes
de lacunaridade implicam em grandes tamanhos de lacunas e uma maior hete-
rogeneidade, enquanto que pequenos valores implicam em menores tamanhos
de lacunas, o que sugere uma distribuicdo mais uniforme (Mandelbrot, 1982).
Abaixo esta descrito os passos para o calculo da lacunaridade:

Passo 1: Uma caixa de tamanho r é colocada na origem da sequéncia de
DNA e o ndmero s de sitios ocupados (com uma determinada base A, C, G e
T escolhida) é contado.

Passo 2: A caixa é movida ao longo de toda a sequéncia de DNA, e sua
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massa (ntdmero dos sitios ocupados contendo a base (A, C, G e T) escolhida) é
calculada.

Passo 3: A distribuicao de probabilidade de massa da caixa é dada por:

n(s,r)
N(r)

onde, n(s,r) é o ndmero de caixas de tamanho r com massa s e N(r) =

P(s,r) = (3.1)

N —r+1 é o ntimero total de caixas de tamanho r (N é o tamanho da sequéncia
de DNA).
Passo 4: A lacunaridade para o tamanho de caixa r é definida por:
M
L(r) = —=5 3.2
)= (32

onde, M; é o primeiro momento da distribuigdo de P(s,r) e definido

por:
-
M, = ZSP(S, T) (3.3)
s=0
enquanto que é o segundo momento da distribuicao de P(s,r) e definido
por:

My = zi:os?P(s,r) (3.4)

Passo 5: A lacunaridade diminui com tamanho de caixa e segue uma lei

de poténcia:

L(r) = arPe (3.5)

onde o expoente # < 0 pode ser estimado como coeficiente angular da
reta logL(r) versus logr via método de minimos quadrados e € ~ N(0,0?)
(Martinez et al., 2007).

Observe-se, abaixo, um exemplo (exemplo hipotético criado pelo autor
onde o préprio atribui os referidos percentuais para cada base) do célculo da
lacunaridade para tamanhos de caixa 2 utilizando a base A como referéncia e
para uma sequéncia de DNA hipotética de tamanho 50 com 30% de ocorréncia
para a base A, 16% para C, 20% para G e 34% para T.

TTGTTCATTAAGGCTGTATGATTATGAAACCGCGAATGGCTCATTAATCA
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7

Utilizado um tamanho de caixa dois, a caixa é colocada no inicio da

sequéncia e contado quantas bases A preenchem a caixa logo,

GTTCATTAAGGCTGTATGATTATGAAACCGCGAATGGCTCATTAATCA

Observa-se que nao existe nenhum sitio ocupado com a base A, entao a

caixa é deslizada para frente,

i & TTCATTAAGGCTGTATGATTATGAAACCGCGAATGGCTCATTAATCA

Novamente verifica-se que nao existem sitios ocupados com a base A,
este processo é feito até a ultima caixa ser deslizada e obtermos um dos sitios

ocupados com a base A

TTGTTCATTAAGGCTGTATGATTATGAAACCGCGAATGGCTCATTAAT

Assim define-se a distribuicao de massa para a base A (1). Verifica-se que
25 caixas de tamanho 2 nao apresentaram a base A, ji 19 caixas apresentaram
uma base A e cinco caixas apresentaram duas base A, assim pode-se calcular
as suas respectivas probabilidades (25/49 = 0,51 para caixas sem nenhuma
base A, 19/49 = 0,388 para caixas com uma base A e 5/49 =0,102 para caixas
com duas base A), logo M7 = 0% 0,51 +1%0,388 +2%0,102 = 0,592, ji
My = 020, 514120, 3884-22x0, 102 = 0, 796 obtendo um valor de lacunaridade
de 2,271.

Tabela 1: Célculo da lacunaridade de tamanho de caixa 2 para uma sequéncia

hipotética de tamanho 50 tomando como referéncia a base A.
s | n(s,r) P(s,r) sxP(s,T) s2P(s,r) L(2)

0 25 0,51 0 0
1 19 0,388 0,388 0,388
2 5 0,102 0,204 0,408

M; =0,592 M, =0,796 2,271

No exemplo anterior o calculo da lacunaridade para as bases C, G e
T utilizando a mesma sequéncia de DNA é observado nas Tabelas 2, 3 e 4,

respectivamente.
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Tabela 2: Célculo da lacunaridade de tamanho de caixa 2 para uma sequéncia

hipotética de tamanho 50 tomando como referéncia a base C.
s | n(s,r) P(s,r) sxP(s,r) s2P(s,r) L(2)

0| 34 0,694 0 0
1] 14 0,286 0,286 0,286
2 1 0,02 0,04 0,08

M; =0,326 M, =0,366 3,444

Tabela 3: Célculo da lacunaridade de tamanho de caixa 2 para uma sequéncia

hipotética de tamanho 50 tomando como referéncia a base G.
s | n(s,r) P(s,r) sx*P(s,r) s2P(s,7) L(2)

0 31 0,633 0 0
1 16 0,327 0,327 0,327
2 2 0,04 0,08 0,16

M; = 0,407 M, =0,487 2,94

Tabela 4: Célculo da lacunaridade de tamanho de caixa 2 para uma sequéncia

hipotética de tamanho 50 tomando como referéncia a base T.
s | n(s,r) P(s,r) sxP(s,) s2P(s,r) L(2)

0] 21 0,429 0 0
1| 23 0,469 0,469 0,469
2] 5 0,102 0,204 0,408

M; =0,673 My =0,877 1,936

4. Resultados

Utilizando uma sequéncia de DNA de 5.000 e uma frequéncia relativa
de 45% para a base A, 25% para C, 20% para G e 10% para T, observa-
se que os maiores valores de lacunaridade é representado pela base T (base
que apresentou a menor frequéncia ao longo da sequéncia de DNA) indicando
um comportamento heterogéneo da sua distribui¢ao, enquanto que os menores
valores de lacunaridade sao referentes & base A (base que apresentou a maior
frequéncia ao longo da sequéncia de DNA) indicando uma distribui¢do mais

uniforme, Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de lacunaridade para simulagdo da sequencia de DNA de
tamanho 5000 e proporcoes de A=45%, C=25%, 20% e T =10%, respectiva-

mente.

Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 1,538 1,265 1,138 1,072 1,038 1,022 1,011
C 2,019 1,609 1,33 1,171 1,087 1,047 1,026
G 2,329 1,804 1,452 1,242 1,133 1,077 1,045
T 4,275 3,006 2,165 1,644 1,309 1,136 1,06

O maior expoente § de lacunaridade é atribuido & base que ocorre com
menos frequéncia (T) na sequéncia de DNA indicando um comportamento he-
terogéneo de sua distribuicao, enquanto que o menor expoente é referente a
base mais frequente (A) na sequéncia de DNA indicando um comportamento

mais uniforme na sua distribui¢do (Figura 2).

Figura 2: Lacunaridade empirica em relacao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 5000 com frequéncias de 45%, 25%, 20% e 10% para as
bases A, C, G e T, respectivamente.

Utilizando uma de sequéncia de DNA de 5.000 e uma frequéncia relativa
de 35% para a base A, 5% para C, 10% para G e 50% para T, observa-se
que a base T (base com maior ocorréncia ao longo de toda sequéncia de DNA)
apresentou os menores valores de lacunaridade indicando uma distribuicao mais

uniforme, enquanto que a base C (base com menores registros ao longo da
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sequéncia de DNA) apresentou os maiores valores de lacunaridade indicando

uma distribuigdo heterogénea de sua distribuigao (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de lacunaridade para simulagao da sequencia de DNA de
tamanho 5000 e proporgoes de A=35%, C=5%, G= 10% e T =50%, respecti-

vamente.
Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 1,657 1,377 1,211 1,113 1,067 1,026 1,012
C 6,974 4571 2964 2,007 1,492 1,22 1,095
G 4,024 2,847 2,019 1,525 1,255 1,119 1,056
T 147 1,217 1,107 1,065 1,026 1,012 1,007

Verifica-se que o maior expoente 3 de lacunaridade é atribuido a base
que ocorre com menos frequéncia (C) na sequéncia de DNA indicando um com-
portamento heterogéneo de sua distribui¢ao, enquanto que o menor expoente é
referente a base mais frequente (T) na sequéncia de DNA indicando um com-

portamento mais uniforme na sua distribuigao (Figura 3).

Logl(Lir))

Figura 3: Lacunaridade empirica em relacao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 5000 com frequéncias de 35%, 5%, 10% e 50% para as

bases A, C, G e T, respectivamente.

Utilizando uma de sequéncia de DNA de 15000 e uma frequéncia relativa
de 10% para a base A. 20% para C, 30% para G e 40% para T, observa-se que

os maiores valores de lacunaridade é representado pela base que apresenta a
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menor frequéncia (A) ao longo da sequéncia de DNA indicando um compor-
tamento heterogéneo da sua distribuigao, enquanto que os menores valores de
lacunaridade sao referentes a base que apresentou a maior frequéncia (T) ao
longo da sequéncia de DNA indicando uma distribui¢ado mais uniforme (Tabela
7).

Tabela 7: Valores de lacunaridade para simulagdo da sequencia de DNA de
tamanho 15000 e propor¢oes de A=10%, C=20%, 30% e T =40%, respectiva-
mente.

Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 3,914 2,742 1,961 1,499 1,253 1,132 1,063
C 2,299 1,788 1,428 1,218 1,112 1,057 1,029
G 1,79 1,464 1,257 1,137 1,07 1,035 1,018
T 1,56 1,306 1,168 1,089 1,044 1,021 1,01

Verifica-se que o maior expoente 5 de lacunaridade é atribuido a base
que ocorre com menos frequéncia (A) na sequéncia de DNA, indicando um
comportamento heterogéneo de sua distribuicao, enquanto que o menor expo-
ente é referente & base mais frequente (T) na sequéncia de DNA indicando um

comportamento mais uniforme na sua distribuicao (Figura 4).

Log(Lir))

Figura 4: Lacunaridade empirica em relacao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 15000 com frequéncias de 10%, 20%, 30% e 40% para as

bases A, C, G e T, respectivamente.
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Observa-se que utilizando uma sequéncia de DNA de tamanho 15000 e
uma frequéncia de 60% para a base A, 20% para C, 15% para G e 5% para T,
os menores valores de lacunaridade sdo atribuidos & base A (base em que apre-
sentou maior frequéncia dentro da sequéncia) indicando um comportamento
mais uniforme na sua distribuicdo ao longo da sequéncia, enquanto que os
maiores valores de lacunaridade sao representados pela base T (bases que apre-
sentaram a menor frequéncia dentro da sequéncia) indicando uma distribuicao

heterogénea ao longo de toda sequéncia de DNA (Tabela 8).

Tabela 8: Valores de lacunaridade para simulagdo da sequencia de DNA de
tamanho 15000 e proporgoes de A=60%, C=20%, G=15% e T =5%, respecti-

vamente.
Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 1,529 1,217 1,085 1,04 1,02 1,01 1,005
C 2,302 1,791 1,443 1,231 1,117 1,06 1,031
G 2,875 2,135 1,639 1,338 1,114 1,091 1,048
T 7,308 4,799 3,105 2,12 1,571 1,289 1,15

Verifica-se que o expoente 3 de lacunaridade é menor para a base que
apresentou maior frequéncia ao longo da sequéncia de DNA (A), enquanto que
o maior expoente é referente a base T que apresentaram menores ocorréncias

na sequéncia de DNA (Figura 5).
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Log(Lir))

Figura 5: Lacunaridade empirica em relacao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 15000 com frequéncias de 60%, 20%, 15% e 5% para as
bases A, C, G e T, respectivamente.

Para um tamanho de sequéncia de DNA de 100000 e uma frequéncia
relativa de 5% para a base A, 50% para C, 15% para G e 30% para T observa-se
que quanto menor a frequéncia da base avaliada maior é o valor de lacunaridade
indicando um comportamento heterogéneo de sua distribuicao, enquanto que os
menores valores de lacunaridade sao referentes a base que apresentou a maior

frequéncia ao longo da sequéncia indicando uma distribuicdo mais uniforme
(Tabela 9).

Tabela 9: Valores de lacunaridade para simulagao da sequencia de DNA de
tamanho 100000 e proporgoes de A=5%, C=50%, G=15% e T =30%, respec-

tivamente.
Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 7,35 4,836 3,141 2,129 1,571 1,287 1,149
C 1,478 1,219 1,11 1,057 1,029 1,015 1,008
G 2,855 2,141 1,631 1,332 1,169 1,085 1,043
T 1,772 1,455 1,256 1,136 1,07 1,037 1,018

Verifica-se que o maior expoente 5 de lacunaridade é atribuido a base
que ocorre com menos frequéncia (A) na sequéncia, indicando um comporta-

mento heterogéneo de sua distribuicao, jd4 o menor expoente é referente a base
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mais frequente (C) na sequéncia de DNA indicando um comportamento mais
uniforme na sua distribuigao (Figura 6).

Log(Lir))

Figura 6: Lacunaridade empirica em relacao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 100000 com frequéncias de 5%, 50%, 15% e 30% para as
bases A, C, G e T, respectivamente.

Utilizando um tamanho de sequéncia de DNA de tamanho 100000 e uma
frequéncia de 10% para a base A, 5% para C, 70% para G e 15% para T, os
menores valores de lacunaridade séo atribuidos & base G (base que apresentou
menor frequéncia na sequéncia) indicando um comportamento mais uniforme
na sua distribuicdo ao longo da sequéncia de DNA, enquanto que os maiores
valores de lacunaridade sao representados pela base que apresentou a menor
frequéncia de ocorréncia (C) indicando uma distribuigdo heterogénea ao longo
de toda sequéncia de DNA (Tabela 10).

Tabela 10: Valores de lacunaridade para simulacao da sequencia de DNA de
tamanho 100000 e proporg¢oes de A=10%, C=5%, G=70% e T =15%, respec-

tivamente.
Lacuna- Tamanho de Janela
ridade 2 4 8 16 32 64 128
A 3,925 2,769 1,983 1,521 1,268 1,132 1,066
C 7,316 4,818 3,133 2,137 1,59 1,303 1,153
G 1,705 1,286 1,086 1,027 1,013 1,006 1,003
T 2,894 2143 1,634 1,335 1,172 1,087 1,043
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Verifica-se que o expoente 3 de lacunaridade é menor para a base que
apresentou maior frequéncia ao longo da sequéncia de DNA (G), enquanto que
o maior valor do expoente é referente a base C (base que apresentou menor

ocorréncia na sequéncia de DNA) (Figura 7).

Log(Lir))

Figura 7: Lacunaridade empirica em relagao ao tamanho de janela da sequéncia
de DNA de tamanho 100000 com frequéncias de 10%, 5%, 70% e 15% para as
bases A, C, G e T, respectivamente.

5. Conclusoes

Verificou-se que quanto menor é a ocorréncia da base em avaliacao da
sequéncia de DNA maior é o valor da lacunaridade e do expoente beta de
lacunaridade independente do tamanho de janela de avaliagao, indicando um
comportamento mais heterogéneo da base em questao. A andlise de lacunari-

dade mostrou-se ser um método promissor para avaliagao de qualquer sequéncia
de DNA.
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