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CAPITULO 1



CAPITULO 1
CONSIDERACOES INICIAIS

A area de pesquisa conhecida atualmente como biologia molecular se
iniciou a partir do modelo estrutural do DNA proposto por Francis Harry
Compton Crick e por James Watson em 1953.

Até pouco tempo, a analise da expressdo génica era feita com
metodologias que avaliavam poucos genes de cada vez: Northern Blots, dot
blots, RT-PCR, entre outros. O crescimento exponencial do numero de genes
descobertos nos projetos de genomas e o desenvolvimento de arranjos de
DNA propiciaram uma nova abordagem nos estudos da regulagdo génica,
tornando possivel o monitoramento simultdneo de niveis de transcritos de um
grande numero de genes (Felix et al., 2002).

A analise da Expressdo Génica por Microarray foi apontada como uma
técnica de biologia molecular com grandes promessas para auxiliar geneticistas
a explorarem e entenderem o genoma (Kerr and Churchill, 2001b) e por isso se
tornou uma ferramenta muito comum nos laboratérios (Wolfinger et al., 2001).
O principio da técnica de Microarray baseia-se na habilidade da molécula de
RNA mensageiro (mMRNA) ligar-se especificamente ou hibridizar ao DNA molde
do qual foi originado. Com um arranjo (array) contendo milhares de amostras
de DNA, pode-se determinar, em um unico experimento, o nivel de expressao
de milhares de genes, medindo a quantidade de mRNA ligado em cada sitio do
array. A quantidade de mRNA ligado aos spots (estruturas que contém a
sequéncia complementar para a caracteristica) € diretamente proporcional a
expressao génica e por isso, quantificando-se o mRNA, estima-se a expresséo
génica e assim, é gerado um perfil de expressao génica do tecido estudado.

Esta técnica permite a comparacdo de expressdao génica entre
diferentes tecidos em um mesmo organismo (cérebro vs. figado); mesmo tecido
em um mesmo organismo (tratamento vs. controle, tumor vs. ndo tumor);
mesmo tecido em organismos diferentes (selvagem vs. mutante); experimentos
temporais (diferentes estagios de desenvolvimentos) entre outros. Essa
versatilidade gerada possibilita uma importante ampliagdo do conhecimento

basico da fungéo génica (Villa, 2004).



Os arranjos Affymetrix empregam sequéncias curtas de DNA (cadeia
curta) que sao sintetizadas na proépria superficie solida em que devera ocorrer
a hibridacéao, utilizando um processo de sintese quimica em areas fotoativadas.
No caso dos arranjos de cadeia longa de DNA, as sequéncias sintetizadas em
laboratério sao transferidas para uma pequena superficie (slide) em um arranjo
de sitios de teste miniaturizados, em que é realizada a hibridacdo com as
amostras de RNA extraido dos tecidos de interesse. Duas amostras s&o
analisadas por vez sendo, cada uma, corada com um corante fluorescente

vermelho ou verde (Cy3 ou Cy5).

1.1 Delineamento de experimentos de microarray

Para que o objetivo de um experimento de microarray seja atingido é
necessario que seja realizado um delineamento experimental adequado e de
acordo com o interesse do pesquisador. O delineamento adotado deve eliminar
o confundimento nas fontes de variagdo e evidenciar a variabilidade bioldgica
(ROSA et al., 2005b). A importancia do delineamento esta também diretamente
relacionada com os altos custos dos ensaios, sendo fundamental que seja feito
uso eficiente dos recursos disponiveis.

Quando se estudam dois grupos experimentais, uma alternativa natural
para a distribuigdo das amostras nos slides € ter uma amostra de cada grupo
representado em cada slide. Algumas variagdes adicionais devem ser
consideradas como, a troca das coloragdes (vermelho e verde) e a unido das
amostras.

Para comparar duas amostras, Kerr e Churchill (2001a) esquematizaram
dois exemplos hipotéticos mostrando métodos de comparacgao direta e indireta.
A comparacao indireta ocorre quando se usa amostras referéncias, em que as
variaveis de interesse sdo comparadas com essa referéncia. Esse
delineamento é dito prorrogavel, pois, uma nova variavel de interesse pode ser
adicionada ao decorrer do experimento, por outro lado, a maior quantidade de
dados é coletada da amostra referéncia do que propriamente a de interesse,
além disso, a variavel é completamente confundida com o dye, uma vez que

cada amostra sO precisa ser marcada com uma coloragcdo. A comparacao



direta segundo os autores fornece mais informagdes dos contrastes especificos
entre duas amostras. As estimativas da variancia para um contraste especifico
resultam a partir da combinacdo de todas as comparacgdes diretas e indiretas
ligadas as duas amostras no experimento (Rosa et al., 2005a). E importante
ressaltar que a comparacao direta entre duas amostras € possivel somente se
as variedades estiverem representadas dentro do mesmo bloco, e a indireta
pode ser comparada usando a referéncia, mesmo estando em blocos
diferentes.

Yang e Speed (2002) representaram graficamente os experimentos de
microarray, ilustrando bem um delineamento referéncia com duas amostras;
delineamento em “loop” com trés amostras e delineamentos com replicagdes
biolégicas. Steibel et al (2005) também ilustraram os delineamentos de
experimento de microarray de duas cores com a troca de coloragéo (Dye-swap)

e replicagao bioldgica.

1.2 Andlise Estatistica de Microarray

A decisdo de analisar os dados na escala logaritima é baseada em
muitas consideragdes. Esse recurso permite que os dados continuem sendo
analisados por meio da ANOVA (Analise de Variadncia), cujas exigéncias s&o
que tenham distribuicdo normal. A variavel transformada por logaritmo é a
maneira natural para analise dos dados com modelos aditivos quando se
acredita que os efeitos nos dados sejam multiplicativos. Assim, as
comparagdes dos dados ndo transformados com outras metodologias de
transformacdes, demonstram que a logaritmica apresenta melhor resposta
(Sapir e Churchill, 2000).

Em geral, a andlise quantitativa de dados de microarray engloba dois
estagios. O primeiro € denominado normalizagao, a qual se refere a um pré-
processamento dos dados para a minimizagao de variagcdes sistematicas nas
medidas de expressdao génica. O segundo estagio refere-se a analise
estatistica propriamente dita, com os testes de significancia. Varios
procedimentos tém sido propostos para a normalizagdo dos dados e para a
determinacdo de diferengas significativas entre medidas de expressao génica

obtidas de diferentes grupos experimentais.



1.2.1 Normalizacdo dos dados

Os dados a serem analisados nos experimentos de microarray sao as
medidas da intensidade dos sinais das imagens dos slides hibridizados, que
sao realizadas utilizando-se softwares especializados. As intensidades dos
sinais representam a quantidade de DNA fluorescente ligado ao slide, e
apresentam, em cada spot, variacdes decorrentes de uma série de fatores néo
sistematicos, tais como os defeitos de fabricagdo que afetam a qualidade do
slide. As fontes de variacado sistematica intrinsecas a amostra ou nao, afetam
as medidas do nivel de expressao génica em cada slide (Yang et al. 2002). No
caso dos experimentos de DNA de cadeia longa, a remogao das fontes de
variagdo que causam diferengcas no nivel geral de expressao entre os dois
corantes (dyes) € denominada normalizacdo. Segundo Yang et al. (2002)
mesmo quando se utiliza em um slide, a mesma amostra de RNA para os dois
corantes, a média da medida da expressao dos dois corantes sera diferente. As
causas destas diferencas incluem as propriedades fisicas dos corantes,
eficiéncia nas técnicas de coloracdo e processamento da amostra, diferencas
na poténcia dos lasers utilizados na leitura dos resultados no slide; diferengas
na quantidade de RNA, na distribuicdo das amostras no slide, entre outras
(Dudoit et al., 2002; Guérette, 2001).

Assim, utiliza-se a normalizagdo para balancear as intensidades de
fluorescéncia para as duas coloragdes (Cy3 (verde) e Cy5 (vermelho)), o que
permitira uma comparagao do nivel de expressao dos genes entre os slides de
um mesmo experimento (normalizagcdo de locacao). Além disto, pode haver
diferencas nos niveis de expressao entre os diferentes slides. Estas diferencas
refletiriam na variagdo do logaritmo da razdo das medidas de expressao dos
dois corantes (log-ratio) e os resultados de um slide poderiam influir
decisivamente no resultado de todo o experimento. Para corrigir esta variagao
€ necessaria uma normalizagcdo de escala (Yang et al. 2002). Utilizando-se da
normalizagdo, as diferengcas bioldégicas e a comparagdo dos niveis de
expressdo por meio dos slides de microarray, podem ser distinguidas com

maior facilidade.



O processo de normalizacdo pode ser realizado tomando-se por base
todos os genes dos slides, ou apenas genes que (se acredita) tenham
expressdo constante, ou ainda genes controle (genes de espécies diferentes
da estudada e cujo mRNA é incluido em quantidades iguais nas duas
amostras). A escolha do conjunto de genes utilizado para normalizagéo
depende do tipo de experimento. Quando se espera um grande numero de
genes com expresséo diferencial, entdo a escolha deve recair sobre a segunda
ou terceira opgdes. No presente trabalho, apenas a primeira abordagem sera

considerada.

Segundo Guérette (2001) e Yang et al. (2002) a normalizagdo pode ser

feita de trés maneiras, dependendo do tipo de experimento:

1) Normalizagao dentro do slide
2) Normalizagdo em slides pareados

3) Normalizagao entre slides.

A Normalizacdo dentro do slide é feita em cada slide em separado e
pode envolver todos os genes do slide, ou ser realizada por regides do slide.

Pode ser ainda para correcao de locagao ou escala.
Normalizacdo Global

Este tipo de normalizagao é realizada para correcdo de locacao. Neste
caso, supbe-se que as intensidades das medidas dos corantes vermelho e
verde tém uma relagdo constante (Cy5=k.Cy3). Assim, a correcédo € feita
subtraindo-se do logaritmo da razdo das medidas de expressdo dos dois
corantes (log-ratio) de cada spot, a média destes para todo o slide:

Log, (Cy5/Cy3), = Log, (Cy5/Cy3), — u = Log, (Cy5/k.Cy3), (Yang et al. (2002))

Desta forma, o centro da distribuigdo de todos os logaritmos da razéo
das amostras € zero. Este método foi o primeiro a ser utilizado para
normalizacdo, e tem a desvantagem de nao considerar os efeitos da
distribuicdo espacial dos spots nos slides na expressao dos genes e por

considerar que as diferengas sao independentes da intensidade de expressao.



Normalizacdo dependente da intensidade de expresséo

Na maioria dos experimentos de microarray, aparecem Vicios
dependentes da intensidade de expressédo na distribuicdo dos log-ratios. Isto
pode ser notado quando se observa o grafico da distribuicdo dos log-ratio em
funcdo da intensidade da expressao. Estes graficos sdo conhecidos como
graficos de M por A ou simplesmente MA. Nesta sigla, M representa o log-ratio

(M=Log. (Cy5/Cy3)) e A representa a média da medida da expressao dos dois
corantes (A = Log,+/Cy5.Cy3 = (Log, (Cy5) + Log, (cy3))/ 2).

Havendo esta dependéncia, a normalizacao dependente da intensidade
de expressao que € indicada. Para realizar esta normalizacédo utiliza-se um
método n&o paramétrico para regressao de M em A. Este método, conhecido
como Lo(w)ess (Local-Weighted Regression and Smoothing Scatterplot) adapta
uma curva linear de regressdo ponderada, considerando para cada ponto,
apenas os dados na vizinhanga do mesmo. A ponderagao é dada em fungao da
distancia de cada dado em relagdo ao ponto. A partir da regressao, a corregéo
é feita como:

Log, (Cy5/Cy3); = Log, (Cy5/Cy3), —b(A) = Log, (Cy5/k(A).Cy3); (Yang et al., 2002)

E os valores de Cy5 e Cy3 ajustados podem ser obtidos como:

Log, (Cy5), = A+ Log, (Cy5/Cy3), /2 e =Log,(Cy3), = A-Log,(Cy5/Cy3),

Normalizacdo dentro de grupo de impressao

O processo de depositar os oligonucleotideos de cDNA nos respectivos
pontos (spots) nas placas (slides) € chamado de impressdo. O processo
mecénico é realizado por um robdé que utiliza um conjunto de agulhas para
depositar os oligonucleotideos de acordo com os grupos de impressao. Este
conjunto de agulhas pode ser uma fonte de variagao sistematica de variagéo no
nivel de expressdo medido. Quando isto ocorre, a normalizagdo pode ser
realizada dentro de grupo de impressdo. Este tipo de normalizagdo €

semelhante ao anterior sendo, no entanto, realizado por grupo de impressao.



Normalizacdo dentro de slide para escala

Uma vez que os dados estejam normalizados quanto a locagao os log-
ratios de cada grupo de impressao, esses estardo centrados em zero, mas €
possivel que a variagdo dos log-ratios dentro de cada grupo de impressao seja
diferente. Nestes casos é necessaria uma correcao da escala. Uma maneira de
realizar esta normalizacdo, segundo Yang et al. (2002), € admitir a média como
valor zero e a variancia o’c*, em que o € a variancia da raz&o logaritmica e

0 ? é o fator da escala para o i***™ grupo. Uma estimativa de o > é necessaria
para proceder a normalizagdo. Com a restrigdo .| logo/ =0; sendo | o total

de grupos de impresséo no array, a estimativa de maxima verossimilhanca é

dada por:

ni 2
~ ijl MIJ
Oi = | i 2
1 ni
\/“kzl 2 My

:-€ssimo

Em que M; denota a o j***™ |og-ratio do i grupo de impressao, j=1,...., n;

Uma alternativa robusta é estimar:

MADiI

/11, MAD

0, =

Em que a mediana absoluta da variagao (MAD) é definida por :

MAD; = mediana; |M; —mediana; (M) |

Normalizacao em slides pareados

Este tipo de normalizagdo € usado quando se invertem os corantes

(dyes) e se repetem os slides (dye-swap).



A relagao logaritmica para o primeiro slide € definida por log, (Cy5/Cy3)-
C e para o segundo slide definida por log, (Cy5’/Cy3’)-c’, em que c e ¢’ denotam
as funcbdes de normalizagcdo para os dois slides. Uma vez que os corantes
estdo trocados nos dois slides, espera-se que os log-ratios dos dois slides

sejam de magnitude semelhante e sinais opostos.

1
5 1109, (Cy5/Cy3) —c—(log, (Cy5'/ Cy3—¢)) | ~

1 o1, (cyscy3) 1 ,
> llog, (Cy5/Cy3) +10g, (Cy5'/Cy3) ]=Elog2( yory j:—(M—M )

Cy3Cy5' ) 2

A principal suposicao € que c € semelhante a ¢’ e esse método pode ser
aplicado para todos os genes, até mesmo se eles estiverem sendo expressos

diferentemente. Na pratica, utiliza-se a regressdo n&o paramétrica (loess)

fazendo-se %(M —M") vs %(A— A') em lugar de M vs A.

Normalizacdo em multiplos slides

Esta normalizagao é utilizada para permitir a comparacao entre os slides
do experimento. E aplicada apés a normalizacdo dentro do slide para correcéo
dos efeitos de escala entre slides. O mesmo método utilizado para a corregcao

de escala dentro de slide, pode ser diretamente estendido para esta situacao. .

1.2.2 Aplicacdo de Modelos lineares para analise de experimentos de

microarray

Apos a normalizagao, os dados resultantes podem ser analisados com o
objetivo de identificar aqueles que se expressam de maneira diferencial com
relacdo as amostras testadas. Para que possamos chegar a este resultado &
necessario inicialmente que sejam identificadas as fontes de variagdo que
possam interferir nas medidas de expressao génica apdés a normalizagdao. Num
experimento tipico de microarray, as analises precisam considerar os efeitos de
Corante (Dye - Vermelho/Verde); Slide (Array); Gene e Interacdo entre estes

fatores além da Variabilidade Bioldégica das amostras que seria o fator de



interesse  principal. Esses multiplos fatores foram considerados
simultaneamente nas analises realizadas nos trabalhos iniciais, seguindo o

modelo proposto por Kerr e Churchill (2000):
Vie =4 +A; +D; +(AD), +G, +(AG), +(DG), +T, +(TG),, +¢

ijkgr »
em que:
Yikg representa a expresséo da intensidade em escala logaritmica , P é a

-€ssimo

média, A; representa o efeito do i array, Dj representa o efeito j***™ Dye
(corante), (AD); representa a variagéo total nos arrays e coloragdo (dyes), Gq
representa o efeito g™ Gene, (AG), representa a interagdo do array i e o
gene g, (DG)yy ; representa os efeitos de coloragdo especificos de genes, Tk
representa o efeito de tratamento ou variedade; (TG)yq representa a interagéo

do tratamento ou variedade t e 0 gene g. Supbs-se que 0s erros é&jig seriam

independentes e identicamente distribuidos com média zero e variancia o>.

Os efeitos do array A; foram estimados para levar em consideracao
possiveis diferencas entre as médias de todos os spots, dyes e os tratamentos
presentes nos mesmos, podendo ocorrer devido as condi¢cdes particulares de
cada slide na confec¢ao ou no processo de hibridagao. Similares, os efeitos do
D; representam diferengas entre as médias devido as diferencas causadas
pelos efeitos dos corantes. O efeito (AD); considera os efeitos particulares dos
corantes em cada slide, ou seja, as diferengas entre as médias dos corantes
em todos os genes daquele slide. Embora a normalizagao corrija para estes
efeitos dentro de slide, quando s&o considerados conjuntamente com outros
efeitos, os corantes podem continuar agindo como fonte de variagdo. O efeito
de tratamento (Tk) considera as diferengas gerais entre as amostras nos dois
corantes e em todos os genes e slides do experimento. As diferengas podem
aparecer se algumas variedades tiverem mais atividade de transcri¢do, ou,
simplesmente se o diferencial de concentracdo de mRNA & maior em uma das
amostras. A variavel G4 considera a média dos efeitos de cada gene em todos
os slides do experimento.

A interagdo (AG)iy (efeito do spot) considera o efeito da média do gene g
no array i. O efeito pode aparecer porque nao ha controle completo sobre a
quantidade e concentracdo de cDNA imobilizado no spot. Todos esses efeitos

nao sdo geralmente de interesse, mas precisam ser considerados como fonte



de variacdo. O efeito de interesse nesse modelo linear com efeitos fixos, € a
interagéo entre a variedade e o gene, (TG)y, ou seja, saber quanto cada
tratamento influencia na expressao de cada gene em particular.

O maior problema com esta maneira de analisar os resultados € a
suposi¢ao de homocedasticidade implicita no modelo de analise. Como o nivel
de expressao pode variar bastante entre os genes, ja que supostamente um
slide com milhares de genes deve conter uma boa parcela deles que
absolutamente ndo se expressariam em nenhuma das amostras e outros em
que a atividade de transcricdo deveria estar em niveis elevados, torna-se dificil
aceitar que a variancia seja igual para todos os genes.

Posteriormente, Wolfinger et al.,(2001) propuseram a realizagdo de
analises em dois estagios como forma para contornar o problema da
heterogeneidade de variancia dos genes. Essa metodologia permitiu analises

individuais para cada gene com sua respectiva variancia.
Modelos mistos

A primeira se refere a “Normalizacdo Global’, em que o modelo é

aplicado em todo o conjunto de dados.

Yiggr = H+A; +D; +(AD)ij +€

ijkar »

Sendo que:

Yikg representa a expressao da intensidade em escala logaritmica, p € a média,
A representa o efeito i®**™ array, D, representa o efeito j***™ Dye (corante),
(AD); representa a variagédo total nos arrays e coloragao (dyes). A partir da
normalizagdo global, a variagcdo dos residuos € analisada em um segundo

modelo, em cada gene:

Cikgr = Mk T A T Dy + Ty + Eijgr

Sendo:
4, @ media constante do gene especifico, A, o efeito do array, D, efeito do

dye e T,efeito do tratamento ou variedade. E importante ressaltar que a

analise dos dados nao deve contemplar apenas a replicagéo bioldgica e efeitos

aleatdrios no modelo, mas tem grande importancia a definigdo da unidade



experimental e a escolha de um modelo condizente com o objetivo do trabalho
€ que permita a comparag¢ao adequada dos tratamentos propostos (Wernish et
al., 2003). Em experimentos em que cada gene € representado em muitos
spots em cada array, um termo adicional € necessario para modelar esse nivel
extra de replicacdo, que €&, na realidade, uma replicacdo técnica e néo
bioldgica.

Os modelos estatisticos para dados de microarray devem ser coerentes
com o delineamento experimental. Rosa et al. (2005a) chamam a atencao para
o fato de que varias publicacbes recentes fazem uso de modelos de analise de
variancia para comparacao de dados de expressao génica em experimentos de
microarray, sem, entretanto, fazer distincdo, de forma adequada entre os
diferentes tipos de replicacdo nestes experimentos. Este fato pode levar a erros
no calculo do tamanho das amostras necessarias para analise e no poder dos
testes estatisticos aplicados para comparagcdo das médias dos grupos. Os
autores consideram que a definicdo adequada da unidade experimental € a
correta distingdo entre replicagbes técnicas e bioldgicas sao cruciais para a
validade das inferéncias do experimento. O Ideal é que se tenham multiplas
amostras bioldgicas independentes representando cada condi¢do analisada,
mas se houver apenas replicagdes técnicas, ainda sera possivel realizar testes
estatisticos, embora a interpretagéo seja limitada (Cui e Churchill, 2003).

Entretanto, qualquer que seja o delineamento experimental e o modelo
de analise utilizado em um estudo deste tipo, existe ainda uma série de
problemas a serem resolvidos. Testes estatisticos para comparagao conjunta
de médias em milhares de genes, a falta de independéncia entre os genes
testados, e o fato de as medidas de expressdo génica ndo seguirem
necessariamente uma distribuicdo normal, mesmo depois de transformadas,
sao algumas das dificuldades existentes.

Considerando o problema dos testes multiplos, uma das dificuldades das
analises assim realizadas é controlar o nivel de significancia nos testes de
média, para detectar diferencas na expressao dos genes associados a uma ou
mais variaveis independentes e as possiveis ocorréncias de erros tipo | e |l
(Allison e Coffey, 2002). E natural que em testes de hipéteses ocorram erros do
tipo | (rejeitar Hy quando esta é verdadeira) ou erro tipo Il (aceitar Ho quando

esta é falsa). Cada tipo de erro tem uma probabilidade de ocorrer, sendo a para



o erro tipo | e B para o erro tipo Il. Com a alteracéo das probabilidades de erros,
0 pesquisador tem grande chance de tomar decisbes erradas. (Silva e Ferreira,
2002).

A medida que aumenta o nimero de testes realizados, a probabilidade
de ocorréncia de erros do tipo | aumenta. Esta bem estabelecido que é preciso
controlar este erro de alguma maneira. Uma opg¢ao é controlar a taxa global de
erro, utilizando a correcdo de Bonferroni. Essa metodologia consiste em
determinar o nivel de significancia (0*) de todo conjunto de genes analisados a
partir do nivel de significancia individual (a). Para a determinagédo desses a* &
necessario realizar testes “t” independentes (Silva e Vencovsky, 2002). Bland e
Altman (1995) relataram um exemplo que explica didaticamente a metodologia.

Numa comparagédo de dois tratamentos dentro de cinco subgrupos de
pacientes num ensaio clinico, os tratamentos serdo significativamente
diferentes ao nivel de 0,05 se houver um valor de “P” menor que 0,01 dentro de
qualquer um dos subgrupos. Embora esta metodologia seja util para controlar a
ocorréncia de erros do tipo |, os niveis de erros do tipo Il ficam elevados,
diminuindo o poder do teste e dificultando a detec¢dao de diferencas na
expressao dos genes. Benjamin & Hoccheberg (1995) tentando amenizar este
e outros problemas encontrados nos testes de comparagdes multiplas
propuseram a razdo de falsas descobertas (FDR) também chamada de
proporcao de falsos positivos.

O FDR permite controlar a ocorréncia de erros do tipo |, sem aumentar
muito a probabilidade de erros do tipo Il. Essa metodologia pode ser aplicada
aos valores de “P” (probabilidade de erro) gerados nos testes individuais das
hipoteses dos dados de expressdo génica num experimento de microarray
(Benjamini et. al; 2005).

Miller et. al. (2001) propés uma metodologia que controla os erros tipo |
com um procedimento de dois estagios (two-stage). Em um ensaio em que se
testam n hipoteses, um numero de genes m tera efeitos significantes (0 < m <
n) (1° estagio). A partir desse fato, um segundo conjunto de dados
independentes é reunido e somente os m genes que foram significativos no 1°
estagio sdo testados com um outro nivel de significancia a (2° estagio). Os

testes desse segundo estagio teriam uma maior sensibilidade.



Cui e Churchill (2003) realizaram uma extensa revisdo sobre a utilizagcao
de testes estatisticos para determinar diferencas na expressdo génica em
experimentos de microarray, indo desde o puro e simples estabelecimento de
um ponto arbitrario a partir do qual as diferencas sdo consideradas importantes
até testes “F” usando estimativas combinadas de erro. Os autores consideram
que um dos maiores problemas na aplicagdo dos testes estatisticos é a
instabilidade da estimagao da variancia residual, uma vez que se, ao acaso, a
estimativa da variancia residual é pequena, as chances dos testes revelarem-
se significativos € bem mais alta. Varias alternativas foram propostas para
resolver este problema, desde a soma de uma constante de pequeno valor a
variancia residual até a combinagao de informagdes da variancia de cada gene
com a informacdo da variancia de todos os genes. Além disto, os autores
propuseram um teste estatistico em que a média da varidncia residual
calculada para todos o0s genes e a variancia usada para cada gene individual
era utilizada para cada gene.

Com relagédo ao problema da diferenga de variabilidade entre os genes,
Smyth (2004) propés uma abordagem bayesiana empirica que seria
equivalente a uma regressao da variancia residual de cada gene, no sentido de
uma media conjunta das variancias de todos os genes, 0 que segundo o autor
resultaria em valores mais estaveis de variancia quando o numero de slides &
pequeno.

Recentemente Cui et al. (2005) propds uma metodologia que também
regride as estimativas das variancias residuais em relacdo a média, utilizando
um estimador baseado em Lindley (1962). Neste caso, ndo é feita nenhuma
suposi¢ao a priori para a distribuicdo da variancia entre os genes. Assumindo
que todas as variancias sao iguais e usando-se um estimador comum, é
possivel aumentar substancialmente o poder para deteccdo da diferenga de
expressao génica.

As férmulas abaixo demonstram e ilustram como se estabelece o

estimador da variancia conjunta (5).

Xg~0'§;(v2 (1)



X X 2
InTg ~Ino; +In VV (2)

X! ~Inol+é€, 3)
X“+[L—§j%%%?%3?j>«x;—§?) (4)

- _[T 16 3 (G-3V v
ag_(g(xg/v) JBxexpﬁl Z(Inxg_m)zlx(lnxg InXg)}, (5)

em que,

Xg € a soma dos quadrados dos residuos; 02g € a verdadeira variancia de cada
gene e supde-se que Xg/o2g sao independentes e cada um apresenta uma
distribuicdo de Qui-quadrado com v graus de liberdade (1). Em (2) obtém-se a
transformacdo em logaritmo natural; em (5) a transformagdo voltou para a
escala original e obtém-se o estimador para ozg,

Abaixo estdo demonstradas as férmulas para a construcéo do teste F
por meio do estimador da variancia conjunta. O modelo (6) € o modelo misto
geral, ja o (9) € um modelo misto para dados de microarray que € ajustado para
cada gene e a matriz representada em (7) € a mesma para todos os genes. Em
(10) A4 representa a soma de quadrados de tratamentos, sendo o Fs o teste

proposto.

A XRIX XR1Z
Y = XfB+Zu+ e 6 C=X N N n 7
p ©) ZRIX ZR'Z+G* )

_pLLCL)Lg ~ _
F = rank(L) (8) Y, = XB, +2u,+ €, 9)

Fo=A, /57 (10)
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APLICACAO DE MODELOS LINEARES PARA ANALISE
DE EXPRESSAO GENICA EM EXPERIMENTOS DE
MICROARRAYS

Resumo

O presente trabalho objetivou comparar, utilizando dados de um
experimento de Microarray com um delineamento simples, os resultados de
diferentes testes estatisticos a fim de verificar suas caracteristicas na deteccao
de diferengas no nivel de expresséo dos genes.

Os dados foram provenientes da South Dakota State University-EUA,
do Department of Biology and Microbiology, Department of Animal Science,
onde toda a parte experimental foi realizada. O material biolégico envolveu
quatro aves infectadas e quatro nao infectadas com o virus de bronquite
infecciosa (IBV). O RNA utilizado foi extraido da camada epitelial da traquéia
de animais controle e infectados com o virus da IBV e, apds a transcricdo
reversa foi marcado com os corantes fluorescentes (Cy3 e Cy5) e hibridizados
com o microarray 13k cDNA de aves (FHCRC, Seattle, WA).

A analise de dados dos resultados do experimento de microarray
englobou dois estagios, sendo o primeiro denominado de Normalizagdo, em
que os dados foram pré-processados utilizando o procedimento Loess. A seguir
foram realizadas as anadlises estatisticas propriamente ditas com testes de
significancia. Utilizou-se um modelo simples de ANOVA e aplicaram-se
diferentes metodologias de analise.

A andlise das imagens revelou que dos 16192 spots em cada slide,
apenas 10.926 puderam ser lidos sem defeitos no primeiro slide, 11.633 no
segundo slide, 12577 no terceiro e 13.154 no quarto slide. A grande maioria
dos spots em branco e controles negativos apresentou defeitos que
determinaram sua eliminagédo. Um total de 13.597 spots foi lido no conjunto dos
quatro slides, mas apenas 9.853 spots estavam representados em todos os
slides.

Concluiu-se que os experimentos de microarray, por tratarem de um

conjunto muito grande de observagdes a serem analisados requerem analises



estatisticas especificas. O método de Cui et al. (2005) reduziu a dependéncia
entre a variancia residual e o valor de probabilidade do teste F aplicado de
acordo com o modelo utilizado, e desta forma, mostra-se adequado para este

fim. Todavia, néo foi observado neste trabalho aumento do poder de teste.

Palavras-chave: Modelos Mistos; Testes Estatisticos;

cDNA,; Oligonucleotideos; Biologia Molecular; Genes



Application of Linear Models for analysis of gene

expression in Microarray Experiments

Abstract

The aim of this research was to compare, using real data of an
experiment of Microarray with a simple design, the results of different
statistical tests in order to verify their characteristics in the detection
of differences in the level of expression of the genes.

The data were coming of South Dakota State University-EUA,
of the Department of Biology and Microbiology, Department Animal
of Science, where the whole experimental part was accomplished.
The biological material involved four infected animals and four no
infected with the virus of infectious bronchitis (IBV). Used RNA was
extracted of the layer epitelial of the windpipe of animals control and
infected with the virus of IBV and, after the reverse transcription it
was marked with the fluorescent colors (Cy3 and Cy5) and
hybridization with the microarray 13k cDNA of birds (FHCRC,
Seattle, WA).

The analysis of data of the results of the microarray
experiment included two apprenticeships, being the first
denominated of Normalization, in that the data were pre-processed
using the procedure Loess. To follow the statistical analyses they
were accomplished properly said through real data with significant
tests. A simple model of ANOVA was used and different analysis
methodologies were applied.

The analysis of the images revealed that of the 16192 spots in
each slide, only 10.926 could be read without defects in the first
slide, 11.633 in the second slide, 12577 in the third slide and 13.154
in the fourth slide. The great majority of the spots in white and
negative controls presented defects that determined it elimination. A
total of 13.597 spots was read in the group of the four slides, but only
9.853 spots were represented in all of the slides.

It was ended that the microarray experiments, for they treat of

a very big group of observations to be analyzed request specific



statistical analyses. The method of Cui et al. (2005) it reduced the
dependence between the residual variance and the value of
probability of the test applied F in agreement with the used model,
and this way, it is shown appropriate for this end. Though, it was not

observed in this research increase of the test power.

Key-words: Mixed models; Statistical tests; cDNA;

Oligonucleotide; Molecular biology; Genes



INTRODUCAO

Milhares de genes em um dado organismo vivo funcionam de modo
complexo interagindo entre si, porém a maioria das técnicas em biologia
molecular trabalha com um pequeno numero de genes em cada situagao.
Estudos baseados em técnicas que permitem a analise detalhada da
expressdo dos genes por meio da quantificagdo dos RNA mensageiros
(mRNAs), podem ser muito uteis para o conhecimento e exploragdo das
diferencas entre os organismos. Nos ultimos anos, a técnica de andlise de
expressao génica utilizando arranjos de DNA em placas (mais conhecida pelo
nome em inglés: Microarray) tem se expandido devido a facilidade
proporcionada a diversos tipos de pesquisa (Mah et al., 2004). Essa tecnologia
torna possivel o monitoramento da expressdo de milhares de genes
simultaneamente (Schena et al., 1995; Lockhardt et al., 1996).

Atualmente existem varias plataformas de Microarray, que empregam
principios comuns em suas técnicas, entre elas, estdo os oligonucleotideos de
cadeia curta e o cDNA que sé&o oligonucleotideos de cadeia longa.

A técnica com oligonucleotideos de cadeia curta, conhecida pela marca
de seu principal fabricante (Affymetrix), emprega sequéncias pequenas de DNA
que sao sintetizadas diretamente na superficie sdélida onde ocorre
posteriormente a hibridagdo, e as amostras a serem utilizadas neste processo
sdo marcadas com um unico corante fluorescente. A técnica que emprega os
oligonucleotideos de cadeia longa (cDNA), marcados com dupla coloragéo
fluorescente e conhecida como Microarray de duas cores é a mais utilizada na
maioria dos experimentos com animais domeésticos.

Nos experimentos de Microarray de duas cores, as amostras
contrastadas sao identificadas com diferentes coloracbes (dyes). Uma amostra
é marcada com verde e a outra com vermelho (Kerr e Churchill, 2001). As
amostras sao misturadas e lavadas nos slides (arrays) onde ocorre 0 processo
de hibridizagdo, em que cada cDNA (DNA complementar) liga-se com o seu
molde especifico. Assim, a intensidade de fluorescéncia gerada, permite uma
analise detalhada da expressao dos genes.

Juntamente com a aplicagdo dessa tecnologia, surgiram diversos

delineamentos experimentais e desafios para as analises estatisticas (Steibel



et al., 2005). A analise de dados de Microarray passou por uma evolugédo, em
que os primeiros trabalhos utilizavam a técnica de Analise de Variancia num
modelo unico, considerando homogeneidade de variéncia entre todos os genes
(Kerr et al., 2000) e cada spot como unidade experimental. Posteriormente,
Wolfinger et al. (2001) sugeriram que a analise fosse realizada utilizando a
metodologia dos modelos mistos em dois estagios, em que o primeiro consiste
na normalizagdo dos dados, e o segundo, em analises individuais para cada
gene, o que levaria em conta a heterogeneidade de variancia da medida.

Um dos problemas desta analise refere-se ao teste estatistico utilizado
para determinar em quais genes esta ocorrendo expressao diferencial. A
analise de cada gene nao pode ser considerada independentemente das
analises de outros genes sob pena de perder-se o controle sobre o erro do tipo
I, ou seja, a quantidade de falsos negativos. Adotado um valor do nivel de
significancia individual (a), a probabilidade de que ocorra pelo menos um falso
positivo é igual a (1- a"), em que n é o numero de genes analisados.

Devido a simplicidade de calculo e interpretacdo, a correcido de
Bonferroni, que consiste em determinar o valor do nivel de significancia
individual (a*) e que proporciona o nivel de significancia do conjunto (a)
desejado (Silva e Vencovsky, 2002), tem sido bastante utilizado. O problema
da corregcao de Bonferroni é que é um teste extremamente conservativo e,
portanto, apresenta um poder de detec¢do muito baixo. Outras abordagens
foram propostas por Benjamin & Hoccheberg (1995) que sugeriram controlar a
proporcgao de falsos positivos (FDR), e a metodologia de dois estagios de Miller
et al (2001). Outro problema que se observa é que existe uma instabilidade da
estimacdo da variancia residual, e se, ao acaso, a estimativa da variancia
residual é pequena, as chances dos testes revelarem-se significativos é bem
alta.

Cui et al. (2005) propuseram um meétodo que objetivou a regressao das
estimativas dos componentes de variancia residual de cada gene, na média
geométrica destas estimativas Nesse trabalho, todos os diferentes testes F
propostos foram detalhados. F testa os efeitos fixos para cada gene (gene-
especifico) e €, portanto usado quando os componentes de variancia sao de
genes especificos; o teste F, utiliza a estimativa de varidancia da média dos

genes e a variancia agrupada para cada componente; F3 aplica o estimador



agrupado de variancia para cada componente de variancia e esse é bastante
utilizado quando todos os componentes de variancia s&o constantes nos
genes; e o teste Fs utiliza o estimador comum do componente de variancia
para cada gene obtido e calcula o teste estatistico F. Esse teste Fs € eficaz
quando ha informagdes limitadas para estimar os componentes de variancia de
cada gene especifico. Embora todas as variancias sejam iguais, a metodologia
aplicada usando o estimador comum, aumenta o poder para detectar a
diferenca existente na expresséo dos genes. Ainda nesse trabalho, Cui et al.
(2005) fizeram um teste de simulagdo comparando os diferentes testes F, cujos
resultados obtidos, levaram a conclusdo que o teste Fs proposto € o mais
robusto e poderoso do que os outros testes estudados.

Com uma iniciativa pioneira na pesquisa brasileira, o objetivo do
presente trabalho foi aplicar algumas técnicas disponiveis na literatura para
analise de um experimento de microarray de delineamento simples e com
pequeno numero de observagdes, com especial interesse no método de Cui et

al. (2005), para verificar seu efeito sobre o poder do teste.



MATERIAL E METODOS

O conjunto de dados utilizados no trabalho foram provenientes da South
Dakota State University-EUA, do Department of Biology and Microbiology,
Department of Animal Science, onde toda a parte experimental foi realizada.

O material biologico envolveu quatro aves infectadas e quatro nao
infectadas com o virus de bronquite infecciosa (IBV), com um total de 10.000
genes analisados aproximadamente.

IBV é um protétipo da familia corona virus que causa uma doenga aguda
nas vias respiratérias em aves. A doenca, como muitas outras, pode ser
prevenida por vacinagdo com o virus vivo atenuado, administrado diretamente
na mucosa. Estudos recentes tém mostrado que a memoria imune de longa
duracao é detectada nas células do tecido das mucosas quando a vacinagao é
realizada no local e ndo quando a imunizagao é sistémica. Isso sugere que a
interacao direta dos tecidos da mucosa com os componentes do patdgeno é
essencial para a indugao da imunidade local. Assim, o estudo foi realizado para

avaliar a cinética da transcricdo molecu



Tabela 1 — Distribuigdo das amostras de animais contaminados (Cont.) e

Sadios (Trat) por slide e corante (Cy3_verde e Cy5_vermelho).

Slide N° Cy3 _verde Cy5 vermelho
1 TRAT CONT
2 TRAT CONT
3 CONT TRAT
4 CONT TRAT

Removeram-se os dados em que os indicadores de defeitos nos spots
(“flags”) do software analisador de imagem informaram que havia problemas,
assim como os dados de spots com valores de circularidade inferiores a 70.
Esses valores representam uma deformidade dos “spots” que dificultam a
leitura das intensidades de fluorescéncia dos “dyes”. Em uma comparagao, os
valores de 100 para a circularidade representam uma circunferéncia de leitura
precisa dos spots.

Foram realizados os processos para a normalizacdo dos dados dentro
de slide conforme descrito por Dudoit et al. (2002). Inicialmente obteve-se a
média (A) do logaritmo na base dois da medida da intensidade dos dois
corantes em cada spot e o logaritmo da razdo entre eles (M). A seguir,

utilizando-se o procedimento Loess do pacote estatistico SAS, ajustou-se o

modelo M = f (A) para cada um dos quatro slides do experimento. O logaritmo

N

da razdo (Cy3/Cy5) normalizado (M ) foi entdo calculado como M =M —M .
Optou-se no presente trabalho por trabalhar com cada observagdo em isolado
(e ndo com o logaritmo da raz&o), de forma que foi preciso obter o valor de
cada observagdo como desvio da média: Cy3=(A+M)/2 e Cy5=(A-M)/2. A
normalizagéo realizada balanceou as intensidades de fluorescéncia para o Cy3
e Cy5 e permitiu a comparagao do nivel de expressdo dos genes entre os

slides.



Apo6s a normalizacdo dentro de slides, optou-se pela analise em dois
estagios sugerida por Wolfinger et al. (2001) O primeiro estagio se refere a
normalizagdo global, em que o modelo [1] € aplicado em todo o conjunto de

dados.
Yikr =4+ A;+D; + (AD)ij T Cijkgr , [1]

Sendo que:

Yikg representa a expresséo da intensidade em escala logaritmica, p € a meédia,
A representa o efeito i***™ array (i=1,4), D;representa o efeito j***™ dye
(corante)(j=1,2), (AD); representa o efeito da interagdo dye X array que esta
confundido com o dos tratamentos. A partir da normalizagao global, os residuos
“e

ikgr _TOram submetidos a um segundo modelo [2], utilizado para analises de

cada gene individualmente:

. | 2
Cikar = Mk T A T Dy + Ty + Eijear [2]

Sendo:
4, a média constante do gene especifico, A, o efeito especifico do array sobre
o gene (i=1,4), D, efeito do dye sobre o gene (i=1,2) e T, efeito do tratamento

(g=1,2) no gene. O efeito de array foi considerado aleatério e os demais fixos.
O efeito de interesse foi o de tratamento. A partir do teste F foram obtidos os
valores de probabilidade (valor_p) alcangados para cada gene individualmente.

A partir das somas de quadrados do residuo para cada um dos genes

(Xg) obteve-se, utilizando a metodologia descrita por Cui et al. (2005), o

estimador 55 regredido para a média geométrica da soma de quadrados de

todos os genes, aplicando-se a seguinte férmula:

Gl =(f[(xg /v)l’GJBxexpﬂl (G -3V J x(In X, M)}

> (InX, -InX,)?

em que, InZ= & a corregao para viés; G € o numero de genes estudados, eV é

a variancia do logaritimo da divisdo de uma variavel aleatoria com distribuicéo
qui-quadrado e graus de liberdade igual a v, por v subtraida da média;e v séo
os graus de liberdade associados a soma de quadrados do residuo. Os valores
de B e V foram obtidos em Cui et al. (2005).



Obtidas as estimativas, foram realizados os testes F; =A /G emque A, é0

quadrado médio do tratamento. Cui et al. (2005) sugeriram que os valores
criticos de F fossem obtidos por permutagdao, mas devido ao pequeno numero
de slides utilizados, nao foi possivel realizar tal procedimento.

Utilizando os valores de probabilidade (valor_p) obtidos nas duas
analises foram aplicados os testes conjuntos de Razao de falsas descobertas
ou Proporcéao de falsos positivos e Bonferroni.

Foi usado o pacote estatistico SAS (SAS,1999) para analise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das imagens revelou que dos 16192 spots em cada slide,
apenas 10.926 puderam ser lidos sem defeitos no primeiro slide, 11.633 no
segundo slide, 12577 no terceiro e 13.154 no quarto slide. A grande maioria
dos spots em branco e controles negativos apresentou defeitos que
determinaram sua eliminagao. Estes defeitos incluiram problemas na forma do
spot (circularidade) e reflexao da area em torno do spot maior que a da area de
sinal, entre outros. Um total de 13.597 spots foi lido no conjunto dos quatro

slides, mas apenas 9.853 spots estavam representados em todos os slides.

1-Normalizacao

A Figura 1 e 2 ilustram o processo de normalizagdo dos dados para o
primeiro slide, mostrando a distribuigcdo do logaritmo da raz&do das intensidades
medidas nos dois corantes em fungdo da intensidade média. A Figura 1
representa a distribuicdo dos logaritmos das razbes das duas amostras do
primeiro slide (log(cy3/Cy5)), em funcdo da expressdo média das duas
amostras ((log(Cy3) + Log(cy5))2) antes da normalizagdo. A linha cheia
representa o valor predito pela regressdo Loess. Pode-se notar claramente que

existiu uma distor¢cdo na razdo da expressao dos genes em fungao da média



de expressao. Depois da normalizagdo pode-se verificar que a distorcdo foi

corrigida (Figura 2).

Figura 1: Distribuicdo do logaritmo da razéo de intensidade da expressao
medida pelos dois canais (relativos a cada corante) em fungao da média da
intensidade de expressao no slide antes da normalizac&o. A linha cheia

representa o valor predito da regresséo de Loess.
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Figura 2: Distribuicdo do logaritmo da razédo de intensidade da expressao
medida pelos dois canais (relativos a cada corante) em fungao da média da

intensidade de expressao no slide 1 apds a normalizacao.

Observa-se na Figura 3 a distribuicdo esquematica das duas amostras
nos quatro slides apds a normalizagdo. Como os dados sofreram a
normalizacdo dentro de slides, ndo houve diferengas entre as médias das
amostras dentro do mesmo slide, uma vez que dentro de slide a amostra esta
confundida com o corante (dye). Contudo, a variagdo entre slides continua
existindo. Notou-se que os slides 2 e 4 apresentam médias mais altas. Esta
variagao pode ser causada por uma série de diferentes fatores, desde a
preparacdo das amostras no laboratorio até a analise das imagens (Draghici,
2003; Rosa et al. 2005)

Ap6s a analise com o modelo [1], também chamada normalizagao
global, foi feito um estudo da distribuigdo dos residuos por slide (Figura4).
Pode-se notar que ndo houve mais diferencas perceptiveis entre as médias das
distribuicées nos quatro slides. O objetivo desta normalizagéo foi evitar que as
diferencas entre slides pudessem interferir nas analises. E interessante notar

que se fossem esperadas diferencas na expressdo de todos os genes no



mesmo sentido, entdo esta analise produziria uma reducao nesta diferenca e,

por consequéncia, no poder de teste da segunda analise.
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Figura 3 — BoxPlot do logaritmo da raz&o de intensidade nas duas amostras de

cada slide.
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Figura 4 — BoxPlot do residuo logaritmo da razao da intensidade medida pelos

dois canais (corante) apds analise pelo modelo [1].

2 — Andlises estatisticas.

A andlise estatistica propriamente dita realizada para cada gene
individualmente com o modelo [2], apdés a correcdo pelo modelo [1] gerou
estimativas de varidncia residual para cada um dos genes estudados.
Observando-se a Figura 5, pode-se notar que a distribuicdo dos quadrados
médios dos residuos foi altamente assimétrica, apresentando uma
concentracdo em valores muito proximos de zero com média aproximadamente
igual a duas vezes a variancia. A forma da distribuicdo dos quadrados médios
dos residuos aproximou-se da forma da distribuicdo qui-quadrado com poucos
graus de liberdade. Ainda que se pudesse supor homocedasticidade para a
expressao dos genes estudados neste trabalho, esta analise geraria um grande
numero de estimativas abaixo da estimativa real. Como a estimativa da
variancia residual obtida por este método ndo € viciada e a distribuicdo destas

estimativas é assimétrica, com desvio a direita, a maior parte destes valores



seriam subestimativas da variancia verdadeira. A variacdo em torno da média
depende do numero de replicagbes, e assim, quanto menor o numero

replicagdes, maior sera o de valores subestimados.
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Figura 5 — Distribuicdo dos quadrados médios dos residuos para cada

gene analisado.

A distribuicao de frequéncia dos valores de probabilidade na analise com
o0 modelo [2] esta apresentados na Figura 6. Considerando-se que a hipotese
nula seja verdadeira para todos os genes, seria esperado que a distribuicao
dos valores de probabilidade tivessem uma distribuigdo uniforme entre 0 e 1
(Nettleton, 2006). Pode-se ver que existe uma tendéncia de que os valores
mais baixos de probabilidade apresentem uma freqliéncia maior, 0 que indica
que pode existir uma expressao diferencial em uma parte dos genes. Para
1196 dos genes analisados, o valor do teste F ficou acima do valor critico
normalmente considerado de significancia no teste individual (p=0,05). Pode-se
supor que a distribuicdo dos valores de probabilidade mostrada na Figura 5
seja uma mistura de uma distribuicdo uniforme para os genes que néao
apresentaram expressao diferencial e de valores que tendem a se concentrar
em valores menores para aqueles genes que apresentam expressao

diferencial. Estes resultados sao consequéncias do problema da estimagao da



variancia residual que o denominador do teste F utilizado e seriam esperados
de acordo com Cui et al. (2003). De qualquer forma, espera-se que entre estes
1196 genes exista uma importante fragdo de falsos positivos, mas também se
espera que uma parte destes genes esteja realmente se expressando de

maneira diferente nas amostras referentes aos diferentes tratamentos.

Figura 6 — Distribuicdo dos valores de probabilidade obtidos no teste F de

acordo utilizando-se o modelo [2].

O Figura 7 apresenta a distribuicdo dos valores de p em fungcédo do
logaritmo da razdo da expressdo das duas amostras para cada gene. Os
quadrados meédios dos residuos foram distribuidos em classes e estado
representados no grafico, pelas cores dos pontos. A linha continua representa
o valor de -log10(0,05), ou seja, o valor limite de p. Verifica-se neste grafico
que a maior proporc¢ao de valores de p menores que 0,05 (valores de —log10(p)
maiores que 1.30) estdo na faixa central do grafico, que coincide com a faixa
de menor variancia residual, apesar de esta faixa apresentar as menores
diferencas entre os tratamentos na expressdo dos genes. Os pontos nos
cantos superiores deste grafico representariam os genes com maiores
significancia e diferenga. Se a varidncia dos genes fosse considerada

homogénea, as diferengas na expressdo dos genes (eixo horizontal) seriam



determinantes para os valores de p. e os pontos formariam uma linha sélida em
forma de V. Um dos problemas identificados por varios autores (Baldi et al.,
2001; Cui et al.; 2003; Smyth, 2004; Cui et al. 2005) € que, para muitos dos
genes o valor da variancia € subestimado e para alguns destes, o valor pode
ser muito baixo e uma pequena diferenga na expressao dos genes é suficiente
para que os valores de p permanegam abaixo do patamar de 0,05. Isto ocorre

especialmente quando o numero de



0,05, estes resultados poderiam ser esperados uma vez que o numero de
repeticdes utilizados neste experimento foi muito pequeno. Segundo Allison et
al. (2002) e Tsai et al. (2003), um numero minimo a ser aplicado em um
experimento de microarray seria de cinco replicagdes biolégicas. Este numero
seria abaixo do ideal, mas pode funcionar se o objetivo do experimento for

apenas para encontrar as diferengas entre duas amostras.

3. Regresséao das variancias residuais

O método de Cui et al. (2005) regride a variancia residual de cada gene
para a média geométrica das variancias, criando uma nova estimativa da
variancia residual que € um valor ponderado entre este valor global e o efeito
de cada gene em particular. A variagdo observada no conjunto das estimativas
dos quadrados médios residuais € utilizada para determinar o fator de
ponderacgao, ou seja, quao proximo da média geométrica ou da estimativa
individual as novas estimativas deverao ficar. No caso do presente trabalho, a
média geométrica das estimativas individuais ficou em 0,0522 (a unidade
destas medidas refere-se ao quadrado do logaritmo da quantidade de pixel
refletindo cada cor e sera omitida daqui em diante). A varidncia destas mesmas
estimativas ficou em 6,689. Como este valor era relativamente pequeno,
quando comparado com a variancia esperada caso houvesse
homocedasticidade para a expressédo de todos os genes (5,155), a regressao
teve um efeito acentuado. Desta forma, as distribuicdes das novas estimativas
dos quadrados médios aproximaram-se bastante da média. O Grafico 8
apresenta a distribuicdo dos valores das estimativas de variancia regredidas.
Pode-se observar, em comparagao com a distribuicdo dos quadrados médios

originais, que a amplitude de variagao dos valores regredidos € bem menor.
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Figura 8 — Distribuicdo da variancia residual de cada gene regredida segundo
método de Cui et al. (2005).

Observa-se também que, em contraste com a distribuicdo dos valores
originais, a distribuicdo destes valores € aproximadamente simétrica, sendo a
média e a mediana relativamente proximas. Nao houve, portanto, uma maior
concentragado de valores proximos de zero. O teste estatistico (FS), calculado
utilizando a estimativa regredida da variancia residual, reduziu sensivelmente a
proporcao de valores de p abaixo do patamar de 0,05. Apenas 487 genes, o
que representaria um pouco menos de 5% dos genes estariam enquadrados
nesta faixa. Apesar disto, a distribuicdo dos valores de p (Grafico 9) ndo se

apresenta uniforme, com uma concentracdo maior de valores entre 0,05 e 0,30.
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Figura 9 — Distribuicdo dos valores de p para o teste FS (Cui et al., 2005).

Na Figura 10 apresenta-se a distribuicdo do negativo do logaritmo dos
valores de p em fungédo do logaritmo da razdo da expressdo dos genes nas
amostras dos animais infectados para aqueles dos animais nao infectados,
utilizando-se o teste FS (Cui et al., 2005). As cores no grafico também
representam classes de variancia residuais originais. Como se poderia esperar,
em fungao da maior concentracdo dos valores de variancia residual utilizados
no teste, a dispersao dos valores de p em fung¢ao das diferencas de expressao
génica entre os tratamentos, foi bem menor neste caso. Como o denominador
do teste € menos disperso e o numerador continua o mesmo do teste anterior,
os valores de p tendem a depender bem mais da diferenga entre os genes.
Também é possivel perceber que a proporgao de valores de p abaixo de 0,05
nao € mais dependente da estimativa da variancia residual ou, pelo menos, que

a maior proporgao destes ndo esta na classe com menor variancia residual.



Figura 10 - Distribuicdo do negativo do logaritmo dos valores de p obtidos no
teste FS (Cui et al., 2005) em funcéo do logaritmo da razdo das expressdes 0s
tratamentos (infectados/controle). A Linha continua representa o negativo do

logaritmo de 0,05.

A aplicagdo da metodologia para teste multiplos (FDR) também nao
revelou, neste caso, significancia (p>0,05) para nenhum dos genes estudados.
Segundo Cui et al., (2005) seria mais interessante gerar um valor critico para F
e FS a partir de uma técnica de permutagao dos slides, ja que a distribuicao F
nao seria totalmente adequada. Talvez esta técnica permitisse a identificagcao
de expressao diferencial dos genes, mas nao foi possivel utiliza-la uma vez que
as permutacdes devem sempre envolver os slides como um todo (e ndo cada
gene em particular) e como o numero de slides era relativamente pequeno néo
seria possivel aplicar neste estudo. Segundo Draghici (2003) sao necessarios
pelo menos seis slides para gerar um minimo de permutagbes que garanta a
confiabilidade do teste. De qualquer forma, uma vez que menos de 5% dos

genes apresentaram valor de p menor que 0,05, este resultado era esperado.



CONCLUSOES

Os experimentos de microarray, por tratarem de um conjunto muito
grande de observagdes a serem analisados requerem analises estatisticas
especificas. O método de Cui et al. (2005) reduziu a dependéncia entre a
variancia residual e o valor de probabilidade do teste F aplicado de acordo com
o modelo utilizado, e desta forma, mostra-se adequado para este fim. Todavia,

nao foi observado neste trabalho aumento do poder de teste.
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CAPITULO 3



IMPLICACOES



Observa-se pelo contexto do trabalho que as metodologias de analises
estatisticas propostas para o estudo da expressdo génica foram de grande
importancia. A maior parte dos estudos envolvendo a técnica de microarray
avalia principalmente o processo laboratorial, ficando a analise estatistica como
um complemento do trabalho. J&4 no nosso estudo, enfatizamos a analise
estatistica propriamente dita, o que contribuiu consideravelmente para muitos
estudos da area, trazendo resultados mais precisos e coerentes que serao
aplicados na pratica.

O estudo da expressao génica utilizando experimento de microarray é
muito utilizado em varios paises do mundo, sendo que no Brasil ainda é pouco
explorado comparado aos Estados Unidos e outros paises europeus. Portanto,
além da importancia citada anteriormente, esse trabalho contribuird com a
pesquisa brasileira na area.

Deve-se ressaltar que esse trabalho foi pioneiro em pesquisas

brasileiras para esse estudo, ficando registrado a sua relevancia.
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