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RE.9TJ.IO

RESUMO

Esteves GH. \ralidaqio de proccdimentos para mcdida de exprcssao genica a partir dc

irnagcns de cDN-A. Mir:roarray. Sao Paulo: 2002. 
-Dissertagio 

de \lcstrado - Fundagdo

Antonio Prudcntel

Introdugio: .\ tccnologia dc cDNA microaffaq tcm sido intcnsamente utilizada na

busca de diferengas cm niveis de expressio g6nica cntre dois estados biol6gicos distin-

tos. Essa mctodologia consiste na deposigio de milhares dc fragmentos de cDNAs em

lAminas de vidro. -A. drca ocupada por cada cDN,\ i gcralmento circular e recebc o

nome de spol. Essas liminas sio hibridizadas com cD\As marcados cont nuclcotideos

fluorescentes, e ap6s excitadas por raio lascr, as mesmas sd,o digitalizadas, produzindo

uma imagem de duas bandas, uma para cada corante. A imagem produzida 6 analisada

computacionalmente com o objetir,o de localizar cada spol da limina c quantificar os

respectir,os valores de intcnsidadc. -\ comparaqAo cnt,rc as intensidades dc sinal cm

um dado spol deve refletir as diferenqas na abundincia do mR\.,\ correspondente nas

duas arnostras cstudada-s. Material e M6todos: Neste trabalho invcstigamos a in-

flu6ncia de r,drios pardmetros que influenciam na qualidado dos dados obtidos. Para

fazcr cssa avaliagio foram projetados experimcntos bem controlados, onde fragmentos

diferentes de cD),iA com tamanhos varid.veis foram fixados om posiq6cs especificas das

Iiminas. quc foram hibridizadas com mR\As sintdticos corrcspondentes a cada um

desses fragmentos. ,{p6s a hibridizaqdo. as imagens foram adquiridas pot scanner

/a.ser e quantificadas por diferentes metodologia.s de andlise de irnagcns. Os ralores

dc cxprcssio obtidos pelas vdrias t6cnicas de localizaqAo c estimaqio dc intensidade

dos .spol.s foram comparados com os resultados previstos nos cxperimentos controla-

dos. Resultados: Foi obsen'ado quc o tamanho dos fragment,os fixados interfercm

nos valores de intcnsidade obscrr,ados. Al6rn disso. a metodolo6Jia dc andlise de ima-

gens baseada cm segmenlaqeo por variagio de intcnsidade se mostrou mais robusta e

confi5r,cl al6m de scr totalmcntc autonlatizada e nao nccessitar dc corregio de spots

ma1 localizados. Tamb6m foi mostrzrrlo a erist6ncia de uma dependancia entrc os

valores de intensidade de srnal obtidos c os valores de razao esperados.

DESCTiIOTCS: 1. A\ALISE DE EXPRESS.\O GE\ICA. 2. CDNA X'IICROAR,RAY/A-

nrilise de imagens.
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RESI,IIIO

ABSTRACT

Esteves GH. Validag5o de proccdimentos para mcdida de expressio genica a partir de

image ns de cDNA Microa'rrau f\'alidation of procedures for me asuring gene erpression

from imagcs of cD\A tlicroarral']. Sio Paulo; 2002. lDissertagao de mestrado -

Fundag6o Ant6nio Prudente]

Introduction: The cDNA microarra,v technologl' has bccn intensevell' used in the

search of diferenccs in gene expression lcvels betrveen ts'o distinct biological st,ates.

This technologl'consists of the deposition of thousands of cDNA fragments in glass

slides. The arca rvhere each cDNA is immobilized is gencralll' circular and is called

spot. These slides are h1'bridized rvith cD)iAs labeled rvith fluorescent nuclcotides,

and after excitation by a laser bean. thcl' are digitalized, producing one image of trvo

bands. one for each dye. The gcnerated image is computationall)' analvzed to locate

each spot on the slide and quantifl' thc respective values of intensitr'. Thc comparison

betwcen thc signal intensities for a given spot should reflect the differences in the

abundance of the correspondent mR\A in the tu'o samples under studv. Material

and Methods: In this *'ork, rve investigated the influence of r.arious parameters that

may affect the qualit-r* of the data obtained. To make this evaluation rve projected

rvell controlled experiments, rvhere different fragments of cDNA rvith rariable sizes

ivere fixed in specific positions of glass slides. which rvere hybridized with synthetic

mRNAs corresponding to each one of thesc fragments. ,A.fter hybridization, images

rvere acquired b1' laser scanner and quantified bt' different metodologies of image

analvsis. The values of expression obtaincd by the several techniques of localization

and estimation of intensities of the spots l'ere compared l'ith the predicted results in

the controlled experiments. Results: \\te observed that lhe lenght of the immobilized

fragments may affect thc values of intensitics observed. N{oreot'er, the procedure of

irnage analysis based on segmentation b)'intensity variation \\'as the most porverfull

and reliable method. Besides. it is total)' automated and doesn't require the correction

of misidentified spots. AIso, it rvas shorvn that there is a dependence betrYeen the

signal intensities obtained and the expected ratio valucs.

Descriptors: 1. AIIALYSIS OF GENE EXPRESSION. 2. cDNA X'IICROARRAY/i-

mage analvsis.



I{"RODUqAO

INTRODUQAO

Todas as informaqoes gen6ticas de um ser vivo sdo guardadas em uma biomol6-

cula conhecida como 6cido dcsoxirribonucl6ico (DNA) que se encontra no nricleo dc

todas as c6lulas de organismos eucariotos ou no citoplasma das c6lulas de organismos

procariotos. De forma semelhante. o DNA abriga as informagdes necess6rias para

a manutenqeo da vida deste organismo. Esse processo i realizado a nivcl molecular

onde pequenas porqdes do D\A. conhecidas como genes. sio transcritas em mol6cula^s

de 6cido ribonucl6ico (RNA) que 6 traduzido em protcinas. Essas mol6cttlas prot6icas

promovem a manutengio de um ambiente favordvel i sustentagio da vida da c6lula

e. conseqiientemente, de todo o organismo. AI6m disso. as proteina^s tarnb6m podem

interagir com o DNA regulando a expressio de genes.

Da mesma forma que a expressdo de genes encontrados nas mol6culas de DNA

6 responsdvel pela manutenqio dos processos litais do organismo. gencs cxpressos em

momentos indesejados podem levar ao surgimento de diversas patologias. .\ssim. um

dos principais desafios da Biologia Nlolecular 6 tentar entendcr esses perfis de exprcss6o

g6nicos com o obietivo de caracterizar melhor o funcionamento do organismo como

um todo.

1.1 OS PROJETOS GENOMA

A descoberta da estrutura do DNA em 1953 [19] abriu possibilidades para se

desvendar o funcionamento dessa biomdlecula, que desempcnha pap6is importantes

para os processos vitais de todo organismo. Com isso foi possitel entonder como a

heranga gen6tica 6 transmitida de geragio para geragio- Uma caracteristica muito

importante dessa mol6cula 6 a sua estrutura de dupla fita, que sdo complementares

entre si e ligadas por pontes de hidrog6nio. Essas novas informag6cs tornaram posslvcl

o entendimento da transcrigdo do DNA em mol6culas de R\A mensageiro (mRNA)

fita simples que 6. por sua vez. traduzido em proteinas.

A descobcrta de cnzimas de restrigio juntamentc com as enzimas cle transcriqio

revcrsa (RI - Reoerse Transcriptase) tamb6m til'eram grande importincia para a

Biologia N,{olecular. As enzimas de restriqao sao capazes de "cortar" a dupla fita de

DNA em lugares especificos. o que possibilitou a clonagem de fragmcntos gendmicos
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de DNA em bact6rias. como a E. Colz. As RTs. sdo capazes de copiar uma fita

complementar a partir de um mR\A molde. gerando assim um DNA complementar,

ou cDNA. quc tamb6m pode ser clonado em bact6rias

Toda-s essas descobertas levaram a biologia a desenvolver novas t6cnicas. cada

Yez mais ayanqadas. para manipular scqii6ncias dc iicidos nucl6icos. Uma conseqii6ncia

marcante destes ar.angos foi a automaqAo dos m6todos de seqiienciamcnto de DN-A.

que, juntamente com o advento da bioinformiitica, permitiram a gcraqao de uma

enorme quantidade de informagio e dados. tornando viiivel a realizaqA.o dos r'6rios

projetos genoma cspalhados por todo o mundo. O principal objetivo desses projetos 6

a dcscoberta do c6digo de toda seqii6ncia de DNA de determinado organismo. Diversas

bact6rias e outros organismos jd tiveram seu Senoma completamente seqiienciado

como Mycoplasma qenitalium. E. coli. S. cereuisiae, C. eleQans 
'11, 35]. As primeiras

discuss6es sobre o seqiienciamento completo do genoma humano remonta da d6cada

80, e o primeiro "rascunho" da seqii6ncia de nossas 3x10e bases foi publicado no

inicio do ano de 2001 1,13. 
,17]. Todos esses trabalhos resultam em diversos bancos dc

dados disponiveis em vdrios sites da i,nternet, al6m de outros contendo ferramentas

para busca de informagocs. A Tabela 1 lista alguns sites contendo os bancos mais

populares e a ferramenta BLAST, muito utilizada para busca dc informaqdes em tais

bancos.

Tabela 1: ,9ites encontrados na i,ntemtet.

Tabela mostrando alguns sites da internel. onde podem ser encontrados dados

sobre r..{,rios organismos. a16m de ferramentas para busca de informagdes.

Site

Genbank http : / / wwu.ncbd.nlm.nih. gou / G enbonk/ G enbankS earch html

SwissProt htty : / /uww. e ryosy. rh/ syrot/

Microbial Genomes http: / /ututu.tigr . org /tdb /mdb / md.bcomplete. html

Human Genome Project httlt: / /www. sanger. ac.uk/H G P

Blast httlt : / /www. ncbi.nlm. nih. g or / B L A S T

O Brasil tamb6m teve uma importante participagdo na busca do conhecimento

da seqii6ncia de DNA do ]romem com o Projeto Genoma Humano do CAncer. finan-

ciado pela FAPESP juntamente com o Instituto Ludrvig de Pesquisa sobre o Cancer.
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que identificou mais dc um milhio de seqii6ncias expressas em diferentes tumores como

mama, pulmAo. est6mago. cabeqa c pescoqo, etc., que sio alguns dos iumores que mais

acometcm a populagS,o brasileira. Estas seqii6ncias. dcnominadas ORESTES (Open

Read,ing Frame Erpressed sequence Tags) foram geradas utilizando-se uma meiodolo-

gia inovadora que fat'orece a obteng5o de dados referentes i porgio central de um

dado cD\A [31]. A conseqiicncia maior da utilizagio da t6cnica ORtrSTES foi a

identificagio de ccrca de 300.000 seqiir6ncias que at6 cntao nio estavam presentes

em nenhum banco de dados visto que a grandc maioria das seqiiencias obtidas por

outrtus metodologias estio localizadas prefercncialmente nas cxtremidades 3' e 5' das

mol6culas de cDNA.

Todos csses bancos dc dados constituem uma cnorme fonte de informag6es que

certamente irio acelerar as pesquisas em v6rios ramos da Biologia \lolecular. onde

podcmos destacar a caracterizaqeo de genes ainda nio conhecidos, a busca dc polimor-

fismos de um rinico nuclcotideo (SNPs). as localizag6es cromoss6micas de todos os

genes seqiienciados, etc. A maioria dcsses trabalhos tem sido feitos atrar'6s de ferra-

menta^s computacionais. o que impulsionou o surgimento de um novo ramo da ci6ncia.

a Bioinformdtica ou Biologia \Iolecular Computacional.

Os projctos genoma, certamente alarancaram a identificagio de genes at6 enteo

desconhecidos. o que lerou a um aumento significativo do nfmero de genes bem ca-

racterizados, o que far.orece a anilise comparativa da expresslo g6nica, uma vez que 6

sabido que todos os genes est6o mergulhados em r'6rias vias metab6licas relacionadas

entre si.

1.2 ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO GENICA

Com raras excess6es. todas as c6lulas que constituem um certo organismo cont6m

exatamente a mesma carga gen6tica, ou seja. o mesmo DNA. O que diferencia dois

grupos celulares morfologicamente diferentes (c6lulas de figado e rim. por exemplo)

sdo os genes expressos nesses dois tipos de c6lulas e os nit'eis de expressio desses

gcnes. De maneira semelhantc. podemos cntender os processos patol6Sicos quc levam

o organismo a desenvolter uma determinada doenga. A16m disso. o conhecimento dos

niveis de expressS.o g6nica Ieva a um melhor entendimento dos diferentes est6gios de

desenvoh.imento de um tccido. a resposta a diferentes estimulos. etc.
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Desta forma. \'emos que a comparagio dos niveis de expressAo dos genes de dife-

rentes iecidos podem levar ao entendimento dos dil'ersos fen6menos encontrados em

um organismo. Em especial i possfvcl comparar tecidos sadios c doentes e buscar

genes que podem ser possfYeis allos para lratarnento e .lesenr.olvimento de noYas

drogas. Hoje existem r':irias metodologias que podem scr utilizadas para a busca das

dilercngas enl re os niveis de expressno.

-{ possibilidade dc se transferir para filtros de nitrocehllose ou membranas de

nylon fragmentos dc RN-A. total (isto d. todos os tipos dc RNA cncontrados na c6lula)

fracionados por eletroforese em gdis de agarosc que podem scr hibridizados contra

cDNAs marcados com substincias radioativas l'11], possibilitou a busca dc diferenqas

em niveis de cxpressao de genes conhecidos. uma 1:ez quc tais hibridizag6es podiam

ser detectadas por radiografia e comparadas em scguida.

Com o passar dos anos esta metodologia serviu como alicerce para o surgimento

de outras t6cnicas cujo objetivo principal era a comparaqao das populag6es de mRN-A.s

de difcrentes c6lula.s ou tecidos. A hibridizagio subtrativa se utiliza da hibridizagio

de mRNAs de uma certa populaqS,o celular contra cDNAs construidos a partir de

mRNAs de cdlulas difcrentes (mas que preser\:em algum tipo de relagdo com o Srupo

anterior) onde os cD\As dc fita simples sio recuperados e analisados. dando uma

id6ia das diferenga"s de expressio g6nica entre os tipos celulares i25l O DDRT-PCR

(RT-PCR por amostragem diferencial) consiste da construgS,o de cD\As a partir de

um oligonuclcotideo ancorado na cauda poli A dos mR.NAs. posteriormentc d feita

uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de baixo rigor utilizando-se o mesmo

oligo inicial juntamente com outro arbitr6rio. A posterior comparagio do padrao de

corrida em um gel de seqiicnciamento para duas populag5es celulares distintas nos

tlard as diferenqas de expressAo cntre as amostras [27]. O RAP-PCR (RT-PCR. por

iniciagio arbitrdria) segue o mesmo principio do DDRT-PCR, por6m utilizando um

oligonucleotideo arbitr6rio na reaqio de transcrigSo reversa i501. o RDA (An6lise por

representaqlo difcrencial) tamb6m segue o mesmo principio do DDRT-PCR" por6m,

ele tem a vantagem de nio amplificar os fragmentos que sdo comuus as duas popula-

q6es estudadas 116]. .{ t6cnica s.A.GE permite a an6lise cm s6ric da expressio genica

com base na irlentificagio de pequcnos fragmentos. conhecidos como tags contendo'

aproximadamentc, de 9 a 10 pares dc base (pb) [16].

A maioria <lessas t,6cnicas. entretanto, nio permitcm uma boa avaliagSo quan-
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titativa dos nir.eis de expressio genica das amostras em questio, al6m de avaliarem

um nrimero muito limitado de gcnes e serem relativamente demoradas, com cxcegio

r1a t6cnica SAGE. N{ais recentcment,e. a possibilidade de utilizagio de t6cnicas robo-

tizadas permitiram a araliagio da expressio diferencial. cm grandc escala' de genes

de duas populagocs cehrlares distintas. atrav6s da anrilise global de genes por micro-

arranjos de cDNAs i6, 36. 38]. Essa metodologia 6 conhccida como DNA microarrau,

onde um grande nfmero dc cDNAs ou oligonucleotideos podem scr fixados em peque-

nas supcrficies dc viriro ou mcmbrana^s rle nyLon e os niveis dc exprcssio dos genes

correspondentes podem ser analisados em um nico cxperimento. o que permite a

anii,lise da expressAo funcional de um grande nr-imero dc genes' mesmo aquelcs cujas

fung6es ainda nio foram elucidadas.

Todos csses aranqos da biologia molecular juntamente com a necessidade de uma

t6cnica mais robusta e eficaz de anrilise de exprcssdo g6nica diferencial favoreceram

o descnvolr,imento de uma nova metodologia para esse fim. A tccnologia de cDNA

microamay, tamb6m conhecida c:omo bzochip de DNA. foi inicialmente descrita por

Sclrena eI ol. em 1995 f36l e consiste dc laminas de vidro, ou membranas de nylon. onde

milhares de fragmentos de cDNA conhecidos s6o distribuidos em espaqos minimos para

posterior hibridizagd.o contra cDNA marcado. preparado dc alguma populaqio celular

de interesse. O cDl{A fixado no substrato 6 conhecido como cDN,4 sond'a. uma vez

que suas seqii6nciit-s sdo conhecidas, ao passo que o cDN-{ marcado por fluorcsc6ncia

6 denominado cDNA aluo. de acordo com [10]. O cDNA sonda serd freqiientem€nte

chamado de cDNA fitado. ao passo que o cD\A alvo serii chamado de cDNA fiutuante-'

Em 1996 foi publicado um trabalho mais detalhado sobre os microarrays em liminas

de vidro f38]. Atrav6s da utilizagao dc m,icroarrays.6 possiYel detcrminar a expressio

g6nica de dezenas de milhares de gcnes em um rinico experimento

Atualmente existem .r':irias revis6es na literatura quc tratam especifica e detalha-

damente sobre esta nova tecnologia i7. 10, 23]. \,'drios protocolos para a construgao dc

experimcntos rle cDNA microarray jd estio bem definidos Hedge et al i14], por exem-

plo. dcscreve um procedimento completo a ser seguido para a realizagio desses tipos

de experimentos. elc tamb6m fornecc uma Iista de Ydrios outros protocolos disponiYeis

na i,nternet. Tambdm d importante mencionar que existem dois tipos de substratos

que csteo sendo mais freqiientemente utilizados para a fixagio dos cD\As' que sio

membranas de nylon ot l5.minas de vidro' cada um com suas l'antagens e desvanta€lens'
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Entretanto. devido i maior utilizaqio das IAminas de vidro na atualidade. esse trabalho

est6 completament,e voltado para esse lipo <]e mi,croarcay.

1.3 A METODOLOGIA DE cDNA MICROARRAY

Os experimentos de cD\A microarray consistem de uma etapa bioquimica e

uma etapa computacional-estatistica.

A etapa bioquimica consiste de duas fases que podem ser consideradas indepen-

dentes. s6o elas:

r FixagSo de cDNAs nas lAminas.

o Extraqio de R.NA e hibridizagAo.

Ap6s

tistica. que

a etapa

consiste

bioquimica do processo, entramos na etapa computacional-esta-

das seguintes fases:

r Aquisigdo de imagens.

o An6lise de imagens,

o \ormalizaqAo de dados,

o Andlise de dados.

A seguir descreveremos as fases envolvidas no processo de construgi,o de expe-

rimentos dessa natureza. Apresentamos uma descrigdo suscinta de cada fase. que sio

listados em ordem de 'coisas a fazer'.

1.3.1 A fixagAo de fragmentos de cDNA nas lAminas de vidro

A fase inicial do trabalho consiste na selegio de clones dc cDNA de interesse

advindos de algum banco de clones. Esses bancos estio, geralmente, relacionados com

algum projeto genoma especifico. os fragmentos selecionados s6o, entlo, amplificados

por PCR e fixados rle maneira automatizada atrav6s de um rob6 (ou arra3Ter) nas

laminas de vidro em posig6es especificas conhecidas como spofs. As liminas de vidro

sao geralmente revestidas por algum grupamento quimico carregado positivamente' o

que favorece a ligagdo do cDNA em sua superficie. Ap6s a fixagdo as liminas podem

ser guardadas para posterior utilizaqdo.
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1.3.2 A extrag6o de RNA e hibridizaqSo

A fasc seguinte consiste da extraqeo de RNA mensagciro ou total das populag6es

celulares de interesse. A partir dosses RNAs 6 produzido o cDNA ah'o por transcrigdo

re1'ersa na presenEa de dCTP (ou dUTP) que cont6m grupamentos fluorescentes. c?3

ou cy5, quc sio excitados e emitem luz em comprimentos de onda diferentes. A seguir

os cDNAs ah'o de duas amostras distintas seo misturados e hibridizados contra as

laminas produzidas. Geralmente as duas amostras estudadas recebem o nome de lesle

e refer€ncia. A hibridizagS.o 6 feita em cimara rimida ou em esraqeo de hibridizaqdo

automatizada. Com a captagio das imagens geradas pelas fluoresc6ncias. 6 possir.el

compararmos as intensidades de sinal para cada spot da limina e buscar as diferengas

de expressio entre os genes das amostras em cstudo.

6 neste momento do trabalho que a "m6gica" dos .mir:roarrays acontece, aqui os

mRNAs sdo copiados em fitas de cDN,{ na presenqa de nucleotidcos fluorescentes por

uma enzima conhecida por RTasc (do ingl6s, Reuerse Transcriplase). \'erifica-se que

na sintese dessas nor.as fita^s a proporgdo existente entrc os diferentes mRNAs 6 man-

tida, 6 essa informaqio que 6 codificada nas imagens digitais na forma de intensidade

dos.spols.

Para tanto. 6 preciso que tr6s coisas acontegam. Primciramente. a populagAo

de RNAs deve ser correiamente extraida e purificada de suas amostras de interesse.

Segundo, os mRNAs presentes nesse grupo devem ser copiados em nol,as fitas com a

efetir'a incorporagdo dos nucleotideos marcados. E. finalmente. esses cD,\*As dercnr

hibridizar contra suas respectivas seqiiencias na^s IAminas. Eristem'iirios trabalhos na

literatura buscando aumcntar os niveis de integridade de R.NA, bem como a i,erificagi,o

da efici6ncia de incorporagdo de compostos fluoresccntes em iicidos nucldicos visando

a obtengio de resultados mais robustos e o uso mais eficiente dos cxperimentos de

cDN A, microarray, l2l. 2a.30. 33. 51].

1.3.3 A aquisiqdo de imagens

Uma vez quc as lAminas foram hibridizada^s. os sinais de intensidade der.em

ser adquiridos computacionalmente. para posterior quantificagio e an6lise de dados.

Esses sinais s5o geralmente armazenados como imagens de 16-Dir. o que 6 fcito por

scanners apropriados para a digitalizag60 desses dados. Atualmente existem dois tipos
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de equipamentos diferentes para essa finalidadc: os scanners CCD (CharQe Couplerl.

Deuzce) e laser. Na tecnologia CCD as lAmina^s sdo excitadas com uma Iuz branca

cm toda a sua extenseo e uma cimera fotografa a imagem decorrente da emissAo

dc intensidade prol'enient,e dos fluorocromr)s presentes nos alvos que foram utiliza-

dos para hibridizagSo. Os scanners a laser fazem uma I'arredura na lAmina com

um raio laser nos comprimentos dc onda especificos digitalizando a imagem gerada.

\riirios cquipamentos se encontram disponiveis no mercado. a Tabela 2 mostra uma

listagem de alguns fabricantes desses equipamentos. Apesar disso, trabalhos rcccntes

tem mostrado a busca de equipamentos ainda mais robustos para a captagio dc ima-

gens de microarray 
'13).

Tabela 2: Alguns fabricantes de scanners.

Tabela mostrando alguns fabricantes de scanne-rs utilizados para a captaglo das

imagens gcradas em experimentos de microarray.

Fabricante S ite

Aron http://www.amn.com

GSI Lumonics http : / /www. q silu,mondc s. com

Genomic Solutions http : / /w u u. o en omic s oluti o n s. com

Packard BioSciences

Molecular Dynam.ics http://wruw.mdyn.com

Como jii foi citado anteriormcnte. os fluorocromos cy? e cyi sio excitados e

emitem luz em comprimentos de onda diferentes, a Tabela 3 descret.e as diferengas

de cxcitaqdo e emissdo dos dois fluor6foros. Iembrando que existcm outros corantos

que tambdm podcm ser utilizados para a mesma finalidade. Em geral os scanners

fazem uma primeira leitura da lamina utilizando o comprimento dc onda especifico

para cy?. capturando uma imagem. Logo em seguida 6 feita uma segunda leitura

utilizando o comprimento de onda especifico para cy5, obtendo uma scgunda imagem.

E necessiirio enfatizar que cada lAmina de mir:roarray gera duas imagens diferentes,

uma para cada fluorocrotro utilizado.

Geralmente uma pscudocoloragio seguida de uma composigio das duas imagens

6 utilizada para facilitar a visualizagio e terificaqio da qualidadc do experimcnto em

quest6o. O padrdo de coloragio mais freqiientemcnte utilizado tamb6m est6 descrito
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na Tabela 3. A Figura 1 mostra um esquema de uma limina juntamente com uma

imagem composta de um cxpcrimcnto de cDNA mi,croarray. Na figura (A) temos um

esquema de uma imagem d.e microarray, onde cada grupo de spor.s, como o delimitado

pelo retAngulo vermelho. constitui um bloco on subarray [f;], c na figura (B) temos

uma imagem de um experimento dc microarray em que os pontos rerdes corrcspondem

a gcncs mais cxpressos na amostra marcada com cy?. os vcrmelhos sao genes mais

cxpressos em cy5. os demais variam dentro de uma gradaqao de amarelo e laranja e

si.o expressos nas duas amostras.

Tabela 3: As diferenqas entre cy? e cy1.

Tabela mostrando as principais caracteristicas entrc car3 e cy5. os dois corantes

utilizados com mais freqiiencia cm cxpcrimentos de cDNA mirroatratt.

Fluor6foro ExcitagSo (nm) Emissio (nm) Colorag6o

cyi) 550 s70 verde

cy5 6,19 670 yermelho

1.3.4 A aniilise de imagens

.{s imagens obtidas anteriormente constituem os dados,crus,da aniilise de ex-

pressdo genica por experimentos de mi,croarray. O trabalho seguintc consiste na quan-

tificagio dos sinais emitidos pelos diferentes spols que representam diferentes genes.

O produto final desta ctapa do trabalho 6 uma tabela de dados num6ricos quc deve

ser posteriormente analisada por ferramentas computacionais-estatisticas.

Antes de detalhar um pouco mais o processo de aniilise de imagens decorrentes

de expcrimentos de cDNA microanay.6 necess6rio definir alguns termos que sto

freqiientemente usados na linguagem de processamento de imagcns digitais. A regi5o

ocupada pelo spol 6 conhccida como regi,iio de sinal ot Joreground. Os ralores de inten-

sidade medidos nessa regilo sio decorrentcs da emissdo de fluoresc6ncia prol'cniente

de mol6culas de cDNA marcadas com cyi ef c:l cy5 que se anelam nas mol6culas com-

plementares fixadas na lAmina. Entretanto. algumas dessas m6leculas fixadas ndo se

anelam com nenhuma mol6cula fluorescentc. A falta de contribuiqdo dcssas mol6culas

para o valor de sinal obserrado no .?or 6 chamada de rutdo. Em contrapartida, a
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Figura 1: A imagem de um experimento de mictwrttg'

(A) Esquema geral de uma imagem de microanag [15], (B) Imagem de um

experimento rcal de rnicroartaY.
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imagem de fundo da lAmina (regi6es onde nio se encontram spofs) 6 chamada de

background. Eventualmente, podem existir sinais de intensidade mais intensos decor-

rentes de sujeira na IAmina ou hibridizaqAo inespecifica quc contaminam o background.

Esse tipo de sinal inespecifico 6 conhecido corno artefato. A Figura 2 ilustra esses con-

ceitos.

Dc acordo com \hng et al. .53) o processamonto dc imagens d.e microarray pode

ser divido em I res clapas. quo sao:

o Enderegarnento ou gradeamento: processo de indcxagdo de todos os spols.

r Scgmentagdo do sinal (ou dos spol.s): d o que definc os pix,els que fazem parte

das regioes de sinal (fore.oround) ou do backoround, regido onde neo se encontra

DN-A. fixado.

o Quantificagio da intensidade: etapa que estima, para cada spot, os valores de

intensidade, background e. possir.elmente. de qualidade.

Em geral. as banda^s das imagens adquiridas pelo scanner si.o bem registradas,

nAo exigindo cuidados adicionais de corregAo. Por outro lado. por vezes. as imagens

adquiridas apresentam rotag5o, que deve ser corrigida. pois dificulta a.s etapas sub-

seqiientes de processamento. Em geral. as bandas sAo compostas (e.g.. por m6dia ou

m6ximo) em uma rinica imagem sobre a qual 6 efetuada a segmcntagao. O resultado

da seg-mentagSo 6 usado como mdscara nas duas bandas originais. A segmentag5o 6 o

processo de particionar uma imagem em diferentes regiScs. cada uma contendo certas

caracteristicas, o que no caso das imagens dt mi,croarray consiste em localizar cada

um dos blocos que constituem a imagem. A seguir cada um desses blocos 6 tamb6m

segmentado com o objetilo de localizar uma regiSo ao redor dc cada spof. essa regiio

6, geralmente. retangular e 6 dcnominada regido de inJlu|nci,a do spot.

O processo de endereqamento consiste da indexagS,o de cada bloco quc constitui

a imagem analisada. assim como dr: todos os spois para que eles sejam corretamente

identificados de acordo com o arranjo definido no pro.jeto do hiochip. Os processos

de estimaqio e segmentaqio dos .spofs seo mais complexos e sereo comentados em

maiores detalhes a scguir.

A segmcntagio dos spols de uma imagem de mi,croarcay consistc om classificar

cada pixel da imagem como pcrtencenle ao foreground ot ao background. O resultado

11
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Figura 2: Termos utilizados na andlise de imagens de micmonwg'

Esta figura ilustra os principais termos utilizados em an6lise de imagens de

microaray. A imagem principal ilustra um spot A regiSo escura ao redor desse

spot d conhecida como ba&grcund, regi6es de sinal de intensidade espfria dentro

do background sao conhecidas como arleJatos. O esquema ilustrado no canto

superior direito ilustra um picel interno ao spor, onde sao encontradas moleculas

de oDNA marcadas com cYT (verdes), cg5 (vermelhas) e moleculas fixadas na

ldrnina que ndo hibridiza.ram com nenhuma mol6cula marcada (pretas)' Essas

mol6culas sem fluorescdncia constituem as regi6es de ru*lo'

12
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final dessa segmentaqeo 6 uma 'm6scara' que localiza todos os spots da lAmina. Os

m6todos dc segmentageo dc sinal mais freqi.ientemente utilizados podem ser divididos

em ,l grupos 153]. que sao:

. Scgmentaqeo de circulo fixo: assume que todos os spols de uma mesma lAmina

tem o mesmo tamanho e forma circular. admite um r,alor de diimetro fixo para

todos os spots da lAmina. Esta mctodologia tem a desyantagem de poder perder

muitos pireis clo Joreground, e incorporar muitos pzrirels do backqround. O erro

estd associado a rariaqSes dc forma e tamanho do spot. O ScanAlyze 6. tm

exemplo de software que se utiliza deste mdtodo de segmentagdo 18].

Segmentagio de circulo adaptatil'o: o diemctro de cada spot 6 estimado sepa-

radamentc. Esta metodologia tamb6m pode perder pire,ls d,o foreground e incor-

porar pireLs do background. O erro tcnde a ser menor do que o de segmentaq5.o

de circulo fixo. porque est6 associado apenas com variag5es de forma do spol.

O QuantArray 6 um exemplo de utilizagdo desta metodologia 132].

Segmentaqio por histograma: separa o Joreground do background baseado no

histograma de intensidade da regi5o de influ6ncia do spol. Esta 6 uma tdcnica

de segmentaqeo cl6ssica que nA.o rcstringe a alguma forma especifica. pordm ela

t{-.m um s6rio problema: incorpora pirels claros do background, e perde pirels

escuros do foregrounrl. devido d sua exclusiva dependOncia da intcnsidade dos

pirels. O software QuantArray I32], tamb6m pode utilizar uma implementagAo

deste tipo.

. Scgmentaqeo por rariaqio de intensidade: separa o foreqround d.o backqround

baseado no gradiente da imagem [12]. .A.lgumas variantes mais robustas desta

t6cnica usam tambdm o conhecimento da regido dc influ6ncia do spol [1]. Essa

t6cnica tamb6m neo se restringe a formas especificas e 6 robusta a flutuagdes de

intensidade d,os pirels do foreground e background, pois dcpende de propriedades

topoldgicas. al6m da rariagAo de intcnsidadc. Hirata Jr. el al. utiliza-se de

ferramentas similares com aplicaqdo espccifica para experiment os de microarray

1151.

Cad,a spot de uma ld,mina d,e microarray rcpresenta o valor de atividade real de

algum gene em alguma caracteristica biol6gica de interesse. Esses valores de atividade

13
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g6nica seo codificados em forma de sinais de intcnsidade observados para cada spol

da lAmina. A extrag6,o correta desses valores de intensidadc d que possibilita a com-

paraqio entre diferentes estados biol6gicos. Entretanto. esses t'alores de intensidade

esiio sujeitos as variabilidades naturais de qualquer sistema biol6gico. al6m de fontes

de incerteza intrinsecas d estratigia expcrimental. Por6m. a estimaqio desses ralores

dc intensidade ndo 6 uma tarcfa muito simples. uma vez que a distribuigao desses

valores n6o 6 conhecida, sendo que existem diferentes t6cnicas de estimagio sendo

empregadas pelos softu,ares de anSlisc de imagens.

Outro valor que deve ser extraido na etapa de aniilise de imagens 6 a intensi-

d,ade d,o bachground. necessdrio para a corregio dos valores de intensidade obtidos. A

motiragio para a utilizagio deste dado est{ no fato de que nAo d possivel obter exata-

mente os valores de ruido encontrados nos .spors. entretanto o efeito desse ruido pode

ser minimizado atravds da corrcgio dos r,alores de intensidade da regiio de sinal pelos

r,alores de intensidadc do background. A16m disso. os valores de intensidade dos spots

esteo sujeitos a uma contribuigdo de outros fatores independentes da hibridizagIo do

cDNA alvo marcado contra a sonda fixada na lemina. Esses fatores podem ser devidos

a hibridizagdo inespecifica ou ainda a componentes quimicos presentes na superficie

da ldmina. Existem duas t6cnicas distinta.s que s6o usualmente utilizadas com essa

finalidade. Uma 6 o cdlculo de um valor de background constanto para todos os spots.

Essa metodologia assume que a intensidade em regiSes sem DNA fixado 6 uniforme

em todo o substrato e 6 mais empregada em expcrimentos que utilizam membranas

cJe nylon. A outra opglo 6 o c6lculo de backqround localmente. ou seia ao redor da

md,scara que define cada spot. Essa metodologia permitc correg6es em expcrimentos

cuja intensidade em regiSes inespecificas seo mais lariii.veis. o que acontece com mais

freqii6ncia cm experimcntos que se utilizam de liminas de vidro.

\luilos soJtutares tamb6m fornecem dados estatisticos de qualidade dos valores

de intensidade obtidos, tais como. rariabilidade dos valores de intensidade rle ytr,rels

para cada spol, circularidade dos spols. etc.
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1.3.5 A normalizaESo dos dados

E extrcmamente importante que lodos os dados a screm analisados scjam nor-

malizados. isso deve ser feito para minimizar a variagao introduzida por algumas

fontes de variabilidade comumente encontradas em experimentos de cDNA microar-

rri.3r. Dentre cssas fontes de imprccisio podemos destacar as difercngas na eficiencia

de incorporagio dos diferentes corantes utilizados na marcaqd.o das amostras de inte-

resse e erros deYidos d imprccisio de equipamcntos utilizados durante o manuseio das

amostas estudadas. AIguns procedimcntos de normalizagdo dos cfciios dos fluor6foros

em dados de mi,croarray lcm sido utilizados. onde podcmos dcstacar os m6todos de in-

tensidades totais (ou energia total). as ticnica.s de regressio r34] e a autonormalizagio

(or s elf n o rm aliz ati o n) 1.5 4).

A normalizagio por energia total. aplica-se a experimentos onde os genes fixa-

dos na limina sio escolhidos ao acaso, cuja maioria deles nio apresentem diferenqas

de expressAo entre as duas amostras estudadas ao passo que alguns genes tenham

um aumento de expressio em uma das amostras e outros ganhem expressA,o na outra

amostra. Dessa maneira a quantidade total de cDNA alvo hibridizado deve ser igual

nos dois canais, conseqiientemente os valores de intensidade obtidos para todos os

spols em cy? e cy1 tamb6m det'c ser aproximadamente igual. Isso permite o ciilculo

de um fator de correqdo capaz de corrigir os fatores citados no pardgrafo anterior.

Uma outra forma de normalizagio se baseia na disperslo dos valores de intensidade,

onde a maioria dos spols devem se concentrar ao redor de uma rcta com inclinagio

aproximada igual a.15o. nas t6cnicas de regressio a inclinagio dessa reta 6 corrigida

usando m6todos de regressi,o aiustando os l:alorcs de intensidade para atingir a in-

clinaqio esperada. \a autonormalizagio os experimentos sAo feitos em duplicatas com

a inr,ersAo dos fluor6foros ol swap, onde a r.ariagS.o se anula quando 6 assumido que

tal variagio ri aproximadamente a mesma nos dois experimentos.

Entretanto. as ferramentas de normalizagSo ainda nio cstAo padronizadas e bem

definidas. cabendo ao pesquisador decidir qual 6 a metodologia que melhor se adequa

ds suas necessidades dentre as r,6rias opgSes existentes atualmente [37, 5.1, 55].

1i
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1.3.6 A andlise de dados

Os experimentos dc rrict ctarnty jd sao urna rcalidadc para a Biologia \Tolccular

atual. alguns bancos de dados cxclusivamcnte rcfcrcntcs a ossa nol'a mr:todologia dr:

aniilisc dc cxprcssao g6nica ji cstao scntlo dcscritos c podcm ser acessados atravis da

rodc mundial de conrputadores. como o banco dc dados dc rnic:'roarray c)a Lniversidade

dc Stanford i.391 c o GeneX dcscnvoh'ido por um grupo dc pcsquisadorcs do \CGti
(National Centr:r o{ Gr:nomr: Rr,sou.rces) i29]. o qrre tem mostrado a forga com que

csscs tipos de experimentos vem crescendo.

Os dados r.le nticroarroy r:ontdm valorcs rcfcrcntcs aos nfvcis dc atividade rcais de

rnilhares de gencs cm uma fnica linrina tendo. cm gcral. urr n[moro bastante peqlleno

de amostras biol6gicas. Isso faz corn que esscs t.ipos de experimentos constituarn um

sistema dinimico complexo sendo considerados como problemas computacion almente

intratdvcis. Isso significa que a anilisc desses dados i uma tarcfa rlrito complicada

l5l.

Dc uma forma gcral. cxisl,em duas categorias dc aniilise de dados: os algoritmos

de aprendizagcm n6o-supcrvisionada e supen.isionada. Na and.lise ni.o-supervisionada

neo sc tem ncnhum tipo de conhecimcnto pr6r.io sobre os seus dados assim como nio

s6o obtidas mcdidas para o crro final comctido 15]. Alguns cxemplos de fcrramcntas

que se utilizam dessa mctodologia sio a andlise dc componentes prinr:ipais (PC.\) e

os m6toclos de cluslarizagd,o. como o seff-organizing maps (SO\l). A aniilisc superv!

sionada caractcriza-se por fornecer medida"s de erro c pela ut,ilizagio de infornragoes

obtidas a priori de alguln grupo de gcncs para guiar suas and.lises. [_ma ferramenta

bastantc conhccida que emprcga essa t6cnir:a de aniilise de dados 6. o su1tport ucc-

tor machinr: (S\r\l) 15. 3.1]. L m problema quc acontece com fcrr:rmentas dc aniilise

supervisonada 6 quc clas obt6m mclhores rcsultados quarrdo temos urn nrimero rela-

tivamcnte pequcno de r,aridr.cis (gcrrcs. por cremplo) e muitos cxemplos (pacientcs.

por cxcurplo), que ri cxatarnenlc o conl,rdrio do que acontece em cxperimentos de

microarray.

A Figura 3 aprcscnta llm rcsumo gcral de todo o procedimento dc construEeo

de expcrimentos dc cD\A nricroarraq- ihtstrando as difercntcs etapas cnr-oh.idas no

trabalho.

16
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Buro de clorm

RNA ReEr€rEia

Andlise da Andlise de dados

Figura 3: A metodologia de micloortog.

Esquema mostrando todo o procedimento da metodologia de microanag l3l.

Nota-se que todo o procedimento 6 constituido de tr6s etapas diferentes: a ex-

tra4do de RNA das a,mostras de interesse, a produgSo e hibridizagSo das lAminas

e a quantificagdo e andlise dos dados.
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L.4 EXEMPLOS DA UTILIZAQAO DE cDNA MICROAR-

RAY

Como foi citado anteriormente. experimentos de cDN,{ microarray tem sido ex-

tensil'amente utilizados na busca dc gcnes difcroncialmentc cxprcssos entre dois tipos

diferentcs dc tecido. Esta subsecgio apresenta alguns trabalhos realizados atrar-is da

utilizagao da tecnologia de cDN.{ microarray.

Difcrenqas nos niveis de expressio g6nica entre uma linhapJem cclulirr melan6tica

que nAo apresentava potencial tumorig6nico atrav6s da introdugio de um cromossomo

6 humano normal (U,A.CC-903(+6)) c uma outra sem a introduqeo do referido cromos-

somo (UACC-903) foram detectadas por meio de ani{liscs de microarray 16]. Lm outro

trabalho utilizando essa noya ferramenta de pesquisa mostrou que o linfoma difuso de

c6lulas B grandcs se divide em dois grupos molecularmente distintos. apesar desses

dois grupos serem morfologicamente iguais. Esse fato sc confirma quando vemos quc

40% dos pacientes respondem bem ao tratamento atualmente empregado. ao passo

que a outra parcela de pacientes simplesmente sucumbem a doenga com o passar do

tempo i2]. Lin et al., por sua 1'ez. detectou um novo gene (chamado de pART-l)

quc mostrou niveis de expressio aumentada em c6lulas L\CaP dc cincer de pr6stata

expostas a andr6genos f28]. Vririos outros trabalhos t6m confirmado o potencial dos

chi.ps de D\A nos cstudos de expressio g6nica [20, 44. 48].

1.5 FATORES POTENCIALMENTE PREJUDICIAIS PA-

RA EXPERIMENTOS DE MICROARRAY

Embora os processos de fixagio de fragmentos de cDNA nas liminas de r.idro

e de hibridizagio j:i estejam bem padronizados. \,drios cuidados devem ser tomados

no momento da seleqao de cloncs para a fixagio e na identificaga,o desses clones.

cerca de 1% a 5% dos clones existentes nos bancos de dados mais bem mantidos neo

cont6m a scqiioncia que dei'criam conter f221. mostrando que alguns cuidados de'em

ser tomados para eviiar a identificagSo errada de alguns genes no momento da aniilise

de dados. Uma maneira de se resolver este problema d atrar.tis do reseqiienciamcn-

to dos fragmentos sclecionados para a utilizaqeo no experimento. A imprecisio dos

equipamentos utilizados tamb6m constitui um grupo de fatores q,e podem contribuir

18
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para a obtcng,.o dc rlifcrcngas rlue nao sio reais nos nir-cis dt-'erpressao gdnica entrc

as populaqoes celulares em estrrdo. rnostrando quc os cquipament.os dcrrlrt cstar bent

rergulados.

Alguns cuid:rdos dcl-em ser Lomados no momento da sclcgio tios fragmcntos a

scrcrn utilizados ncsses erporimentos. Em cspccial. as seqii6ncias dr:r'em estar o m:ris

pr6ximo possircl da ertrenridadc 3' do gcnc quc cla represcrtta. Isso vai garantir quc

o cD\,\ alvo prodrrzido por transcriqio retersa a partir dc lnR\As c oligo dT sela

capaz clc cncontrar scus rcspoctivos parcs no momento da hibridizaqao. ,\lirn disso,

a regiio 3' 6 mais gcnc cspeciflco. roduzin<lo hibridizaqio cruzada. Tamb6m. splicing

alternati\,o do (ltimo ezon sio rnenos frcqiicntcs. \o cntanto. Iseli el al. mostlou a

erisfcncia dc hctcrogcncidadc nas porg6cs 3'dc rnRN.\s lLumanos dcvido ir utilizaqao

dc sinais alternativos de poliadcnilagao [17]. o qrre mostra a necessidade de um r:uidado

ainda rn:rior na escolha do fragmcrrto a ser firado nas lirni as. Outro trabalho recente

mostrou <1ue frirgrncntos fixados com t:rmanhos srrperiores a 700pb parcccm :rtingir

lum ccrto p)tr,td em valores de int.cnsidade f.l2]. Isso nos sugere que o tamanho dos

fragmcntos utilizados para firaqio tarnb6nr tem o potcncial dc influcnciar os d:rdos

observados cm experimcntos d,c m,icroanay.

A manipulagao da populagao de RNr\s extraida das arrxrstras de intcrcssc tam-

b6rn podc scr lrrla fontc dc imprccisao para a rnetodologia dc cD\A microu,r.ray.

uma vez quc a qualidadc dos mRN-{s cxtraidos i dc fundamental importancia para

a qualidade dos sinais rlc intensidadc dos spols. Sabc-sr-. que existem tccidos cuja

manutengio da intcgridade dos R\As 6 diffcil. como tecidos cndoteliais e dc cst6rnago.

Entrctanl,o alguns trabalhos.jii apontaln solug6cs para cstc tipo de problcrna f21].

Os proccdimentos para localizagio c quantificagao de spot.s adotirdos pclos ,sof-

u.'nre.s utilizados para a an{lise dc irn:rgens rcprcsentam urn:l d:rs principais fontes dc

crro para as posteriores an{liscs. uma vcz que a cxtraqio correta dos lalores de in-

tcnsidadc dc sinal e backqround 6 dc fundantcntal importincia para a confiabilidade

dos d;rdos obtidos. -{lgrrns problema-s sio con}recidos no processamcllto de imagens

<lt rrtir:roarrag, cspecialrnente nas mctodologias bascadas ern scpTnentagAo por r:irculo

fixo. uma vez quc olas s5.o rnais strs(.eptivcis a incorporar pfuds d,o backgr.ounrl. nas

regiocs rcferentes aos spofs. o quc introduz um efeito do diluiqao ao sinal medido par:r

essc ponto 119]. Otrtro prot;lema muito frr:qiicnte com a segmentagio por circulo fixo

6 a intensa necessidade de nranipu)ag:1o das m:iscaras produzidas. con a fin:rliriadc cle
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correqeo de spots mal localizados. Como essa corregS,o 6 feita com base na acurd,cia

visual do usu6rio, ela continua contendo erros, embora em menor proporgSo. Uma

alternati\a para contornar esse problema, e ajudar a minimizar a variabilidade dos

dados obtidos, sAo os procedimentos baseados em segmentaqao por variagSo de in-

tensidade. que al6m de proporcionar a identificagio exata de cada spot neo exige a

interfer6ncia do usudrio pelo fato de ser um processo totalmente automatizado [15].

A Figura .1 ilustra o problema que acontece quando existem pr,rels mal identificados

como sinal, e mostra dois exemplos de segmentagSo: um por circulo fixo e outro por

variagdo de intensidade.

20
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(B) (c)

Figura 4: Problemas na loceliza€o de apota-

(A) Esquema de pirels mal identificados [19], n medida que a proporqdo de

pirels md identificados aumenta, a va.riabilidade dos dados tamb6m aumenta.

(B) Um fragmento de imagem segnentada por cfrculo fixo, alguns spois mal

identiicados. (C) Um exemplo de segmenta@o por rariaqio de intensidade [15],

uma soluqio para o problema.
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2 JUSTIFICATIVA

-{ ter:nologia de microarro,y 6 ho.ie uma ferramenta muito utilizada na busca de

difcrengas de erpressao g6nica entrc difcrcntcs tipos dc tccidos e c6lrrlas. Essa nova

tecnologia nio rcccbcu tanto dcstaque por acaso. uma tcz cluc cla possibilita urna

anilisc muito pr6xirna do quo realment0 acontcce :r nivel molecular nas cdlulas dc

qualqucr scr vivo. rinde os gencs sc cncontram rlergulhados cm vdrias li:rs tnctab6iica-s

rclacion:rd:rs e a erpressio de rrm ccrlo gcne pode apontar a erpressao de r'lrios

outros. .\o contrdrio das metodologias dc aniilise de expressio g6nica difercncial quc

o anteccdcram. o rnir:roarratl incorpora as caracteristicas dcssas difcrcntcs r.ias. rrma

vcz qrre toda a populagAo dc rnR\A prcscntos nas amostras dc estudo 6 extraida c

compcte para hibri<lizagao contra o rn:rterial fixado.

,\ grandc virt.u<le dessa nova tccnologia de aniilisc dc cxprcssio g6nica difr:rencia)

6 a sua capacidade de medir nlrmcricamente os niteis de rnRNAs gerados a part.ir rie

r'6rios genes crn um rinico expcrimento. ou scja. estabclcccr vaktres num6ricos parzr

fenomcnos bio)6gicos. Esscs r.alorcs num6ricos sio aproximag6es dos nir.cis reais dc

cxpressio dos difercntes g"res. E irnprcscindir.cl. portanto. quc cssas aproxirr ragt-res

scjam boa-s o bastantc para garantir uma aniilisc dc d:rdos mais robustir o r:onfiiirel.

Entrctanto. dados biol6gicos sio sabidamcntc controlados por processos estoc:isticos,

o que naturalmente dificulta a an:ilise comparativir cntrc diferentes amostras de in-

tcrcsse. somadiis a cssa 
'ariabilidadc 

biol5gica n:rtural i sabido que cxistem outras

fontcs de inccrtczas intrinsccil-s i metodolog;ia de cDN-{ micruurray-

Aldm dessas fontcs de inccrl.ozas cst:i a dificuldaclc de estirnagiio dos valorcs de

intensidadc dos spols na iltapa dc aniilise dc imagens. o quc pode resultar cru crros nos

yalorcs obtidos. como foi i'isto no final da Scgio 1. existcm vdrios proccilirnentos quc

podem scr cmpreg:rdos para rc:rlizar cssa tarcfa, e os ditersos sofluarr:.s atlralm0nt0

disponi'cis utilizam 
'd.rias 

implerncrrt ag6cs dessas diferentcs cstriit6gias. Assirrr, 6

cxtremam0nte importanlc ar-aliar cssas difcrentes mctodologias de andlisc dc imagr-.ns

na busca das que sejam mais precisa.s. ou scja. qtre minimizern os erros cornetidos.

Reccntcmentc foi publicado um trabalho onde forarn :rnalisadas diferentcs mc-

todologia-s de aniilise dc imagens riecorrentr:s de erpcrimentos de cDN-{ microarrau

f53]. As imagens dr: rrm conjunto dc cxperimentos de cD\.\ m.icrrtarray foram rcpro-

22
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cessadas atrav6s de diversas metodologias distintas de aniilise de imagens. na busca

daquelas que ofereceram menores variabilidades. Por6m, essa estrat6gia de an6lise n6o

permite avaliar o erro cometido pelas metodologias estudadas. Entretanto, esse tipo

de ar.aliagAo 6 impossivel de ser feito. uma \rez que n6,o se sabe antecipadamente qual

6 a proporqdo real entre os genes das duas amostras estudadas. Assim, fica evidente

a necessidade do desenvolvimento de uma metodologia com base em experimentos

controlados onde se saiba de antemSo os talores de razSo esperados para alguns genes

especificos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho 6 o desenvolvimento de uma nora estrat6gia

experimental, cuja finalidade principal 6 tesiar diferentes procedimentos de andlise de

imagens decorrentes de experimentos de cDNA m'icroarrag.

3.2 OB.]ETIVOS ESPECIFICOS

1. Ar.aliar a segmentaqeo de spots empregada por diferentes procedimentos.

2. Avaliar o efeito de diferentes tamanhos de cDNA fixados nos ralores de intensi-

dade de sinal obtidos.

3. Estudar a variagS,o da razio entre as amostras de teste e referdncia com os

ralores de intensidade dos spofs.

4. Comparar os erros cometidos entre as diferentes estrat6gias de quantificagAo de

sinal em experimentos controlados onde se saiba a pri,ori as raz6es esperadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.L,1 Material utilizado nas reag6es de PCR

o Tampio de PCR 10X (Inuzlrogen. EUA).

Cloreto dc \fagn6sio (NIgCLr) 25 m\I (Inuitrogen. EUA).

dNTPs 10ml\{ (dATPs, dCTPs. dGTPs e dTTPs) (Inuitrogen. EV\).

driH2O: Agua deionizada.

Enzima Taq Polimerase. SU lpl (lnuitrooen. EUA).

4.1.2 Soluq5es para eletroforese de DNA

o TAE 50X: 2429 Tris base, 57,1m1 iicido ac6tico glacial, 100m1 EDTA 0.5N,1 pH8.

25

o Gel de agarose 1%:

Aquecer at6 que a

10pglml.

o Soluq5.o tampAo 6X

0,25% e xilenocianol

Pesar 0,25g de agarose e dissolver em 25ml de TAE lX.

agarosc se dissolva. Adicionar lpl de brometo de etideo

para amostras de DNA: glicerol 30%. azul de bromofenol

0.25c/t,.

4.1.3 Flagmentos de cDNA utilizados

Foram utilizados seis fragmentos de cDNAs distinios para este trabalho. Tr6s de-

les (gene Q, LysA. Tipc) sao utilizados com frcqii6ncia no laborat6rio como controles

positi'os (or LandMarker) da rcagdo de hibridizaqio nos experimentos rcalizados. ou-
tros dois s6o cDNAs de camrndongo (Il-6 e Irf-i). gent mente cedidos pelo Dr. Edu-

ardo Abrantes. e um ORESTES (Rc0-sr02g0-021299-03 r-c05, que ser6 chamado de

sr0280), gerado durante o Projeto Genoma Humano do cancer (FApESp/Lud$.ig).

A Tabela 4 mostra algumas caracteristicas importantcs desses cDNAs.
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Tabela 4: Caracteristicas dos cDNAs utilizados no projeto.

Nota-sc a rariaqdo de tamanhos e proporg6es de nucleotideos A, C. G e T. Essas

proporgSes sio dadas em porcentagem.

Genes Tam. (pb) Prop. A Prop. C Prop. G Prop. T Org. de orig. nq

Lys.{ 303 29.1 21.9 24.8 21,2 B.subtilis I

TrpC 338 26.1 24.4 20.5 29 B. subtilis 2

Genc Q 637 27.7 23.6 ,c1 20.1 fago,\ 3

sT0280 659 30.7 i6 18,3 35 ORESTES I
n-6 9.18 19.6 18,1 29 \hrrino 5

Irf- I 2069 25.{ 25.8 26,7 22-1 \Iurino 6

4.1.4 Oligonucleotideos utilizados nas reag6es de pCR

Os cDNAs do gene Q e ST0280 foram clonados em plasmideo pLlCi8. os clones

de Irf-1 e Il-6 cstio em BlueScript, enquanto que TrpC e LysA em um \etor especial

que jii cont6m um sitio promotor p/ a enzima T3 e uma regieo poli T na outra

extremidade. o que possibilita a produgAo do mRNA sintdtico. os fragmentos de

sr0280. Il-6 e Irf-1, necessitaram de um par de oligonucleotideos adicionais cada com

a int,roduqio de um sitio promotor para a enzima Sp6 no oligo scnso e cauda poli T no

antisenso. o gene Q i6 esta:r'a clonado com essas regi6es inseridas e ni.o precisou desses

oligos especiais. A Tabela 5 lista todos os oligonucleotideos utilizados nas rcaq6es de

PCR para este pro ieto.

4.1.5 Soluq6es de laragens de lAminas

. soluqeo de laragem 1: SSC 2X.

r solugio de lavagem 2: SSC 0.lX e SDS 0.1%.

. soluqeo de la'i.agem 3: SSC 0.1X.
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4.2 METODOS

4.2.L Fixag5o dos cDNAs em lAminas de widro

Os seis cDJI-{s citados anteriormente foram amplificados por PCR utilizando-se

os oligonucleotideos especificos (ver Tabela 5). A reaqio biisica de PCR (r'olume final

de 100p1) foi realizada. com os reagentes descritos no item.1.1.1. da seguinte maneira:

o 10pl de Tampio

o 2pl de d\TP mzx

c 2pl de

o 2pl de

o 3lrl de

oligonucleotideos senso 104\I

oligonucleotfdcos antisenso 1 0pN{

NIgCl,

o 0.5111 de Taq DNA polime.rase

o 2p de plasmideo diluido 1/50 contendo o D\A a ser amplificado

o HzO em quantidade suficiente para completar 100p1

O termociclador realizou 35 ciclos de g5oC/45seg, 55oC/45seg, 72oC/lmin pre-

cedidos por um ciclo inicial de g5oC/5min e um ciclo de extensAo final de 72oC/5min.

Cerca de 5pl de cada produto amplificado foi adicionado em lTrl de tamp[o 6X (des-

crito na subsegA,o ,1.1.2) e fracionado em gel de agarose 1%. para imediata r.erificaqSo

do sucesso da reaqAo.

Com a finalidade de retirar os oligonucleotideos n6,o incorporados na reaqdo e

evitar erros na q,antificagao dos cD\As. esse produto de pcR foi purificado em co-

hrnas de sephadet G50 (Amersham Pharmacia, EUA) montadas em um sistema de

multifiltragd.o em placas de 96 poqos N,IAH\:.trb (Milliltore. EU.{). onde as amostras

foram distribufda-s no centro das 96 minicolunas de Sephadet seguido por uma cen-

trifugagio por cinco minutos a 9109. com esse produto jii purificado foi feita a lcitura

de absorbdncia a 260nm (A266) em ospectofotometro de uma aliquota de 10pr dos pro-

dutos dilufdos em 90prl de ddH2o. A concentraqao dos DNAs foi baseada no seguinte

fator de conrersio: I A266 unidade de DNA dupla fita (dsDNA) equivale a 50pg/ml

de concentragdo. Sabendo-se que em lpg de dsDNA (com 1000pb) exisrem 9.1x101r
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Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Oligonucleotideos para amplificagao dos fragmentos utilizados no trabalho. Os

trechos de seqii6ncia em negrito rcprpsentam a regiao quc cont6m o sitio promo-

tor para a enzima SP6. em itdlico temos as caudas poli T.

28

Oligo Seqii6ncia 5' 3' Classif.

Puc senso CG CC.q.GGGTTTTCCC,{GTC.{C G A C Lrniversal

Puc antisenso TTTC.\ CAC-{GG-{.{-{ CAG CT,{TG,{C Universal

TrpC senso TTCT,{TTC.{A A CC,A.CTCCC Especffico

TrpC antisel]so GCTCTCCGTCCTTTA,{TTC Especifico

Lys,{ senso TGG,{A AC,{,{TA,,\G,,\GCAG Especifico

LysA antisenso CGAT,{TGGCA.{TGC.{C.4.C Especi6co

IRFl senso CTTTC,{CAGTCT.{AGCC Especifico

IRFI antisenso ,{CATATTT-{C-{CAGGTC C Especifico

Q-start plus TCA.TTTAGGTGACACTATAGAGACTCGAAAGCGT.,\ Prod. mHN-{

Q-end plus -ACGTGTGACCGCATT Prod. mR l,l-{

IRF1 SP6 TCATTTAGGTGACACTATAGCTTTCACAGTCTAAGCC Prod. mR\,\
IRF1 DT ACATATTTACACAGGTCC Prod. mF\A
IL6 SP6 TCATTTAG GTEACACTATAGCACCAAG.\.lCGATAGTC Prod. rnR\A

1L6 DT ATTTTT-.\GGTTATCATTTC Prod. mR\A

STO28O SP6 .TCATTT-A.G GTGACACT-A.TAGGG AACACTT.,\C-{AA GAC G Prod. mR\.\
STO28O DT AGTAATGTCTTCTTAAGT\A ATG Prod. rnR\,{
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mol6culas, foram calculados os nrlimeros de mol6culas/ml de todos os fragmentos dc

DNA utilizados.

Um nrimero de aproximadamente,1.5x1012 mol6culas de cada fragmento de D\A
foi, entio, precipitado em placas de 96 pogos adicionando-se 1/10 do volume total do

produto de acetato de s6dio e volume igual de isopropanol. Essa reagio foi incubada

por uma hora a .1oC, sendo centrifugada a 32009 por 60 minutos tamb6m a .loC.

O sobrenadante foi descartado e foram adicionados i00prl de etanol 70% por poqo.

Apds 5 minutos dc incubagio i temperatura ambiente. a placa foi centrifugada a

3200g/30min e enteo o sobrenadante descartado. O etanol restante foi evaporado em

SpeedVac por 15 minutos. O DNA foi solubilizado em 6pl de DNISO 50% por poqo.

A partir do produto concentrado de cada um dos seis cDNAs (genericamente

chamados de.g;, onde esse i cquirale a numeragdo da Tabela 4) foram feitas ,1 diluig6es

seriadas, tamb6m em DN'ISO 50%, que obedeceram a seguinte regra

29

I
rl"(9,) - y.t. n 1.....i e i= 1.....6. (1)

onde d,(g;) represcnta a n-6sima diluiqio do i-6simo gene (cDNA). Para n : 1 temos

a concentragS,o inicial de cada cDNA. ao passo que para n : 2 at6. n : 5 temos as

outra^s quatro diluiq6es realizadas.

Todos os seis cD\As e suas respectivas diluig6es foram distribuidas em posig5es

especificas de seis placas de 384 pogos para fixaglo em lAminas de vidro. A fixagAo foi

feita pelo roh6 Flerys (Genomic Solutions. Inglaterra). utilizanado-se lAminas CM7-

GAPSrtr ll lCorninq. El'.\).

4.2.2 ConstruE5o dos mRNAs sint6ticos

Os fragmentos dos genes Q. L1.sA e TrpC jii estavam clonados em plasmideos com

cauda poli T em uma extremidade c sitio promotor p/ uma enzima RNA polimerase,

sendo quc o gene Q estava clonado com o sitio promotor da enzima SP6 e os outros

dois com sitio p/ T3.

Os tr6s cDNAs restantes n6,o estavam clonados com nenhum sitio promotor e,

entd.o. foram amplificados cm uma nor.a reagd,o de PCR a partir de 2pl do PCR uti-

lizado na etapa de fixag5,o nas lAminas utilizando os oligonucleotideos para construg5o

de mensageiro descritos na Tabela 5. Nota-se que esses oligos tambdm continham sitio

promotor para a enzima SP6. Essa PCR foi semelhante aquela citada na subsegdo
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-1.2.1. apenas aumentando o nrirnero dc ciclos para 10 c o lcmpo de cxtcrrsao a 72oC

partr 1 min e 30scg no prograrna do tr:rmociclador. Essc produto dc PCR foi purifi-

cado c conccntrado utilizando o filtro ilticrocon l'M-100 (MilL'iporr:. EUA). seguindo

instruqocs do fabricantc. Aliquotas dc ii;rl do materi:rl dcsscs trOs cD\-\s forarn fra-

cionadas em gel de agarose. para vcrificaqS,o da arrplificagio. Todo o produto de

Irf-1 foi fracionado crn um gcl de agarose para nolril purificagAo a partir de rrma fatia

do gel com o objetiro de climinar prodlrtos contaminantes. Para isso foi utilizado

ct kit Concerl rapi,tl qel et1.r'uc[,ion sustcm (Int;itrogen. EUA) seguindo protor:olo do

fabric:rnte.

A pr6xirna ctapa foi a transcrigio in uitro pttra a produqao de mR\-{ sint6tico.

O produto inicial da rcagao dere contcr DN.,\ Iinearizirdo. para tanto os plasrnirlcos

conLcndo os fragmentos dc L1'sA r: TrpC forani digcridos com a enzima de restrigio

Notl (Ne:w EnqLand BioLabs. Inglal,crra). Par:r os demais cD\,\s forarn utiliz:rdos

produtos iniciais clcrir-ados de PCR. fcitos com os oligonuclcotidcos de produgao dc

mR NA listados na Tabela 5.

A transcrigao in u'ttro foi feita conr o kit Rihomar (Prorrtc:qa. EU-{) seguindo

prritocolo do fabrir:ante. O produto da rcagio foi trarado mm RQ1 RNAse !ru: DNAse

para c.lcgradagio do D\A a 37oC por 1; rninutos. scguido de uma purificagao com PCI

(fenol - 25 partes. clorof6rrnio - 2.1 partes c dlcool isoamilico - 1 partc) ccntrifugando

por 2 minutos a 200009. Um outro tratamcnto com CI (clorof6rmio - 2.1 partcs c

{lcool isoamilico - 1 parte) foi fcito para rcmogio de rcsiduos dc fenol. Em scguida o

produto da reagi.o foi purificado em Sephnder G50. prccipitado e lar.ado como descrito

na seqAo antcrior. Por fim. o R\.{ foi ressuspcndido em H2O DEPC (ddH2O tratada

com 0,1 % de dictilpiroc::rrbonat o por 12 hora-s a .1oC c cstcrilizad:r cm :urtoclave por I 5

minutos a 12loC), quantificado ern espcctof6rnetro e armazcnado a -70oC. O sucesso

da rcagio foi verificaclo por gel de agarose.

4.2.3 Hibridizag6es

Os scis rnR.\As produzidos foram misturados crn quantid:rdes especificas c co-

nhecidas junt:r"mente com oligo(dT) (lmtitroqen. FlU.,\). -{ parrir dessa mistura. forarn

sintctizados os cD\As ulilizando a enzima dc transcrigio ro.ersa .guperscript II (Inuit-

rogen. EUA) ern prcscnq:] de fluorocromos cy3 ot cy5 (Amershant Pharm.acda. EV \.).

O cDNA marr:ado por fluoresr:encia foi purificado cm ccittna sephader G50 (Amersham
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Ph,ar-macia- EUA). seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. R.eaq6cs marcadas

corn cy3 e cy| para um mesmo experimento foram misturadas e. a essa reagio foi adi-

cionado tampio de hibridizagio. Esse produto foi hibridizado contra uma lAmina (r'er

subsegio .1.2.1) a.12oC por um tempo aproximado de 20 horas. A hibridizaqao foi feita

em estaqeo de hibridizaqlo GeneTAC (Genomic Solutions. Inglatcrra). As liminas

foram pretiamcnte incubadas a 42oC por seis horas em solugSo de pr6-hibridizagio.

sendo laradas em ddH2O e centrifugadas a 30g por cinco minutos em tubo Falcon 50m1.

Ap6s a hibridizagao as liminas foram lavadas com as soluq6es dcscritas na subsegio

,1.1.5 e digitalizadas com os scanners GenePir (Molecular Dynamics. EUA) ou ScanAr-

ray (Packard, BioSczence. EUA) que utilizam tecnologia laser scanner. Esses equipa-

mentos permitem a digitalizaqeo de imagens cuja resolugio dos ltirels vio desde 57rm

at6 50pm, em todos os experimentos realizados aqui foi utilizada resoluqA.o de l0plm.

Nas imagens obtidas neste trabalho os spols aprcsentaram diAmetro aproximado dc

300pm com distAncias de centro i. centro de aproximadamente 500pm (horizontal) e

450pm (vertical).

Como a^s quantidades de mRNAs sint6ticos utilizadas no inicio da^s reag6es de

transcriqAo reversa eram conhecidas. foi possivel estabelecer antecipadamente as ra-

z6es que eram esperadas cntre os fragmentos utilizados para marcagio com cy? e cu|

e avaliar os erros comctidos ao final das andlises.

4.2.4 Estimagdo das intensidades

As imagens foram quantificadas utilizando quatro sofitrares distintos que em-

pregam difcrentes metodologias de localizaqdo e quantificagdo dos spofs. Todas essas

metodologias utilizam a imagem composta das duas bandas (cy3 e cy5) para a seg-

mentaqeo dos spols. Uma r,cz definidos os pirels a serem computados. foi utilizada a

m6dia dos I'alores de intensidade de sinal c bar:kground para a estimagio dos r.alores

de interesse que seo obtidos atrav6s da tabela de dados numdricos exportada pelo

softunre. J'lo total foram utilizados 9 procedimentos difercntes neste trabalho, que

s6o:

l. Circfia segmentaEAo de circulo fixo. Assume que todos os spol.s sio circulares

e com m€smo tamanho. Para os experimentos construidos neste trabalho o

diAmetro utilizado para os spors foi de 31 pire.ls (3l0pm). Essa metodologia
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utiliza todos os p'irels que est5o dentro do raio citado anteriormcnte para o

ciilculo dos valores de sinal. Para os valores de background sro usados todos

os pirels que estio fora da drea do spol mas que estejam dentro de um certo

quadrado a part.ir do centro do spot com lado medindo 10 ptueLs (a00pm).

Adap - segmentaqlo adaptativa onde os pfzel.s da regiio de sinal sio seleciona-

dos com base em um teste estatistico que compara a distribuiqdo dos pirels

do spol com a distribuiqao dos pltels do backqround. Primeiramente 6 definido

um diAmctro miiximo para os sirols (para os experimentos desenhados aqui foi

utilizado 350pm). Para a sclegio da ysirels do backqround sdo definidos dois

diAmetros diferentes (aqui foram utilizados 510pm e 675pm) quc dcfinem um

'anel' de onde os pizels s5.o sclccionados. A seguir 6 feito um teste esiatistico

d,e Mann-Whitney, cuio valor de p < 0,0001 6 considcrado significativo. entre

os oito f)irels medianos clo background e cada grupo de oito pzzels da regiio de

sinal. Somente os pzrels que apresentarem diferengus significatiras em relagio

d distribuigio rlos ptreLs do background s5.o considcrados como pertencentes ao

spot.

Circhist- 50- 50 nesta metodologia as Sreas de drrtal e backqround s6.o definidas

de maneira semelhante I metodologia adaptativa, sendo usado 310pm para o

diAmetro do spot e 490pm e 675pm para a definigio da regiSo do background.

Uma vez definidas essas regi6es 6 calculado um histograma da distribuigdo dos

valores de intensidade dos pircls do foreground e outro para a distribuigS.o dos

valores de intensidade <1o background. A seguir sio definidos percentis mdximos

e minimos para selegio dos pirels que serao quantificados. Aqui foram seleciona-

dos os pr'rels que estavam entre os percentis 45 e 95 da distribuigdo dos pire.ls

da regilo de sinal e entre os percentis 5 e 55 da distribuigSo d,o bar:kground. Os

pzrels selecionados sdo independentes nos dois canais. ou seia. os pzrels usados

para cy,9 c cy5 podem ser diferentes.

4. Circhist-100-20 6 um procedimento exatamente igual ao da metodologia

circhist-50-50. por6m utilizando todos os pirels da rcgiio de sinal e os que este-

jam entre os percentis 1 e 20 da distribuigio tlo background.
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5. Circhist-?1-10 6 um m6todo bast,ante semelhantc i metodologia c:irchist-

50-50. ton a excegao dc quc ncsla metodologia i cakulado apenas unt his-

tograma par:r todos os pircls do quadrado ccrttrado no spol com lados igual ao

cspaqamento cntrc spol,s. .\ seguir sAo selor:ionados 30% dos ltilels ttais interrsos

que este.jam dcntro dc umir circrrnfer6nci:r corn diimetro igual a ntetade do lado

do quadrado rnenos lrrn pirr4. Para ct bo,chgrou,nd sio sclccionados 10c/c dos pireLs

menos intcnsos quc cstejam fora de uma r:ircunfcrcncia com raio igual a rlr:tade

do lado do quadrado mais rrm pirel. \esta mctodologia os plrels sclccionados

sio sempre os rnos[ros para os dois canais da imagcm.

Hist-15-15 m6todo bascado na scllmcntaqao por histograrna. ,{qui 6definido

um rctangulo. mcdindo 500pm por 1504m. ao rcdor do.spol. ondc 6 calculado o

histograma clc clistribuigAo dos valores de intensidade de todos os pirels quc cstao

dcntro desse retengulo. -\ seguir 6 sclccionada urna proporgio dos pir:d,s mais

intcnsos para rcprcscntar a regiao de sinal c unta outra proporgio dc pirel.s menos

intensos para rcprcscntar ct hackqround. .\qui forarn utilizados os percentis de

80 a 95 para a rcgiio dc sinal e de cinco a 20 para a regiio do bachground.

Segment-50-50 procedimcnto baseado em segmcntaqeo por r-ariag5.o dc in-

tensidadc. ,{ scgmentagao 6 feita atravis de operadores de morfologia matcm.l-

tica 1151. A seguir sAo calculados dois histogramas. um para as rcgi5cs de sinal

e outro para o hut:kqtound, e selecionados percentis de maneira scmclhantc ao

m6todo circAisl-50-50. Da rncsma forma. os pirals sclccion:rrlos sao indepen-

dcntcs nos rlois caniris.

Segment-100-2O metodologia igual i anterior com percentis de selegio iguais

ir da t6cnica ci,rr:h,isl,- 100-20.

6.

8.

9. Segment-100-100 rrretodologia semelhantc is duas antcriorcs, sclccionanrlo

todos os pi::rel,s que constitucm a rcgiio do .spot c todos os da rcgiao de: back-

ground.

O m6todo ctrcfir foi utilizado atrar'6s do solLuare ScanALuzc. lSj. Os mitodos

adap. r:irr,h.ist-50-50. c'irchist- 10 0- 20 e hist-15-15 foram aplicados atrar'6s do soJtunre

QuantArray. 1321. E importante mencionar aqui quc todas a-s metodologias empre-

gadas atrav6s do soJtware QuantArray ni.o selecionarn ncnhurn pl.rcl quc cstc.ja locali-
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zado no exterior do retingulo definido na descrigAo da t6cnica hist-15-15. O m6todo

circhist-S7-11 foi cmpregado atrav6s do softuare .9pol. 118, 19]. As estrat6gias de

segmentaqio por variaqdo de intensidade forani aplicadas atrar'6s do soft'aare Bioinfo-

USP 115]. Para maiores detalhes em relaq6.o a cada um destes programas consulte o

"{nexo A.

4.2.5 NormalizagSo dos dados

Neste trabalho foram construidos dois tipos de experimentos diferentes. Em al-

guns experimentos foram utilizadas concentrag6es iguais de mRNAs para a sintesc do

cDNA utilizado para hibridizagio, ou seja. a razdo esperada entre as amostras de teste

(T) e refer6ncia (R) deve ser igual a um para todos os fragmentos utilizados. Em con-

trapartida, outros experimentos foram construidos a partir dc concentrag6es maiores

de mR\As na amostra teste, onde eram esperadas raz6es entre T e R diferentes de

um.

Desta maneira. as normalizag6es I34, 5a] se deram de duas formas diferentes.

Em experimentos que deveriam apresentar razdo entre T e R igual a um. utilizamos

D'"rr,: kDfi.r.,

onde k. que 6 a constante de normalizagio. 6 obtida de lT"6,f I R"u5 .7.6 € R,,6,

sio os valores de intensidade corrigidos pelo background, para cada spol da lAmina

nas amostras de teste e refer6ncia. marcados com cy? e cA5, respectivamente. c n 6

o nrimero de spots vidveis. ou seja. sem flag (indicagao de spol ruim) e com valor de

intensidade de sinal positivo apds corregAo pelo background. Essc tipo cle corregio 6

conhecida por normalizaqio pela energia total.

Para experimentos onde as raz6es esperadas entre T e R sdo diferentes de um

utilizamos a auto-normaliz agtro (self-nonnalization) f541, que 6 dada por

_ (log4r3 - logE.r;) + (log4r; - IoS filr:])
2

(3)

onde 7 e -R representam as amostras de teste e referencia; 7,6 e R."r-, rcpresentam

as intensidades corrigidas pelo background para cy? e r-'y5 na primeira lAmina e {rs e

Rfr, representam as intesidades corrigidas pelo background para cy5 e cy3 na lAmina

de: suap.

3.1

(2)

1"*;
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4.2.6 Estimaqio das express6es

As andlises foram feitas atrar'6s dc medidas de raz5o obtidas entre os valores de

intensidade nos dois canais. Inicialmente foi feita a correg5o dos valores de intensi-

dade de sinal pelos valores de intensidade do backqround para cada ,spo, das lAminas.

sendo que os ralorcs dc razio foram calculados logo em seguida. Esscs dados foram

normalizados como descrito na segio anlerior. Essa estrat6gia foi adotada para todos

os proccdimentos dc an:ilisc dc imagcns. a fim de garaniir que exatamontc os mesmos

c6lculos fosscm aplicados para todos os conjuntos de dados.

Para a araliaqdo das diferengas cncontradas ontrc os valores de razdo obtidos

nos cxpcrimentos controlados e as raz6es esperadas de acordo com os experimentos

construidos rrtilizamos a seguinte fungio de crro

'r-, ', - ''"
n

(r)

onde p 6 o nfmcro de spots de um dado cD\A fixado na ldmina, r, e r. sdo as razocs

observada para cada spol dessc cDNA e esperada. rcspectir.amente. As aniilises foram

baseadas n:rs raz6es m6dias. desvios-padrio e erros obtidos para cada cD\-A, difcrcntc

fixado nas laminas, ondc clegemos o melhor conjunto de dados aquele que mais se

aproximou da raz6o esperada de acordo com a construqeo do experimento juntamcntc

com um menor dcsvio-padrio. Essas aniiliscs foram feitas atrar'6s de scripls escritos

em linguagem N,IatI-ab 6 (The MathWores, EU.A.) f261.



RESULTADOS

5 RESULTADOS

5.1 A CONSTRUqAO DAS LAMTNAS

Todm os cDNAs do projeto, ver subseg6o 4.1.3, foram amplificados com sucesso

para a fixaE5o nas laminas de vidro. A Figura 5 mostra uma foto de um gel de agarose

onde foram fracionadas amostras dos produtos amplificados dos seis cDNAs' Apos

purifica4So e determinadas &s Azeo"-, o cDNA que apresentou menor concentra46o

foi o lrf-l. Assim as concentrag6es de todos os outros produtos de PCR foram nor-

malizadas pela concentra.gSo do kf-1, que ficou em torno de 2,5 x 1013 moleculas/ml'

380lpb

207gpb
17l&b

l05lpb

678pb

26fob

Figura 5: Ampliffcagdo dos fragmentos utilizados'

Foto do gel de agarose contendo amostras dos seis cDNAs amplificados para

fixa,gio em liminas de vidro.

para o presente trabalho foram produzidas 24 liminas de vidro contendo spots

dos seis cDNAs citados a^nteriomente juntamente com suilst respectivas diluig5es in-

dicadas na Equagio (l). Essas l6rninas cont6m 32 blocos (ots subarays), dispostos

em 4 colunas por 8 linhas, onde cada um destes blocos contdm 64 spots, orga^nizados

em uma geometria de 8 linhas por 8 colunas, rrcr Figura 1 (A)' Desta maneira' existe

umntmerototalde2048pontoscontidosemcadaumadaslaminasproduzidas.A

disposigdo de todos esses spots foi cuidadosamente planejada a fim de se aproveitar

melhortodososespa4osdisponiveis.Forarndesenhadosquatroblocoscujosspots
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esteo organizados de forma diferentc c dispostos rcpetidamcnte dcntro das liminas.

de mancira que sio encontradas oito c6pias de rm mi,nichip dentro de uma mesma

lAmina. Para os cD\As dc L1'sA. gene Q. Il-6 e Irf-1 na concentraqdo original (diluiqio

1) hri um total de 96 pontos por lAmina. ao passo quc os demais genes-diluig6es tOm

um total de 6.1 pontos por lAmina. As Figuras 6 e 7 csquematizam a fixaqeo desscs

matcriais nas lAmina^s, mostrando a disposigao dos blocos dentro da lAmina e dos

spofs dentro dc cada bloco diferente. respectivamente- Os pontos pretos da Figura 6

reprcsentam pontos fixados sempre com diluigio um, ou seja. na concentragio inicial,

o esqlrema de cores representa as diluig6cs como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Esquema de cores utilizado na Figura 6

Esta tabela 6 uma lcgenda para a coloragao utilizada na Figura 6. pois foram

utilizadas viiria-s diluiqocs nos cDN.{s fixados nas lAminas dc vidro.

Os mR\-{s sintetizados a partir das reaq6es de transcrigio tin ualro foram quan-

tificados em espectofotometro e estocados a -70oC. Para a"s hibridizaqoes as concen-

traqSes desses mensagciros sintdticos foram noramente normalizadas.

,)l

I (sem dihrigao)

2 (diluigAo 1/2)

3 (diluiqao 2/2)

I (diluiqeo 3/2)

5 (dilrrigao J/2)
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(B)

(D)(c)

Figura 6: Os quatro blocc produzidc.

Essa figura ilustra um esquema doo diferentes blocos produzidos, ver FiSura 7'

(A) - Bloco 1. (B) - Bloco 2. (C) - Bloco 3. (D) - Bloco 4' As cores usadas aqui

representem as diluig6es doe cDNAs fxados e est6o indicadas na 'Tabela 6'
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Figura 7: A fixagdo de quatro blocos diferentes.

Os ftagmentos foram fixados em quatro blocos diferentes. Essa figura ilustra o

esquema em que esses blocos foram organizados nas lAminas.

5.2 AS HIBRIDIZAQoES

Foram hibridizadas com sucesso 13 l6minas, sendo que outras duas foram uti-

lizadas em testes da reaqSo de transcriq6o in uitro na etapa de produgSo dos mRNAs'

Essas 13 liminas hibridizadas constituem um conjunto de oito experimentos diferentes

que esta.o listados nas Tabelas 7 e 8. A Figura 8 mostra uma imagem composta dos

dois canais de um experimento digitalizado 1o scnnner Genepit onde a razdo espera-

da entre teste e refer6ncia 6 um para todos os fragmentos utilizados, os retAngulos e

linhas vermelhas mostram o esquema ilustrado na Figlra 7'

oprotocolodehibridizaqdoutilizadonolaborat6riojSest6bemdefinido,onde

sabe-se qual 6 a quantidade de RNA total que deve ser utilizado na reaqdo de marcaqSo

com cyl ou cg5. Entretanto, nos experimentos propostos nesse trabalho n6o se sabia

qual era a quantidade de mRNA necessdxia para inicia.r a reaqSo de transcrigS.o re'

versa,umavezqueforamutilizadosmRNAssint6ticosconstruidosemlaboratdriopor

transcriq6es i,n ui'tro. Assim, era necessdrio saber qual a relaqSo entre o cDNA alvo e

o cDNA sonda que apresentaria melhores resultados'

Com o intuito de respoader a essa questS'o foram desenhados tr6s experimentos

com concentrag5es iguais de mRNAs utilizados como amostras de teste e referdncia'

Esse conjunto de experimentos obedeceu a uma grande variagSo entre a proporgSo de

39
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Figura 8: Imagem de um experimento com proporg6es iguais de

arnostras teste e refer6ncia.

Imagem composta de um experimento com proporg6es iguais de amostras teste

e refer6ncia. Essa imagem foi digitalizada pelo scanner Genepit' As linhas

traceiadas e o;s ret6ngulos vermelhos indicam o esquema ilustrado na Figura 7'
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cDNA flutuante em relaqeo ao CDNA fixado. como pode ser oben'ado na Tabela 7'

Nota-se que o experimcnto 1 apresentou uma proporgio de material flutuante/fixado

de aproximadamente 500, ao passo que o expcrimento 2 tinha a proporgao de 5 e o ex-

pcrimento 3 aprcsentava a proporgao de 0.05. A Figura 9 mostra as imagens compostas

desses tr6s experimentos. onde nota-se a influ6ncia da proporgio flutuante/fixado no

sinal obtido. Os pontos brancos indicam spor.s saturados. ou seja, quc atingiram o nil'el

m6ximo de sinal de intensidade. \r6-se que o experimento 2. onde a proporgio entre

o cDNA flutuantc e o cDNA fixado 6 aproximadamente cquivalentc apresentou spots

bem definidos e sem saturagd.o de sinal (Figura I (B)). o que nos levou a hibridizar

os demais experimentos obedecendo a proporqSes de flutuante/fixado semelhantes i
deste experimento.

Tabela 7: Experimentos para o ajuste da proporqSo flutuante/fixado.

Esta tabela dcscreve tr6s cxperimentos realizados com o objetito de ajustar a

proporgio de material flutuante a ser utilizado. A variaqdo dessa proporgio pode

ser notada na coluna Flut/Fix. que indica a proporgAo entre material flutuante

e fixado utilizada.

Experim. Quant. 16m. Scanner Teste / Ref Flut/Fix

1 I G e,nep'it rlr 500/1

2 1 Genepix rll 511

Gene.ytir rll 7120

O experimento 2. listado na Tabela 7, foi renomeado para e-t:p1/1e tamb6m foi

utilizado nas aniilises quantitativas. sendo que a razio esperada entre teste e rcferencia

era de um para todos os cD\As utilizados. Entretanto experiment,os baseados em

raz6o entre teste c refer6ncia igual a um podem ma"scarar os dados obtidos, pois

os .9por.s que tiYeram baixa intensidadc devem naturalmente tender a essa razio por

aprcsentarem sinais muito pr5ximos do valor de intensidade do backqround. Pata

contornar esse problema. os experimentos exp3/1 e exp6/1 foram hibridizados com

quantidades diferenciada^s de cD\A marcado. apresentando raz6es esperadas de tr6s

c seis, respectivamente.

AI6m disso, os expcrimentos expl/1-5/1, expl l7-211 e expl/1-10/1 tiveram dois

grupos de proporgoes diferentes entrc os mRNAs utilizados para a rnarcag5o cclm cy? e

.11



42
KESUI.JTADOS

Figura 9: Compa.ragSo entre as proporg6es de alvo/sonda'

Essa figura ilustra as diferengas obseruadas entre as proporE5es de material flu-

tuante e fixado, com base nos experimentos 1, 2 e 3 descritos na Tabela 7' (A)

- experimento 1 (500 vezes mais cDNA flutuante em relaEso ao fixado), (B) -

experimento 2 (5 vezes mais cDNA flutuante em relaqSo ao fixado)' (C) - expe-

rimento 3 (20 vezes mais cDNA fixado em relagSo ao flutuante)'

(A)
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cy5. sendo que os mR\As de TrpC, ST0280 e Irf-1 foram preparados com proporg6es

iguais entre os dois fluorocromos, ao passo que os cD\As de LvsA. gene Q e Il-6

foram prcparados respeitando-se proporq6es variSveis. onde o experimento expl/1-

5/1 apresentava cinco vezes mais matcrial marcado em um dos canais, o experimento

expllT-2ll apresenta\-a diferenqa de dua-s vezes e o expl/1-10/l uma diferenga de dcz

vezes. Cabe ressaltar que todos esses expcrimentos foram feitos em duplicatas com a

inversio dos fluor6foros or suap. O .suap de corantes. descrito na riltima coluna da

Tabela 8. consiste rle duas hibridizaq5es com a inversS,o dos corantes cntre as duas

amostras estudadas e 6 utilizado com o objetivo de aplicar a auto-normalizagio. dada

pela Equagao (3).

Todos os experimcntos utilizados para a"s andlises quantitativas neste trabalho

est6,o listados na Tabcla 8.

Tabela 8: Experimentos realizados.

Esta tabela descreve os cxperimentos realizados neste trabalho para as andlises

quantitati\.as. juntamentc com a quantidade de liminas utilizadas. o scanner

usado para captura das imagcns. a proporgdo entre as amostras utilizadas como

teste e refer6ncia e a realizaqS.o de suap ou ndo.

Experim. Quant. l6m. Scanner Teste/Ref Swap

Expl/1 I G enepit rlr nao

Exp3/1 2 G enepir 3lt s1m

Exp6/1 2 G enepix 6lt slm

Expl/1-5l1 2 Genepir tll e 511 slnl

Expt lt-2lt 2 ScanArray rlt e 211 slm

Expl/1-i0/1 2 ScanArray tlI e I0l7 SIIn

,13
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5.3 A ANALISE DE DADOS

Uma vez capttrradas as imagens, os dados foram quantificados. Como pode ser

'risio na subsegio 1.3..1. existem difcrentes mctodologias que podem ser empregadas

para a definiqeo das dreas ocupadas por sinal (spofs) e quantificagio dos valores de

intensidade de sinal e backgrounrl. Nestc trabalho foram ut,ilizados diferentes procedi-

mentos sendo que a comparaqeo destaS difcrentes metodologias constituem um ponto

importante dos nossos objetiYos.

5.3.1 Avaliagio da segmentagSo de spots

A definigAo correta das 6reas onde estio localizados os spots sio dc fundamen-

tal importAncia para garantir qrte problema-s do tipo descrito na Figura 1 (-{) nao

aconteqam. A Figura 10 mostra alguns .spots localizados pelas metodologias utilizada^s

nesse trabalho. a parte (A) mostra o procedimcnto de circulo fixo. cm (B) tem-se a

segmentaqio empregada pclas t6cnicas adap, circhi,st-50-50 e circhist- 100-20, em (C)

v6-se a segmentagA.o emprcgada pelo m6todo circhist-S0-10 e em (D) a metodologia

de segmentagdo por morfologia matemitica. emprcgada em seqme.nt-S}-50, segment-

100-20 e segment- 100- 100. .A.s imagens visualizadas sio referent,cs a dois spols do

experimento expl/1. um deles apresentava baira intensidade c outro com alta inten-

sidade. Na figura 6 possivel notar que a metodologia de segmentagao por l,ariagio de

intensidadc 6 mais precisa que todas as dcmais. Embora pareqa que o spol de baixa

intensidadc nAo tenha sido corretamente localizado. quando o contra'ste da imagem 6

aumentado nota-se que cxiste sinal de intensidade cm toda a regiio delimitada.

Os procedimentos de localizagio dos spol.s tamb6m podem explicar diferengas

signiflcativas entre os valores de intensidade obtidos. Tais diferenga-s podem ser cx-

plicadas atrar'6s do crit6rio de selegio de pirels q.ue sio usados para o c6lculo da

intensidade do spol. assim como do backgrountl. A Tabela 9 lista os valores m6dios

de intensidade e background. em cg3. para lodos os cDNAs sem diluigio (diluigao 1)

para o experimento expl/ 1.

Tambdm. a Figura 11 mostra os bor plots dos dados referentes a esse mesmo

experimento, dando uma id6ia da dispersio dos valores obtidos. Entretanto, aqui.

apenas os valores do gene Q estio reprcsentados. Em (-{) c (B) tem-se os ralores

de intensidade de sinal e backqround, respectivamente. do cxperimento expl/1. No
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Baixa inl Alta int.

G)

Baixa int Alta int.

(D)

Figura 10: A capacidade de deffnigSo de spote.

As diferenqas de definiqSo de spofs entre &s metodologias distintas utilizadas

neste trabalho. (A) metodologia de circulo fixo (empregada em circfa) ' (B)

metodologia de segrnentaqSo empregada pot ailap, circhist-S0-S| e circhist- 100'

20. (C) segmenta4So empregada pela metodologi a circhist- 3 0- 10' (D) *S-

mentagSo por morfologia matem6tica (segment-50-50, segment- 10G20', segment-

100-1aa).

Baixa int Alta int.

Baixa inl Alta int.
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Tabela 9: ComparagSo entre os valores de intensidade de sinal e back_

ground,.

\ialores mddios de sinal e backqround de todos os cD\As (com diluiqdo um).

utilizados no trabalho. Esses dados si,o refcrentes ao expcrimento expl/1.

l6

Proced. Tipo de

Sinal
expl / 1

LysA TrpC Gene Q ST0280 Il-6 Irf- I
Circfit Sinal 3827.68 922.20 5950.8,1 1311.18 11251.84 7878.76

Back. 591.60 381.05 1,111.53 ,151.05 1926.86 1727.77

AdaTt Sinal 365.3.88 983.77 5826.70 1335.65 10658.03 7659.67

Bar:l;. 271.20 277.53 280.03 2it.t-5 306.26 289.01

CirchisLSa-5a Sinal 4372.11 1086.72 6563.72 1.1,19.86 12321.87 8633.39

Bach. 219.67 255.11 262.O0 253.16 256.19 256.t 1

Circhist- 100 20 Sinal 3571.71 923.81 5728.85 1318.77 10778.16 7702.72

Back. 236.26 211.78 217.82 238.72 212.21 212.39

Circhist-,?0- 1a Sinal 1068.06 1150.36 6283.08 1393.7.1 11671.1t 8268.02

Bac.k. 237.01 242.62 250.91 210.24 245.02 245.31

Hist-15- 15 Sinal 1216.92 1030.07 6158.45 1420.85 12113.32 8.156.73

B ark. 2l-1.10 250.30 259.69 248.62 253.20 251.08
Se.gme,nt-50-50 Sinal 438,1.90 1081..17 6578.73 1.1.15.1.1 12256.92 8582.32

Back. 251.07 257.11 265.26 256.16 259.28 260.14
Segment- 100-20 Sinal 3715.59 938.69 5981.99 1319.31 11011.72 7886.38

Back. 210.22 217.O5 237.05 240.98 241.68

Segment-10A-100 Sinal 3 715.18 938.61 5983.55 1349.36 11039.19 7882.61

Back. 282.61 353.86 294.89 383.86 368.36
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eixo das abscissas encontra-se os procedimentos de quantificagio de sinal na mesma

ordenr cncontrada na subscgAo .1.2..1. ou seja. 1 - circfir.2 - adap. 3 - circhist-50-50,

1-crrr:hist-100-20.5-circhist-S1-10,6-h.ist-15-15.7-segrnent-50-50.8-se-gment-

100-20, 9 - seqnte-nt- 100- 100.

A Figura 11 (A) mostra que nio existem diferengas niuito significati\-as nos \a-

lores de intensidade de sinal obtidos pelas diferentes metodologias utilizadas. dado

que podc ser confirmado atrar'6s da Tabela 9. Entretanto para os .ralores de inten-

sidade do bachground a metodologia czrcfr quantifica valores maiores que os dentais

procedimentos, r'er Tabela 9 e Figura 11 (B). Isso pode ser.justificado pelo fato de que

esse m6todo de quantificagio calcula a m6dia de todos os pirels q:ue esteo na regiao

do background., ao passo que as demais metodologias selecionam uma certa proporgio

de pirels com base no histograma da distribuigio dos Lalores de intensidade que es-

tejam na porqSo inferior da distribuigio. ou seja, com baixa intensidade. Al6m disso.

a Tabela 9 mostra que os'alores d.e hackoround calculados pelo procedimen Lo circfir
aumentam a nredida que os ralores de sinal tamb6m aumentam. \ota_se que os spors

com intensidade de sinal muito fortes ocupam. r,isualmcnte. uma 6rea rnaior que os

que aprcsentam sinais de intensidade mais fracos. Atrar'6s da Figura 10 (A) 6 possir,el

notar que muitas 
'ezes 

o spotfrca maior que a mascdra que delimita a sua regiio. o que

faz com clue pirels do spot sejam computados como sendo pertencentes ao hackground.
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Procgdimentos

(A)

Procedimentos

(B)

Figura 11: Boa plot dos rralores de intensidade do gene Q.

Esta figura ilustra os bor plots dos dados citados na Tabela g apena.s para o

gene Q sem diluigdo, no eixo c temos as diferentes metodologias: I - circfia,2

-adop,3-circhist-50-50,4-circhist-100-20,5-circhist-30-10'6-hist-15-15,

7 - segment-50-50., 8 - segment- 100-20', I - segnent-100-100. A figura mostra

os valores de iutensidade de (A) - sinal e (B) - backgtunil para o experimento

expl/l, respectivamente.

;

l
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;

I
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5.3-2 Andlise das razSes

O experimento expl/l, que foi hibridizado com concentrag5es iguais de amostras

de teste e refer6ncia, foi normalizado por energia total, descrita pela Equa$o (2).

Como este experimento devia apresentar razSo m6dia de aproximad"t"ente um para

todoo os spots, espera-se que os dados devam se concentrar em torno de uma reta

com inclinagSo de aproximadamente 45o, quando s5o plotados os dados do canal um

(cy3) no eixo r e do ca.nal dois (cy5) no eixo y (grrifico de dispers6o, ott suttl.er

plot). Issc.' realmente aconteceu como pode ser obsenado pela Figura 12, referente ao

experimento expl/1.

49
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(c) (D)

Figura 12: Grrfficos de dispersSo do experimento expl/l.
Scatter plots referentes aos dados do experimento expl/l. Esses dados foram

quantificados atrav6s de I metodologias distintas, aqui estSo representadas: (A)

segrnent-100-10A, (B) adap, (C) cinlhist-Sl-10 e (D) circhist-50-50.

Jr
,{

(A) (B)
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Uma outra forma de analisar esses dados 6 feita atrav6s dos gr6ficos de raz6'o'

Esses grd,ficos disp6em todos os spots to eixo das abscissas e seus respectivos valores

de raz ,o entre as amostras de teste e refer6ncia no eixo das ordenadas. A Figura 13

mostra esse tipo de griifico para o experimento expl/l. Note que o eixo y estd em

escala logaritmica nessa figura. De acordo com a parte (B) da figura nota-se que a

metodologia adap apresr;nt'a maior variabilidade que as demais metodologias, sendo

que todos os outros procedimentos apresentam perfis de dispersdo muito parecidos

entre si. Os padr6es observados nas figuras 1.2 e 13 se conservam entre todas as

metodologias utilizadas neste trabalho, por essa raz6o esses perfis foram ilustrados

apenas para quatro metodologias.

50
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Figura 13: GrSffcos de razSo do experimento expl/l.
Grrificos de taz6o do experimento expl/1, cujas raz6es esperadas eram um para

todos os fragmentos da lA.rnina. Est6o representados os seguintes procedimentos:

(A) segment-100-100, (B) odap, (C) circhist-90-l0 e (D) cinhist-50'50.
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Entretanto, em experimentos baseados solnente na proporgio testc/rcfcr6ncia

igual a um, a presenqa de vdrios spors que apresentam valores de intensidade niuito

pr6xinros ao valor do background infltencia para que esses spors apresentem valores de

razio pr6xinros de um. uma yez quc os r-alores de intensidade tlo background em cy?

e cA5 sio aproximadamcnre iguais. \'isando contornar esse tipo de' problena. foram

desenhados outros experimcntos ondc foram r.ariadas as conccntraq6es dos mR\As

utilizados para a marcagio do cD\A alr.o. Os erperinrentos cxp3/1 ar6 erpl/1-10/1

foram construidos dcsta forma. as difcrcntes proporq6es dc cD\A utilizados para

hibridizagio podenr ser vcrificadas na Tabcla 8. As Figuras 1-1 e 15 mostram os

scatter plots e grdficos de raz6es para o cxperimento exp3/1. onde esperamos raz6.o

igual a tres. aproximadamcnte. As metodologias que nao est5o rnostradas nas figuras

apresentararn pad16es de dispersdo semelhantes is metodologias ilustradas, sendo que

a metodologia czrcfr apresentou dispersSo semelhante i da mctodologi a segment-100-

-100. c as demais aprcsentaram dados semelhantes aos dos proced irnerl,os r:irch,t.ct- 3 0- 10

e segment-50-50.

As Figuras 14 c 15 mostram mcnor variabilidadc juntamentc com uma maior

cxatideo nas metodologias segment-100-100 c r:irchzst-50- 50. Nota-se. principalmcnte

que a metodologia adap apresentou uma variabilidade muito alta para os fragmentos

de TrpC e ST0280 (que sio os fragmentos que apresentaram menores valores de inten-

sidade de sinal). mostrando que cste proccdimento n6o 6 muito bom para spol.s que

apresentam baixos valores de intensidade. E interessante dizer tambdm que a t6cnica

segment-100-100 apresent,ou i'alores de raz6o mais precisos que as demais metodolo-

gias, note que os pontos azuis ficaram mais concentrados ao redor do grupo cle pontos

considerados bons. corno nlostra a Figura 15.

os cxperimcntos expl/1-5/1. expTlr'211e expl/1-10/r foram construidos co,r

dois grupos de proporg5cs difercntes entre os cDNAs. onde os fragmentos de TrpC.

ST0280 c Irf-1 mantivcram proporg6es iguais de material marcado con)o teste e re-

fer6ncia sendo esperadas razdcs iguais a um, enquanto os fragnrcntos de L1,sA. gcne

Q e Il-6 tiveram proporqdes varidveis sendo esperadas raz6es difcrentes de unt. As

Figuras 16 e 17 ilustram os scatter plots e grdficos de razio para o cxperiniento expl/1-
5/1, que devcria apresentar razao cinco para os fragmentos cujas proporg6es foram

raridvcis. Novamente. os dados referentes ds metodologias nd,o aprescntadas nas fi-
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Figura 14: Sedter plote do experimento xp3/1.

Scatter plots do experimento exp3/1 que deveria apresentar razeo tr68 para to-

dos os cDNAs. Os dados foram quantificadqs com 9 procedimentos difereDtes.

Aqui est{o indicados: (A) segrnent-100-100, (B) adap, (C) circhist-7|-1| e (D)

chrhist-50-50. O esquema de cores utilizado ilustra os diferentes fragmentos

de cDNA utilizados como indicado na legenda, o degradG de cada cor indica as

diluig6es feitas para cada cDNA.

52
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(D)(c) (D)

Figura 15: GrSficos de raz6o do experimento expsll.

GrSficos de razdo do experimento exp3/1 que deveria apresentar razSo tr6s para

todos os cDNAs. Os dadoc foram qua-ntificados com 9 procedimentos diferentes.

Aqui estSo indicados: (L) segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-S}- 10 e (D)

circhist-50-50. Os spots bons (indicados em preto na figura) s6o referentes aos

fragmentos de gene Q, II-6 e Irf-l, que apresentaxam sinais de intensidade maiores

que os demais cDNAs (que est5o indicados na figura como spor.e ruins e coloridos

em azul). Nota-se que os spofs bons atingiram melhores resultados com menor

variabilidade.
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guras apresentaraJn perfis paxecidos aos dados mostrados, de maneira semelhante ao

experimento exp3/1, citado no parigrafo a.nterior.

Figura 16: Scotter plots do experimento explll-i/l'
Scatter plots do experimento exp1ll-517 que deveria apresentar raz6o um para

os cDNAs de tpC, ST0280 e Irf-l, e razio cinco para os outros fragmentos' Os

dados foram quantificados com 9 procedimentos diferentes. Aqui estSo indica-

dos: (A) segment -100- 100, (B) adap, (C) circhist-70-1l e (D) circhist-50-50' O

esquema de cores utilizado ilustra os diferentes fragmentos de cDNA utilizados

como indicado na legenda, o degrad6 de cada cor indica as diluiq6es feitas para

cada cDNA.

Um fato que merece destaque sio os maiores erros obtidos em todas as metodolo-

gias de aniilise de imagens para os ftagmentos que aples€ntam valores de intensidade

muito baixos. Na Figura 16 ndo 6 notada nenhuma diferenga muito grande na lari-

abilidade obtida pelas diferentes metodologias, ao contr6rio do que foi observado para

a metodologia cdap no experimento exp3/1 (Figura 14). Entretanto, a Figura 17 (B)

(D)(c)

fl
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Figura 17: Grdficos de raz6o do experimento expl/l-ilt-
Gr6ficos de raz6o do experimento expl/7-511, que deveria apresentar razi,o cinco

para os cDNAs de LysA, gene Q e Il-6 e razio um paxa os demais fragmentos

utilizados. Nesta figura sdo mostrados os dados referentes )rs metodologias: (A)

segment- 100- 100, (B) adap, (C) circhist\}-1| e (D) circhistSl-50. Os spotsbons

(indicados em preto na figura) sdo referentes a.os fragmentos do gene Q, Il-6 e

Irf-1, que apresentaram sinais de intensidade maiores que os demais cDNAs (que

estflo indicados na figura como spor-s ruins e coloridos em azul). Nota-se que os

spols bons atingiram melhores resultados com menor variabilidade.
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mostra que o grupo de pontos coloridos em azul (spots ruins) apresentaram maior

variabilidade que o grupo de pontos coloridos em preto (spots bons)'

5.3.3 Efeito do tamanho do cDNA fixado

Para a construg6o das liminas utilizadas neste projeto utilizamos fragmentos de

cDNA de tamanhos rariados que foram fixados em concentrag6es aproxinladamente

iguais. Assim. independcntemente do procedimento utilizado para a quantificaqao dos

dados. p6de-se tamb6m analisar o efeito do tamanho dos fragmentos fixados nos va-

lores de intensidade observados. A Figura 18 mostra que csses Yalores de intensidade

parecem decair de mancira mais acentuada em fragmentos menores que 650pb, apro-

rinadamente. Essas figuras foram geradas a partir de dados do experimento expl/1

quantificados atrav6s do procedimento segnent-50-50. mas os perfis de qucda de sinal

obserr,ados aqui se conserram para as outras metodologias.

A Figura 18 mostra que a intensidade de sinal aumcnta de maneira diretamente

proporcional ao tamanho do cDNA fixado e atinge um plat6 em aproximadarnente

650pb. Este da.do indica que em insertos de at6 650pb hi{ uma depend6ncia direta entre

a intensidade de sinal e o tamanho do cDNA fixado. Por6m, em insertos maiores esta

depend6ncia drniinui sensir.elmente, indicando que este deva ser um ponto importante

de inflexAo da curva: resultado que est6 de acordo com a literatura l'12]. que sugeria

tal ponto de inflexio em 712pb, aproximadamente.
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Figura 18: Grr{fico de comparagSo dos diferentes tamanhos de frag-

ment(Is ffxados.

Neste grr4fico 6 possivel notar que em fragrnentos maiores que 650pb' aproi-

mada.mente, os valores de intensidade parecem atingir um certo plat6' Esses

dados sao referentes ao experimento orpl/l em (A) - cy3 e (B) - cy1'
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5.3.4 DispersSo das razSes com as intensidades de sinal

,\nalisando os experinent,os ondc a rzrzio esperada difcre dc un] notanros que a

variabilidadc dos dados 6 rnuito maior do quc a que foi observada nos experimentos

que foram construirlos com a raziro unit dria. \Ias. r:omo podcmos t'r.r n:rs Figur:rs 1i c

I7. cxiste um conjunto dc pontos (pontos pretos) cuja razio fica rnuito prdxinr:r dc 3 c

5. respcctivanrcnte. Entretanto. eliistc unl outro grupo de dados. ref erenr:i:rriris r:onrcr

spols ruins c coloridos em :rzul no grdfir:o. que se afastarrr nruito da razio csperada. Isso

pocle ser erplicario pelo fato dc que os cD\-\s de L.i.sA. TrpC c ST0280 apresentaram

sinais de intcnsidade nrais b:rixos quc os dcmais. o quc pode ser r-erificado nas Figuras

11 e 16. Os fragmcntos da LusA e lrp C tinham tanranho pr6rimo de 300pb. c foi

mostrado que esses fragrncntos aprescntanl baixa intcnsidadc (Figura 18)..jri o mR\.{.

tr:rnscrito dc ST0280 apcsar de possuir 650pb (scrnelhanre ao do gcn0 Q) semprc

aprcscntou intcnsidadcs do sinal pr6ximas dos mR\As mcnores. Isto pode ser der.ido

ir problemas na qualidade destc nrRNA transcrito in uirro.

Observando mais dct:rlhadanlcnte esscs spols cont baixos valorcs dc intensidadc,

nola-se qlre os lalores dc sinal clos pirels quc constitucrl suas regi6es aprcsentanl

uma Yariabilidado maior quc os spols qlle :rprcsentam valores de intcnsirlade altos. A

Figura 19 mostra os histogramas rlos 
'alorcs 

dc razio calcul:rdos p,tr,r:L a pi:r,r:L para

um ,spol dc intcnsidade alta (-\) c baira (B). onde nota-se que o histograrna do spol

com baixa intensidade 6 r]rais "gordo'' quc o do spol quc apresenta alta intensir'lade.

mostrando que os spols quc accndem com intcnsidadc b:rixa aprcscntam urrra maior

dispersao cm rc)agio aos spols de intcnsidadc maior. Essa maior dispersio atrapalh:r

a est.imaqeo dos pizcls a scrcm rrlilizados para o c:ilculo dos r.alores de intensiclatie.

Uma conscqii6ncia importantr: dcsse fato d rnostrarla a scguir. -{ Figura 20

mostra quc a eratidro da razio obtida decai proporcionalncnte aos valores dc inten-

sidade obsc.rados para quase todas a-s rnetodologias cmpregadas. cor. cxccgao das

nrctodologi:rs circfi,r e. segment-100-100 quc:lprescnt:rm unra exatidio maior. pagando

o prego de apresenlar um nfirnero maior de outliers. t:onro rrrostra a figura 21.

Essas duas figuras (20 e 21) niostrar, scatte-r pror..s tridimc,sionais refercntes ao

cxperirnento erp3/1. rclacionando os valores dc intcnsidadc ptra. cu3 e cy5 cont os

'alorcs 
de razao calcrrlados. Noto quc o gr.{fico estd em cscala logaritmica c que cssc

erpcrimento deYcria aprcsentar razi.o igual a trcs para todos os cD\As utilizados.

il8
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Os pontm azuis e pretos s5.o definidos de maneira semelhante iu definigio dada nas

Figuras 15 e 17.

6
Razao

(A)

60

20

0
6

Razao

(B)

F igura 19: Histogramas de razio pbel d piaeL

Este gr6fico ilustra os histogramas dos valores de raz6o pirel it pitel de dois

spots diferentes, com intensidade de sinal (A) - alta e (B) - baixa. Esses spots

s6o referentes ao experimento exp3/1, que deveriarn apresentar raz6o 3.
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-" I

Teste

Figura 20: VariagSo da tazlao com a intensidade (metodologia

segment- 50-50).

Grdfico relacionando os valores de intensidade em cy? e cy| com os valores de

raz6o observados. Esses dados seo referentes ao experimento exp3/1 (com razio

esperada igual a tr6s) quantificados atrav6s do procedimento segment-50-50'

Observando este grdfico 6 possivel notar que existe uma forte dependCncia entre

os valores de intensidade de sinal dos spols e os valores de razS'o calculados'

A medida que os valores de intensidade de sinal decaem, a exatideo da taz6o

medida tamb6m decai.
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Figura 21: VariagSo da raz6o com a itrtensidade (metodologia

segrnent-700-100).

Grdfico relacionando os valores de intensidade em cy7 e cy| com os valores de

razeo observados. Esses da.dos seo referentes ao experimento expS/l (com rmeo

espera.da igual a tr6s) quantificados atrav6s do procedimento segment- 100- 100'

observ.ando este gfii,fico 6 possivel notar que aquela forte depend6ncia observ-ada

atraves da meto dolog;ra segment-50-50 (Figra 20) tende a diminuir. Entretanto

aqui nota-se vdios outliers dos valores de razio obtidos'
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5.3.5 Anrilise dos erros cometidos

Os experimcntos expl/1-5/1. cxpllT-211c cxpl/1-10/1. nos quais se prctcndia

aYaliar as diferengzrs crrtre iis mctodologias de localizagio e quantificagao cle s'pctts-

tivcrarn grande variag.lo das razSes esporaclas cntre as:Inrostras dC tcstc e refcrdncia

(notr: quc as raz6cs variarant dc 1 ati 10). Assim. ao sc olhar dc uIn:r fornla rtrais critica

pirra esses dados. tcmos urn:r idiia da precisao da nrctodologia dc cD\,\ 'microornty

na dctccqao dc dilerengas crn nivcis de erpressao dc R\,\ ntcnsageiros cntrc duas

populagdes celularcs distintas. A Figura 22 nrcscla os dados rlcsscs tres erperintcntos

conr o inl uito de analisar a cxatid.io da Lccnologia de arruys. r.tnclc sc pode notar quc as

difcrcngas cnLrc as propor(dcs dc cy3 c cy5 loranr detectadrs satisfatori;trnent" (Para

as nrctodologias ci,rchist-50 50 cnr (A) a segment-50-50 em (B)). \cstcs gr{fir:os estao

destacados. aprorinradamcntc. a razio obtida ap6s a auto-normalizagio e a razao

cspcrada entrc par6nteses. O degrad6 de cores para cada r:D\A distinto sc refere is

clifcrcnt,cs diluig6cs fcitas para o matcrial fixado.

\os cxperimcntos construidos neste trabalho foram utilizadas cinco diluigdcs

dos r:D\As que foram fixados nas liminzrs. Nos fragmentos qlre apresenttlrarn valorcs

de intcnsidarle altos (Il-6 c Ir[-l) nio lbi notada nluita difcrcnqa nos valores m6dios

dc sinal cntrc cssas dilcrcntcs diluig6cs. Entrctanto para os fragmentos (lue apresen-

taram intensidade de sin:rl baixa (t.1'sA, TrpC c ST0280) notanlos que t:lis diluig6es

tem um cfcito mais driistico. como podc scr obscn'ado na Figura 18. Por outro lado,

foi mostrado aqui que eriste uma dependencia entre os valores de intcnsidadc dos

slrrs e os ralores de razio calculados. r'cr Figuras 20 c 21. Assin. nota-se quo a

aniilise dos fragmentos que aprescntam baixos valores dc int.cnsidade r'.io apresentar

maiorr-'s crros quo a an6lise dos mesnros fragnrentos na concenl.raqeo inicial. Essc fato

tambinr i cspcrado para as diferentes diluig6es encontradas nas larnirras. principal-

mcnto para os cDNAs de tamanho pequeno (LvsA e TrpC). Dcsta forma. as andlises

de erro apresentadas aqui loram fcit.as apenas para os cD\As quc neo aprescnta\-arrl

diluiqno (diluigno 1). para evitar superestimaqeo dos crros c deslios-padrio obt,idos.

-{ seguir sao apresentadas algunras tabclas e figuras quc rosurncrl. num'-ri( anentc. os

resultados obtidos ncst,e trabalho para os cf)\As que for;rm fixados na conccntraqeo

inicial (diluigao um). corn exr:essio da Tabela 10 e da Egura 23 quc aprcsentam os

dados refcrcntes ao cxpcrinrcnLo cxpl/1 para os cD\,\s qlre aprescnta\-am diluigao

cinco. Nesses griificos sio apresentados os lalores de erro cncontrados p:lra todos os
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Fignra 22: Validagio da metodologia de cDNA m;ic'laor''u,g'

Dados dos experimentos expllT-511, expTll-2ll e expl/1-10/l Quantificados

com (A) circhist-S0-S7 e (B) segment-50-50. Observa-se que os valores de razflo

obtidos para fragmentos de intensidade alta ficam muito pr6ximos dos valores

esperados (indicados entre parenteses). O degradG observado para cada cDNA

se refere is diluiq6es utilizados no cDNA da sonda'
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cDNAs, que est6o indicados no eixo r na seguinte ordem: 1 - LysA' 2 - ltpc' 3 -

Gene Q,4 - ST0280,5- Il-6,6 - Irf-l' Quando comparamos a Tabela 10 e a Figura 23

com a Tabela 11 e a Figura 24, 6 possivel notar as diferengas entre oo erros cometidos

para os cDNAs com dilui@o um e com diluig6o cinco, especialmente para os fragmen-

tos LysA, TlpC e ST0280, que apr€sentaram rralores de intensidade menores que os

demais.

EIp111

I I Hist-15-15

cDNAs

Figura 23: Erros cometidos no experimento expl/1 (com diluigSo 5)'

Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas paxa a quantificaqeo

dos experimentos. Nesta figura sio mostrados os erros cometidos para spots

de todos os cDNAs utilizados com diluiqeo cinco no experimento expl/1. os

cDNAs estdo indicados no eixo, na seguinte ordem: 1- LysA' 2 - TlpC ' 3 -

Gene Q, 4 - ST0280, 5 - tr-6, 6 - Irf-l'

O experimento expl/l deveria apresentar razSo entre as amostras de teste e re'

fer6ncia igual a um. Quando os da'dos referentes a esse experimento foram analisados'

foi notado que nio existiram diferengas muito significativas entre os erros cometidos

por quase todas as metodologias empregadas referentes d todos os cDNAs utilizados'

ver Tabelas l0 e 11 e Figuras 23 e 24' Entretanto nota-se que a metodologia cdap

apresetrta erros bastante superiores para os fragmentos que apresentara':m valores de

intensidade muito baixos (LysA, TipC e ST0280)' Eutranto e:<perimentos baseados
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Figura 24: Erros cometidos no experimento expl/l'

Esta figura ilustra os erros cometidos pelas diferentes metodologas de quan-

tificagSo para o experimento expl/l. Os cDNAs est6o indicados no eixo c na

seguinte ordem: 1- LysA,2 - TlpC,3- Gene Q,4 - ST0280,5 - tr-6,6 - Irf-l'

somente em raz6o entre teste e refer6ncia igual a um podem mascarar resultados im-

portantes. Assim, foram desenhados outros experimentos crrjas raz6es esperadas eram

diferentes de um.

Inicialmente foi construido um experimento no qual a proporgS'o dos mRNAs

utilizados como amostra.s de teste e referancia foi de 3/1 (exp3/1). A Figua 25 (A)

mostra os erros cometidos neste experimento onde nota-se que' para o fragmento

LysA as metodologias cirthist-50-S0 e segment-50-50 apresentaram erros menores'

adap apresentou o maior erro e as demais metodologias ficararn aproximada'rrrente

equirralentes. Para o frapento de TlpC a metodologia cirxhist'50-S0 apresentou

menor erro que todas as demais, sendo que circfw e atlop apr€sentaram os maiores

erros. Os fragmentos do gene Q, Il-6 e Irf-l em geral apresentaram um pequeno

aumento do erro cometido pelas metodologi as circfix e segment- 100- 100' se maltendo

et6veis nas demais metodologras. O fragmento de ST0280 apresentou os maiores

erros na.s metodologias adap e segment- 100- 100' Entretanto, observando a tabela 12

6 notado que nos ftagmentos do gene Q, Il-6 e Irf-I, que apresentam os sinais de

intensidade mais fortes, nota-se que todas as metodologias calcularam corretametrte

Circfix
I AdaP
I CIrchist-so-so
I Circhist-loo-2o
EE Circhist-3o-l0
Ll risl-'15-1s
I Segm€.n-so-so
I s€gmenl-loo-2o

100

cDNAs
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cDNAs

(B)

Figura 25: Erros cometidos nos experimentoe exp3/1 e exp6/1'

Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas pa,ra a quantifica45o

dos ecrperimentos (A) - erp3/l e (B) - eurp6/t ' Os cDNAs estSo indicadm no

eixo c na seguinte ordem: 1- LpA,2 - TipC,3- Gene Q' 4 - ST0280' 5 - Il-6'

6 - hf-1.

Expl /3

I Adap
I circhbt-so-so
I circhist-loo-2o
I Circfiisljo-lo
L-l l-lisr-15-15
I S€gmorn-5,o-S

s€grn6m-1 oo-2o

I Adap
I Circhist-so--5o
I Circhist-'l00-20
I circnbuo-lo
= 

Htrt-15-'15
I S€gm€nt-so-so
I Segm€nt-lm-m

100
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os !'alorcs dc razio csperados. aprescntando erros e DPs cquivirlentcs crtr totlos os

procctlimr:n|os enrpregados. Por6m. isso nio at:ontcceu nos fragmcntos com sinais de

intcnsidadc rrais bairos. \o fragmcnto dc ST0280 a mctodologia se,q'ment- 100- 100

aprescnlolr razao trtidi:t clc -1.'1'1. sendo qtte a mediana d 3 58 (r'alor nio aprescntado

ntr tabela). Inostrando que alguns oulliers :rtrapalharam a rn6di:r e o erro c:omctido'

Essc fato rcalmcnte sc r:onfirma. scndo <1uc dois spols dessc cD\A :lpresentaranl raz'lo

19 e 11.65. rcspectiYzlrrlentc (dados nio Irostrados). \otc quc a razio mddia obtirla

pcla metodologia circfir foi de 3.31. o mcsmo fato podc ser ol-rserlado nos dirrlos

obtidos para o fragmento dc Trpc. onde a nrctodologi.. sr:qm.ent- 100- 71l1/ aproscntou

razio rn6dia de 3..11 e circfiu aprcscntou razio m6clia de -1.93 e rtcdiana dc 3.68, sendo

quc este nrcsmo fragmento tc\.e urn outlier cont razao de 68.62. Entret:rnto. rls dcmais

procedimentos de quantificagio de dados apresentaram razires rrtidias dc 0.99 a 1.98.

cmbora tcnham aprescntado valorcs dc erro nrcnorcs. Nos dados rcfcrentes ao cD\A

L1'sA tanrb6nr obscrl'amos quc as t6cnicas circt'ir e segment-100-100 aprcscntam va-

lOres de razio m6dias ntclhores quc aS delraiS. cm|ora apresentonr erros piores quc

algumas dclas, o quc pode scr justifir:ado pela prescnga de alguns lalorcs extrcnlos'

,\nalisanrlo os dados do expcrintento exp6/1, ondc i: esperada raziio seis. Figura

25 (B) c Tabela 13.6 possivcl not:Ir que a nrctodologia se(trnent 100- 1 00 :rprescntou

erros menorcs para os fragnentos rlc L1'sA. TrpC. genc Q. ST0280 e 11-6. Obscr-

vando os fragmentos dc II-6 c Irf 1, que sio os cD\As qtrp apreselltanl naiorns va-

lorcs de intcnsi<ladc dc sinal em nosso Coniunto de dados. nota-Se qlrc a maioria d:rs

nretodologias aprcscntan) dados bastante consistentcs, coln cxceg.lo da rnctodologia

circfir qua apresentou razio m6dia bastantc inferior ao tluc cra esperarlo corn baixo

desvio padrio (srrgerindo quc nao existc nenhurn ou,tlier nttil.o cxtrcrno). Por outro

Iarlo. ir rrctodol ogiL\ seqment-100-100 bi mais prccisa. Este d:rdo indica que a scg-

n.]cntaqeo por variagao de intcnsidadc foi pcga fundamental para a cxatid:ro dos dados

obtidos. uma vcz quc a principal diferenga entrc as ncLodologi:r^s circfir c sr,gment-100-

-100 consiste no processo de loc:rlizagao dos spols. Quando olhamos para os fragnlentos

que aprcsentararn sinais dc intensidade inferiorcs ao dos cD\As cilados antoriorncrlte.

nota-sc que cxiste uma ccrta dcpendancia cntre os valores dc intcnsiriade e os erros

cornctidos nas raz6cs calculadas. Em cspecial para os fragrncntos quc aprcscntaram

sinais de intcnsidade rnuito b:rixos (sT0280 c TrpC) nota-sr-' que todas as rnetodolo-

gias aprescnt,aram t'alorcs dc razio abaixo do csperado. elrlborir nt'ta-sc rtma tnaior
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cxatideo nos dados gerados pclo proccdimento se,qment- 100- 100. Essa maior exatid5o

dos dados obtidos pelo procediment,o segment-100-100 6 claramente notada nos dados

referentes aos cD\As de Ly'sA e gene Q. onde tal procedimento apresentou valores

de razd.o m6dia iguais a 5.98 e 5,37 com baixo DP. respect,ilamente ao passo que as

demais metodologias detectarartl utna razA.o m6dia de. no mdximo {'9'

Para os experimentos expl/1-5/7. erp7l7-2ll e expl/1-10/1. eram esperados

dois grupos de razSes diferentes. os cDN-{s de Trpc, ST0280 c Irf-1 deYeriam apre-

scntar raz6o igual a um nos tres experimentos citados. Observando os griificos da

Figura 26 r'e-se que os fragmentos que apresentaram valores dc intensidade baixos

mostraram algumas diferengas entre oS procedimentos difercntes utilizados. onde as

nretodologias ci,rcfi,r e segment- 100- 100 apresentaram erros maiores que as demais'

Isso pode ser erplicado pelo fato de que os tr6s experimentos citados nesse pardgrafo

apresentaram muitos artcfatos pcquenos no background,. Como essas duas t6cnicas

computam a m6dia de todos os pirels que comp6em o backQround, da regiio de in-

flu6ncia de cada spol c os cDNAs de TrpC e ST0280 aprescntaram talores de inten-

sidade dc sinal baixos. os spols desses fragmcntos tendem a incorporar maiorcs erros.

Esse fato pode ser confirmado atrav6s dos dados obtidos para o fragmento do cDNA

Irf-1, que apresentou valores de intensidade maiores que TrpC e ST0280. onde nota-se

quc as diferengas drdsticas citada.s anteriormente desaparecem

Ainda, nesses tr6s riltimos experimentos os fragnentos de L1'sA. gene Q e 1l-6

deveriam apresentar razio cntre teste e refer6ncia de aprorimadamente cinco (exp1/1-

5/1), dois (explll-211) e dez (expl/1-10/1). Nota-se que para esses tr6s fragmentos.

os erros cometidos pelas metodologias czrcfz e seqment- 100- 100 semprc apresentaram

erros nlenores que a^s demais. em especial no cDNA L1.sA. Outro ponto importante a

destacar d o fato que o procedimento adap oferece erros muito altos para fragmentos

que apresentam baixo valor de intensidade (LysA) ou cm experimentos coni uma

grande cliferenga cntre as amostras de teste e refer6ncia (exp1/1-10/1, r'er Figura 26

(c)).
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(c)

Figura 26: Erros cometidos nos experimentos expl/1-5/1 , expl/l-2/l

e expl/t-ID /r.
Essa figura mostra os erros cometidoo pelas diferentes metodologias tros expe'

rimentos (A) - expr/t-5/1, (B) - orpt/l-zlt e (C) - expt/l-7011' Os cDNAs

estSo indicados no eixo c na seguinte orde.m: 1- LysA,2 - TFpC,3- Gene Q' 4

- ST0280, 5 - It-6, 6 - Irf-1.
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6 DISCUSSAO

A tecnologia de cD\A microarray 6 uma ferrament,a bastante utilizada atual-

mcnte. Dcntre as suas principais utilidadcs. destaca-se a busca dc diferengas de er-

press6,o de r'6rios genes ent um rinico experimento. Entretanto. os dados gerados

atrar'6s dessa metodologia esteo sujeitos a r'6rias fontes dc incertezas quc poden le\ar

a erros nas aniilises finais destes dados, como mostra Finkclstein el al i9]. .\l6m disso.

a dificuldade de estimagio dos valorcs de intensidade rcais no momcnto da an6lisc de

irnagens tambdm pode influenciar nos resultados finais. LIma tcz que existcm vd.rios

procedimentos sendo at.ualmente empregados por diferentes soJtutares de anrilisc de

imagens de. microarcay, a comparagi,o desses diferentcs procedimentos constilui um

importante passo na busca daquela ,rctodologia que rninimize os erros cometidos e

favorega a aquisiqio de dados ,ais robustos e confidveis. Recentemente foi publicado

um trabalho onde foram analisadas difcrentes metodologias dc processamcnto de ima-

gens provonientcs de experimentos de cD\A microarray li3]. Este trabalho bllscou por

metodologias que minimizam a Iariabilidade dos dados obtidos. Entretanto, pouco se

sabe sobre a exatidio destas difcrentcs metodologias de processamento de imagens, o

que mostra a necessidade do desen'oh'imento de uma estrat6gia experimental onde

seja possivcl ter uma id6ia do erro cometido por tais metoriologias.

)'io trabalho apresentado aqui foi desenvolvida uma estrat6gia experimental com

o ob,ictivo principal dc ralidar diferentes metodologias de localizagao e quantificagio de

spots em imagens pro'cnientes de experimentos de cDNA nticroar,ay. Esta metoriolo-

gia se ba.seia na construqio de cxperimentos ondc sdo fixados fragmentos de cDNA

conhecidos em larlinas de 'idro que sio hibrirlizadas contra cDNAs marcados por

fluor6scencia construidos a partir de mRN-{s que continham exatamente a mesma

seqiicncia nuclcotidica dos fragmentos firados como sonda. Esses mRNAs foram cons-

trufdos atrav6s de reaq6es de transcrigio in uttro utrriz-ando corno molde os mesmos

fragmentos de cDNA fixados. Esse cDNA morde foi pre'iarnente amprificado por

PCR. utilizando oligonucleotideos contendo a seqri6ncia promotora para a enzima T3
(ou SP6) RNA poLr'rnerase e outro origo contendo uma seqiicncia pori A. Ap6s essa

etapa, quantidades espccificas e conhecidas de rrRN,{s eram misturadas e seguiam o
protocolo de hibridizagao normalmente ,tilizado nos experimentos de cDNA micro-
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orray desenl'oh'idos rotineirar,ente no laboratdrio. Desta forma. atrar'6s de experi-

mentos controlados. foi possivel determinar antecipadamente qual a razio esperada

entre os diversos expcrimentos construidos e compar#las com os resultados obtidos.
Existcm fortcs e'id6ncias hioquimica^s que garantcm a scmelhanqa entre esses experi-

mentos controlados e os experimentos bioldgicos norr.almente realizados atrar,6s da

utilizagAo da tecnologia de cD\A microarray. o sucesso da hibridizagio foi gara,-

tido. uma \.ez que as laminas construidas eram hibridizadas contra cD\As nrarcados

por fluoresc6ncia q,e continham exatamente as mesmas seqii6ncias nucleotidicas que

estavam fixadas nas laminas. Al6m disso, as raminas prod,zidas foram hibridizadas

seguindo-se os protocolos de hibridizag6o comumente ut izados no raborat6rio.

Utilizando csta no.''a estratdgia experimental, foram construidos oito experimcn-

tos. sendo que tres deles foram utilizados para aj,star a quantidade inicial de mRNA
a ser utilizada nas rcag5es de transcrigdo re'ersa para marcagdo do cD\A flutuante
(cD),'A alr'o). seis desses experimentos foranr quantificados atrar.6s de 9 procedi-

mentos diferentes de an;ilisc de intagens. scndo unt deles baseado em segmentagio de

circulo fixo (circfir) rg]. outros tr6s baseados em segmentaqeo de circuro fixo sendo que

6 permitido uma certa mob idade aos spors (.circhist-i0-50. circhist- 100-20 e adap)

[sz]. um outro procedimento define as regi6es de sinal baseando-se na distribuiqeo
do histograma de maneira automatizada com base nos espagamentos entre os sytots

118' 191 c outros tr6s baseados em segmenraqao por morforogia matemd,tica ltb]. -{l6nr
dessas metodologias. tamb6m foi utilizada uma outra baseada em segmentaqeo por
histograma.

Dcsta formar foram utilizadas cinco metodorogias diferentes de localizaqio de
spols em experimentos de cDNA microarray, ondc foi possil.el avaliar a capacidade
de localizagAo de spots nessas diferentes metodologias estudada-s. corn etcessio do
procedimento dc segmentaqio por hist,ograma. uma vez que ele n6.o dclinrita uma
md"scara para os spols. A metodologia de segmentagAo por circulo fixo (r:ircfir) 6

nruito suscepti'el a probremas de rocalizagio errada cre Ttirers como pcrtencentes a
regiao de sinal' como indicado na Fig,ra 10 (A). Ar6m disso. essa mctodologia 6
totalmente baseada em computagio gr6fica. forgando o usud.rio a corrigir rnuitos s2ols
que ficam fora da sua posigdo estimada, o quc faz com que o processamento de cada
experimento seja extrcmamente trabarhoso e cansativo para o usu6rio. ar6m tle nio
ser reprodutivel. A metodologia de segrncntaE5o por circulo fixo que pr:rmite unia

78
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ccrta rnobilidade d lndscaril quc define cada spot. crnbora scjir rnais ro})usta quc il

mctodologia dt circulo fixo tradicional. t,amb6rn nao define exiltilnrentc todos os spols

como mostra:1 Figura 10 (B). levando i problcnras scrnclhant,cs ao da nlctodologia

ilntcrior'. A nreto<lologi;r bascada cnr segntenl.aqiio quc dclinita os .JIor.s conr basc

na,s nredidas da imagem (cirr:hist-,?0- 10) 6 rrnr processo Lotalnlenle :rtrtomatizado c

rcqttcr do usrriirio apcnas as itn:rgcns arrl cu3 e r:y5 juntanrcnLe corn uma desr:rigio

d:r geolrtctria da lAmina. .\ partir dai. o prograrn:r procpssa as inlagcns o H.ra urrr

arquil'o tcxto contendo os dados rcferentes aos sprls o uln outro arquir-o (em formato

TIFF) com a imagcnr cla sogmentagio realizada. Enlretanto, esta nlctodologi:l 6

mrrito srrsccptiYel ir crros de scgnlentaqio de blocos. Para corrigir erros dcssc tipo foi

ncccssdrio rcprocessar as irnagcrrs alterarrrio paranrctros no canrpo La,yout adjustment

options. vr subscgiio .\.3 do Ancxo A. Alim disso, a desmbcrta dos paramctros ideais

nio 6 r] rito trivial. o quc faz (, )nr rluo isst, sc torrre uma tarcfa nao mrrito sinplcs para o

usudrio. Rcssaltarnos, ainda. que esscs orros acontecenr frcqiientemcnt,e. Ao contr{rio

do quc foi cit:r,rio ati aqui. a mclodologia de scgnientagio por rrrorfologia inatem6tica

6 altamcnte roblrsta c cficaz. Todas as irnagens dos expcrinrentos prodrrzidos nestc

tr:rbalho foram corrct?rnlente processadas. Elentuallnente algunra linh;r gerada no

proccsso de gradeamcnto dos blocos orr spols clcvcm scr aiustadirs. o que senrprr: foi

,bservado cnr conjunto corr algrrrr probl.r,a nas i.ragens. euanto a Ior:alizagio dns

dreas de sinal. a r.ctodologia foi precisa para todos os e\pcrimentos produzidos aqrri.

nrcsrno para os pontos que apresentavanr baixa intcnsidadc. r,er Figura 10 (D). A
mctodologia bascada cm histogranra rrtilizada nestc tr:rbalho ndo fornecc nenhunra

inragcnr da rcgiao dclimitada pelos ,spols. e por isso nio foi discutida:rqui.

.\ rlctodologia dc processamento dc inragcns de microarruLy tantbim podc ex-

plicar algunras difcrcngas nos 
'alorcs 

de interrsidatlc calcrrrados para ct bar:kgrouml. F.nt

espccial. os r-alorcs dc intensidadc do backgrru,ntl.stirnados atrar.is da rrretodologia

t:zrcJit sio maiores que os valorcs obtidos pclas ortras rnetodologias. corr. mostra a

Tabela 9 e a Figura 1l (B). Esse fato niio 6 devido i. prcscnga do artcfatos no baca

oround. j6' quc o pror:edinr onro seqment-10Ii- r00 tanrbdm utiriza todos os plizels quc

constitue,r :r rcgiiio de influ6ncia dos s2ois c nd,o ofercce 
'alores 

clc hackqrourtd sini-
lares aos obtidos n:r r.ctodologi:r r:irc.fir. A Figura l0 (,\) nrostra quc existem c:r.sos

ern que .s7.;ols quc aprcsentalll .i':rlorcs dc sinal mais intensos oclrpanr lrma drea r.isual_

mcnte maior quc os spol,s mcnos jntcnsos. levando a rncroclologia circfr a computar
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prrel.s do foreground no bachgrounrl.

A melhor forma de compararmos as diferentes metodologias de localizagio e

quantificaqio de dados decorrentes de expcrimentos de micrrarray 6 obser'ando as

raz6es cntre teste e refer6ncia em cxperimcntos controlados ondc sabemos dc antemeo

os resultados esperados. os experimentos produzidos aqui tem essa caracteristica e,

por isso. nos permitiram fazcr esse tipo dc an{lise.

\o experimento expl/1 era esperada razao um para todos os fragmentos uti-
lizados ncste trabalho. a Figura 12. mostra que nio existe muita diferenga entre os

diferentes procedimentos de andlise de imagons com relagao a dispera.o dos spols. sendo

que a metodologia rzdap apresentou um padrd.o relativamente mais ,,gordo,,. Isso su-

gere uma maior variabilidade nos dados obtidos por tal t6cnica, o que 6 confirmarlo

nos griificos de razio mostrados na Figura 13. Entretanto. anilises baseadas apenas

em razSo um podem esconder muitas caracteristicas importantes. uma justificatir.a

muito simples para isso estd no fato de que muitos fragmentos que aprcsentararn 
'a-

Iores de intensidadc de sinal baixos (por terem tamanho pequeno - L1'sA e Trpc. ou

problemas rclacionados i qualidadc do .RNA sintetizado - Trpc e ST02g0). sendo

esses ralores pr6ximos aos de background. uma 1.cz quc os varores de background, nd,o

'ariam 
muito entre os dois fluorocromos utilizados, os resultados das raz6es tederiam

para llm. Para contornar esse problema foram desenhados erperimentos que apresen-

tavam proporq6es diferentes entre os fragmentos de cD\A utilizados como amostras

de testc e referoncia.

A maior 
'ariabilidade 

obtida para o procedimento odap se repetiu em todos os

outros experimentos construidos, quc dei,eriam apresentar raz6es diferentes de um.

Entretanto. com base nesses no'os experimentos foi notado que essa maior 
'aria-

bilidade aconteceu principalmente para os fragmentos dos cDNAs de L1'sA. Trpc e

sr0280. que apresentaram r.alores de intensidade de sinal abaixo rios demais cDNAs.

como mostra as Figuras 14. 15. 16 e 17. Embora essa 
'ariabilir:lade 

tenha sido maior
para os dados estimados a partir da metodorogia adap, era tamb6m acontcceu para

todos os outros procedimentos.

Com relagAo ao tamanho dos fragmentos fixados, este trabalho mostra que a
intensidade de sinal aumenta de maneira proporcional ao tamanho dos cD\As fixados
nas ldminas de vidro. Dado semelhante foi mostrado por Stirlrnan & Tonkinson l.r2l,
os quais demonstraram quc a dindmica da hibridizagao 6 influenciada pelo tamanho

80



DISCLISS-AO

do cDNA imobilizado ,a lAr.ina. Neste cstudo ficou demo,strado que a taxa de

hibridizagao cra dircta,rente dependente ao tamanho do cD\A imobilizado. ha'endo
um ponto de inflexdo da curr.a en:r cDNAs com 712pb de tantanho. para cD\As
maiorcs q,e 712pb a influ€rrcia do tanranho na taxa de hibridizaqio di,in,ia.

E intcressante salicntar que no trabalho citado foram urilizados cD\As ah.o conr

tamanho fixo de 712pb, r'ariando-se apenas os tarnanhos dos fragmentos fixados (116.

451. 772, 1233 e 2057 pares dc base). o que pode fa'orecor os dados obt,idos. uma

vez ciuc o nraterial alvo tem tamanho rinico de 712pb. \o trabalho apresentado aqui

foram utilizados fragmentos dc 300. 650. 960 e 2000 pares de bases. aproximadamente.

onde mostrantos quc o ponto de inflex6o parcce estar em 650pb. Nota_se que existe

uma lacuna entre 450 e 650bp. quando sdo consiclerados os dois trabalhos realizados.

Isso pode indicar a possibilidade de que o ponto de inflexio real da curva estcja nesse

intervalo. \o'os cxperimentos sio necessdrios para urna arariaglo mais detarhada

desta caracteristica.

A16m da maior 
'ariahiiidade obser'ada nos rarores de razio obtidos para os

cDNAs que apresentara, valores de intensidade de sinal muito baixos. tamb6m foi

obse.i'ada a exist6ncia de uma certa dependencia entre os 
'alores 

dc intensidade dc
sinal dos spols c os 

'alores 
do razao calculacros, como 6 mostrado nas Fig,ras 20 e

21, onde obser'a-se que a nedida quc os 
'alores 

de intensitlade caem os valores de
razeo iamb6nl caem. Essc faio pode ser erplicado pela maior variabilidade dos ralores
de intcnsidadc clos pirels que constitucm os spars de baixa intensidade. Al6m disso,
nota-se q,e as metodologias quc n6o selecionam todos os pirers da regiio de sinar c do
background, aprcsenta,, uma depend€ncia maior que as metodologias quc selecionam
todos os pire-ls qua constituem as regi6es citadas.

com relagio i exatidio das metodologias estudadas, foi obser'atlo que a^s meto-
dologias que computam todos os pirels da regiiio de sinal para a extraqdo do valor rle
intensidade dos spots e todos os pirers da regiio de backgrountr parao c6rculo dos i.alo-
res de intensidade dessa regido ofereccm datlos mais correr.os que as outras metodolo-
gias, especialmente para os fragmentos quc apresentaram 

'alores 
dr. intensidarie de

sinal muito baixos. ver Tabelas 13. 14, 15 e 16 e Figuras 25 (B) e 26. Not,a_se quc
as metodologias circfir50-i0. r:ircfir-100_20. circfir_ll_ 10. segment-50_50 e segment_
100-20 apresentam resurtados inferiores aos observados para as duas meiodorogias
cit'adas Entretanto. os artefatos que apareceln na regiS.o de bachground int erferenr so-
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brenraneira no c6lculo das raz6es para as metodologias czrcfr e segment- 100- 100 como

foi observado. principalmente. nos dados referentes ao experimento exp3/1. como pode

ser visto na Tabela 12 e na Figura 25 (A). A melhor fo,na de se er.itar esse tipo de

problenra seria a dctecqeo exata destes artefatos, separando backqround dc :rrtefato.

o que 6 relati'amente diffcil jii q,e eres nio apresentam uma forr.a hom6genea. En-

tretanto. d possirrl calcular o backqrountr serecionando-se uma proporgio grande dos

pirels rla regiio do backgrou,nd, e'itando-se a sercgdo daqueles quc estejam nos per-

centis superiores da distribuigSo (selecionar os pirels compreendidos entre os percentis

1 e 90. por eremplo). Isso pode ser feito atrar.6s do soJtuare desenvolvido pelo gmpo
do Bioinfo-LlSP. que permite a selegio de qualquer percentil de ptrels tanto para a

medida do Joregrou,nd como do background,. Esses dados mostram a necessidade de
filtrar os pfrels pertencentes as regides de artefatos encontrados no backqround,. fato
que jii foi mencionado enl outros trabalhos [4, 45, 52].

.{l6m disso. a metodologia baseada em .rariagio de intensidade constitui urn
processo totalnlente automatizado, er.itando a necessidade tle intensa manipulaqdo de
sr?ors por parte do usu6rio. o que e'ita a introdugio de erros humanos durante esse

processor al6m de cconomizar um bom tempo que seria dispendido com a correcdo de
spols mal localizados.

E i-po.tarto lembrar que seria ideal filtrar o verdadeiro ruido das imagens
decorrentes de experimentos de cD\-{ mi,croarray, que sdo as regi6es do interior dos
spols que nao contribuem nos 

'alores 
de intensidadc de sinar. Entretanto a correraqio

entre os ralores de intensidade dos pirers que constituem a drea de uni spor pode ser
muito ftil para filtrar esse ruido. Nenhum soJtware utilizado na atualidade utiliza unr
procedimento semelhante a esser entretanto a implementagdo de um algoritmo capaz
de filtrar os pixels quc ndo estejam dentro de uma boa correlagdo linear n6o 6 uma
tarefa muito complicada e provavelmente faria com que a etapa de quantificaqio dos
ralores de intensidade do background se.ja irrelevante.

82



co-\crt'soEs

7 CONCLUSOES

Uma conclusio importante que pode ser extraida do presente trabalho estd na

utilidade da estrat6gia experimental desenr.ol'ida aqui. Nota-se que essa nova es-

trat6gia apresenta um importante impacto para a araliagAo e validagio dc diferentes

procedimentos de an6lise de imagens de microarray. sendo que ela oferece o pontencial

de se avaliar os erros cometidos. al6ni da tariabilidade dos dados.

Os dados obtidos aqui tamb6m su€{erem que cuidados especiais derem ser toma_

dos no momento da selegio dos clones para fixag6o nas riminas. uma'ez que os ralores

de intensidade medidos seo diretamente proporcionais ao tamanho do fragmento fi-

xado, dado que.iii har.ia sido obser'ado anteriormente i,l2]. Esse fato ainda pode ser

reforgado pela depcndencia observada entre os ralores de intensidade e os valores de

razdo calculados, onde sTtots que que aprosentam \alores de intensidade muito baixos

tendem a apresentar erros maiores que os spots que apresentam sinais de intensidade

maiores.

Esses erros podem scr minimizados atrav6s da utilizagio d.e softwares <ie anrilise

de imagens baseados em segmentagio por 
'ariagio de intensida<le e que selecionam

todos os p'irels da regiio de sinal e o maior nrimero possivel dos pirels pertencentes

i regiio de backsround. evitando a selegio daqueles que estejam contaminados por

artefatos, uma vez que tais procedimentos resultam em dados mais robustos e precisos

para os ,alores de razio obtidos. Isso 6 especialmente notado nos spors que apresentam

ralores de intensidade de sinal muito baixos.

outra contribuiqeo importante do presente trabarho estri na varidagdo dos ex-
perimentos de mdcroarray. sendo que os experimentos realizados neste trabalho mos-

traram que, os dados decorrentes de tais experimentos s6,o confidveis. reprodutiveis
e apresentam erros aceitdYeis, como mostra a figura 22. Entretanto, um ponto im-
portante del,e ser destacado, que d a perda de precisao obser.r,ada para fragmentos de

cDNA que apresentatam valores de intensidade de sinal muito baixos.
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8 PERSPECTIVAS

){este trabalho foi desenvolvida uma nora estrat6gia experimental. onde as raz6es

esperadas entre alguns fragmentos dc cDNA sio conhecidas. Embora, existam evi-

dOncias bioquimicas, que assegurem a scmelhanga entre esse tipo de experimento e os

experimentos "rcais" de microarray. seria ideal uma validagao estatistica (por teste

de hip6tesc) para garantir a similaridade das distribuig6es dos pirels de um spal nas

imagens construidas a partir de r:nRNA sint6tico e real.

Os dados obsenados neste trabalho mostram a exist6ncia de uma dependencia

entre os valores de intensidade dos spols e os 
'alores 

de raz6o calculados, al6nr de

indicar que a presenqa de artefatos na regiao do backqround tem o potencial de influ-

cnciar os valorcs de razio observados. Assim. nota-sc a necessidade de se desenr.oh,er

um m6todo para a detecg5o automdtica de qualidadc dos spols com base no padrdo de

distribuigio dos valores de intensidade de sinal e do background. Uma outra possibi-

Iidadc d a determinaqd,o de alguns limites inferiores para os valores de intensidade de

sinal corrigidos pelo hackground. uma vez que foi mostrado aqui que os dados decor-

rentes de spols com sinal de intensidade muito baixos aprcsentam maior imprecisio

nos resultados obtidos. A16m disso. seria interessante a utilizagdo de algumas mcdidas

de incerteza. tais corno intor'alo de confianga, relacionando os valores de intensidades

e razdes calculadas.

Essa no'a estrat6gia experimental, dcseni,olvida neste trabalho. tamb6m pode

ser empregada para vdrios outros procedimentos de ani isc de imagens d,e mi,croarray,

sendo uma ferramenta de 
'alidagdo 

dos softwares utilizados para o processamento de

imagens.

Tambdm scria muito interessantc desenvolver uma estrat6gia de votaEeo hie_

rdrquica que atribuiria un1 voto para o merhor procedimento para cada um dos seis

cDNAs utilizados em todos os experimentos. A soma desses \.otos ajudard na escorha

do melhor procedimento de ani ise de imagens. Entretanto. o crit6rio para atribuiqdo
desses votos dcte Icvar cm conta tanto o erro quanto o desvio padrio comctidos.
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A S O F T WA.R.ES UTILIZADOS

Uma das principais etapas no desenvolvimento de experimentos de cDN-{ mi-

croarray 6 a andlise das imagens geradas. Nessa etapa destaca-se principalmente a

localizagio dos spols e a extraqao das intensidades obtidas nos dois canais como j6 foi

citado no decorrer do texto. ),leste ap6ndice vamos citar a-s principais caracteristicas

d,os soJtutares utilizados neste trabalho.

A.1 SCANALYZE

O ScanAlyze foi desenvolvido por Nlichael B. Eisen na Universidade de Stan-

ford. Ele opera em imagens provenientes de hibridizag6es obtidas de um ou dois

fluorocromos e tem o objetivo final de fornecer uma tabela nurn6rica para an6lises

posteriores. Esle soJtware se baseia totalmente em computaqeo gri{fica c oferece um

ambiente muito iteratiyo, exigindo intensa interferencia do usudrio. O procedimento

completo de aniilise de um experiment,o de microarray 6 descrito a seguir:

o Carregar as imagens,

o Ajustar o ganho para que a maioria dos spols fique visivel,

o Criar todos os grdds necess6rios (ou utilizar grids previamente criados).

Ajustar a localizagio dos qrids at6 que todos os blocos estejam corretamente

Iocalizados.

o Fazer o refinamcnto da localizagSo,

o Corrigir spois eventualmente mal localizados.

o N{arcar spois problemdticos (/og).

o Salvar os grids.

r Exportar a tabela de dados.

A Figura 1 mostra uma imagem sendo analisada com o softuare ScanAlyze.

dando uma'isdo geral do seu funcionamento, As imagens sdo carregadas atrar,6s dos

botdes loari. Atualmente o scanAlyze pode trabalhar com dois tipos de arqui'os de



imagem: com extensd.o .scn utilizado na Universidade de Stanford e arquivos TIFF

de 8 e 16 bits. A composigSo das duas imagens 6 pseudocolorida e mostrada na tela

atrav6 do botda redraw- Tamb6m 6 interessante notar a existGncia de v6rios outros

campos que controlam o brilho (gain) e a normalizagSo entre as duas imagens (norn)-

Todos esses bot5es e campos citadm aqui, podem ser visualizados na Figura 1 (A).
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A etapa seguinte, e talvez mais importante, 6 a construgdo da grade que localiza

todos os spots da l5.rnina. Todos os procdimentos referentes a essa fas€ do trabalho

s5o controlados atraves da janela Grid Contml Fonn (ver FiSura I (C)). Sempre que

uma lemina de um novo lote de experimentos 6 analisada pela primeira vez um novo

grid deve ser criado. Isso 6 feito clicandose no bot6o neu grid e pr'eenchendo-se um

formul6rio como indicado pela Figura 2. A descriqeo de cada parArnetro necessdrio

nessa etapa se encontra na Tabela 1.

Os campos encontrados em Fi,rst Grid Position ( Left e Top) definem o centro

do spol que esti localizado no canto superior esquerdo do primeiro bloco da imagem.

ri.lhI- It{
'-a{

i* I*+l

(A) (B)

Figura 1: VisSo geral do ScotAlgze.

Nesta figura temos os tr6s componentes principais da

que s5o: (A) - Imoge mntrol forrn, (B) - Image e (C) '

(c)

interJace do S conAly ze,

Grid mntrol fonn.



Figura 2r A criagSo de novos grids no SconAlgze,

Janela ilustrando a etapa de criagSo de novos Eiils no SconAlyze. Os campos

a serem preenchidos aqui s5.o referentes hs informag6es da geometria da limina,

bem como algumas dicas de espa4amento entre blocos e spors. A descriE6o de

cada item estS na Tabela 1.



Tabela 1: Os parAmetros necessS.rlos

DescrigAo dos par:imetros necessd"rios para

com a Figura 2.

para a crragao

a criaqdo de um

de um novo grid.

ru:vo grid. de acordo

Columns

linhas de spols em cada bloco

Como nem sempre 6 possivel determinar corretamente o valor de todos esses

pardmetros. o usudrio dcr.e corrigir manualmente posig5es que estir.ercm crradamente

localizadas. A localizagdo e inclinaqio entre outros problemas podem ser ajustados

para todos os grfds diretamente via mouse ov atav6s das sctas dirccionais que se en-

contram na janela Grtd Control Form bastando deixar o campo Select Bg sclecionado

na posiqio grfd, essas corrcg6es tamb6m podem ser feitas para todos os grzds de uma

s6 r'ez selecionanrio a posigS,o all. Uma vcz que todos os blocos cstojam pr6ximos da

sua posigio ideal o usu6rio pode (e deve) utilizar o botdo refi,ne, quc se encontra logo

abaixo das setas direcionais. para otimizar os par6metros automaticamente.

Entretanto. muitos spols ainda podem ficar fora da posigAo inferida pelo grid, o

que pode scr corrigido sclecionando-se o boteo spo, no campo Select By e ajustando

a sua posigi,o com o auxilio do mouse ou das sctas direcionais. Tamb6nr d possivel

a.just,ar o tamanho dos spols atrar'6s do carnpo Resize Spots c marcar spors que este-jam

dentro de dreas problemiiticas do array no campo Flag Spots, onde qualquer valor

diferente de zcro nio dove scr considerado em an5lises posteriores. O ScanAlyze

tamb6m oferece a opqeo de marcagS,o autom6tica de spots com qualidade ruim. O

Grids to add, \rimero de blocos

colunas de ,spol.s en cada bloco

cspaqancnto hor. entre spots (pm)

espaqamento rert. entre spot,s atm)

tanranho hor. de rada pirl (ltm)

tamanho r.ert. de cada pirel (pm)

espaqamento entrc blocos (7rm)

tarranho hor, do sytot (pirels)

tanranho vert . do spoL (pirels)



principal problema aqui 6 que essas correq6es devem ser feitas manualmente. spo, por

spor, o que torna esse procedimento extremamente trabalhoso c cansatilo

Uma vez que todos os sltols foran corretamcnte localizados. um clique no boteo

Saue Datafaz com o ScanAlyze faga uma s6rie dc ciilculos intcrnos e grave unr arquivo

texto delimitado por tabulaq6es com os dados obtidos.

Primeiramente o softuto,re separa a imagem em pire-ls q.ue estio dentro de alguma

regiio identificada como spol dos que nio forani indentificados. .{ Figura 3 ilustra

essa di\.isAo dc pzrels para um spol ent particular. Qualquer pirel q.ue esteja dcntro

ou sobre o circulo que definc o .spof 6 contado collo pertencente i 6rca or:upada por

sinal (tanrb6m conhecida r:ono foreground) e qualquer outro que nao esteja dentro

deste circulo lnas qu.e esteia dentro de um quadrado centrado no spo, com lado igual

a 2 vezes o raio do backgrountl (um parAmetro. en pirels, definido pclo usudrio cujo

d,eJautt ( 20) 6 definido con'ro pirel <1o backgrourul. 6 importante notar quc se as

medidas desse quadrado ultrapa.ssarem os limites dos spols vizinhos ao que estd sendo

analisado, os Ttirels pertencentes a tais spols nio serao computados.

A Tabcla 2 nostra os valores dados pelo ScanAlyze na tabela cxportada, r'6rios

desses dados sio riteis para avaliar a qualidade dos spots.

A.2 QUANTARRAY

O softrLtare QuantArray. d,a Pachard, Bi,oScience, oferece uma s6rie de vantagens

em rclagdo ao ScanAlyze., o que o torna mais robusto e estdvel do que este fltimo. EIe

pode ser utilizado em dois niveis. como um programa stand-alone operado manual-

mente ou de maneira semi automatizada usando um protocolo previamente criado ou

em conjunto com o Sistema ScanArray de anrilise d.e m'icroarray. A Figura '1 mostra

uma r.isAo geral desse software.

Basicamente, o QuantArray guia o usuiirio por uma s6rie de passos at6 a quan-

tificaqi,o da intensidade de fluoresc6ncia nos vdrios .spols existentes na lamina. Os

parimetros importantes desses passos. tais como a geometria da lAmina. sio descritos

por um protocolo que tamb6m inclui prefer6ncias do usu6rio para r,6rios parimetros de

quantificaqeo. Cabe salientar que existe um a"ssistente de criagio para esse proiocolo

c que ele 6 necess{rio antes do inicio da aniilise de algum experimento.

Uma vez criado o protocolo que serd usado (tamb6m 6 possivol utilizar protocolos
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Figura 3: A segmentagSo empregada pelo SconAlgze.

SelegSo de pitets q.ue constituem a :irea do spot e do bockgir-ountl empregado pelo

ScanAlyze.



Tabela 2: Os nalores exportados pelo ScanAlyze.

Um cliqrre no botio Saue Data, fard com qte o ScanAlyze faga uma s6rie de

cdlculos internos. para a construqio do arquivo de dados num6ricos. Esta tabela

descreve quais sio os valores exportados neste arquivo pelct soJtutare.

Valor exportado Descriqio

CHlI e CHZI Intcnsidade m6dia dos pixels do sytot (canais 1 e 2)

SPIX n[mero de pirels no spol

CH|B a CH2B mediana dos pi:tels <1o backQrourLd local (canais 1 e 2)

CItlBA o CH2BA mddia dos pirels do background

BGPIX nfmcro de pixeLs d.o bar:korounrl

MRAT razdo pixel a pixel calculada entre os dois canais

REGN inclinaQio da regressSo lincar sirnples entre os dois canais

LFRAT inclinaqa.o da regress6o de minimos quatlra<los

CORR correlaqeo entre os pioels dos dois carais

CHLGTBl e CHZGTBl fraE6o de pirels maiores que o backgrounrl to spot

CHlGTB2 e CH?GTB2 fragSo de 2i:rels maiores que 1.5 vezes o backgrounrl

CHt KSD a CH2KSD Teste estatistico e\te foreground e background

CHlKSP e CHZKSP a-s prohabilidades d,r teste anterior

CHlEDGEA e CH2EDGEA magniturle m6dia dos vetores Sobel de cada spot

SPOT indexador fnico para cada rpol da limina

GRID, ROW, COL gid onde o spo/ esrd localizado e a posigao dontrn do grrd

jd criados por outros usu6rios) todo o processo de andlise de imagens com o Quant

Array 6 realizado cnl v6rias elapas independentes entre si (campo AnaLysi,s Steyt na

Figura l). quo scrdo dcscritus a seguir.

Register lrnages Para a correta quantificaqeo dos dados de um experimento dc

microarray. as duas imagens estudadas (cy? e cy|) devem ser sobrepostas, isso

garante que os spots quc tenham hidridizado somcntc enl um o11 outro canal

sejam localizados. Com esta opqeo selecionada 6 possi'r'el moycr uma irnagem

sobre a outra atra\'6s das setas dirccionais do teclado ou clicando-se nas setas

situadas Iogo abaixo do campo Analysis,Step. Figura 4. com o objet,ir-o dc ajustar

a sobreposiqeo das imagcns.

Speci,lu Location Uma rez que a"s inagens esteiam a.iustadas. 6 necessdrio selecionar
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!'igura 4: VisSo geral do QuontArrtg.

Esta figura mostra a interface gr6fi ca do QuantArrag, onde vemos a imagem com-

posta do experimento que estd sendo analisado juntarnente com outros campos

de controle do programa.

esta opg6o para indicar a localizaEso do spof superior esquerdo da lAmina. Isto

pode ser feito clica.ndo com o botSo esquerdo do motne diretamente na regrS'o

desejada ou arrastandese o quadrinho que aparece na tela at6 tal posiESo'

Edit Pottert Quando este item 6 selecionad o, tm grid 6 colocado sobre a imagem,

o qual espera-se que cubra corretamente a maioria dos spots, a Figura 5 ilustra

esta etapa da anrilise. Como isto nem sempre acontece, 6 po.ssivel mover linhas,

colunas ou todo um bloco de spots (campo Selection 73pe na Figura 5), o campo

rotote cotige eventuais erros de inclinaqio. O grid fillizadlo aqui 6 construido

com base nas inlorma46es sobre a geometria da lamina encontradas no protocolo

citado no inicio desta seg5o.

Locote spotc A etapa seguinte 6 a localizagSo dos pontos ocupados por sinal. No

QuantAnzg isso signifca determinar o centro de cada spof juntamente com

uma 5rea subjacente, que geralmente 6 retangular. Il dentro desta 6rea que o



soJtu)are ir6 determinar os pirels que ir6o constituir o foreground e o backgrou"nd.

ver Figura 6. Uma rez selecionado o carnpo Loca,te Spots basta clicar en Start

Locate. Evenll,almcnte alguns spots podem ficar mal localizados e devctr ser

corrigidos corn o mouse.

Vieu Reports Quando a etapa de localizagio dos spols estS completa 6 possivel

visualizar. individualmente, a morfologia dos diversos spols eristentes na lemina,

ver Figura 7. Isso pode aiudar a verificar se os pari,metros de definiqao do

forel1round, e background estSo corretos. Tambim 6 possir-el visualizar os dados

em r.drios ontros tipos de gri{ficos, que tambdm sio teis para a criaqio dc filtros

de qualidade para os spois da li.mina analisada. entretanto esses itcns nio slo

muito reler,antes para o prcscnte trabalho.

Erport Data Finalmente podemos exportar a tabela de dados para posterior an6lise.

Isso 6 feito selecionando-se o ilem Etport Dafrzno campo Sclection Typee ettdo

clicando-se no botlo Erport. Uma caixa de diiilogo serri aberta para que seja es-

pecificado um nome de arquir,o que ser6 salvo como um arquivo texto delimitado

por tabulag5es.

O arquivo criado pelo QuantArray pode ser dividido em tr6s partcs. A primeira

descreve diversos parAmetros do protocolo. imagens e fluorocromos utilizados entre

outra^s coisas. a segunda parte descrei,e filtros utilizados ou nd,o e finalmente a terceira

parte fornece os valores de intensidade de sinal e background para cada .spor: este

programa tamb6m fornece valorcs de desvio-padrio, diimetro. 6rea. circularidade.

etc. referentes tanto aos valores de intensidade como os de background para todos os

pontos da lAmina.

Uma das principais caracteristicas do QuantArray sio os tr6s m6todos distintos

de quantificagdo que ele oferece. si,o eles: o mdtodo do histograma. circulo fixo e

adaptatiro. Cada um desses mdtodos tem suas caracteristicas peculiares que ser5o

descritas a seguir.

O primeiro m6todo, como o pr6prio nome diz. calcula um histograma para to-

dos os pirels que se encontram dentro do retAngulo definido na etapa de localizagdo

dos spols. enfatizamos que aqui nio 6 feita nenhuma restriqdo quanto d md,scara do

spot. Uma vez que este histograma foi calculado, quatro parametros sdo usados para

quantificar os valorcs de intensidade e backqround,. Estes parametros est5,o listados na



Figura 5r A corregSo do grid original to QtontArtwg-

Etapa de corregio do grid original (Eilit Pattern), onde a m6scara dos spofs deve

ficar o mais pr6ximo possivel do ideal.
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Figura 6: A localizagSo de spok no QtontAr-rog,

Uma vez que a mdscara inicial foi corretamente ajustada vem a etapa de locali-

zaqSo de spofu, o que 6 feito com um clique no bot6.o Start locate.
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Figura 7: VisualizagSo da morfologia de um spot

Depois que os spofs foram localizados, 6 possivel avalia"r a morfologia dos mesmos.

Esta figura ilustra este procedimento, onde 6 possfvel ver a mSscara do spot,

algrrns dados estatisticos junto com um histograma da distribuiqSo dos pi,rek

nos dois canais.



Tabela 3. onde os valores padrSo estAo listados na ltima coluna. O m6todo do circulo

fixo 6 semelhante ao utilizado pelo softuiare ScanAlyze, cntretanto ele tem uma ligeira

modificagAo na seleqao de pi,rels que 6 indicada na Figura 8. Diferente do ScanAlyze-.

na metodologia emprcgada pelo QuantArray se calcula um histograma para os pizels

<1o sinal e outro histograma para os dc; background. -\ partir dos histogramas podemos

selecionar difercntes percentis para a quantificagio dos valores de sirral e background.

Assim. o m6todo do circulo fixo utiliza quatro paremetros id6nticos aos utilizados

pelo histograma al6m dc outros tr6s quc cst,e.o listados na Tabela'1. r'alores padrio se

encontran) na riltima coluna.

Tabela 3: Par5.metros utilizados pelo m6todo do histograma.

Esta tabela descrere os paramctros necess6rios para o m6todo do histograma

cmpregado pelo QuantArray.

Pardrnetro DescrigSo Padrio

Sigrr.al Lou Pcrc. min. para crilculo da intensidade do foregrou,nd, 80

Signat High Perc. m6x. para cdlculo da intensidade do loreground 95

Bachgrotnd, Lout Perc. min. para c6lculo da intensidade do bachground 5

B aclegrotnd. High Perc. m{x. para cilculo da intensidade do bockground 20

Tabela 4: ParAmetros utilizados

Esta tabela descreve os parametros

empregado pelo QuantAray.

pelo m6todo do

necessirios para o

circulo fixo.

mdtodo do circulo fixo

Paremetro f)escriqio Padrio

Signal Low Perc. nrin. para c6lculo da intensidade <lc' foruground 45

Signal High Perc. m6-r. para cd"lculo da intensidarle clo foreground 95

Background Lou Pprc. min. para cilculo da inrnnsidadc <1o borkgrotnd. 5

Backgmund Hiqh Perc. nr{t. para ciiJculo da intensidade <lo background, 20

Spot Diameter Diametro do ,rpot !l

Bach. Inner Diameter Didm. da circ. interior que define o backgrou,nd a1

Back. Onter Diam.eter DiAm. da circ. cxtcrior que define o background z1

l Par6,met,ros dados em mianns (pm) que dependem das caracteristica^s das imagens analisadas.

Esses paxa[retros sdo difercntes entre si e podern variar de experime[to para erperimcnto.



Foreground pixels

Figura 8: A segmentagio empregada pelo QtontAttg'
Esta figura ilustra o esquema de segmentagSo empregado pelo QuantAnoy' Essr-

tipo de selegSo de pitels 6 empregado pelo m6todo do circulo fixo e adaptativo'

No m6todo adaptativo, as mSscaras iniciais dos spots e backgtound s5o construi-

das da mesma maueira que o m6todo do circulo fixo. A diferenga 6 que este m6todo 6

refinado por um teste estatistico (teste de Mann Whitneg)' Este teste compara uma

amostra de oito pirels que estSo na regiSo do spot com outros oito que estSo na regiSo

do background, sendo o processo repetido at6 que o QuantArrag encontre diferenga

estatisticamente sipificati entre os pireh do ryote do backgmand. Esse m6todo usa

tres parametros de dii.metro que definem as iireas do sinal e bac*grotnd xmelhantes

ao do metodo do circulo fxo acrescido de um quarto paremetrc qtse'6 o p-Valte -
ralor que controla a confialga estatistica do teste realizado. o QuantAnag fiiliza

como padr6o p - Yalte < 0,0fi)1.

AI6m da.s tr6s diferentes metodologias de quantificagSo de sinal utilizada pelo

QtantArmg, ainda podemos seleciouar o tipo de medida que pode ser usada para

quantifcar o lalor de intensidade dx pirels selecionados:

Totat Iatensities Soma das intensidade de todm m picels do spot e backgowd

Man lla;terru,ity Intensidade m6dia dos pizels.

Mode Int{,rf,fu Lntensidade mais freqffente entre todos os pizels, ou seja, a moda,

Medion Inte*sitg Intensidade mediana dos pirels.

. -,/r.t}!1'.' t
, r.',i i,li.}

i

,.i



A.3 SPOT

O software,Spol foi desenvoh'ido na Universidade da Calif6rnia e est6 disponivel

apenas para uso acad6mico. consulie l19l para maiores detalhes. A Figura 9 mostra a

'tnterface gri{fica do ,Spot. O seu algoritmo 6 ba,seado em cinco passos principais. que

sio eles:

o Ciilculo dos espagamentos entrc .spor.s e. subarrays.

o Localizagio e cdlculo da posigdo dos su,barrays.

o LocalizagSo e cdlculo da posigS,o de spols indir,iduais.

o Identificagdo de pirels do foregrourul e background para cada spot.

o Cdlculo dos dados e criagio do arquil'o texto.

Basicamente 6 necess6rio informar apenas as imagens do experimento (em for-

mato TIFF) no campo De Nouo + Hint parameters and opti,ons, aqui tamb6m 6

possivel utilizar uma outra imagem que tenha sido corada com algum marcador dc

DNA (DAPI. por exemplo) apenas para a construqeo cJos grids. Cabe ressaltar que

quando n6o se utiliza esta terceira imagem, deve-se deixar esse campo preenchido com

a palavra blank. v-eja Figura 9. Tamb6m 6 necessdrio especificar um nome de arquivo

no campo Output fi,le prefir para a saida do sofiware e a geometria da l5.mina utilizada

no campo De- Nouo pz,rameters and options. essa geomctria 6 definida pelo nrimero de

blocos (linhas X colunas) e o ndmero de spols dentro de cada bloco (linhas X colunas).

Ainda existem outros parAmetros que sAo opcionais. tais como dicas de espaqamento

ou tamanho do didmetro dos spots. Para o processamento das imagens basta clicar

no botio Bzn no canto superior direito da janela.

O cdlculo dos espagamentos 6 feito atrav6s do somat6rio das intensidades de

sinal nas direq5es z e y das imagens, onde o padrio dos picos 6 usado para determinar

tanto os espaqamentos entre spors como entre blocos. a Figura 10 ilustra esse padrio

de picos em ambas as direg6es. A seguir 6 aplicada uma fungSo de custo que calcula

as diferengas entre as regi6es do centro dos spots c regi6es entre eles. Um refinamento

final 6 feito mudando os posicionamentos dos grids dos blocos a fim de se maximizar

o valor dessa funqio de custo. Os posicionamentos dos spols tamb6m seo ajustados

individualmente de maneira semelhante.
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Figura 9: Interfoce grrffica do toltltto'z Spot'

Esta figura ilustra a imagem principal do sofiware Spot' Cabe salientar que este

programa n5o mostra a imagem que est6 sendo analisada'

ospixelsaseremutilizadoscomoJoregroundolbackgrounilsSodefinidoscom

base no oilculo do histograma local da distribuigSo dos sinais de intensidade- Esse

histograma 6 computado sobre uma :{.rea reta'ngular com centro no spot com lado

igual ao espagamento entre spols. Os pitels do foregrourul sio definidos como sendo

um certo percentil com sinal mais intetrso (30% 6 o padri'o) e que esteia dentro de

um certo raio a partir do centro do spot (raio padreo: metade da medida lateral do

retAngnlo menos um phel) ' lJm outro percentil de pitels com intensidade mais baixa

6 definido para a quantificaqio do backgrotnil (padr6o: 10%) e que esteja fora de

um outro raio, cujo padrio 6 a metade da medida do retdngulo mais um picel' Os

valores de intensidade dos pi.rels do background sao p6s processados, onde os valores

extremos (outliers) s5.o substituidos pela mediana, o que evita a quantificagdo de

alguns sinais espriLrios. Pelo visto aqui, a selegSo de piteb feita pelo 'Spot 6 bastante



Figura 10: A segmentagio empregada pelo ,9pot.

Este programa calcula a soma de intensidades nos eixos fi e a com o objetivo de

localizar os blocos e .spofs com base nos picos de intensidade obserlados' Aqui

vemos um exemplo do padrio de picos obtidos ap6s o somat6rio dos sinais de

intensidade nas direg6es o e g. Em destaque temos o exemplo de segmentagSo

de um dos blocos da imagem.

similar i metodologia do circulo fixo empregada no QuantAnay, com a diferenga de

calcular apeni$ um histograma para a regiao delimitada pelo retingulo ao redor do

qpoi. A imagem ernpliada na Figura 10 ilustra este esquema de seg-e163956, o"6'

as regi6es avermelhadas representam os spots correta.mente identificados. o software

produz uma imagem em formato TIFF semelhante a essa onde 6 possivel alaliar a

qualidade da segmenta4So obtida, a Figura 11 tem um exemplo dessa imagem' Todm

esses par&netros podem ser ajustados pelo uzuririo Dos campos Fote Pct, Back Pct'

Spot Scale e Enh. Rndi.trs.



Figura 11: Exemplo de segmentaqSo do Spot'

Figura da segmenta4do de um experime rrt'o de microantty atraves do software

Spot.

Um problema muito freqiiente na metodologia empregada pelo sofiware Spot

acontece na segmentaqdo dos blocos, onde muitas vezes os blocos da imagem n6o sio

corretamerte localizados. Um exemplo do tipo de erro cometido est6 indicado pelas

setas brancas na Figura 12.

Depoisdedeterminadosospicelsqueser6outilizadoscomoJoregroundebock.

ground, a etapa final 6 o cdlculo dos valores de intensidade nos dois canais diferentes

juntamente com outros lalores de qualidade e raz6o entre eles' A Tabela 5 descreve

os principais campos exportados pelo .9pol em um arquivo texto'

L.4 BIOINFO-USP

Este6umnovosofiwareqtleest6sendodesenvolvidopeloLaboratdriodeBioin-

form6tica do IMDUSP (Bioinfo), cuja principal caracteristica 6 a segmentagdo por

varia.qi.o de intensidade baseada em Morfologia Matem6tica, que torna a anrilise das

imagens mais confi6vel e totalmente automatizada. cabe salientar que ele ainda estri

em fase de aprimora,rnento, embora j6 exista uma verseo bastalte robusta definida.



Tabela 5: A tabela de dados gerada pelo Spot.

\ralores exportados pelo SpoI na tabela de dados. E possivel \.er que este sor?rore

tamb6m fornece vd.rios dados estatisticos quc podem ser usados para controle de

qualidade dos .spofs da limina.

Valor exportado DescriEio

SpotNum Indexador (nico para cada spot

Indicador de qualidade: 0 se o spol 6 bonr

nfore )ifmero de pirels do foreoround

nback \fmero dc pirels do background

TestFore \l6.dia do Jnreground do canal 1

TestForeSD Dcsvio padrS.o <lo Joreground do canal I
TestBack \{6dia do bachqround ao canal I

TestBackSD Desvio padrSo do background do canal 7

RefFore \16dia do foreground do canal2

RefFore.S D Desvio padra.o do loreground do canal 2

RefBach \{6dia do background, do catal2
EefBackSD Desr io parlrao do bockqronnLl do canal 2

RautR.at R^aza. entre canal 1 e canal 2 corrigidos pelo backgrountl

SpotCor Correlaqao entre os proels dos canais 1 e 2

TestZstat Teste estatfstico entre sinal e Docfr. do canal 1

RefZstat Teste estatfstico e[tre sinal e DocA. do canal 2

Slope RegressSo linear entrc os canais 1 e 2 Qtirels)
MeanRat Razao m6dia entre os canais 1 e 2 (pixel a pixef

Me.dianRat Razio mediana entrc os canais 1 e 2 (piret a pixel)

Flag



Figura 12: Erro de segmentagSo do sofiwot Spot.

Figura da segmentaqSo de um experimento de microanay atrav6s do softwore

,9pot. Esse 6 um exemplo de segrnentaEd,o defeituosa, como pode ser observado

pelas setas brancas.

Tamb6m enfatizamos que este prograrna ainda nio tem um nome comercial definido,

o que nos motivou a charn6lo de Bioinfo no presente trabalho. A Figura 13 mostra a

interface grdfica principal dxte software.

O procedimento br{sico de segmenta4do de imagens de microaray 6 descrito pela

Figura 14. Nesta figura notamos que primeiro ocorre um gradeamento dos diferentes

blocos que comp6em a limina, a seguir para cada um desses blocos 6 feito um gradea-

mento semelhante para a localiza46o dos spots, que sdo posteriormente segmentados

por operadores morfol6gicos.

O gradeamento dos blocos feito pelo Bioinfo utiliza a projegio dos perfis ver-

ticais e horizontais dos sinais de intensidade da imagem. Esses perfis nada mais s6o

do que o somat6rio das intensidades nas direg6es , e y, como no Spot, com a van-

tagem de que aqui sdo aplicados tr6s filtros (fechamento morfol6gico, operador 6asin

e abertura morfol6gica) pa.ra filtra,r artefatos da imagem. Para o gradeamento dos

spots 6 ttlllizada uma id6ia semelhante, empregando filtros mais simples. Uma funqflo

de custo 6 aplicada com o objetivo de corrigir eventuais discrepS,ncias entre as linhas

obtidas e as caracteristicas da imagem analisada em ambos gradeamentos. As Figu-



Fignra 13: Intertoce principal do sothtatz Bioinfo.

Esta figura mostra a tela principal do Bioinfo. Aqui vemos que 6 possivel sal-

var um experimento que estd sendo conduzido e continuar um experimento j6

comegado.

ras 15 e 16 mostram exemplos do processo de segmentagd.o para os blocos e spofs,

respectil'a,mente.

O rlltimo passo de processamento das imagens 6 a detecgdo dos spots. Esse 6

o ponto forte desse softuarc, uma vez que cada spot tamb6m 6 segmentado por um

operador morfol6gico, o operador top-hat. A Figura 16 tamtr6m mostra um exemplo

de um bloco cujos spots foram corretamente localizados. Essa metodologia evita a



Figura 14: O processo de segmentagSo de imageus de microorttg pot

morfologia matemiitica.

O processo todo 6 dividido basicamente em tr6s etapas. Primeiramente 6 feito

o gradeamento dos blocos da lA,rnina seguido do gradeamento dos spols em cada

um dos blocos, por fim se d6 a localiza46o de cada spot atraves de ferrarnentas

de morfologia matemdtica.

necessidade de intensa manipulaqi,o das miiscaras dos spofs por paxte do usuiirio.

Maiores detalhes de todo o procedimento de segrnentaEdo de imagens de microan'ay

podem ser vistos em [15].

Pa.ra verificar a segmentaqio de spots dentro de cada bloco basta clicar com o

botio direito do rnouse e depois em process block. Ainda, na novajanela com a imagem

individual do bloco tamtr6m 6 possivel analisar cada spot individualmente segr.rindo

um procedimento similar. Um dos pontos interessantes a notar seo os scatter plots

de intensidades dos pfuels de cada spof, onde podemos ter alguma informaqdo sobre

a qualidade dos mesmos. Spots bons (intensidade de sinal homog0nea) apresentam

menor dispersSo dos dados ao passo que os ruins (intensidade de sinal n6,o muito

homog6nea) apresentarn maior dispers5o, ver Figura 17.

Para fazer o gradeamento dos blocos 6 necessririo ajustar os pa,rimetros globais

da imagem (botno GIoDal Pammeters, Figura 13), onde a rinica informa.qio que o

usui{rio deve fornecer 6 o ntmero de blocos (linha x coluna) e o ntmero de spots

dentro de cada bloco (linha x coluna). As distAncias entre blocos e spotu podem ser

ajustas interativamente na imagem. A seguir basta clicar em Start Segmentation pata



Figura 15: 0 gradeamento dos blocos no softuote Bioinfo'

Esta figura exemplifica o processo de gradeamento dos blocos de um experimento

de microarroy feita pelo Bioinfo. Note que todos os blocos seo corretamente

localizados.

a segmentaqdo dos blocos e em spots segmentation para o gradeamento e segmenta4d,o

dos spols. A etapa final 6 a exportagao da tabela de dados, que 6 feita atrav6s do

botSo .gaue expression. O esquema de selegS,o de pitels utilizados para o cdJculo dos

ralores de intensidade 6 bastante similar ao m6todo de circulo fixo do QuantAnay

com a diferenEa de que aqui a dnica restriqao para os pixels do background,c estar

fora da iirea seguimentada para o spor. A tabela de dados contdm os mesmos valores



Figura 16: O gradeamento e segmentaqdo dos spots'

Esta figura exemplifica o gradeamento de um bloco individual e a segmentagio

de spots desse bloco. V6-se que todos os spots s6a conetamente localizados'

dados pelo SconAlYze-
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Figura 17: Sedler p,ob de spots individuais.

Exemplo de scatter plots itd\viduais dado pelo Bioinfo, onde os pontos vermelhos

representam pbels do loreground e os azuis do backgmuniL (A) - 'Spol bom, que

apresenta boa correlagdo entre os dois canais. (B) - Spot ruim, nota-se uma pior

correla46o. Nos detalhes temos as imagens dos spots.

,.


