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RESUMO ix

RESUMO

Esteves GH. Validacao de procedimentos para medida de expressdo génica a partir de
imagens de cDNA Microarray. Sdo Paulo; 2002. [Dissertacdo de Mestrado - Fundagio

Antoénio Prudente]

Introdugao: A tecnologia de cDNA microarray tem sido intensamente utilizada na
busca de diferengas em niveis de expressao génica entre dois estados bioldgicos distin-
tos. Essa metodologia consiste na deposi¢cao de milhares de fragmentos de cDNAs em
laminas de vidro. A area ocupada por cada cDNA é geralmente circular e recebe o
nome de spot. Essas laminas sao hibridizadas com ¢cDNAs marcados com nucleotideos
fluorescentes, e apds excitadas por raio laser, as mesmas sao digitalizadas, produzindo
uma imagem de duas bandas, uma para cada corante. A imagem produzida é analisada
computacionalmente com o objetivo de localizar cada spot da lamina e quantificar os
respectivos valores de intensidade. A comparacao entre as intensidades de sinal em
um dado spot deve refletir as diferencas na abundancia do mRNA correspondente nas
duas amostras estudadas. Material e Métodos: Neste trabalho investigamos a in-
fluéncia de varios parametros que influenciam na qualidade dos dados obtidos. Para
fazer essa avaliagao foram projetados experimentos bem controlados, onde fragmentos
diferentes de cDNA com tamanhos varidveis foram fixados em posicoes especificas das
laminas, que foram hibridizadas com mRNAs sintéticos correspondentes a cada um
desses fragmentos. Apds a hibridizacao, as imagens foram adquiridas por scanner
laser e quantificadas por diferentes metodologias de andlise de imagens. Os valores
de expressao obtidos pelas varias técnicas de localizacao e estimacao de intensidade
dos spots foram comparados com os resultados previstos nos experimentos controla-
dos. Resultados: Foi observado que o tamanho dos fragmentos fixados interferem
nos valores de intensidade observados. Além disso, a metodologia de andlise de ima-
gens baseada em segmentacao por variacao de intensidade se mostrou mais robusta e
confiavel além de ser totalmente automatizada e nao necessitar de correcao de spots
mal localizados. Também foi mostrado a existéncia de uma dependéncia entre os

valores de intensidade de sinal obtidos e os valores de razao esperados.

Descritores: 1. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA. 2. ¢cDNA MICROARRAY /a-

nalise de imagens.



RESUMO X

ABSTRACT

Esteves GH. Validacao de procedimentos para medida de expressdo génica a partir de
imagens de cDNA Microarray [Validation of procedures for measuring gene expression
from images of cDNA Microarray|. Sao Paulo; 2002. [Dissertacdo de mestrado -

Fundagdo Antonio Prudente]

Introduction: The cDNA microarray technology has been intensevely used in the
search of differences in gene expression levels between two distinct biological states.
This technology consists of the deposition of thousands of cDNA fragments in glass
slides. The area where each cDNA is immobilized is generally circular and is called
spot. These slides are hybridized with cDNAs labeled with fluorescent nucleotides,
and after excitation by a laser bean, they are digitalized, producing one image of two
bands, one for each dye. The generated image is computationally analyzed to locate
each spot on the slide and quantify the respective values of intensity. The comparison
between the signal intensities for a given spot should reflect the differences in the
abundance of the correspondent mRNA in the two samples under study. Material
and Methods: In this work, we investigated the influence of various parameters that
may affect the quality of the data obtained. To make this evaluation we projected
well controlled experiments, where different fragments of cDNA with variable sizes
were fixed in specific positions of glass slides, which were hybridized with synthetic
mRNAs corresponding to each one of these fragments. After hybridization, images
were acquired by laser scanner and quantified by different metodologies of image
analysis. The values of expression obtained by the several techniques of localization
and estimation of intensities of the spots were compared with the predicted results in
the controlled experiments. Results: We observed that the lenght of the immobilized
fragments may affect the values of intensities observed. Moreover, the procedure of
image analysis based on segmentation by intensity variation was the most powerfull
and reliable method. Besides, it is totaly automated and doesn’t require the correction
of misidentified spots. Also, it was shown that there is a dependence between the

signal intensities obtained and the expected ratio values.

Descriptors: 1. ANALYSIS OF GENE EXPRESSION. 2. ¢cDNA MICROARRAY /i-

mage analysis.



INTRODUCAO 1

1 INTRODUCAO

Todas as informacoes genéticas de um ser vivo sao guardadas em uma biomolé-
cula conhecida como dcido desoxirribonucléico (DNA) que se encontra no nicleo de
todas as células de organismos eucariotos ou no citoplasma das células de organismos
procariotos. De forma semelhante, o DNA abriga as informacoes necessarias para
a manutencao da vida deste organismo. Esse processo é realizado a nivel molecular
onde pequenas porcoes do DNA, conhecidas como genes, sdo transcritas em moléculas
de 4cido ribonucléico (RNA) que é traduzido em proteinas. Essas moléculas protéicas
promovem a manutencao de um ambiente favoravel a sustentacao da vida da célula
e, consequientemente, de todo o organismo. Além disso, as proteinas também podem
interagir com o DNA regulando a expressao de genes.

Da mesma forma que a expressao de genes encontrados nas moléculas de DNA
é responsavel pela manutencao dos processos vitais do organismo, genes expressos em
momentos indesejados podem levar ao surgimento de diversas patologias. Assim, um
dos principais desafios da Biologia Molecular é tentar entender esses perfis de expressao
génicos com o objetivo de caracterizar melhor o funcionamento do organismo como

um todo.

1.1 OS PROJETOS GENOMA

A descoberta da estrutura do DNA em 1953 [49] abriu possibilidades para se
desvendar o funcionamento dessa biomoélecula, que desempenha papéis importantes
para os processos vitais de todo organismo. Com isso foi possivel entender como a
heranga genética é transmitida de geragdo para geracdo. Uma caracteristica muito
importante dessa molécula é a sua estrutura de dupla fita, que sdo complementares
entre si e ligadas por pontes de hidrogénio. Essas novas informacgoes tornaram possivel
o entendimento da transcricdo do DNA em moléculas de RNA mensageiro (mRNA)
fita simples que é, por sua vez, traduzido em proteinas.

A descoberta de enzimas de restricao juntamente com as enzimas de transcricao
reversa (RT - Reverse Transcriptase) também tiveram grande importancia para a
Biologia Molecular. As enzimas de restricdo sdo capazes de “cortar” a dupla fita de

DNA em lugares especificos, o que possibilitou a clonagem de fragmentos genémicos
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de DNA em bactérias, como a E. Coli. As RTs, sao capazes de copiar uma fita
complementar a partir de um mRNA molde, gerando assim um DNA complementar,
ou cDNA, que também pode ser clonado em bactérias.

Todas essas descobertas levaram a biologia a desenvolver novas técnicas, cada
vez mais avancadas, para manipular seqiiéncias de acidos nucléicos. Uma conseqiiéncia
marcante destes avancos foi a automacao dos métodos de seqiienciamento de DNA
que, juntamente com o advento da bioinformatica, permitiram a geracao de uma
enorme quantidade de informacao e dados, tornando viavel a realizacao dos varios
projetos genoma espalhados por todo o mundo. O principal objetivo desses projetos é
a descoberta do c6digo de toda seqiiéncia de DNA de determinado organismo. Diversas
bactérias e outros organismos ja tiveram seu genoma completamente seqiienciado
como Mycoplasma genitalium, E. coli, S. cerevisiae, C. elegans [11, 35]. As primeiras
discussoes sobre o seqiienciamento completo do genoma humano remonta da década
80, e o primeiro “rascunho” da seqiiéncia de nossas 3x10° bases foi publicado no
inicio do ano de 2001 [43, 47]. Todos esses trabalhos resultam em diversos bancos de
dados disponiveis em varios sites da internet, além de outros contendo ferramentas
para busca de informacoes. A Tabela 1 lista alguns sites contendo os bancos mais
populares e a ferramenta BLAST, muito utilizada para busca de informacgoes em tais

bancos.

Tabela 1: Sites encontrados na internet.
Tabela mostrando alguns sites da internet, onde podem ser encontrados dados

sobre varios organismos, além de ferramentas para busca de informagoes.

Nome Site

Genbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html
SwissProt http://www.expasy.ch/sprot/

Microbial Genomes http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbcomplete. html

Human Genome Project | http://www.sanger.ac.uk/HGP
Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

O Brasil também teve uma importante participacao na busca do conhecimento
da seqiiéncia de DNA do homem com o Projeto Genoma Humano do Cancer, finan-

ciado pela FAPESP juntamente com o Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céncer,
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que identificou mais de um milhao de seqiiéncias expressas em diferentes tumores como
mama, pulmao, estdbmago, cabeca e pescoco, etc., que sao alguns dos tumores que mais
acometem a populagdo brasileira. Estas seqiiéncias, denominadas ORESTES (Open
Reading Frame Ezpressed Sequence Tags) foram geradas utilizando-se uma metodolo-
gia inovadora que favorece a obtencao de dados referentes a porcao central de um
dado ¢cDNA [31]. A conseqiiéncia maior da utilizagdo da técnica ORESTES foi a
identificacdo de cerca de 300.000 seqiiéncias que até entdo nao estavam presentes
em nenhum banco de dados visto que a grande maioria das seqiiéncias obtidas por
outras metodologias estdo localizadas preferencialmente nas extremidades 3’ e 5’ das
moléculas de cDNA.

Todos esses bancos de dados constituem uma enorme fonte de informacgoes que
certamente irao acelerar as pesquisas em varios ramos da Biologia Molecular, onde
podemos destacar a caracterizacao de genes ainda nao conhecidos, a busca de polimor-
fismos de um tnico nucleotideo (SNPs), as localizagbes cromossémicas de todos os
genes seqiienciados, etc. A maioria desses trabalhos tem sido feitos através de ferra-
mentas computacionais, o que impulsionou o surgimento de um novo ramo da ciéncia,
a Bioinformatica ou Biologia Molecular Computacional.

Os projetos genoma, certamente alavancaram a identificacao de genes até entao
desconhecidos, o que levou a um aumento significativo do nimero de genes bem ca-
racterizados, o que favorece a andlise comparativa da expressao génica, uma vez que é
sabido que todos os genes estao mergulhados em varias vias metabdlicas relacionadas

entre si.

1.2 ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO GENICA

Com raras excessoes, todas as células que constituem um certo organismo contém
exatamente a mesma carga genética, ou seja, o0 mesmo DNA. O que diferencia dois
grupos celulares morfologicamente diferentes (células de figado e rim, por exemplo)
sao os genes expressos nesses dois tipos de células e os niveis de expressao desses
genes. De maneira semelhante, podemos entender os processos patolégicos que levam
o organismo a desenvolver uma determinada doenca. Além disso, o conhecimento dos
niveis de expressao génica leva a um melhor entendimento dos diferentes estdgios de

desenvolvimento de um tecido, a resposta a diferentes estimulos, etc.



INTRODUCAO 4

Desta forma, vemos que a comparagao dos niveis de expressao dos genes de dife-
rentes tecidos podem levar ao entendimento dos diversos fenomenos encontrados em
um organismo. Em especial é possivel comparar tecidos sadios e doentes e buscar
genes que podem ser possiveis alvos para tratamento e desenvolvimento de novas
drogas. Hoje existem varias metodologias que podem ser utilizadas para a busca das
diferencas entre os niveis de expressao.

A possibilidade de se transferir para filtros de nitrocelulose ou membranas de
nylon fragmentos de RNA total (isto é, todos os tipos de RNA encontrados na célula)
fracionados por eletroforese em géis de agarose que podem ser hibridizados contra
c¢DNAs marcados com substancias radioativas [41], possibilitou a busca de diferengas
em niveis de expressao de genes conhecidos, uma vez que tais hibridizagoes podiam
ser detectadas por radiografia e comparadas em seguida.

Com o passar dos anos esta metodologia serviu como alicerce para o surgimento
de outras técnicas cujo objetivo principal era a comparacao das populagoes de mRNAs
de diferentes células ou tecidos. A hibridizacao subtrativa se utiliza da hibridizagao
de mRNAs de uma certa populagdo celular contra cDNAs construidos a partir de
mRNAs de células diferentes (mas que preservem algum tipo de relagdo com o grupo
anterior) onde os cDNAs de fita simples sdo recuperados e analisados, dando uma
idéia das diferengas de expressao génica entre os tipos celulares [25]. O DDRT-PCR
(RT-PCR por amostragem diferencial) consiste da constru¢ao de cDNAs a partir de
um oligonucleotideo ancorado na cauda poli A dos mRNAs, posteriormente é feita
uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de baixo rigor utilizando-se o mesmo
oligo inicial juntamente com outro arbitrario. A posterior comparacao do padrao de
corrida em um gel de seqiienciamento para duas populacoes celulares distintas nos
dard as diferencas de expressao entre as amostras [27]. O RAP-PCR (RT-PCR por
inicia¢do arbitraria) segue o mesmo principio do DDRT-PCR, porém utilizando um
oligonucleotideo arbitrario na reagio de transcri¢do reversa [50]. O RDA (Andlise por
representacao diferencial) também segue o mesmo principio do DDRT-PCR, porém,
ele tem a vantagem de nao amplificar os fragmentos que s@o comuns as duas popula-
¢oes estudadas [16]. A técnica SAGE permite a andlise em série da expressao génica
com base na identificacao de pequenos fragmentos, conhecidos como tags contendo,
aproximadamente, de 9 a 10 pares de base (pb) [46].

A maioria dessas técnicas, entretanto, nao permitem uma boa avaliagao quan-
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titativa dos niveis de expressao génica das amostras em questao, além de avaliarem
um numero muito limitado de genes e serem relativamente demoradas, com excecao
da técnica SAGE. Mais recentemente, a possibilidade de utilizacao de técnicas robo-
tizadas permitiram a avaliacdo da expressao diferencial, em grande escala, de genes
de duas populacoes celulares distintas, através da andlise global de genes por micro-
arranjos de cDNAs [6, 36, 38]. Essa metodologia é conhecida como DNA microarray,
onde um grande niimero de cDNAs ou oligonucleotideos podem ser fixados em peque-
nas superficies de vidro ou membranas de nylon e os niveis de expressao dos genes
correspondentes podem ser analisados em um unico experimento, o que permite a
andlise da expressao funcional de um grande niimero de genes, mesmo aqueles cujas
fungoes ainda nao foram elucidadas.

Todos esses avangos da biologia molecular juntamente com a necessidade de uma
técnica mais robusta e eficaz de andlise de expressao génica diferencial favoreceram
o desenvolvimento de uma nova metodologia para esse fim. A tecnologia de cDNA
microarray, também conhecida como biochip de DNA, foi inicialmente descrita por
Schena et al. em 1995 [36] e consiste de laminas de vidro, ou membranas de nylon, onde
milhares de fragmentos de cDNA conhecidos sao distribuidos em espagos minimos para
posterior hibridizacao contra cDNA marcado, preparado de alguma populacao celular
de interesse. O ¢cDNA fixado no substrato é conhecido como ¢cDNA sonda, uma vez
que suas sequéncias sao conhecidas, ao passo que o cDNA marcado por fluorescéncia
é denominado ¢DNA alvo, de acordo com [40]. O ¢cDNA sonda serd freqiientemente
chamado de ¢cDNA fizado, ao passo que o cDNA alvo sera chamado de cDNA flutuante.
Em 1996 foi publicado um trabalho mais detalhado sobre os microarrays em laminas
de vidro [38]. Através da utilizacao de microarrays, é possivel determinar a expressao
génica de dezenas de milhares de genes em um 1nico experimento.

Atualmente existem varias revisoes na literatura que tratam especifica e detalha-
damente sobre esta nova tecnologia [7, 10, 23]. Vérios protocolos para a construgio de
experimentos de cDNA microarray ja estdo bem definidos. Hedge et al. [14], por exem-
plo, descreve um procedimento completo a ser seguido para a realizagao desses tipos
de experimentos, ele também fornece uma lista de varios outros protocolos disponiveis
na internet. Também é importante mencionar que existem dois tipos de substratos
que estao sendo mais freqiientemente utilizados para a fixacao dos cDNAs, que sao

membranas de nylon ou laminas de vidro, cada um com suas vantagens e desvantagens.
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Entretanto, devido a maior utilizacao das laminas de vidro na atualidade, esse trabalho

estd completamente voltado para esse tipo de microarray.

1.3 A METODOLOGIA DE cDNA MICROARRAY

Os experimentos de cDNA microarray consistem de uma etapa bioquimica e
uma etapa computacional-estatistica.
A etapa bioquimica consiste de duas fases que podem ser consideradas indepen-

dentes, sao elas:
e Fixacao de cDNAs nas laminas,
e Extracao de RNA e hibridizacao.

Apds a etapa bioquimica do processo, entramos na etapa computacional-esta-

tistica, que consiste das seguintes fases:
e Aquisicao de imagens,
e Anélise de imagens,
e Normalizacao de dados,
e Anilise de dados.

A seguir descreveremos as fases envolvidas no processo de construcao de expe-
rimentos dessa natureza. Apresentamos uma descri¢ao suscinta de cada fase, que sao

listados em ordem de ‘coisas a fazer’.

1.3.1 A fixacao de fragmentos de cDNA nas laminas de vidro

A fase inicial do trabalho consiste na selecao de clones de cDNA de interesse
advindos de algum banco de clones. Esses bancos estdo, geralmente, relacionados com
algum projeto genoma especifico. Os fragmentos selecionados sao, entao, amplificados
por PCR e fixados de maneira automatizada através de um rob6 (ou arrayer) nas
laminas de vidro em posicoes especificas conhecidas como spots. As laminas de vidro
sao geralmente revestidas por algum grupamento quimico carregado positivamente, o
que favorece a ligacdo do cDNA em sua superficie. Apés a fixagao, as laminas podem

ser guardadas para posterior utilizagao.
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1.3.2 A extracdo de RNA e hibridizacao

A fase seguinte consiste da extracao de RNA mensageiro ou total das populacoes
celulares de interesse. A partir desses RNAs é produzido o cDNA alvo por transcri¢ao
reversa na presenca de dCTP (ou dUTP) que contém grupamentos fluorescentes, cy3
ou cyd, que sao excitados e emitem luz em comprimentos de onda diferentes. A seguir
os cDNAs alvo de duas amostras distintas sao misturados e hibridizados contra as
laminas produzidas. Geralmente as duas amostras estudadas recebem o nome de teste
e referéncia. A hibridizacao é feita em camara umida ou em estacdo de hibridizacao
automatizada. Com a captacdo das imagens geradas pelas fluorescéncias, é possivel
compararmos as intensidades de sinal para cada spot da lamina e buscar as diferencas
de expressao entre os genes das amostras em estudo.

E neste momento do trabalho que a “magica” dos microarrays acontece, aqui 0s
mRNAs sao copiados em fitas de cDNA na presenca de nucleotideos fluorescentes por
uma enzima conhecida por RTase (do inglés, Reverse Transcriptase). Verifica-se que
na sintese dessas novas fitas a proporcao existente entre os diferentes mRNAs é man-
tida, é essa informacao que é codificada nas imagens digitais na forma de intensidade
dos spots.

Para tanto, é preciso que trés coisas acontecam. Primeiramente, a populacao
de RNAs deve ser corretamente extraida e purificada de suas amostras de interesse.
Segundo, os mRNAs presentes nesse grupo devem ser copiados em novas fitas com a
efetiva incorporacao dos nucleotideos marcados. E, finalmente, esses cDNAs devem
hibridizar contra suas respectivas sequéncias nas laminas. Existem varios trabalhos na
literatura buscando aumentar os niveis de integridade de RNA, bem como a verificacao
da eficiéncia de incorporagao de compostos fluorescentes em acidos nucléicos visando
a obtencao de resultados mais robustos e o uso mais eficiente dos experimentos de

cDNA microarray, [21, 24, 30, 33, 51].

1.3.3 A aquisicao de imagens

Uma vez que as laminas foram hibridizadas, os sinais de intensidade devem
ser adquiridos computacionalmente, para posterior quantificacao e andlise de dados.
Esses sinais sdo geralmente armazenados como imagens de 16-bit, o que é feito por

scanners apropriados para a digitalizacao desses dados. Atualmente existem dois tipos
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de equipamentos diferentes para essa finalidade: os scanners CCD (Charge Coupled
Device) e laser. Na tecnologia CCD as laminas sao excitadas com uma luz branca
em toda a sua extensdao e uma camera fotografa a imagem decorrente da emissao
de intensidade proveniente dos fluorocromos presentes nos alvos que foram utiliza-
dos para hibridizacdao. Os scanners a laser fazem uma varredura na lamina com
um raio laser nos comprimentos de onda especificos digitalizando a imagem gerada.
Varios equipamentos se encontram disponiveis no mercado, a Tabela 2 mostra uma
listagem de alguns fabricantes desses equipamentos. Apesar disso, trabalhos recentes
tem mostrado a busca de equipamentos ainda mais robustos para a captacao de ima-

gens de microarray [13].

Tabela 2: Alguns fabricantes de scanners.
Tabela mostrando alguns fabricantes de scanners utilizados para a captacao das

imagens geradas em experimentos de microarray.

Fabricante Site
Azon http://www.azon.com
GSI Lumonics http://www.gsilumonics.com

Genomic Solutions | hitp://www.genomicsolutions.com

Packard BioSciences | http://lifesciences.perkinelmer.com

Molecular Dynamics http://www.mdyn.com

Como ja foi citado anteriormente, os fluorocromos cy8 e cyd sao excitados e
emitem luz em comprimentos de onda diferentes, a Tabela 3 descreve as diferencas
de excitacao e emissao dos dois fluoréforos, lembrando que existem outros corantes
que também podem ser utilizados para a mesma finalidade. Em geral os scanners
fazem uma primeira leitura da lamina utilizando o comprimento de onda especifico
para cy3, capturando uma imagem. Logo em seguida é feita uma segunda leitura
utilizando o comprimento de onda especifico para cyd, obtendo uma segunda imagem.
E necessdrio enfatizar que cada lamina de microarray gera duas imagens diferentes,
uma para cada fluorocromo utilizado.

Geralmente uma pseudocoloragdo seguida de uma composicao das duas imagens

é utilizada para facilitar a visualizacao e verificacao da qualidade do experimento em

questao. O padrao de coloracao mais freqiientemente utilizado também esta descrito
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na Tabela 3. A Figura 1 mostra um esquema de uma lamina juntamente com uma
imagem composta de um experimento de cDNA microarray. Na figura (A) temos um
esquema de uma imagem de microarray, onde cada grupo de spots, como o delimitado
pelo retangulo vermelho, constitui um bloco ou subarray [15], e na figura (B) temos
uma imagem de um experimento de microarray em que os pontos verdes correspondem
a genes mais expressos na amostra marcada com cy3, os vermelhos sao genes mais
expressos em cyd, os demais variam dentro de uma gradacao de amarelo e laranja e

sao expressos nas duas amostras.

Tabela 3: As diferencas entre cy3 e cys.
Tabela mostrando as principais caracteristicas entre cy3 e cyd, os dois corantes

utilizados com mais freqiiéncia em experimentos de cDNA microarray.

Fluoréforo | Excitagdo (nm) | Emissdo (nm) | Coloragao

cys 550 570 verde

cyd 649 670 vermelho

1.3.4 A andlise de imagens

As imagens obtidas anteriormente constituem os dados ‘crus’ da andlise de ex-
pressao génica por experimentos de microarray. O trabalho seguinte consiste na quan-
tificacdo dos sinais emitidos pelos diferentes spots que representam diferentes genes.
O produto final desta etapa do trabalho é uma tabela de dados numéricos que deve

ser posteriormente analisada por ferramentas computacionais-estatisticas.

Antes de detalhar um pouco mais o processo de analise de imagens decorrentes
de experimentos de cDNA microarray, é necessario definir alguns termos que sao
freqiientemente usados na linguagem de processamento de imagens digitais. A regido
ocupada pelo spot é conhecida como regido de sinal ou foreground. Os valores de inten-
sidade medidos nessa regiao sao decorrentes da emissao de fluorescéncia proveniente
de moléculas de cDNA marcadas com cy3 e/ou cy5 que se anelam nas moléculas com-
plementares fixadas na lamina. Entretanto, algumas dessas méleculas fixadas nao se
anelam com nenhuma molécula fluorescente. A falta de contribuicao dessas moléculas

para o valor de sinal observado no spot é chamada de ruido. Em contrapartida, a
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Figura 1: A imagem de um experimento de microarray.
(A) Esquema geral de uma imagem de microarray [15], (B) Imagem de

experimento real de microarray.
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imagem de fundo da ldmina (regides onde ndo se encontram spots) é chamada de
background. Eventualmente, podem existir sinais de intensidade mais intensos decor-
rentes de sujeira na lamina ou hibridizagao inespecifica que contaminam o background.
Esse tipo de sinal inespecifico é conhecido como artefato. A Figura 2 ilustra esses con-

ceitos.

De acordo com Yang et al. [53] o processamento de imagens de microarray pode

ser divido em trés etapas, que sao:

e Enderecamento ou gradeamento: processo de indexacao de todos os spots.

e Segmentacgao do sinal (ou dos spots): é o que define os pizels que fazem parte
das regides de sinal (foreground) ou do background — regido onde nao se encontra

DNA fixado.

e Quantificacdo da intensidade: etapa que estima, para cada spot, os valores de

intensidade, background e, possivelmente, de qualidade.

Em geral, as bandas das imagens adquiridas pelo scanner sao bem registradas,
nao exigindo cuidados adicionais de correcao. Por outro lado, por vezes, as imagens
adquiridas apresentam rotacao, que deve ser corrigida, pois dificulta as etapas sub-
seqiientes de processamento. Em geral, as bandas sdo compostas (e.g., por média ou
méximo) em uma unica imagem sobre a qual é efetuada a segmentagio. O resultado
da segmentacao é usado como méscara nas duas bandas originais. A segmentacdo é o
processo de particionar uma imagem em diferentes regides, cada uma contendo certas
caracteristicas, o que no caso das imagens de microarray consiste em localizar cada
um dos blocos que constituem a imagem. A seguir cada um desses blocos é também
segmentado com o objetivo de localizar uma regiao ao redor de cada spot, essa regiao
é, geralmente, retangular e é denominada regido de influéncia do spot.

O processo de enderecamento consiste da indexac¢ao de cada bloco que constitui
a imagem analisada, assim como de todos os spots para que eles sejam corretamente
identificados de acordo com o arranjo definido no projeto do biochip. Os processos
de estimacdo e segmentacdo dos spots sdo mais complexos e serdo comentados em
maiores detalhes a seguir.

A segmentacao dos spots de uma imagem de microarray consiste em classificar

cada pizel da imagem como pertencente ao foreground ou ao background. O resultado
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Figura 2: Termos utilizados na andlise de imagens de microarray.

Esta figura ilustra os principais termos utilizados em andlise de imagens de
microarray. A imagem principal ilustra um spot. A regiao escura ao redor desse
spot é conhecida como background, regioes de sinal de intensidade espiria dentro
do background sao conhecidas como artefatos. O esquema ilustrado no canto
superior direito ilustra um pizel interno ao spot, onde sao encontradas moléculas
de ¢cDNA marcadas com cy3 (verdes), cy5 (vermelhas) e moléculas fixadas na
lamina que ndo hibridizaram com nenhuma molécula marcada (pretas). Essas

moléculas sem fluorescéncia constituem as regides de ruido.
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final dessa segmentacao é uma ‘mascara’ que localiza todos os spots da lamina. Os
métodos de segmentacao de sinal mais freqiientemente utilizados podem ser divididos

em 4 grupos [53], que sdo:

e Segmentacao de circulo fixo: assume que todos os spots de uma mesma lamina
tem o mesmo tamanho e forma circular, admite um valor de didmetro fixo para
todos os spots da lamina. Esta metodologia tem a desvantagem de poder perder
muitos pizels do foreground e incorporar muitos pizels do background. O erro
estd associado a variagdes de forma e tamanho do spot. O ScanAlyze é um

exemplo de software que se utiliza deste método de segmentacao [8].

e Segmentacao de circulo adaptativo: o diametro de cada spot é estimado sepa-
radamente. Esta metodologia também pode perder pizels do foreground e incor-
porar pizels do background. O erro tende a ser menor do que o de segmentacao
de circulo fixo, porque estd associado apenas com variagoes de forma do spot.

O QuantArray é um exemplo de utilizacao desta metodologia [32].

e Segmentacao por histograma: separa o foreground do background baseado no
histograma de intensidade da regiao de influéncia do spot. Esta é uma técnica
de segmentacao classica que nao restringe a alguma forma especifica, porém ela
tem um sério problema: incorpora pizels claros do background e perde pizels
escuros do foreground, devido a sua exclusiva dependéncia da intensidade dos
pizels. O software QuantArray [32], também pode utilizar uma implementagao

deste tipo.

e Segmentacdo por variacdo de intensidade: separa o foreground do background
baseado no gradiente da imagem [12]. Algumas variantes mais robustas desta
técnica usam também o conhecimento da regido de influéncia do spot [1]. Essa
técnica também nao se restringe a formas especificas e é robusta a flutuagoes de
intensidade dos pizels do foreground e background, pois depende de propriedades
topolégicas, além da variacao de intensidade. Hirata Jr. et al. utiliza-se de
ferramentas similares com aplicacao especifica para experimentos de microarray

[15].

Cada spot de uma lamina de microarray representa o valor de atividade real de

algum gene em alguma caracteristica bioldgica de interesse. Esses valores de atividade
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génica sao codificados em forma de sinais de intensidade observados para cada spot
da lamina. A extracao correta desses valores de intensidade é que possibilita a com-
paracao entre diferentes estados bioldgicos. Entretanto, esses valores de intensidade
estao sujeitos as variabilidades naturais de qualquer sistema biolégico, além de fontes
de incerteza intrinsecas a estratégia experimental. Porém, a estimagao desses valores
de intensidade nao é uma tarefa muito simples, uma vez que a distribuicao desses
valores nao é conhecida, sendo que existem diferentes técnicas de estimacao sendo
empregadas pelos softwares de analise de imagens.

Outro valor que deve ser extraido na etapa de andlise de imagens é a intensi-
dade do background, necessario para a correcao dos valores de intensidade obtidos. A
motivacao para a utilizacao deste dado esta no fato de que nao é possivel obter exata-
mente os valores de ruido encontrados nos spots, entretanto o efeito desse ruido pode
ser minimizado através da corregao dos valores de intensidade da regiao de sinal pelos
valores de intensidade do background. Além disso, os valores de intensidade dos spots
estao sujeitos a uma contribuicao de outros fatores independentes da hibridizagao do
cDNA alvo marcado contra a sonda fixada na lamina. Esses fatores podem ser devidos
a hibridizacao inespecifica ou ainda a componentes quimicos presentes na superficie
da lamina. Existem duas técnicas distintas que sao usualmente utilizadas com essa
finalidade. Uma é o cédlculo de um valor de background constante para todos os spots.
Essa metodologia assume que a intensidade em regides sem DNA fixado é uniforme
em todo o substrato e é mais empregada em experimentos que utilizam membranas
de nylon. A outra opcao é o calculo de background localmente, ou seja ao redor da
mascara que define cada spot. Essa metodologia permite corre¢oes em experimentos
cuja intensidade em regioes inespecificas sao mais varidveis, o que acontece com mais
freqiiéncia em experimentos que se utilizam de laminas de vidro.

Muitos softwares também fornecem dados estatisticos de qualidade dos valores
de intensidade obtidos, tais como, variabilidade dos valores de intensidade de pizels

para cada spot, circularidade dos spots, etc.
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1.3.5 A normalizacao dos dados

E extremamente importante que todos os dados a serem analisados sejam nor-
malizados, isso deve ser feito para minimizar a variacao introduzida por algumas
fontes de variabilidade comumente encontradas em experimentos de cDNA microar-
ray. Dentre essas fontes de imprecisao podemos destacar as diferencas na eficiéncia
de incorporacao dos diferentes corantes utilizados na marcacao das amostras de inte-
resse e erros devidos a imprecisao de equipamentos utilizados durante o manuseio das
amostras estudadas. Alguns procedimentos de normalizacao dos efeitos dos fluoréforos
em dados de microarray tem sido utilizados, onde podemos destacar os métodos de in-
tensidades totais (ou energia total), as técnicas de regressao [34] e a autonormalizagao
(ou selfnormalization) [54].

A normalizacao por energia total, aplica-se a experimentos onde os genes fixa-
dos na lamina sao escolhidos ao acaso, cuja maioria deles nao apresentem diferencas
de expressao entre as duas amostras estudadas ao passo que alguns genes tenham
um aumento de expressao em uma das amostras e outros ganhem expressao 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
spots em cyd e cyd também deve ser aproximadamente igual. Isso permite o calculo
de um fator de correcao capaz de corrigir os fatores citados no pardgrafo anterior.
Uma outra forma de normalizacao se baseia na dispersao dos valores de intensidade,
onde a maioria dos spots devem se concentrar ao redor de uma reta com inclinagao
aproximada igual a 45°, nas técnicas de regressao a inclinacao dessa reta ¢é corrigida
usando métodos de regressao ajustando os valores de intensidade para atingir a in-
clinacao esperada. Na autonormalizacao os experimentos sao feitos em duplicatas com
a inversao dos fluoréforos ou swap, onde a variacao se anula quando é assumido que
tal variacao é aproximadamente a mesma nos dois experimentos.

Entretanto, as ferramentas de normalizacao ainda nao estao padronizadas e bem
definidas, cabendo ao pesquisador decidir qual é a metodologia que melhor se adequa

as suas necessidades dentre as varias opcoes existentes atualmente [37, 54, 55].
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1.3.6 A andlise de dados

Os experimentos de microarray ja sdo uma realidade para a Biologia Molecular
atual, alguns bancos de dados exclusivamente referentes a essa nova metodologia de
analise de expressao génica ja estao sendo descritos e podem ser acessados através da
rede mundial de computadores, como o banco de dados de microarray da Universidade
de Stanford [39] e o GeneX desenvolvido por um grupo de pesquisadores do NCGR
(National Center of Genome Resources) [29], o que tem mostrado a for¢a com que
esses tipos de experimentos vem crescendo.

Os dados de microarray contém valores referentes aos niveis de atividade reais de
milhares de genes em uma tinica lamina tendo, em geral, um nimero bastante pequeno
de amostras bioldgicas. Isso faz com que esses tipos de experimentos constituam um
sistema dinamico complexo sendo considerados como problemas computacionalmente
intrataveis. Isso significa que a andlise desses dados é uma tarefa muito complicada
[5].

De uma forma geral, existem duas categorias de analise de dados: os algoritmos
de aprendizagem nao-supervisionada e supervisionada. Na analise nao-supervisionada
nao se tem nenhum tipo de conhecimento prévio sobre os seus dados assim como nao
sao obtidas medidas para o erro final cometido [5]. Alguns exemplos de ferramentas
que se utilizam dessa metodologia sdo a andlise de componentes principais (PCA) e
os métodos de clusteriza¢do, como o self-organizing maps (SOM). A andlise supervi-
sionada caracteriza-se por fornecer medidas de erro e pela utilizacao de informacoes
obtidas a prior: de algum grupo de genes para guiar suas andlises. Uma ferramenta
bastante conhecida que emprega essa técnica de andlise de dados é o support vec-
tor machine (SVM) [5, 34]. Um problema que acontece com ferramentas de andlise
supervisonada é que elas obtém melhores resultados quando temos um numero rela-
tivamente pequeno de varidveis (genes, por exemplo) e muitos exemplos (pacientes,
por exemplo), que é exatamente o contrario do que acontece em experimentos de
microarray.

A Figura 3 apresenta um resumo geral de todo o procedimento de construgao
de experimentos de cDNA microarray, ilustrando as diferentes etapas envolvidas no

trabalho.
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Figura 3: A metodologia de microarray.

Esquema mostrando todo o procedimento da metodologia de microarray [3].
Nota-se que todo o procedimento é constituido de trés etapas diferentes: a ex-
tracao de RNA das amostras de interesse, a producao e hibridizacdo das laminas

e a quantificacdo e analise dos dados.
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1.4 EXEMPLOS DA UTILIZACAO DE ¢cDNA MICROAR-
RAY

Como foi citado anteriormente, experimentos de cDNA microarray tem sido ex-
tensivamente utilizados na busca de genes diferencialmente expressos entre dois tipos
diferentes de tecido. Esta subseccao apresenta alguns trabalhos realizados através da
utilizacao da tecnologia de cDNA microarray.

Diferencas nos niveis de expressao génica entre uma linhagem celular melanética
que nao apresentava potencial tumorigénico através da introducao de um cromossomo
6 humano normal (UACC-903(+6)) e uma outra sem a introdugao do referido cromos-
somo (UACC-903) foram detectadas por meio de anélises de microarray [6]. Um outro
trabalho utilizando essa nova ferramenta de pesquisa mostrou que o linfoma difuso de
células B grandes se divide em dois grupos molecularmente distintos, apesar desses
dois grupos serem morfologicamente iguais. Esse fato se confirma quando vemos que
40% dos pacientes respondem bem ao tratamento atualmente empregado, ao passo
que a outra parcela de pacientes simplesmente sucumbem a doenca com o passar do
tempo [2]. Lin et al., por sua vez, detectou um novo gene (chamado de PART-1)
que mostrou niveis de expressao aumentada em células LNCaP de cancer de préstata
expostas a andrégenos [28]. Varios outros trabalhos tém confirmado o potencial dos

chips de DNA nos estudos de expressdo génica [20, 44, 48|.

1.5 FATORES POTENCIALMENTE PREJUDICIAIS PA-
RA EXPERIMENTOS DE MICROARRAY

Embora os processos de fixacao de fragmentos de cDNA nas laminas de vidro
e de hibridizacao ja estejam bem padronizados. Varios cuidados devem ser tomados
no momento da selecao de clones para a fixacado e na identificacdo desses clones.
Cerca de 1% a 5% dos clones existentes nos bancos de dados mais bem mantidos nao
contém a seqiiéncia que deveriam conter [22], mostrando que alguns cuidados devem
ser tomados para evitar a identificacao errada de alguns genes no momento da anélise
de dados. Uma maneira de se resolver este problema é através do reseqiienciamen-
to dos fragmentos selecionados para a utilizagao no experimento. A imprecisao dos

equipamentos utilizados também constitui um grupo de fatores que podem contribuir
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para a obtencao de diferencas que nao sao reais nos niveis de expressao génica entre
as populacoes celulares em estudo, mostrando que os equipamentos devem estar bem
regulados.

Alguns cuidados devem ser tomados no momento da selecao dos fragmentos a
serem utilizados nesses experimentos. Em especial, as seqiiéncias devem estar o mais
proximo possivel da extremidade 3’ do gene que ela representa. Isso vai garantir que
o cDNA alvo produzido por transcricao reversa a partir de mRNAs e oligo dT seja
capaz de encontrar seus respectivos pares no momento da hibridizacao. Além disso,
a regido 3’ é mais gene especifico, reduzindo hibridizacao cruzada. Também, splicing
alternativo do ultimo eron sao menos freqiientes. No entanto, Iseli et al. mostrou a
existéncia de heterogeneidade nas por¢oes 3° de mRNAs humanos devido a utilizagao
de sinais alternativos de poliadenilagao [17], o que mostra a necessidade de um cuidado
ainda maior na escolha do fragmento a ser fixado nas laminas. Outro trabalho recente
mostrou que fragmentos fixados com tamanhos superiores a 700pb parecem atingir
um certo platé em valores de intensidade [42]. Isso nos sugere que o tamanho dos
fragmentos utilizados para fixacdo também tem o potencial de influenciar os dados
observados em experimentos de microarray.

A manipulacao da populagao de RNAs extraida das amostras de interesse tam-
bém pode ser uma fonte de imprecisao para a metodologia de cDNA microarray,
uma vez que a qualidade dos mRNAs extraidos é de fundamental importancia para
a qualidade dos sinais de intensidade dos spots. Sabe-se que existem tecidos cuja
manutenc¢ao da integridade dos RNAs é dificil, como tecidos endoteliais e de estomago.
Entretanto alguns trabalhos ji apontam solugdes para este tipo de problema [21].

Os procedimentos para localizacao e quantificacao de spots adotados pelos soft-
wares utilizados para a andlise de imagens representam uma das principais fontes de
erro para as posteriores andlises, uma vez que a extracdo correta dos valores de in-
tensidade de sinal e background é de fundamental importancia para a confiabilidade
dos dados obtidos. Alguns problemas sao conhecidos no processamento de imagens
de microarray, especialmente nas metodologias baseadas em segmentacao por circulo
fixo, uma vez que elas sao mais susceptiveis a incorporar pizels do background nas
regioes referentes aos spots, o que introduz um efeito de diluicao ao sinal medido para
esse ponto [19]. Outro problema muito freqiiente com a segmentagao por circulo fixo

é a intensa necessidade de manipulacao das méscaras produzidas, com a finalidade de
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correcao de spots mal localizados. Como essa correcao é feita com base na acuracia
visual do usudrio, ela continua contendo erros, embora em menor proporcao. Uma
alternativa para contornar esse problema, e ajudar a minimizar a variabilidade dos
dados obtidos, sao os procedimentos baseados em segmentacao por variagao de in-
tensidade, que além de proporcionar a identificacdo exata de cada spot nao exige a
interferéncia do usudrio pelo fato de ser um processo totalmente automatizado [15].
A Figura 4 ilustra o problema que acontece quando existem pizels mal identificados
como sinal, e mostra dois exemplos de segmentacao: um por circulo fixo e outro por

variacao de intensidade.
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Figura 4: Problemas na localizagcao de spots.
(A) Esquema de pizels mal identificados [19], & medida que a proporg¢ao de
pizels mal identificados aumenta, a variabilidade dos dados também aumenta.
(B) Um fragmento de imagem segmentada por circulo fixo, alguns spots mal
identificados. (C) Um exemplo de segmentagao por varia¢ao de intensidade [15],

uma solucao para o problema.
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2 JUSTIFICATIVA

A tecnologia de microarray é hoje uma ferramenta muito utilizada na busca de
diferencas de expressao génica entre diferentes tipos de tecidos e células. Essa nova
tecnologia nao recebeu tanto destaque por acaso, uma vez que ela possibilita uma
andlise muito proxima do que realmente acontece a nivel molecular nas células de
qualquer ser vivo, onde os genes se encontram mergulhados em varias vias metabdlicas
relacionadas e a expressao de um certo gene pode apontar a expressao de varios
outros. Ao contrario das metodologias de andlise de expressao génica diferencial que
o antecederam, o microarray incorpora as caracteristicas dessas diferentes vias, uma
vez que toda a populagdo de mRNA presentes nas amostras de estudo é extraida e
compete para hibridizacao contra o material fixado.

A grande virtude dessa nova tecnologia de analise de expressao génica diferencial
é a sua capacidade de medir numericamente os niveis de mRNAs gerados a partir de
varios genes em um unico experimento, ou seja, estabelecer valores numéricos para
fendomenos bioldgicos. Esses valores numéricos sdo aproximacgoes dos niveis reais de
expressao dos diferentes genes. E imprescindivel, portanto, que essas aproximacgoes
sejam boas o bastante para garantir uma andlise de dados mais robusta e confiavel.
Entretanto, dados biolégicos sao sabidamente controlados por processos estocésticos,
o que naturalmente dificulta a andlise comparativa entre diferentes amostras de in-
teresse. Somadas a essa variabilidade biolégica natural é sabido que existem outras
fontes de incertezas intrinsecas a metodologia de cDNA microarray.

Além dessas fontes de incertezas estd a dificuldade de estimacao dos valores de
intensidade dos spots na etapa de andlise de imagens, o que pode resultar em erros nos
valores obtidos. Como foi visto no final da Se¢ao 1, existem véarios procedimentos que
podem ser empregados para realizar essa tarefa, e os diversos softwares atualmente
disponiveis utilizam vérias implementacoes dessas diferentes estratégias. Assim, é
extremamente importante avaliar essas diferentes metodologias de andlise de imagens
na busca das que sejam mais precisas, ou seja, que minimizem os erros cometidos.

Recentemente foi publicado um trabalho onde foram analisadas diferentes me-
todologias de andlise de imagens decorrentes de experimentos de cDNA microarray

[63]. As imagens de um conjunto de experimentos de cDNA microarray foram repro-



JUSTIFICATIVA 23

cessadas através de diversas metodologias distintas de analise de imagens, na busca
daquelas que ofereceram menores variabilidades. Porém, essa estratégia de andlise nao
permite avaliar o erro cometido pelas metodologias estudadas. Entretanto, esse tipo
de avaliacao é impossivel de ser feito, uma vez que nao se sabe antecipadamente qual
é a proporc¢ao 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 antemao os valores de razao esperados para alguns genes

especificos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de uma nova estratégia
experimental, cuja finalidade principal é testar diferentes procedimentos de analise de

imagens decorrentes de experimentos de cDNA microarray.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a segmentacao de spots empregada por diferentes procedimentos.

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

dade de sinal obtidos.

3. Estudar a variacao da razao entre as amostras de teste e referéncia com os

valores de intensidade dos spots.

4. Comparar os erros cometidos entre as diferentes estratégias de quantificacao de

sinal em experimentos controlados onde se saiba a prior: as razoes esperadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Material utilizado nas reacoes de PCR

e Tampao de PCR 10X (Inwvitrogen, EUA).

Cloreto de Magnésio (MgCLy) 25 mM (Inwvitrogen, EUA).

dNTPs 10mM (dATPs, dCTPs, dGTPs e dTTPs) (Invitrogen, EUA).

ddH,0: Agua deionizada.

Enzima Taq Polimerase 5U/ul (Invitrogen, EUA).

4.1.2 Solucgoes para eletroforese de DNA

e TAE 50X: 242g Tris base, 57,1ml dcido acético glacial, 100ml EDTA 0,5M pHS.

e Gel de agarose 1%: Pesar 0,25g de agarose e dissolver em 25ml de TAE 1X.

Aquecer até que a agarose se dissolva. Adicionar 1yl de brometo de etideo

10pg/ml.

e Solucao tampao 6X para amostras de DNA: glicerol 30%, azul de bromofenol

0,25% e xilenocianol 0,25%.

4.1.3 Fragmentos de cDNA utilizados

Foram utilizados seis fragmentos de cDNAs distintos para este trabalho. Trés de-
les (gene Q, LysA, TrpC) sdo utilizados com freqiiéncia no laboratério como controles
positivos (ou LandMarker) da reagao de hibridizacao nos experimentos realizados. Ou-
tros dois sao cDNAs de camundongo (I1-6 e Irf-1), gentilmente cedidos pelo Dr. Edu-
ardo Abrantes, e um ORESTES (RC0-ST0280-021299-031-c05, que sera chamado de
ST0280), gerado durante o Projeto Genoma Humano do Céncer (FAPESP /Ludwig).

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

Nota-se a variacao de tamanhos e proporcoes de nucleotideos A, C, G e T. Essas

proporgoes sao dadas em porcentagem.

26

Genes | Tam. (pb) | Prop. A | Prop. C | Prop. G | Prop. T | Org. de orig. | n?
LysA 303 29,1 21,9 248 24,2 B.subtilis 1
TrpC 338 26,1 24,4 20,5 29 B. subtilis | 2
Gene Q 637 27,7 23,6 28,3 20,4 fago A 3
ST0280 659 30,7 16 18,3 35 ORESTES 4

1-6 948 33,3 19,6 18,1 29 Murino 5
Irf-1 2069 25,4 25,8 26,7 92,1 Murino 6

4.1.4 Oligonucleotideos utilizados nas reag¢oes de PCR

Os cDNAs do gene Q e ST0280 foram clonados em plasmideo pUC18, os clones

de Irf-1 e I1-6 estao em BlueScript, enquanto que TrpC e LysA em um vetor especial

que ja contém um sitio promotor p/ a enzima T3 e uma regido poli T na outra

extremidade, o que possibilita a producao do mRNA sintético. Os fragmentos de

ST0280, I1-6 e Irf-1, necessitaram de um par de oligonucleotideos adicionais cada com

a introdugao de um sitio promotor para a enzima SP6 no oligo senso e cauda poli T no

antisenso. O gene Q ja estava clonado com essas regioes inseridas e nao precisou desses

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

PCR para este projeto.

4.1.5 Solucgoes de lavagens de laminas

e solugao de lavagem 1: SSC 2X.

e solucao de lavagem 2: SSC 0,1X e SDS 0,1%.

e solucgao de lavagem 3: SSC 0,1X.
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4.2 METODOS

4.2.1 Fixacao dos cDNAs em laminas de vidro

Os seis cDNAs citados anteriormente foram amplificados por PCR utilizando-se
os oligonucleotideos especificos (ver Tabela 5). A reagao bésica de PCR (volume final

de 100u1) foi realizada, com os reagentes descritos no item 4.1.1, da seguinte maneira:

e 10ul de Tampao

2ul de ANTP miz

2pl de oligonucleotideos senso 10uM

2ul de oligonucleotideos antisenso 10puM

3ul de MgCly

0,5ul de Taq DNA polimerase

2u de plasmideo diluido 1/50 contendo o DNA a ser amplificado

H5;0 em quantidade suficiente para completar 100ul

O termociclador realizou 35 ciclos de 95°C/45seg, 55°C/45seg, 72°C/1min pre-
cedidos por um ciclo inicial de 95°C/5min e um ciclo de extensao final de 72°C/5min.
Cerca de 5ul de cada produto amplificado foi adicionado em 1ul de tampao 6X (des-
crito na subsecao 4.1.2) e fracionado em gel de agarose 1%, para imediata verificagao
do sucesso da reacao.

Com a finalidade de retirar os oligonucleotideos nao incorporados na reagao e
evitar erros na quantificacdo dos cDNAs, esse produto de PCR foi purificado em co-
lunas de sephadex G50 (Amersham Pharmacia, EUA) montadas em um sistema de
multifiltracao em placas de 96 pogos MAHV45 (Millipore, EUA), onde as amostras
foram distribuidas no centro das 96 minicolunas de Sephadez seguido por uma cen-
trifugacao por cinco minutos a 910g. Com esse produto ja purificado foi feita a leitura
de absorbancia a 260nm (Agg) em espectofotometro de uma aliquota de 10l dos pro-
dutos diluidos em 90ul de ddH,0O. A concentragao dos DNAs foi baseada no seguinte
fator de conversao: 1 Ags unidade de DNA dupla fita (dsDNA) equivale a 50pug/ml
de concentragao. Sabendo-se que em 1ug de dsDNA (com 1000pb) existem 9,1x10*!



MATERIAL E METODOS

Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados no trabalho.
Oligonucleotideos para amplificacdo dos fragmentos utilizados no trabalho. Os
trechos de seqiiéncia em negrito representam a regiao que contém o sitio promo-

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

Oligo Seqiiéncia 5’ — 3’ Classif.
Puc senso CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Universal
Puc antisenso TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC Universal
TrpC senso TTCTATTCAAACCACTCCC Especifico
TrpC antisenso GCTCTCCGTCCTTTAATTC Especifico
LysA senso TGGAAACAATAAGAGCAG Especifico
LysA antisenso CGATATGGCAATGGACAC Especifico
IRF1 senso CTTTCACAGTCTAAGCC Especifico
IRF1 antisenso ACATATTTACACAGGTCC Especifico
Q-start plus TCATTTAGGTGACACTATAGAGACTCGAAAGCGTA Prod. mRNA
Q-end plus TTTTTTTTTTTTTTTTTTACGTGTGACCGCATT Prod. mRNA
IRF1 SP6 TCATTTAGGTGACACTATAGCTTTCACAGTCTAAGCC | Prod. mRNA
IRF1 DT TTTTTTTTTTTTTTTTTTACATATTTACACAGGTCC Prod. mRNA
IL6 SP6 TCATTTAGGTGACACTATAGCACCAAGAACGATAGTC | Prod. mRNA
IL6 DT TTTTTTTTTTTTTTTTTTGATTTTTAGGTTATCATTTC Prod. mRNA
ST0280 SP6 | TCATTTAGGTGACACTATAGGGAACACTTACAAAGAGG | Prod. mRNA
ST0280 DT TTTTTTTTTTTTTTTTTTAGTAATGTCTTCTTAAGAAATG | Prod. mRNA
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moléculas, foram calculados os niimeros de moléculas/ml de todos os fragmentos de
DNA utilizados.

Um ntimero de aproximadamente 4,5x10'? moléculas de cada fragmento de DNA
foi, entdo, precipitado em placas de 96 pogos adicionando-se 1/10 do volume total do
produto de acetato de sédio e volume igual de isopropanol. Essa reagao foi incubada
por uma hora a 4°C, sendo centrifugada a 3200g por 60 minutos também a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100l de etanol 70% por poco.
Apés 5 minutos de incubagao a temperatura ambiente, a placa foi centrifugada a
3200g/30min e entdo o sobrenadante descartado. O etanol restante foi evaporado em
SpeedVac por 15 minutos. O DNA foi solubilizado em 6ul de DMSO 50% por pogo.

A partir do produto concentrado de cada um dos seis cDNAs (genericamente
chamados de g;, onde esse i equivale a numeracao da Tabela 4) foram feitas 4 diluigoes

seriadas, também em DMSO 50%, que obedeceram a seguinte regra

1
d"(gi)ZQn—l’ n=1,---5 e i=1,---,6. (1)

onde d,(g;) representa a n-ésima dilui¢ao do i-ésimo gene (cDNA). Para n = 1 temos
a concentracdo inicial de cada ¢cDNA, ao passo que para n = 2 até n = 5 temos as
outras quatro diluicoes realizadas.

Todos os seis cDNAs e suas respectivas diluigoes foram distribuidas em posic¢oes
especificas de seis placas de 384 pocgos para fixacao em laminas de vidro. A fixacao foi
feita pelo rob6 Flexys (Genomic Solutions, Inglaterra), utilizanado-se laminas CMT-

GAPS™ [I (Corning, EUA).

4.2.2 Construgao dos mRNAs sintéticos

Os fragmentos dos genes Q, LysA e TrpC ja estavam clonados em plasmideos com
cauda poli T em uma extremidade e sitio promotor p/ uma enzima RNA polimerase,
sendo que o gene () estava clonado com o sitio promotor da enzima SP6 e os outros
dois com sitio p/ T3.

Os trés cDNAs restantes nao estavam clonados com nenhum sitio promotor e,
entdao, foram amplificados em uma nova reacao de PCR a partir de 2ul do PCR uti-
lizado na etapa de fixacao nas laminas utilizando os oligonucleotideos para construcao
de mensageiro descritos na Tabela 5. Nota-se que esses oligos também continham sitio

promotor para a enzima SP6. Essa PCR foi semelhante aquela citada na subsecao
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4.2.1, apenas aumentando o nimero de ciclos para 40 e o tempo de extensao a 72°C
para 1 min e 30seg no programa do termociclador. Esse produto de PCR foi purifi-
cado e concentrado utilizando o filtro Microcon YM-100 (Millipore, EUA), seguindo
instrucoes do fabricante. Aliquotas de 5ul do material desses trés cDNAs foram fra-
cionadas em gel de agarose, para verificagado da amplificagdo. Todo o produto de
Irf-1 foi fracionado em um gel de agarose para nova purificacdo a partir de uma fatia
do gel com o objetivo de eliminar produtos contaminantes. Para isso foi utilizado
o kit Concert rapid gel extraction system (Invitrogen, EUA) seguindo protocolo do
fabricante.

A proxima etapa foi a transcricao in vitro para a producao de mRNA sintético.
O produto inicial da reacao deve conter DNA linearizado, para tanto os plasmideos
contendo os fragmentos de LysA e TrpC foram digeridos com a enzima de restrigao
Not1 (New England BioLabs, Inglaterra). Para os demais cDNAs foram utilizados
produtos iniciais derivados de PCR feitos com os oligonucleotideos de producao de
mRNA listados na Tabela 5.

A transcri¢do in vitro foi feita com o kit Ribomaz (Promega, EUA) seguindo
protocolo do fabricante. O produto da reacao foi tratado com RQ1 RNAse free DNAse
para degradagao do DNA a 37°C por 15 minutos, seguido de uma purificagao com PCI
(fenol - 25 partes, cloroférmio - 24 partes e dlcool isoamilico - 1 parte) centrifugando
por 2 minutos a 20000g. Um outro tratamento com CI (cloroférmio - 24 partes e
alcool isoamilico - 1 parte) foi feito para remogao de residuos de fenol. Em seguida o
produto da reacao foi purificado em Sephadexr G50, precipitado e lavado como descrito
na se¢ao anterior. Por fim, o RNA foi ressuspendido em H,O DEPC (ddH,O tratada
com 0,1% de dietilpirocarbonato por 12 horas a 4°C e esterilizada em autoclave por 15
minutos a 121°C), quantificado em espectofometro e armazenado a -70°C. O sucesso

da reacao foi verificado por gel de agarose.

4.2.3 Hibridizacgoes

Os seis mRNAs produzidos foram misturados em quantidades especificas e co-
nhecidas juntamente com oligo(dT) (Invitrogen, EUA). A partir dessa mistura, foram
sintetizados os cDNAs utilizando a enzima de transcri¢ao reversa Superscript II (Invit-
rogen, EUA) em presenca de fluorocromos cy8 ou cyd (Amersham Pharmacia, EUA).

O ¢DNA marcado por fluorescéncia foi purificado em coluna sephadezr G50 (Amersham



MATERIAL E METODOS 31

Pharmacia, EUA), seguindo protocolo fornecido pelo fabricante. Reagbes marcadas
com cy3 e cyd para um mesmo experimento foram misturadas e, a essa reagao foi adi-
cionado tampao de hibridizagao. Esse produto foi hibridizado contra uma lamina (ver
subsegdo 4.2.1) a 42°C por um tempo aproximado de 20 horas. A hibridizacao foi feita
em estagdo de hibridizagdo GeneTAC (Genomic Solutions, Inglaterra). As laminas
foram previamente incubadas a 42°C por seis horas em solucdao de pré-hibridizacao,
sendo lavadas em ddH,O e centrifugadas a 30g por cinco minutos em tubo Falcon 50ml.
Apés a hibridizacao as laminas foram lavadas com as solucoes descritas na subsecao
4.1.5 e digitalizadas com os scanners GenePix (Molecular Dynamics, EUA) ou ScanAr-
ray (Packard BioScience, EUA) que utilizam tecnologia laser scanner. Esses equipa-
mentos permitem a digitalizacao de imagens cuja resolucao dos pizels vao desde 5um
até 50um, em todos os experimentos realizados aqui foi utilizada resolucao de 10um.
Nas imagens obtidas neste trabalho os spots apresentaram diametro aproximado de
300pum com distancias de centro a centro de aproximadamente 500um (horizontal) e
450pum (vertical).

Como as quantidades de mRNAs sintéticos utilizadas no inicio das reacoes de
transcri¢ao reversa eram conhecidas, foi possivel estabelecer antecipadamente as ra-
zoes que eram esperadas entre os fragmentos utilizados para marcacao com cy3 e cyd

e avaliar os erros cometidos ao final das andlises.

4.2.4 Estimacao das intensidades

As imagens foram quantificadas utilizando quatro softwares distintos que em-
pregam diferentes metodologias de localizacao e quantificacao dos spots. Todas essas
metodologias utilizam a imagem composta das duas bandas (cy3 e cyd) para a seg-
mentacao dos spots. Uma vez definidos os pizels a serem computados, foi utilizada a
média dos valores de intensidade de sinal e background para a estimacao dos valores
de interesse que sao obtidos através da tabela de dados numéricos exportada pelo
software. No total foram utilizados 9 procedimentos diferentes neste trabalho, que

sao:

1. Circfiz — segmentacao de circulo fixo. Assume que todos os spots sao circulares
e com mesmo tamanho. Para os experimentos construidos neste trabalho o

didmetro utilizado para os spots foi de 31 pizels (310um). Essa metodologia
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utiliza todos os pizels que estao dentro do raio citado anteriormente para o
calculo dos valores de sinal. Para os valores de background sao usados todos
os pizels que estao fora da area do spot mas que estejam dentro de um certo

quadrado a partir do centro do spot com lado medindo 40 pizels (400um).

2. Adap — segmentacao adaptativa onde os pizels da regiao de sinal sao seleciona-
dos com base em um teste estatistico que compara a distribuicao dos pizels
do spot com a distribuicao dos pizels do background. Primeiramente é definido
um didmetro maximo para os spots (para os experimentos desenhados aqui foi
utilizado 350um). Para a selegao de pizels do background sao definidos dois
diametros diferentes (aqui foram utilizados 510um e 675um) que definem um
‘anel’ de onde os pizels sao selecionados. A seguir é feito um teste estatistico
de Mann-Whitney, cujo valor de p < 0,0001 é considerado significativo, entre
os oito pizels medianos do background e cada grupo de oito pizels da regiao de
sinal. Somente os pirels que apresentarem diferencas significativas em relagao
a distribuicao dos pizels do background sao considerados como pertencentes ao

spot.

3. Circhist-50-50 — nesta metodologia as areas de sinal e background sao definidas
de maneira semelhante a metodologia adaptativa, sendo usado 310um para o
diametro do spot e 490um e 675um para a definicao da regiao do background.
Uma vez definidas essas regioes é calculado um histograma da distribuicao dos
valores de intensidade dos pizels do foreground e outro para a distribuicao dos
valores de intensidade do background. A seguir sao definidos percentis maximos
e minimos para selecao dos pizels que serao quantificados. Aqui foram seleciona-
dos os pizels que estavam entre os percentis 45 e 95 da distribuicao dos pizels
da regiao de sinal e entre os percentis 5 e 55 da distribui¢ao do background. Os
pizels selecionados sao independentes nos dois canais, ou seja, os pizels usados

para cy3 e cyd podem ser diferentes.

4. Circhist-100-20 — é um procedimento exatamente igual ao da metodologia
circhist-50-50, porém utilizando todos os pizels da regiao de sinal e os que este-

jam entre os percentis 1 e 20 da distribuicao do background.
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5. Circhist-30-10 — é um método bastante semelhante a metodologia circhist-
50-50, com a excecao de que nesta metodologia é calculado apenas um his-
tograma para todos os pizrels do quadrado centrado no spot com lados igual ao
espacamento entre spots. A seguir sao selecionados 30% dos pizels mais intensos
que estejam dentro de uma circunferéncia com diametro igual a metade do lado
do quadrado menos um pizel. Para o background sao selecionados 10% dos pizels
menos intensos que estejam fora de uma circunferéncia com raio igual a metade
do lado do quadrado mais um pizel. Nesta metodologia os pizrels selecionados

sao sempre os mesmos para os dois canais da imagem.

6. Hist-15-15— método baseado na segmentacao por histograma. Aqui é definido
um retangulo, medindo 500um por 450pum, ao redor do spot, onde é calculado o
histograma de distribuicao dos valores de intensidade de todos os pizels que estao
dentro desse retangulo. A seguir é selecionada uma proporcao dos pizels mais
intensos para representar a regiao de sinal e uma outra proporc¢ao de pizels menos
intensos para representar o background. Aqui foram utilizados os percentis de

80 a 95 para a regiao de sinal e de cinco a 20 para a regiao do background.

7. Segment-50-50 — procedimento baseado em segmentacao por variacao de in-
tensidade. A segmentacao é feita através de operadores de morfologia matema-
tica [15]. A seguir sdo calculados dois histogramas, um para as regides de sinal
e outro para o background, e selecionados percentis de maneira semelhante ao
método circhist-50-50. Da mesma forma, os pizels selecionados sao indepen-

dentes nos dois canais.

8. Segment-100-20 - metodologia igual a anterior com percentis de sele¢cao iguais

a da técnica circhist-100-20.

9. Segment-100-100 — metodologia semelhante as duas anteriores, selecionando
todos os pizels que constituem a regiao do spot e todos os da regiao de back-

ground.

O método circfiz foi utilizado através do software ScanAlyze, [8]. Os métodos
adap, circhist-50-50, circhist-100-20 e hist-15-15 foram aplicados através do software
QuantArray, [32]. E importante mencionar aqui que todas as metodologias empre-

gadas através do software QuantArray nao selecionam nenhum pizel que esteja locali-



MATERIAL E METODOS 34

zado no exterior do retangulo definido na descricao da técnica hist-15-15. O método
circhist-30-10 foi empregado através do software Spot, [18, 19]. As estratégias de
segmentacao por variacao de intensidade foram aplicadas através do software Bioinfo-
USP [15]. Para maiores detalhes em relagdo a cada um destes programas consulte o

Anexo A.

4.2.5 Normalizacao dos dados

Neste trabalho foram construidos dois tipos de experimentos diferentes. Em al-
guns experimentos foram utilizadas concentragoes iguais de mRNAs para a sintese do
cDNA utilizado para hibridizagao, ou seja, a razao esperada entre as amostras de teste
(T) e referéncia (R) deve ser igual a um para todos os fragmentos utilizados. Em con-
trapartida, outros experimentos foram construidos a partir de concentracoes maiores
de mRNAs na amostra teste, onde eram esperadas razoes entre T e R diferentes de
um.

Desta maneira, as normalizacoes [34, 54] se deram de duas formas diferentes.

Em experimentos que deveriam apresentar razao entre T e R igual a um, utilizamos

D Top =k Y Raps (2)
i=1 i=1

onde k, que é a constante de normalizacdo, é obtida de Y Tpys./ > Reys;s Teys; € Reys,
sao os valores de intensidade corrigidos pelo background para cada spot da lamina
nas amostras de teste e referéncia, marcados com cy3 e cyd, respectivamente, e n é
o nimero de spots viaveis, ou seja, sem flag (indicacao de spot ruim) e com valor de
intensidade de sinal positivo apds correcao pelo background. Esse tipo de correcao é
conhecida por normalizagao pela energia total.

Para experimentos onde as razoes esperadas entre T e R sao diferentes de um

utilizamos a auto-normalizagio (self-normalization) [54], que é dada por

IOg Z _ (log Tcy3 - lOg Rcy5) + (lOg Tcly5 - log Rlcy3)
R 2

(3)

onde T e R representam as amostras de teste e referéncia; 1,3 e R.y5 representam

as intensidades corrigidas pelo background para cy? e cyd na primeira lamina e Tc’y5 e
, . . . .

R ;5 representam as intesidades corrigidas pelo background para cyd e cy3 na lamina

de swap.
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4.2.6 Estimacao das expressoes

As andlises foram feitas através de medidas de razao obtidas entre os valores de
intensidade nos dois canais. Inicialmente foi feita a correcao dos valores de intensi-
dade de sinal pelos valores de intensidade do background para cada spot das laminas,
sendo que os valores de razao foram calculados logo em seguida. Esses dados foram
normalizados como descrito na secao anterior. Essa estratégia foi adotada para todos
os procedimentos de andlise de imagens, a fim de garantir que exatamente os mesmos
célculos fossem aplicados para todos os conjuntos de dados.

Para a avaliacdo das diferencas encontradas entre os valores de raziao obtidos
nos experimentos controlados e as razoes esperadas de acordo com os experimentos
construidos utilizamos a seguinte funcao de erro

P L
E = Zi:l |;Z 7«6‘ (4)

onde p é o numero de spots de um dado cDNA fixado na lamina, r; e . sa0 as razoes
observada para cada spot desse cDNA e esperada, respectivamente. As andlises foram
baseadas nas razoes médias, desvios-padrao e erros obtidos para cada cDNA diferente
fixado nas laminas, onde elegemos o melhor conjunto de dados aquele que mais se
aproximou da razao esperada de acordo com a construcao do experimento juntamente
com um menor desvio-padrao. Essas andlises foram feitas através de scripts escritos

em linguagem MatLab 6 (The MathWorks, EUA) [26].
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5 RESULTADOS

51 A CONSTRUCAO DAS LAMINAS

Todos os cDNAs do projeto, ver subsecao 4.1.3, foram amplificados com sucesso
para a fixacao 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. Apds
purificacao e determinadas as Aggonm, 0 CDNA que apresentou menor concentragao
foi o Irf-1. Assim as concentracoes de todos os outros produtos de PCR foram nor-

malizadas pela concentragio do Irf-1, que ficou em torno de 2,5 x 10'® moléculas/ml.

FelHind Lysd  Trpl  Gene Q) 5T0280 IL-6  IRF-1

3301ph

207%h
1715pb

1051pb
675gh

265ph

Figura 5: Amplificacdo dos fragmentos utilizados.
Foto do gel de agarose contendo amostras dos seis cDNAs amplificados para

fixagao em laminas de vidro.

Para o presente trabalho foram produzidas 24 laminas de vidro contendo spots
dos seis cDNAs citados anteriomente juntamente com suas respectivas dilui¢oes in-
dicadas na Equagao (1). Essas laminas contém 32 blocos (ou subarrays), dispostos
em 4 colunas por 8 linhas, onde cada um destes blocos contém 64 spots, organizados
em uma geometria de 8 linhas por 8 colunas, ver Figura 1 (A). Desta maneira, existe
um ndmero total de 2048 pontos contidos em cada uma das laminas produzidas. A
disposicao de todos esses spots foi cuidadosamente planejada a fim de se aproveitar

melhor todos os espacos disponiveis. Foram desenhados quatro blocos cujos spots
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estao organizados de forma diferente e dispostos repetidamente dentro das laminas,
de maneira que sao encontradas oito copias de um minichip dentro de uma mesma
lamina. Para os cDNAs de LysA, gene Q, I1-6 e Irf-1 na concentracao original (diluigdo
1) ha um total de 96 pontos por lamina, ao passo que os demais genes-dilui¢des tém
um total de 64 pontos por lamina. As Figuras 6 e 7 esquematizam a fixagdo desses
materiais nas laminas, mostrando a disposicao dos blocos dentro da lamina e dos
spots dentro de cada bloco diferente, respectivamente. Os pontos pretos da Figura 6
representam pontos fixados sempre com dilui¢do um, ou seja, na concentracao inicial,

o esquema, de cores representa as diluicbes como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Esquema de cores utilizado na Figura 6
Esta tabela é uma legenda para a coloracao utilizada na Figura 6, pois foram

utilizadas varias dilui¢coes nos cDNAs fixados nas laminas de vidro.

Cor Diluigao

vermelho | 1 (sem diluicdo)

verde diluigdo 1/2

azul diluigdo 2/2

diluigdo 3/2
diluigao 4/2

2 ( )
3 ( )
amarelo | 4 ( )
5 ( )

marrom

Os mRNASs sintetizados a partir das reagoes de transcricao in vitro foram quan-
tificados em espectofotometro e estocados a -70°C. Para as hibridizacoes as concen-

tragoes desses mensageiros sintéticos foram novamente normalizadas.
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. STO280 STOZR0
B0 STO0280 STO280 IRF-1
IRF-1 IRF-1 IRF- IRF-1 IRF-1
L6 -6 I
Lysd Lysh Lysh
Lysh Lysh Trp TrpC
TrpC TrpC TpC TrpC  Qgene
. Qgene Qgene: Qgene

ST0230

IRF-1

IEF-1

Lysé

Qgene

Q gene

ST0280 .

-6 IL-6
L6 IL6

y: Lysd
TrpC  TipC

Qgene .

(A)

. 5TO280: IRF-1 IL:6 LysA

ST0280 ST0280  IRE-1 [L-6 Lysh
IRF-1
-6 L5 Lysh

Lysh  ST0280 IRF-1 TIL-6 LysA
TrpC  STO280 IRF-1 IL-6 Lysh

Qaene ST0280 IRF-1 IL6 LysA

. 5T0280 IRF-1 IL-6 LysA

TepC

TepC

TrpC

TipC

TpC

Q gene .

Q) gene
J gene

Q gene

Q gene .

(©)

. STO280 ST0280 IEF-1 IRF-1 -6 IL-6 .
Lys&  Lys& TrpC TrpC  Qgene  Qgene

STO280 3T0280 IRF-1 IRF-1 IL-6 1L

LysA  Lysh  TrpC TrpC Qgene Qgene STO280 ST0280
IRF-1 IRF-1 L6 IL-6 Lys. TrpC 't
Qgene Qgene ST0280 S5T0280 I[RF-1 1IRF-1 IL-6 L&
. Lys&  Lysh TrpC TrpC Qgene Qgene .

(B)

IEF-1 L-& Ly Trp SEMLE .

5T0280

IRF-1 5T0280 IRF-1 IL6 LysA TrpC Qgene IRF-1
IL-6 8T0280 IRF-1 IL-6 LyshA TrpC Qgene L6

5T0280 -IRF-1 1IL6 LysA TrpC Qgene Lysd

TrpC  STO2B0  IRF-1 L6 Lys& TrpC Qgene TrpC

) gene Qgene

. ST0280 IRF-1 IL-6 Lysh TipC  Qgene .

Figura 6: Os quatro blocos produzidos.

Essa figura ilustra um esquema dos diferentes blocos produzidos, ver Figura 7.

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

(D)

representam as dilui¢cdes dos cDNAs fixados e estao indicadas na Tabela 6.

38
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E1l B2 E1l Bz E1l B2 El Ez
E3 B4 E3 B4 E3 E4 E3 E4
E1l EZ E1l EZ E1l EZ El EZ
E3 B4 E3 B4 E3 B4 E3 B4

Figura 7: A fixacao de quatro blocos diferentes.
Os fragmentos foram fixados em quatro blocos diferentes. Essa figura ilustra o

esquema em que esses blocos foram organizados nas laminas.

5.2 AS HIBRIDIZACOES

Foram hibridizadas com sucesso 13 laminas, sendo que outras duas foram uti-
lizadas em testes da reacao de transcricao in vitro na etapa de producao dos mRNAs.
Essas 13 laminas hibridizadas constituem um conjunto de oito experimentos diferentes
que estao listados nas Tabelas 7 e 8. A Figura 8 mostra uma imagem composta dos
dois canais de um experimento digitalizado no scanner Genepiz onde a razao espera-
da entre teste e referéncia é um para todos os fragmentos utilizados, os retangulos e

linhas vermelhas mostram o esquema ilustrado na Figura 7.

O protocolo de hibridizacao utilizado no laboratoério ja estd bem definido, onde
sabe-se qual é a quantidade de RNA total que deve ser utilizado na reacao de marcacao
com cy3 ou cyd. Entretanto, nos experimentos propostos nesse trabalho nao se sabia
qual era a quantidade de mRNA necessaria para iniciar a reagao de transcri¢cao re-
versa, uma vez que foram utilizados mRNASs sintéticos construidos em laboratério por
transcrigoes in vitro. Assim, era necessario saber qual a relacao entre o cDNA alvo e
o cDNA sonda que apresentaria melhores resultados.

Com o intuito de responder a essa questao foram desenhados trés experimentos
com concentracoes iguais de mRNAs utilizados como amostras de teste e referéncia.

Esse conjunto de experimentos obedeceu a uma grande variagao entre a proporcao de
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Figura 8: Imagem de um experimento com proporgoes iguais de
amostras teste e referéncia.

Imagem composta de um experimento com proporcoes iguais de amostras teste
e referéncia. Essa imagem foi digitalizada pelo scanner Genepir. As linhas

tracejadas e os retangulos vermelhos indicam o esquema ilustrado na Figura 7.
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cDNA flutuante em relagao ao cDNA fixado, como pode ser obervado na Tabela 7.
Nota-se que o experimento 1 apresentou uma propor¢ao de material flutuante/fixado
de aproximadamente 500, ao passo que o experimento 2 tinha a proporc¢ao de 5 e o ex-
perimento 3 apresentava a proporc¢ao de 0,05. A Figura 9 mostra as imagens compostas
desses trés experimentos, onde nota-se a influéncia da propor¢ao flutuante/fixado no
sinal obtido. Os pontos brancos indicam spots saturados, ou seja, que atingiram o nivel
maximo de sinal de intensidade. Vé-se que o experimento 2, onde a propor¢ao entre
o cDNA flutuante e o cDNA fixado é aproximadamente equivalente apresentou spots
bem definidos e sem saturacdo de sinal (Figura 9 (B)), o que nos levou a hibridizar
os demais experimentos obedecendo a propor¢oes de flutuante/fixado semelhantes a

deste experimento.

Tabela 7: Experimentos para o ajuste da proporgao flutuante/fixado.
Esta tabela descreve trés experimentos realizados com o objetivo de ajustar a
proporcao de material flutuante a ser utilizado. A variagdo dessa propor¢ao pode
ser notada na coluna Flut/Fix, que indica a proporcao entre material flutuante

e fixado utilizada.

Experim. | Quant. lam. | Scanner | Teste/Ref | Flut /Fix
1 1 Genepiz 1/1 500/1
2 1 Genepiz 1/1 5/1
3 1 Genepiz 1/1 1/20

O experimento 2, listado na Tabela 7, foi renomeado para expl/I e também foi
utilizado nas analises quantitativas, sendo que a razao esperada entre teste e referéncia
era de um para todos os cDNAs utilizados. Entretanto experimentos baseados em
razao entre teste e referéncia igual a um podem mascarar os dados obtidos, pois
0s spots que tiveram baixa intensidade devem naturalmente tender a essa razdao por
apresentarem sinais muito préximos do valor de intensidade do background. Para
contornar esse problema, os experimentos exp3/1 e exp6/1 foram hibridizados com
quantidades diferenciadas de cDNA marcado, apresentando razoes esperadas de trés
e seis, respectivamente.

Além disso, os experimentos expl/1-5/1, expl/1-2/1 e exp1/1-10/1 tiveram dois

grupos de proporcoes diferentes entre os mRNAs utilizados para a marcac¢ao com cy3 e
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Figura 9: Comparacao entre as proporgoes de alvo/sonda.

Essa figura ilustra as diferencas observadas entre as proporcoes 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 relacdo ao fixado), (B) -
experimento 2 (5 vezes mais cDNA flutuante em relagao ao fixado), (C) - expe-

rimento 3 (20 vezes mais cDNA fixado em relagao ao flutuante).
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cyd, sendo que os mRNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 foram preparados com proporgoes
iguais entre os dois fluorocromos, ao passo que os cDNAs de LysA, gene Q e 11-6
foram preparados respeitando-se propor¢des varidveis, onde o experimento expl/1-
5/1 apresentava cinco vezes mais material marcado em um dos canais, o experimento
expl/1-2/1 apresentava diferenca de duas vezes e o expl/1-10/1 uma diferenca de dez
vezes. Cabe ressaltar que todos esses experimentos foram feitos em duplicatas com a
inversao dos fluoréforos ou swap. O swap de corantes, descrito na tltima coluna da
Tabela 8, consiste de duas hibridizacoes com a inversao dos corantes entre as duas
amostras estudadas e é utilizado com o objetivo de aplicar a auto-normalizacao, dada
pela Equagao (3).

Todos os experimentos utilizados para as analises quantitativas neste trabalho

estao listados na Tabela 8.

Tabela 8: Experimentos realizados.

Esta tabela descreve os experimentos realizados neste trabalho para as analises
quantitativas, juntamente com a quantidade de laminas utilizadas, o scanner
usado para captura das imagens, a proporcao entre as amostras utilizadas como

teste e referéncia e a realizacao de swap ou nao.

Experim. | Quant. lam. | Scanner | Teste/Ref | Swap
Expl/1 1 Genepiz 1/1 nao
Exp3/1 2 Genepiz 3/1 sim
Exp6/1 2 Genepiz 6/1 sim

Expl/1-5/1 2 Genepiz 1/1e5/1 sim

Expl/1-2/1 2 ScanArray | 1/1e2/1 sim

Expl/1-10/1 2 ScanArray | 1/1e10/1 | sim
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5.3 A ANALISE DE DADOS

Uma vez capturadas as imagens, os dados foram quantificados. Como pode ser
visto na subsecao 1.3.4, existem diferentes metodologias que podem ser empregadas
para a defini¢do das dreas ocupadas por sinal (spots) e quantificacio dos valores de
intensidade de sinal e background. Neste trabalho foram utilizados diferentes procedi-
mentos sendo que a comparacao destas diferentes metodologias constituem um ponto

importante dos nossos objetivos.

5.3.1 Avaliacdo da segmentacao de spots

A definicdo correta das areas onde estdo localizados os spots sdo de fundamen-
tal importancia para garantir que problemas do tipo descrito na Figura 4 (A) ndo
acontecam. A Figura 10 mostra alguns spots localizados pelas metodologias utilizadas
nesse trabalho, a parte (A) mostra o procedimento de circulo fixo, em (B) tem-se a
segmentacao empregada pelas técnicas adap, circhist-50-50 e circhist-100-20, em (C)
vé-se a segmentagao empregada pelo método circhist-30-10 e em (D) a metodologia
de segmentagdo por morfologia matemaética, empregada em segment-50-50, segment-
100-20 e segment-100-100. As imagens visualizadas sao referentes a dois spots do
experimento expl/1, um deles apresentava baixa intensidade e outro com alta inten-
sidade. Na figura é possivel notar que a metodologia de segmentacao por variacao de
intensidade é mais precisa que todas as demais. Embora pareca que o spot de baixa
intensidade nao tenha sido corretamente localizado, quando o contraste da imagem é

aumentado nota-se que existe sinal de intensidade em toda a regido delimitada.

Os procedimentos de localizagao dos spots também podem explicar diferencas
significativas entre os valores de intensidade obtidos. Tais diferengas podem ser ex-
plicadas através do critério de selecao de pizels que sao usados para o calculo da
intensidade do spot, assim como do background. A Tabela 9 lista os valores médios
de intensidade e background, em cy3, para todos os cDNAs sem diluigao (diluigao 1)
para o experimento expl/1.

Também, a Figura 11 mostra os bozr plots dos dados referentes a esse mesmo
experimento, dando uma idéia da dispersao dos valores obtidos. Entretanto, aqui,
apenas os valores do gene Q estao representados. Em (A) e (B) tem-se os valores

de intensidade de sinal e background, respectivamente, do experimento expl/1. No



RESULTADOS
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Figura 10: A capacidade de definicao de spots.

As diferencas de definicao de spots entre as metodologias distintas utilizadas
neste trabalho. (A) metodologia de circulo fixo (empregada em circfiz). (B)
metodologia de segmentacao empregada por adap, circhist-50-50 e circhist-100-
20. (C) segmentacdo empregada pela metodologia circhist-30-10. (D) seg-
mentagao por morfologia matemaética (segment-50-50, segment-100-20, segment-

100-100).
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RESULTADOS
Tabela 9: Comparacao entre os valores de intensidade de sinal e back-
ground.
Valores médios de sinal e background de todos os ¢cDNAs (com diluicdo um),
utilizados no trabalho. Esses dados sado referentes ao experimento expl/1.
Proced. Tipo de expl/1
Sinal LysA | TrpC | Gene Q | ST0280 11-6 Irf-1
Clircfix Sinal 3827.68 | 922.20 5950.84 1311.48 | 11251.84 | 7878.76
Back. 594.60 | 381.05 1411.53 451.05 1926.86 | 1727.77
Adap Sinal 3653.88 | 983.77 | 5826.70 1335.65 | 10658.03 | 7659.67
Back. 274.20 | 277.53 280.03 271.75 306.26 289.01
Clirchist-50-50 Sinal 4372.11 | 1086.72 | 6563.72 1449.86 | 12321.87 | 8633.39
Back. 249.67 | 255.11 262.00 253.46 256.19 256.11
Circhist-100-20 Sinal 3571.74 | 923.81 5728.85 1318.77 | 10778.16 | 7702.72
Back. 236.26 241.78 247.82 238.72 242.24 242.39
Clirchist-30-10 Sinal 4068.06 | 1150.36 | 6283.08 1393.74 | 11671.44 | 8268.02
Back. 237.04 242.62 250.91 240.24 245.02 245.31
Hist-15-15 Sinal 4246.92 | 1030.07 | 6458.45 1420.85 | 12113.32 | 8456.73
Back. 244.10 | 250.30 259.69 248.62 253.20 254.08
Segment-50-50 Sinal 4384.90 | 1084.47 | 6578.73 1445.44 | 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 1349.31 | 11041.72 | 7886.38
Back. 233.73 240.22 247.05 237.05 240.98 241.68
Segment-100-100 Sinal 3715.18 | 938.61 5983.55 1349.36 | 11039.19 | 7882.61
Back. 299.32 282.61 353.86 294.89 383.86 368.36
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eixo das abscissas encontra-se os procedimentos de quantificacao de sinal na mesma
ordem encontrada na subsecao 4.2.4, ou seja, 1 - circfir, 2 - adap, 3 - circhist-50-50,
4 - circhist-100-20, 5 - circhist-30-10, 6 - hist-15-15, 7 - segment-50-50, 8 - segment-
100-20, 9 - segment-100-100.

A Figura 11 (A) mostra que nio existem diferencas muito significativas nos va-
lores de intensidade de sinal obtidos pelas diferentes metodologias utilizadas, dado
que pode ser confirmado através da Tabela 9. Entretanto para os valores de inten-
sidade do background a metodologia circfixr quantifica valores maiores que os demais
procedimentos, ver Tabela 9 e Figura 11 (B). Isso pode ser justificado pelo fato de que
esse método de quantificacao calcula a média de todos os pizels que estao na regiao
do background, ao passo que as demais metodologias selecionam uma certa proporgao
de pizels com base no histograma da distribui¢do dos valores de intensidade que es-
tejam na porcao inferior da distribuicao, ou seja, com baixa intensidade. Além disso,
a Tabela 9 mostra que os valores de background calculados pelo procedimento circfiz
aumentam a medida que os valores de sinal também aumentam. Nota-se que os spots
com intensidade de sinal muito fortes ocupam, visualmente, uma area maior que os
que apresentam sinais de intensidade mais fracos. Através da Figura 10 (A) é possivel
notar que muitas vezes o spot fica maior que a mascara que delimita a sua regiao, o que

faz com que pizels do spot sejam computados como sendo pertencentes ao background.
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Figura 11: Box plot dos valores de intensidade do gene Q.
Esta figura ilustra os bozr plots dos dados citados na Tabela 9 apenas para o
gene (Q sem diluicao, no eixo x temos as diferentes metodologias: 1 - circfiz, 2
- adap, 3 - circhist-50-50, 4 - circhist-100-20, 5 - circhist-30-10, 6 - hist-15-15,
7 - segment-50-50, 8 - segment-100-20, 9 - segment-100-100. A figura mostra
os valores de intensidade de (A) - sinal e (B) - background para o experimento

expl/1, respectivamente.
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5.3.2 Anailise das razoes

O experimento expl/1, que foi hibridizado com concentracoes iguais de amostras
de teste e referéncia, foi normalizado por energia total, descrita pela Equacao (2).
Como este experimento devia apresentar razao média de aproximadamente um para
todos os spots, espera-se que os dados devam se concentrar em torno de uma reta
com inclinacao de aproximadamente 45°, quando sao plotados os dados do canal um
(cy3) no eixo z e do canal dois (cy5) no eixo y (gréifico de dispersado, ou scatter
plot). Isso realmente aconteceu como pode ser observado pela Figura 12, referente ao

experimento expl/1.

Referéncia
®
Referéncia
®

L L 6
8 10 12 Teste

(A) (B)

Referéncia
o
Referéncia
Py

Figura 12: Gréficos de dispersido do experimento expl/1.
Scatter plots referentes aos dados do experimento expl/1. Esses dados foram
quantificados através de 9 metodologias distintas, aqui estdo representadas: (A)

segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-80-10 e (D) circhist-50-50.
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Uma outra forma de analisar esses dados é feita através dos graficos de razao.
Esses gréaficos dispoem todos os spots no eixo das abscissas e seus respectivos valores
de razao entre as amostras de teste e referéncia no eixo das ordenadas. A Figura 13
mostra esse tipo de grafico para o experimento expl/1. 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 apresenta maior variabilidade que as demais metodologias, sendo
que todos os outros procedimentos apresentam perfis de dispersao muito parecidos
entre si. Os padroes observados nas figuras 12 e 13 se conservam entre todas as

metodologias utilizadas neste trabalho, por essa razdo esses perfis foram ilustrados

apenas para quatro metodologias.
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Figura 13: Graficos de razao do experimento expl/1.
Gréficos de razdo do experimento expl/1, cujas razdes esperadas eram um para
todos os fragmentos da lamina. Estao representados os seguintes procedimentos:

(A) segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-30-10 e (D) circhist-50-50.
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Entretanto, em experimentos baseados somente na proporgao teste/referéncia
igual a um, a presenca de vdrios spots que apresentam valores de intensidade muito
proximos ao valor do background influencia para que esses spots apresentem valores de
razao proximos de um, uma vez que os valores de intensidade do background em cy3
e cyd sao aproximadamente iguais. Visando contornar esse tipo de problema, foram
desenhados outros experimentos onde foram variadas as concentragoes dos mRNAs
utilizados para a marcagao do cDNA alvo. Os experimentos exp3/1 até expl/1-10/1
foram construidos desta forma, as diferentes proporcoes de cDNA utilizados para
hibridizagdo podem ser verificadas na Tabela 8. As Figuras 14 e 15 mostram os
scatter plots e graficos de razdes para o experimento exp3/1, onde esperamos razao
igual a trés, aproximadamente. As metodologias que nao estao mostradas nas figuras
apresentaram padroes de dispersao semelhantes as metodologias ilustradas, sendo que
a metodologia circfir apresentou dispersao semelhante a da metodologia segment-100-
100, e as demais apresentaram dados semelhantes aos dos procedimentos circhist-30-10

e segment-50-50.

As Figuras 14 e 15 mostram menor variabilidade juntamente com uma maior
exatidao nas metodologias segment-100-100 e circhist-50-50. Nota-se, principalmente
que a metodologia adap apresentou uma variabilidade muito alta para os fragmentos
de TrpC e ST0280 (que sdo os fragmentos que apresentaram menores valores de inten-
sidade de sinal), mostrando que este procedimento ndo é muito bom para spots que
apresentam baixos valores de intensidade. E interessante dizer também que a técnica
segment-100-100 apresentou valores de razao mais precisos que as demais metodolo-
gias, note que os pontos azuis ficaram mais concentrados ao redor do grupo de pontos
considerados bons, como mostra a Figura 15.

Os experimentos expl/1-5/1, expl/1-2/1 e expl/1-10/1 foram construidos com
dois grupos de proporcoes diferentes entre os cDNAs, onde os fragmentos de TrpC,
ST0280 e Irf-1 mantiveram proporcoes iguais de material marcado como teste e re-
feréncia sendo esperadas razoes iguais a um, enquanto os fragmentos de LysA, gene
Q e I1-6 tiveram proporcoes varidveis sendo esperadas razoes diferentes de um. As
Figuras 16 e 17 ilustram os scatter plots e graficos de razao para o experimento expl/1-
5/1, que deveria apresentar razao cinco para os fragmentos cujas proporg¢oes foram

variaveis. Novamente, os dados referentes as metodologias nao apresentadas nas fi-
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Figura 14: Scatter plots do experimento exp3/1.
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Scatter plots do experimento exp3/1 que deveria apresentar razao trés para to-

dos os cDNAs. Os dados foram quantificados com 9 procedimentos diferentes.

Aqui estdo indicados: (A) segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-30-10 e (D)

circhist-50-50. O esquema de cores utilizado ilustra os diferentes fragmentos

de cDNA utilizados como indicado na legenda, o degradé de cada cor indica as

diluigoes feitas para cada cDNA.
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Figura 15: Gréficos de razao do experimento exp3/1.

Gréficos de razao do experimento exp3/1 que deveria apresentar razao trés para
todos os cDNAs. Os dados foram quantificados com 9 procedimentos diferentes.
Aqui estdo indicados: (A) segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-30-10 e (D)
circhist-50-50. Os spots bons (indicados em preto na figura) sdo referentes aos
fragmentos de gene Q, [1-6 e Irf-1, que apresentaram sinais de intensidade maiores
que os demais cDNAs (que estao indicados na figura como spots ruins e coloridos

em azul). Nota-se que os spots bons atingiram melhores resultados com menor

variabilidade.
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o4

guras apresentaram perfis parecidos aos dados mostrados, de maneira semelhante ao

experimento exp3/1, citado no paragrafo anterior.
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Scatter plots do experimento expl/1-5/1 que deveria apresentar razao um para

os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1, e razao cinco para os outros fragmentos. Os

dados foram quantificados com 9 procedimentos diferentes. Aqui estao indica-

dos: (A) segment-100-100, (B) adap, (C) circhist-30-10 e (D) circhist-50-50. O

esquema de cores utilizado ilustra os diferentes fragmentos de cDNA utilizados

como indicado na legenda, o degradé de cada cor indica as diluicoes feitas para

cada cDNA.

Um fato que merece destaque sao os maiores erros obtidos em todas as metodolo-

gias de andlise de imagens para os fragmentos que apresentam valores de intensidade

muito baixos. Na Figura 16 ndo é notada nenhuma diferen¢a muito grande na vari-

abilidade obtida pelas diferentes metodologias, ao contrario do que foi observado para

a metodologia adap no experimento exp3/1 (Figura 14). Entretanto, a Figura 17 (B)
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Figura 17: Gréficos de razao do experimento expl/1-5/1.

Griéficos de razao do experimento expl/1-5/1, que deveria apresentar razao cinco

para os cDNAs de LysA, gene Q e Il-6 e razdo um para os demais fragmentos

utilizados. Nesta figura sdo mostrados os dados referentes as metodologias: (A)

segment-100-100, (B) adap, (C) circhist30-10e (D) circhist-50-50. Os spots bons

(indicados em preto na figura) sdo referentes aos fragmentos do gene Q, I1-6 e

Irf-1, que apresentaram sinais de intensidade maiores que os demais cDNAs (que

estao indicados na figura como spots ruins e coloridos em azul). Nota-se que os

spots 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 construcao das laminas utilizadas neste projeto utilizamos fragmentos de
cDNA de tamanhos variados que foram fixados em concentracoes aproximadamente
iguais. Assim, independentemente do procedimento utilizado para a quantificacao dos
dados, pode-se também analisar o efeito do tamanho dos fragmentos fixados nos va-
lores de intensidade observados. A Figura 18 mostra que esses valores de intensidade
parecem decair de maneira mais acentuada em fragmentos menores que 650pb, apro-
ximadamente. Essas figuras foram geradas a partir de dados do experimento expl/1
quantificados através do procedimento segment-50-50, mas os perfis de queda de sinal

observados aqui se conservam para as outras metodologias.

A Figura 18 mostra que a intensidade de sinal aumenta de maneira diretamente
proporcional ao tamanho do cDNA fixado e atinge um plato em aproximadamente
650pb. Este dado indica que em insertos de até 650pb ha uma dependéncia direta entre
a intensidade de sinal e o tamanho do cDNA fixado. Porém, em insertos maiores esta
dependéncia diminui sensivelmente, indicando que este deva ser um ponto importante
de inflexdo da curva; resultado que estd de acordo com a literatura [42], que sugeria

tal ponto de inflexao em 712pb, aproximadamente.
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Figura 18: Grafico de comparacao dos diferentes tamanhos de frag-

mentos fixados.

Neste grafico é possivel notar que em fragmentos maiores que 650pb, aproxi-

madamente, os valores de intensidade parecem atingir um certo plato. Esses

dados sao referentes ao experimento expl/1 em (A) - cy3 e (B) - cyd.
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5.3.4 Dispersao das razoes com as intensidades de sinal

Analisando os experimentos onde a razao esperada difere de um notamos que a
variabilidade dos dados é muito maior do que a que foi observada nos experimentos
que foram construidos com a razao unitaria. Mas, como podemos ver nas Figuras 15 e
17, existe um conjunto de pontos (pontos pretos) cuja razao fica muito préxima de 3 e
5, respectivamente. Entretanto, existe um outro grupo de dados, referenciados como
spots ruins e coloridos em azul no grafico, que se afastam muito da razao esperada. Isso
pode ser explicado pelo fato de que os cDNAs de LysA, TrpC e ST0280 apresentaram
sinais de intensidade mais baixos que os demais, o que pode ser verificado nas Figuras
14 e 16. Os fragmentos de LysA e TrpC tinham tamanho préximo de 300pb, e foi
mostrado que esses fragmentos apresentam baixa intensidade (Figura 18), ja o mRNA
transcrito de ST0280 apesar de possuir 650pb (semelhante ao do gene Q) sempre
apresentou intensidades de sinal préximas dos mRNAs menores. Isto pode ser devido
a problemas na qualidade deste mRNA transcrito in vitro.

Observando mais detalhadamente esses spots com baixos valores de intensidade,
nota-se que os valores de sinal dos pizels que constituem suas regioes apresentam
uma variabilidade maior que os spots que apresentam valores de intensidade altos. A
Figura 19 mostra os histogramas dos valores de razao calculados pizel a pizel para
um spot de intensidade alta (A) e baixa (B), onde nota-se que o histograma do spot
com baixa intensidade é mais “gordo” que o do spot que apresenta alta intensidade,
mostrando que os spots que acendem com intensidade baixa apresentam uma maior
dispersao em relacao aos spots de intensidade maior. Essa maior dispersao atrapalha
a estimacao dos pizels a serem utilizados para o calculo dos valores de intensidade.

Uma conseqiiéncia importante desse fato é mostrada a seguir. A Figura 20
mostra que a exatidao da razao obtida decai proporcionalmente aos valores de inten-
sidade observados para quase todas as metodologias empregadas, com excecao das
metodologias circfir e segment-100-100 que apresentam uma exatidao maior, pagando
o preco de apresentar um nimero maior de outliers, como mostra a figura 21.

Essas duas figuras (20 e 21) mostram scatter plots tridimensionais referentes ao
experimento exp3/1, relacionando os valores de intensidade para cy3 e cys com os
valores de razao calculados. Note que o grafico estd em escala logaritmica e que esse

experimento deveria apresentar razao igual a trés para todos os ¢cDNAs utilizados.
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Os pontos azuis e pretos sao definidos de maneira semelhante a definicao dada nas

Figuras 15 e 17.
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Figura 19: Histogramas de razao pixel a pixel.
Este grafico ilustra os histogramas dos valores de razao pizel a pirel de dois
spots diferentes, com intensidade de sinal (A) - alta e (B) - baixa. Esses spots

sao referentes ao experimento exp3/1, que deveriam apresentar razao 3.
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Figura 20: Variacdo da razdo com a intensidade (metodologia
segment-50-50).

Grafico relacionando os valores de intensidade em cy? e cyd com os valores de
razao observados. Esses dados sdo referentes ao experimento exp3/1 (com razao
esperada igual a trés) quantificados através do procedimento segment-50-50.
Observando este grafico é possivel notar que existe uma forte dependéncia entre
os valores de intensidade de sinal dos spots e os valores de razao calculados.
A medida que os valores de intensidade de sinal decaem, a exatiddo da razao

medida também decai.
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Figura 21: Variacdo da razdo com a intensidade (metodologia
segment-100-100).

Grafico relacionando os valores de intensidade em cy3 e cy5 com os valores de
razao observados. Esses dados sdo referentes ao experimento exp3/1 (com razao
esperada igual a trés) quantificados através do procedimento segment-100-100.
Observando este grafico é possivel notar que aquela forte dependéncia observada
através da metodologia segment-50-50 (Figura 20) tende a diminuir. Entretanto

aqui nota-se varios outliers dos valores de razao obtidos.
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5.3.5 Analise dos erros cometidos

Os experimentos expl/1-5/1, expl1/1-2/1 e exp1/1-10/1, nos quais se pretendia
avaliar as diferencas entre as metodologias de localizacdo e quantificacao de spots,
tiveram grande variacao das razoes esperadas entre as amostras de teste e referéncia
(note que as razoes variaram de 1 até 10). Assim, ao se olhar de uma forma mais critica
para esses dados, temos uma idéia da precisao da metodologia de cDNA microarray
na deteccao de diferencas em niveis de expressao de RNA mensageiros entre duas
populagoes celulares distintas. A Figura 22 mescla os dados desses trés experimentos
com o intuito de analisar a exatiddao da tecnologia de arrays, onde se pode notar que as
diferencas entre as proporgoes de cy3 e cyd foram detectadas satisfatoriamente (para
as metodologias circhist-50-50 em (A) e segment-50-50 em (B)). Nestes gréficos estao
destacados, aproximadamente, a razao obtida apdés a auto-normalizacao e a razao
esperada entre parénteses. O degradé de cores para cada cDNA distinto se refere as

diferentes diluicoes feitas para o material fixado.

Nos experimentos construidos neste trabalho foram utilizadas cinco diluigoes
dos cDNAs que foram fixados nas laminas. Nos fragmentos que apresentaram valores
de intensidade altos (I1-6 e Irf-1) nao foi notada muita diferenca nos valores médios
de sinal entre essas diferentes dilui¢oes. Entretanto para os fragmentos que apresen-
taram intensidade de sinal baixa (LysA, TrpC e ST0280) notamos que tais diluigoes
tem um efeito mais drdstico, como pode ser observado na Figura 18. Por outro lado,
foi mostrado aqui que existe uma dependéncia entre os valores de intensidade dos
spots e os valores de razao calculados, ver Figuras 20 e 21. Assim, nota-se que a
andlise dos fragmentos que apresentam baixos valores de intensidade vao apresentar
maiores erros que a andlise dos mesmos fragmentos na concentrac¢ao inicial. Esse fato
também é esperado para as diferentes diluigoes encontradas nas laminas, principal-
mente para os cDNAs de tamanho pequeno (LysA e TrpC). Desta forma, as andlises
de erro apresentadas aqui foram feitas apenas para os cDNAs que nao apresentavam
dilui¢do (dilui¢do 1), para evitar superestimacao dos erros e desvios-padrao obtidos.
A seguir sao apresentadas algumas tabelas e figuras que resumem, numericamente, os
resultados obtidos neste trabalho para os cDNAs que foram fixados na concentracao
inicial (diluicdo um), com excessdo da Tabela 10 e da Figura 23 que apresentam os
dados referentes ao experimento expl/1 para os cDNAs que apresentavam dilui¢do

cinco. Nesses graficos sao apresentados os valores de erro encontrados para todos os
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Figura 22: Validacao da metodologia de cDNNA microarray.

Dados dos experimentos expl/1-5/1, expl/1-2/1 e expl/1-10/1. Quantificados
com (A) circhist-50-50 e (B) segment-50-50. Observa-se que os valores de razao
obtidos para fragmentos de intensidade alta ficam muito préximos dos valores
esperados (indicados entre parénteses). O degradé observado para cada cDNA

se refere as diluigoes utilizados no cDNA da sonda.
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cDNAs, que estao indicados no eixo x na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 -
Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6, 6 - Irf-1. Quando comparamos a Tabela 10 e a Figura 23
com a Tabela 11 e a Figura 24, é possivel notar as diferencas entre os erros cometidos
para os cDNAs com dilui¢ao um e com diluicao cinco, especialmente para os fragmen-
tos LysA, TrpC e ST0280, que apresentaram valores de intensidade menores que os

demais.

Exp1/1

1.2 '

Il Circfix

Il Adap

I Circhist-50-50
1r [ Circhist—-100-20 T
[ Circhist-30-10
[ Hist-15-15

[ Segment-50-50
Il Segment-100-20

0.8 Bl Segment—100—100 T

cDNAs
Figura 23: Erros cometidos no experimento expl/1 (com dilui¢io 5).
Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas para a quantificacao
dos experimentos. Nesta figura sao mostrados os erros cometidos para spots
de todos os ¢cDNAs utilizados com diluigdo cinco no experimento expl/1. Os
cDNAs estao indicados no eixo x na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 -

Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6, 6 - Irf-1.

O experimento expl/1 deveria apresentar razao entre as amostras de teste e re-
feréncia igual a um. Quando os dados referentes a esse experimento foram analisados,
foi notado que nao existiram diferencas muito significativas entre os erros cometidos
por quase todas as metodologias empregadas referentes a todos os cDNAs utilizados,
ver Tabelas 10 e 11 e Figuras 23 e 24. Entretanto nota-se que a metodologia adap
apresenta erros bastante superiores para os fragmentos que apresentaram valores de

intensidade muito baixos (LysA, TrpC e ST0280). Entranto experimentos baseados



Tabela 10: Dados obtidos para o experimento expl/1 (dilui¢ao cinco).
Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos da sonda que apresentam dilui¢do cinco no

experimento expl/1. Neste experimento é esperada razao um para todos os cDNAs.

Experimento expl/1, com diluigdo cinco

SOAVILINSHY

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 Il6 Irfl

7 E DP | u E DP | u E DP | u E DP| u E DP| pu E | DP
Circfix 1.09 | 0.11 | 0.12 | 1.25 | 0.26 | 0.18 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.16 | 0.18 | 0.19 | 1.30 | 0.30 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13
Adap 1.65 | 0.65 | 0.29 | 2.00 | 1.00 | 0.30 | 0.93 | 0.10 | 0.08 | 1.67 | 0.68 | 0.30 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 1.04 | 0.09 | 0.12

Circhist-50-50 | 1.12 | 0.13 | 0.12 | 1.28 | 0.28 | 0.17 | 0.90 | 0.12 | 0.08 | 1.20 | 0.21 | 0.19 | 1.30 | 0.30 | 0.17 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Circhist-100-20 | 1.11 | 0.11 | 0.12 | 1.27 | 0.27 | 0.16 | 0.89 | 0.12 | 0.08 | 1.18 | 0.19 | 0.18 | 1.30 | 0.30 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Circhist-30-10 | 1.11 | 0.12 | 0.13 | 1.28 | 0.28 | 0.18 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.12 | 0.18 | 0.19 | 1.29 | 0.29 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Hist-15-15 1.11 012 | 0.12 | 1.27 | 0.27 | 0.16 | 0.92 | 0.10 | 0.08 | 1.23 | 0.23 | 0.19 | 1.36 | 0.36 | 0.17 | 1.04 | 0.09 | 0.13

Segment-50-50 | 1.12 | 0.12 | 0.12 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 0.89 | 0.12 | 0.09 | 1.19 | 0.20 | 0.20 | 1.30 | 0.30 | 0.17 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Segment-100-20 | 1.09 | 0.11 | 0.12 | 1.26 | 0.26 | 0.16 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.17 | 0.18 | 0.18 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Segment-100-100 | 1.09 | 0.10 | 0.12 | 1.26 | 0.26 | 0.17 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.15 | 0.18 | 0.19 | 1.29 | 0.29 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

g9



Tabela 11: Dados obtidos para o experimento expl/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento

expl/1. Neste experimento é esperada razao um para todos os cDNAs.

Experimento expl/1, com dilui¢do um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 Il6 Irfl
7 E DP | u E DP | u E DP | u E DP| u E DP| pu E | DP
Circfix 1.02 | 0.05 | 0.06 | 1.22 | 0.22 | 0.07 | 0.80 | 0.20 | 0.05 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.07
Adap 1.00 | 0.04 | 0.06 | 1.27 | 0.27 | 0.18 | 0.79 | 0.21 | 0.05 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.05 | 0.07 | 0.06 | 0.88 | 0.12 | 0.07
Circhist-50-50 | 1.02 | 0.05 | 0.05 | 1.22 | 0.22 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.05 | 0.06 | 0.05 | 0.89 | 0.11 | 0.06
Circhist-100-20 | 1.01 | 0.04 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.80 | 0.20 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.06 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.07
Circhist-30-10 | 1.01 | 0.05 | 0.06 | 1.20 | 0.21 | 0.10 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.03 | 0.06 | 0.07 | 1.06 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.11 | 0.07
Hist-15-15 1.02 | 0.04 | 0.06 | 1.22 | 0.22 | 0.08 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.06 | 1.04 | 0.05 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.06
Segment-50-50 | 1.02 | 0.05 | 0.05 | 1.23 | 0.23 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.06 | 1.05 | 0.06 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.06
Segment-100-20 | 1.01 | 0.04 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.08 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.07
Segment-100-100 | 1.01 | 0.05 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.08 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.07

SOAVILINSHY
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Figura 24: Erros cometidos no experimento expl/1.
Esta figura ilustra os erros cometidos pelas diferentes metodologias de quan-
tificagdo para o experimento expl/1. Os cDNAs estao indicados no eixo z na

seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6, 6 - Irf-1.

somente em razao entre teste e referéncia igual a um podem mascarar resultados im-
portantes. Assim, foram desenhados outros experimentos cujas razoes esperadas eram

diferentes de um.

Inicialmente foi construido um experimento no qual a propor¢ao dos mRNAs
utilizados como amostras de teste e referéncia foi de 3/1 (exp3/1). A Figura 25 (A)
mostra os erros cometidos neste experimento onde nota-se que, para o fragmento
LysA as metodologias circhist-50-50 e segment-50-50 apresentaram erros menores,
adap apresentou o maior erro e as demais metodologias ficaram aproximadamente
equivalentes. Para o fragmento de TrpC a metodologia circhist-50-50 apresentou
menor erro que todas as demais, sendo que circfir e adap apresentaram os maiores
erros. Os fragmentos do gene Q, I1-6 e Irf-1 em geral apresentaram um pequeno
aumento do erro cometido pelas metodologias circfiz e segment-100-100, se mantendo
estdveis nas demais metodologias. O fragmento de ST0280 apresentou os maiores
erros nas metodologias adap e segment-100-100. Entretanto, observando a tabela 12
é notado que nos fragmentos do gene Q, Il-6 e Irf-1, que apresentam os sinais de

intensidade mais fortes, nota-se que todas as metodologias calcularam corretamente



Tabela 12: Dados obtidos para o experimento exp3/1.
Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢do um da sonda

exp3/1. Neste experimento é esperada razao trés para todos os cDNAs.

no experimento

Experimento exp3/1, com dilui¢do um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 Il6 Irfl
7 E DP | u E DP | u E DP | u E DP| u E DP| pu E | DP
Circfix 3.16 | 0.31 | 0.38 | 4.93 | 2.48 | 837 | 3.34 | 0.34 | 0.18 | 3.61 | 0.73 | 0.75 | 3.44 | 0.44 | 0.24 | 3.72 | 0.74 | 0.31
Adap 1.90 | 1.10 | 0.38 | 0.99 | 2.10 | 0.72 | 3.19 | 0.22 | 0.17 | 0.85 | 2.15 | 0.22 | 3.24 | 0.26 | 0.21 | 3.41 | 0.44 | 0.29
Circhist-50-50 | 2.75 | 0.27 | 0.25 | 1.98 | 1.02 | 0.29 | 3.15 | 0.17 | 0.15 | 2.53 | 0.49 | 0.29 | 3.22 | 0.24 | 0.19 | 3.41 | 0.41 | 0.20
Circhist-100-20 | 2.64 | 0.36 | 0.27 | 1.86 | 1.14 | 0.31 | 3.14 | 0.17 | 0.14 | 2.42 | 0.59 | 0.31 | 3.22 | 0.25 | 0.20 | 3.39 | 0.42 | 0.26
Circhist-30-10 | 2.65 | 0.38 | 0.38 | 1.72 | 1.28 | 0.41 | 3.19 | 0.21 | 0.17 | 2.36 | 0.65 | 0.37 | 3.26 | 0.27 | 0.19 | 3.41 | 0.45 | 0.26
Hist-15-15 2.64 | 037 | 027 | 1.47 | 1.53 | 0.22 | 3.12 | 0.15 | 0.13 | 2.15 | 0.85 | 0.26 | 3.19 | 0.22 | 0.19 | 3.36 | 0.36 | 0.19
Segment-50-50 | 2.75 | 0.28 | 0.25 | 1.86 | 1.14 | 0.36 | 3.15 | 0.17 | 0.14 | 2.52 | 0.49 | 0.30 | 3.23 | 0.25 | 0.19 | 3.41 | 0.42 | 0.20
Segment-100-20 | 2.65 | 0.36 | 0.27 | 1.71 | 1.29 | 0.33 | 3.14 | 0.16 | 0.13 | 2.35 | 0.65 | 0.30 | 3.20 | 0.22 | 0.18 | 3.36 | 0.39 | 0.24
Segment-100-100 | 3.23 | 0.37 | 0.47 | 3.41 | 1.35 | 1.97 | 3.32 | 0.32 | 0.18 | 4.44 | 1.62 | 2.91 | 3.44 | 0.44 | 0.23 | 3.71 | 0.73 | 0.31
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Tabela 13: Dados obtidos para o experimento exp6/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento

exp6/1. Neste experimento é esperada razao seis para todos os cDNAs.

Experimento exp6/1, com dilui¢do um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 Il6 Irfl
7 E DP | u E DP | u E DP | u E DP| u E DP| pu E | DP
Circfix 3.33 | 2.67 | 0.57 | 2.78 | 3.46 | 1.90 | 3.11 | 2.89 | 0.27 | 4.08 | 4.41 | 8.74 | 3.57 | 2.43 | 0.40 | 3.88 | 2.12 | 0.58
Adap 238 | 3.62 | 0.61 | 0.62 | 5.38 | 0.24 | 4.93 | 1.07 | 0.38 | 0.69 | 5.31 | 0.29 | 5.59 | 0.56 | 0.52 | 4.65 | 1.37 | 0.64
Circhist-50-50 | 4.75 | 1.25 | 0.59 | 2.46 | 3.54 | 0.85 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.97 | 3.03 | 0.65 | 5.56 | 0.56 | 0.52 | 5.67 | 0.57 | 0.61
Circhist-100-20 | 4.49 | 1.51 | 0.66 | 2.22 | 3.78 | 0.82 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.81 | 3.19 | 0.63 | 5.61 | 0.54 | 0.51 | 5.62 | 0.63 | 0.68
Circhist-30-10 | 4.49 | 1.51 | 0.74 | 1.80 | 4.20 | 0.52 | 4.94 | 1.06 | 0.38 | 2.47 | 3.53 | 0.66 | 5.60 | 0.55 | 0.51 | 5.56 | 0.69 | 0.71
Hist-15-15 4521148 1 0.59 | 1.59 | 4.41|0.29 | 485 | 1.15 | 0.36 | 2.42 | 3.58 | 0.49 | 5.51 | 0.60 | 0.52 | 5.49 | 0.67 | 0.64
Segment-50-50 | 4.74 | 1.26 | 0.60 | 2.26 | 3.74 | 0.71 | 4.92 | 1.08 | 0.37 | 2.89 | 3.11 | 0.62 | 5.59 | 0.56 | 0.52 | 5.68 | 0.59 | 0.63
Segment-100-20 | 4.47 | 1.53 | 0.62 | 1.92 | 4.08 | 0.52 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.57 | 3.43 | 0.56 | 5.54 | 0.58 | 0.51 | 5.53 | 0.68 | 0.69
Segment-100-100 | 5.98 | 0.82 | 1.09 | 4.11 | 3.11 | 2.94 | 5.37 | 0.64 | 0.42 | 5.20 | 2.57 | 3.09 | 6.14 | 0.51 | 0.66 | 6.63 | 0.87 | 0.95
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Erro

Figura 25: Erros cometidos nos experimentos exp3/1 e exp6/1.

Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas para a quantificacao
dos experimentos (A) - exp3/1 e (B) - exp6/1. Os cDNAs estao indicados no
eixo x na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6,
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os valores de razao esperados, apresentando erros e DPs equivalentes em todos os
procedimentos empregados. Porém, isso nao aconteceu nos fragmentos com sinais de
intensidade mais baixos. No fragmento de ST0280 a metodologia segment-100-100
apresentou razao média de 4,44, sendo que a mediana é 3,58 (valor nao apresentado
na tabela), mostrando que alguns outliers atrapalharam a média e o erro cometido.
Esse fato realmente se confirma, sendo que dois spots desse cDNA apresentaram razao
19 e 14,65, respectivamente (dados nao mostrados). Note que a razao média obtida
pela metodologia circfir foi de 3,34. O mesmo fato pode ser observado nos dados
obtidos para o fragmento de TrpC, onde a metodologia segment-100-100 apresentou
razao média de 3,41 e circfir apresentou razao média de 4,93 e mediana de 3,68, sendo
que este mesmo fragmento teve um outlier com razao de 68,62. Entretanto, os demais
procedimentos de quantificacao de dados apresentaram razoes médias de 0,99 a 1,98,
embora tenham apresentado valores de erro menores. Nos dados referentes ao cDNA
LysA também observamos que as técnicas circfiz e segment-100-100 apresentam va-
lores de razao médias melhores que as demais, embora apresentem erros piores que
algumas delas, o que pode ser justificado pela presenca de alguns valores extremos.
Analisando os dados do experimento exp6/1, onde é esperada razao seis, Figura
25 (B) e Tabela 13, é possivel notar que a metodologia segment-100-100 apresentou
erros menores para os fragmentos de LysA, TrpC, gene Q, ST0280 e II-6. Obser-
vando os fragmentos de I1-6 e Irf-1, que s@ao os cDNAs que apresentam maiores va-
lores de intensidade de sinal em nosso conjunto de dados, nota-se que a maioria das
metodologias apresentam dados bastante consistentes, com excecao da metodologia
circfix que apresentou razao média bastante inferior ao que era esperado com baixo
desvio padrao (sugerindo que nao existe nenhum outlier muito extremo). Por outro
lado, a metodologia segment-100-100 foi mais precisa. Este dado indica que a seg-
mentacgado por variagdo de intensidade foi peca fundamental para a exatiddao dos dados
obtidos, uma vez que a principal diferenca entre as metodologias circfiz e segment-100-
100 consiste no processo de localizagao dos spots. Quando olhamos para os fragmentos
que apresentaram sinais de intensidade inferiores ao dos cDNAs citados anteriormente,
nota-se que existe uma certa dependéncia entre os valores de intensidade e os erros
cometidos nas razoes calculadas. Em especial para os fragmentos que apresentaram
sinais de intensidade muito baixos (ST0280 e TrpC) nota-se que todas as metodolo-

gias apresentaram valores de razao abaixo do esperado, embora nota-se uma maior
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exatidao nos dados gerados pelo procedimento segment-100-100. Essa maior exatidao
dos dados obtidos pelo procedimento segment-100-100 é claramente notada nos dados
referentes aos cDNAs de LysA e gene Q, onde tal procedimento apresentou valores
de razao média iguais a 5,98 e 5,37 com baixo DP, respectivamente, ao passo que as

demais metodologias detectaram uma razao média de, no maximo, 4,9.

Para os experimentos expl/1-5/1, expl/1-2/1 e expl/1-10/1, eram esperados
dois grupos de razoes diferentes. Os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 deveriam apre-
sentar razao igual a um nos trés experimentos citados. Observando os graficos da
Figura 26 vé-se que os fragmentos que apresentaram valores de intensidade baixos
mostraram algumas diferencas entre os procedimentos diferentes utilizados, onde as
metodologias circfix e segment-100-100 apresentaram erros maiores que as demais.
Isso pode ser explicado pelo fato de que os trés experimentos citados nesse pardgrafo
apresentaram muitos artefatos pequenos no background. Como essas duas técnicas
computam a média de todos os pirels que compoem o background da regiao de in-
fluéncia de cada spot e os cDNAs de TrpC e ST0280 apresentaram valores de inten-
sidade de sinal baixos, os spots desses fragmentos tendem a incorporar maiores erros.
Esse fato pode ser confirmado através dos dados obtidos para o fragmento do cDNA
Irf-1, que apresentou valores de intensidade maiores que TrpC e ST0280, onde nota-se
que as diferencas drasticas citadas anteriormente desaparecem.

Ainda, nesses trés tultimos experimentos os fragmentos de LysA, gene Q e Il-6
deveriam apresentar razao entre teste e referéncia de aproximadamente cinco (expl/1-
5/1), dois (expl1/1-2/1) e dez (expl/1-10/1). Nota-se que para esses trés fragmentos,
os erros cometidos pelas metodologias circfiz e segment-100-100 sempre apresentaram
erros menores que as demais, em especial no cDNA LysA. Outro ponto importante a
destacar é o fato que o procedimento adap oferece erros muito altos para fragmentos
que apresentam baixo valor de intensidade (LysA) ou em experimentos com uma

grande diferenca entre as amostras de teste e referéncia (expl/1-10/1, ver Figura 26
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Tabela 14: Dados obtidos para o experimento expl/1-5/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com diluicao um da sonda no experimento

expl/1-5/1. Neste experimento é esperada razdo um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razao cinco para

os demais.
Experimento expl/1-5/1, com diluicdo um

Soft LysA TrpC Gene Q STO0280 116 Irfl
u, | E|DP| 4 | E |DP| » | E |DP| o | E |DP| 4 | E |DP| 4 | E | DP
Circfiz 3.76 | 1.24 | 0.37 | 1.53 | 0.53 | 0.23 | 4.30 | 0.70 | 0.21 | 1.50 | 0.50 | 0.17 | 3.80 | 1.21 | 0.32 | 0.91 | 0.09 | 0.04
Adap 2.39 | 2.61 | 0.36 | 0.79 | 0.21 | 0.12 | 4.09 | 0.93 | 0.25 | 1.08 | 0.11 | 0.11 | 3.54 | 1.46 | 0.18 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-50-50 | 3.33 | 1.67 | 0.26 | 1.36 | 0.36 | 0.11 | 3.98 | 1.02 | 0.15 | 1.40 | 0.40 | 0.09 | 3.52 | 1.48 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-100-20 | 3.20 | 1.80 | 0.25 | 1.31 | 0.31 | 0.11 | 3.92 | 1.08 | 0.13 | 1.37 | 0.37 | 0.09 | 3.48 | 1.52 | 0.16 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-30-10 | 3.21 | 1.79 | 0.28 | 1.18 | 0.19 | 0.17 | 3.96 | 1.04 | 0.19 | 1.31 | 0.31 | 0.11 | 3.51 | 1.49 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Hist-15-15 3.15|1.85|0.23 | 1.17 | 0.17 | 0.12 | 3.91 | 1.09 | 0.14 | 1.33 | 0.33 | 0.11 | 3.49 | 1.51 | 0.16 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Segment-50-50 | 3.32 | 1.68 | 0.24 | 1.30 | 0.30 | 0.12 | 3.97 | 1.03 | 0.14 | 1.37 | 0.37 | 0.10 | 3.52 | 1.48 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Segment-100-20 | 3.16 | 1.84 | 0.26 | 1.24 | 0.25 | 0.14 | 3.88 | 1.12 | 0.16 | 1.33 | 0.33 | 0.09 | 3.42 | 1.58 | 0.15 | 0.89 | 0.11 | 0.03
Segment-100-100 | 3.88 | 1.13 | 0.41 | 1.70 | 0.72 | 0.87 | 4.24 | 0.77 | 0.28 | 1.49 | 0.49 | 0.17 | 3.67 | 1.33 | 0.18 | 0.90 | 0.10 | 0.03
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Tabela 15: Dados obtidos para o experimento expl/1-2/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento

expl/1-2/1. Neste experimento é esperada razao um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razao dois para

os demais.
Experimento expl/1-2/1, com diluicdo um

Soft LysA TrpC Gene Q STO0280 116 Irfl
u, | E|DP| 4 | E |DP| » | E |DP| o | E |DP| 4 | E |DP| 4 | E | DP
Circfiz 1.72 1 0.28 | 0.17 | 1.22 | 0.25 | 0.37 | 1.87 | 0.14 | 0.09 | 1.20 | 0.20 | 0.08 | 1.81 | 0.19 | 0.09 | 0.98 | 0.05 | 0.07
Adap 1.23 | 0.77 | 0.17 | 0.87 | 0.20 | 0.21 | 1.75 | 0.25 | 0.08 | 0.97 | 0.14 | 0.21 | 1.69 | 0.31 | 0.09 | 0.95 | 0.08 | 0.09
Circhist-50-50 | 1.62 | 0.38 | 0.10 | 1.08 | 0.09 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.13 | 0.13 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.04 | 0.05
Clirchist-100-20 | 1.59 | 0.41 | 0.10 | 1.06 | 0.07 | 0.06 | 1.77 | 0.23 | 0.07 | 1.11 | 0.11 | 0.05 | 1.72 | 0.28 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Circhist-30-10 | 1.53 | 0.47 | 0.18 | 1.01 | 0.06 | 0.08 | 1.78 | 0.22 | 0.07 | 1.08 | 0.10 | 0.08 | 1.72 | 0.28 | 0.09 | 0.97 | 0.05 | 0.06
Hist-15-15 1.60 | 0.40 | 0.09 | 1.01 | 0.03 | 0.04 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.07 | 0.07 | 0.04 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Segment-50-50 | 1.61 | 0.39 | 0.10 | 1.07 | 0.08 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.12 | 0.12 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Segment-100-20 | 1.58 | 0.42 | 0.12 | 1.04 | 0.06 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.06 | 1.10 | 0.10 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.06
Segment-100-100 | 1.79 | 0.27 | 0.22 | 1.22 | 0.23 | 0.24 | 1.84 | 0.16 | 0.07 | 1.22 | 0.22 | 0.12 | 1.78 | 0.22 | 0.10 | 0.98 | 0.05 | 0.08
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Tabela 16: Dados obtidos para o experimento exp1/1-10/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento

expl/1-10/1. Neste experimento é esperada razao um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razdo dez para

os demais.
Experimento expl/1-10/1, com diluigdo um

Soft LysA TrpC Gene Q STO0280 116 Irfl
x| E|DP| 4y | E |DP| 4 | E |DP| 4y | E |DP| 4 | E |DP| x | E |DP
Clircfix 7.82 (232|183 139|040 | 031 |10.55|1.23 | 1.52 | 1.78 | 0.78 | 0.34 | 8.87 | 1.20 | 1.17 | 1.23 | 0.23 | 0.08
Adap 1.66 | 8.34 | 0.47 | 0.76 | 0.26 | 0.17 | 4.38 | 5.62 | 1.00 | 0.70 | 0.30 | 0.17 | 5.33 | 4.67 | 0.80 | 1.28 | 0.28 | 0.10
Circhist-50-50 | 6.43 | 3.57 | 0.81 | 1.38 | 0.38 | 0.15 | 8.52 | 1.48 | 0.70 | 1.61 | 0.61 | 0.14 | 7.52 | 2.48 | 0.41 | 1.24 | 0.24 | 0.05
Circhist-100-20 | 5.64 | 4.36 | 0.98 | 1.23 | 0.23 | 0.16 | 8.10 | 1.90 | 0.86 | 1.48 | 0.48 | 0.18 | 7.41 | 2.59 | 0.61 | 1.23 | 0.22 | 0.07
Circhist-30-10 | 5.10 | 4.90 | 1.18 | 1.07 | 0.17 | 0.21 | 7.58 | 2.42 | 1.21 | 1.27 | 0.29 | 0.25 | 6.97 | 3.03 | 0.94 | 1.19 | 0.19 | 0.09
Hist-15-15 5.61 { 4.39 1 0.74 | 1.13 | 0.15 | 0.13 | 8.02 | 1.98 | 0.73 | 1.40 | 0.40 | 0.12 | 7.23 | 2.77 | 0.48 | 1.23 | 0.23 | 0.06
Segment-50-50 | 6.15 | 3.85 | 0.87 | 1.34 | 0.34 | 0.14 | 8.44 | 1.56 | 0.70 | 1.51 | 0.51 | 0.17 | 7.39 | 2.61 | 0.46 | 1.24 | 0.24 | 0.06
Segment-100-20 | 5.41 | 4.59 | 1.01 | 1.18 | 0.19 | 0.15 | 7.86 | 2.14 | 0.86 | 1.36 | 0.37 | 0.22 | 7.05 | 2.95 | 0.74 | 1.22 | 0.22 | 0.07
Segment-100-100 | 8.68 | 2.55 | 3.36 | 1.74 | 0.74 | 0.72 | 10.94 | 1.45 | 2.29 | 1.77 | 0.77 | 0.83 | 8.66 | 1.36 | 0.91 | 1.26 | 0.26 | 0.07
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Figura 26: Erros cometidos nos experimentos expl/1-5/1, exp1/1-2/1
e expl/1-10/1.

Essa figura mostra os erros cometidos pelas diferentes metodologias nos expe-
rimentos (A) - expl/1-5/1, (B) - expl/1-2/1 e (C) - expl/1-10/1. Os cDNAs
estao indicados no eixo x na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4

- ST0280, 5 - 11-6, 6 - Irf-1.
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6 DISCUSSAO

A tecnologia de cDNA microarray é uma ferramenta bastante utilizada atual-
mente. Dentre as suas principais utilidades, destaca-se a busca de diferencas de ex-
pressao de varios genes em um unico experimento. Entretanto, os dados gerados
através dessa metodologia estao sujeitos a varias fontes de incertezas que podem levar
a erros nas andlises finais destes dados, como mostra Finkelstein et al [9]. Além disso,
a dificuldade de estimacao dos valores de intensidade reais no momento da andlise de
imagens também pode influenciar nos resultados finais. Uma vez que existem véarios
procedimentos sendo atualmente empregados por diferentes softwares de andlise de
imagens de microarray, a comparagao desses diferentes procedimentos constitui um
importante passo na busca daquela metodologia que minimize os erros cometidos e
favoreca a aquisicao de dados mais robustos e confidveis. Recentemente foi publicado
um trabalho onde foram analisadas diferentes metodologias de processamento de ima-
gens provenientes de experimentos de cDNA microarray [53]. Este trabalho buscou por
metodologias que minimizam a variabilidade dos dados obtidos. Entretanto, pouco se
sabe sobre a exatidao destas diferentes metodologias de processamento de imagens, o
que mostra a necessidade do desenvolvimento de uma estratégia experimental onde
seja possivel ter uma idéia do erro cometido por tais metodologias.

No trabalho apresentado aqui foi desenvolvida uma estratégia experimental com
o objetivo principal de validar diferentes metodologias de localizagao e quantificacao de
spots em imagens provenientes de experimentos de cDNA microarray. Esta metodolo-
gia se baseia na construcao de experimentos onde sao fixados fragmentos de cDNA
conhecidos em laminas de vidro que sao hibridizadas contra cDNAs marcados por
fluoréscencia construidos a partir de mRNAs que continham exatamente a mesma
seqiliéncia nucleotidica dos fragmentos fixados como sonda. Esses mRNAs foram cons-
truidos através de reacoes de transcricao in wvitro utilizando como molde os mesmos
fragmentos de ¢cDNA fixados. Esse cDNA molde foi previamente amplificado por
PCR utilizando oligonucleotideos contendo a seqiiéncia promotora para a enzima T3
(ou SP6) RNA polimerase e outro oligo contendo uma seqiiéncia poli A. Apds essa
etapa, quantidades especificas e conhecidas de mRNAs eram misturadas e seguiam o

protocolo de hibridizagao normalmente utilizado nos experimentos de cDNA micro-
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array desenvolvidos rotineiramente no laboratorio. Desta forma, através de experi-
mentos controlados, foi possivel determinar antecipadamente qual a razao esperada
entre os diversos experimentos construidos e compara-las com os resultados obtidos.
Existem fortes evidéncias bioquimicas que garantem a semelhanca entre esses experi-
mentos controlados e os experimentos biolégicos normalmente realizados através da
utilizacao da tecnologia de cDNA microarray. O sucesso da hibridizacao foi garan-
tido, uma vez que as laminas construidas eram hibridizadas contra cDNAs marcados
por fluorescéncia que continham exatamente as mesmas seqiiéncias nucleotidicas que
estavam fixadas nas laminas. Além disso, as laminas produzidas foram hibridizadas
seguindo-se os protocolos de hibridizacao comumente utilizados no laboratorio.

Utilizando esta nova estratégia experimental, foram construidos oito experimen-
tos, sendo que trés deles foram utilizados para ajustar a quantidade inicial de mRNA
a ser utilizada nas reacoes de transcricao reversa para marcacao do cDNA flutuante
(cDNA alvo). Seis desses experimentos foram quantificados através de 9 procedi-
mentos diferentes de andlise de imagens, sendo um deles baseado em segmentacao de
circulo fixo (circfiz) [8], outros trés baseados em segmentagio de circulo fixo sendo que
é permitido uma certa mobilidade aos spots (circhist-50-50, circhist-100-20 e adap)
[32], um outro procedimento define as regides de sinal baseando-se na distribuicao
do histograma de maneira automatizada com base nos espagamentos entre os spots
[18, 19] e outros trés baseados em segmentagio por morfologia matemadtica [15]. Além
dessas metodologias, também foi utilizada uma outra baseada em segmentacao por
histograma.

Desta forma, foram utilizadas cinco metodologias diferentes de localizagao de
spots em experimentos de cDNA microarray, onde foi possivel avaliar a capacidade
de localizacao de spots nessas diferentes metodologias estudadas, com excessao do

procedimento de segmentacdo por histograma, uma vez que ele ndo delimita uma

D~

méscara para os spots. A metodologia de segmentagdo por circulo fixo (circfiz)
muito susceptivel a problemas de localizacao errada de pizels como pertencentes a
regido de sinal, como indicado na Figura 10 (A). Além disso, essa metodologia é
totalmente baseada em computacao grafica, forcando o usuéario a corrigir muitos spots
que ficam fora da sua posicao estimada, o que faz com que o processamento de cada
experimento seja extremamente trabalhoso e cansativo para o usudrio, além de nao

ser reprodutivel. A metodologia de segmentagao por circulo fixo que permite uma
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certa mobilidade a mascara que define cada spot, embora seja mais robusta que a
metodologia de circulo fixo tradicional, também nao define exatamente todos os spots
como mostra a Figura 10 (B), levando a problemas semelhantes ao da metodologia
anterior. A metodologia baseada em segmentacao que delimita os spots com base
nas medidas da imagem (circhist-30-10) é um processo totalmente automatizado e
requer do usudrio apenas as imagens em cy3 e cyd juntamente com uma descri¢ao
da geometria da lamina. A partir dai, o programa processa as imagens e gera um
arquivo texto contendo os dados referentes aos spots e um outro arquivo (em formato
TIFF) com a imagem da segmentagido realizada. Entretanto, esta metodologia é
muito susceptivel a erros de segmentacao de blocos. Para corrigir erros desse tipo foi
necessario reprocessar as imagens alterando parametros no campo Layout adjustment
options, ver subsecao A.3 do Anexo A. Além disso, a descoberta dos parametros ideais
nao é muito trivial, o que faz com que isso se torne uma tarefa nao muito simples para o
usuario. Ressaltamos, ainda, que esses erros acontecem freqiientemente. Ao contrario
do que foi citado até aqui, a metodologia de segmentagao por morfologia matematica
é altamente robusta e eficaz. Todas as imagens dos experimentos produzidos neste
trabalho foram corretamente processadas. Eventualmente alguma linha gerada no
processo de gradeamento dos blocos ou spots devem ser ajustadas, o que sempre foi
observado em conjunto com algum problema nas imagens. Quanto a localizacao das
areas de sinal, a metodologia foi precisa para todos os experimentos produzidos aqui,
mesmo para os pontos que apresentavam baixa intensidade, ver Figura 10 (D). A
metodologia baseada em histograma utilizada neste trabalho nao fornece nenhuma
imagem da regiao delimitada pelos spots, e por isso nao foi discutida aqui.

A metodologia de processamento de imagens de microarray também pode ex-
plicar algumas diferencas nos valores de intensidade calculados para o background. Em
especial, os valores de intensidade do background estimados através da metodologia
circfir sdo maiores que os valores obtidos pelas outras metodologias, como mostra a
Tabela 9 e a Figura 11 (B). Esse fato ndo é devido a presenca de artefatos no back-
ground, ja que o procedimento segment-100-100 também utiliza todos os pizels que
constituem a regiao de influéncia dos spots e nao oferece valores de background simi-
lares aos obtidos na metodologia circfiz. A Figura 10 (A) mostra que existem casos
em que spots que apresentam valores de sinal mais intensos ocupam uma area visual-

mente maior que os spots menos intensos, levando a metodologia circfix a computar
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pizels do foreground no background.

A melhor forma de compararmos as diferentes metodologias de localizagao e
quantificagao de dados decorrentes de experimentos de microarray é observando as
razoes entre teste e referéncia em experimentos controlados onde sabemos de antemao
os resultados esperados. Os experimentos produzidos aqui tem essa caracteristica e,
por isso, nos permitiram fazer esse tipo de andlise.

No experimento expl/1 era esperada razao um para todos os fragmentos uti-
lizados neste trabalho, a Figura 12, mostra que nao existe muita diferenca entre os
diferentes procedimentos de andlise de imagens com relacdo a disperao dos spots, sendo
que a metodologia adap apresentou um padrao relativamente mais “gordo”. Isso su-
gere uma maior variabilidade nos dados obtidos por tal técnica, o que é confirmado
nos gréaficos de razao mostrados na Figura 13. Entretanto, andlises baseadas apenas
em razao um podem esconder muitas caracteristicas importantes. Uma justificativa
muito simples para isso estd no fato de que muitos fragmentos que apresentaram va-
lores de intensidade de sinal baixos (por terem tamanho pequeno — LysA e TrpC, ou
problemas relacionados & qualidade do mRNA sintetizado — TrpC e ST0280), sendo
esses valores préoximos aos de background. Uma vez que os valores de background nao
variam muito entre os dois fluorocromos utilizados, os resultados das razoes tederiam
para um. Para contornar esse problema foram desenhados experimentos que apresen-
tavam proporgoes diferentes entre os fragmentos de cDNA utilizados como amostras
de teste e referéncia.

A maior variabilidade obtida para o procedimento adap se repetiu em todos os
outros experimentos construidos, que deveriam apresentar razoes diferentes de um.
Entretanto, com base nesses novos experimentos foi notado que essa maior varia-
bilidade aconteceu principalmente para os fragmentos dos cDNAs de LysA, TrpC e
ST0280, que apresentaram valores de intensidade de sinal abaixo dos demais cDNAsS,
como mostra as Figuras 14, 15, 16 e 17. Embora essa variabilidade tenha sido maior
para os dados estimados a partir da metodologia adap, ela também aconteceu 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 cDNAs fixados
nas laminas de vidro. Dado semelhante foi mostrado por Stillman & Tonkinson [42],

os quais demonstraram que a dinamica da hibridizacao é influenciada pelo tamanho
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do ¢cDNA imobilizado na lamina. Neste estudo ficou demonstrado que a taxa de
hibridizacao era diretamente dependente ao tamanho do ¢cDNA imobilizado, havendo
um ponto de inflexdo da curva em cDNAs com 712pb de tamanho. Para cDNAs
maiores que 712pb a influéncia do tamanho na taxa de hibridizacao diminufa.

E interessante salientar que no trabalho citado foram utilizados cDNAs alvo com
tamanho fixo de 712pb, variando-se apenas os tamanhos dos fragmentos fixados (116,
454, 712, 1233 e 2057 pares de base), o que pode favorecer os dados obtidos, uma
vez que o material alvo tem tamanho tnico de 712pb. No trabalho apresentado aqui
foram utilizados fragmentos de 300, 650, 960 e 2000 pares de bases, aproximadamente,
onde mostramos que o ponto de inflexdao parece estar em 650pb. Nota-se que existe
uma lacuna entre 450 e 650bp, quando sao considerados os dois trabalhos realizados.
Isso pode indicar a possibilidade de que o ponto de inflexao real da curva esteja nesse
intervalo. Novos experimentos sao necessarios para uma avaliacao mais detalhada
desta caracteristica.

Além da maior variabilidade observada nos valores de razao obtidos para os
cDNAs que apresentaram valores de intensidade de sinal muito baixos, também foi
observada a existéncia de uma certa dependéncia entre os valores de intensidade de
sinal dos spots e os valores de razao calculados, como é mostrado nas Figuras 20 e
21, onde observa-se que a medida que os valores de intensidade caem os valores de
razao também caem. Esse fato pode ser explicado pela maior variabilidade dos valores
de intensidade dos pizels que constituem os spots de baixa intensidade. Além disso,
nota-se que as metodologias que nao selecionam todos os pizels da regiao de sinal e do
background, apresentam uma dependéncia maior que as metodologias que selecionam
todos os pizels que constituem as regioes citadas.

Com relacao a exatidao das metodologias estudadas, foi observado que as meto-
dologias que computam todos os pizels da regido de sinal para a extragdo do valor de
intensidade dos spots e todos os pizels da regido de background para o cdlculo dos valo-
res de intensidade dessa regiao oferecem dados mais corretos que as outras metodolo-
gias, especialmente para os fragmentos que apresentaram valores de intensidade de
sinal muito baixos, ver Tabelas 13, 14, 15 e 16 e Figuras 25 (B) e 26. Nota-se que
as metodologias circfiz-50-50, circfix-100-20, circfiz-30-10, segment-50-50 e segment-
100-20 apresentam resultados inferiores aos observados para as duas metodologias

citadas. Entretanto, os artefatos que aparecem na regiao de background interferem so-
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bremaneira no calculo das razoes para as metodologias circfiz 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 forma de se evitar esse tipo de
problema seria a deteccao exata destes artefatos, separando background de artefato,
o que ¢ relativamente dificil ja que eles nao apresentam uma forma homogenea. En-
tretanto, é possivel calcular o background selecionando-se uma proporc¢ao grande dos
pizels da regiao do background, evitando-se a sele¢cao daqueles que estejam nos per-
centis superiores da distribuigao (selecionar os pizels compreendidos entre os percentis
1 e 90, por exemplo). Isso pode ser feito através do software desenvolvido pelo grupo
do Bioinfo-USP, que permite a selecdo de qualquer percentil de pizels tanto para a
medida do foreground como do background. Esses dados mostram a necessidade de
filtrar os pizels pertencentes as regioes de artefatos encontrados no background, fato
que ja foi mencionado em outros trabalhos [4, 45, 52].

Além disso, a metodologia baseada em variagdo de intensidade constitui um
processo totalmente automatizado, evitando a necessidade de intensa manipulagao de
spots por parte do usudrio, o que evita a introducao de erros humanos durante esse
processo, além de economizar um bom tempo que seria dispendido com a correcao de
spots mal localizados.

E importante lembrar que seria ideal filtrar o verdadeiro ruido das imagens
decorrentes de experimentos de cDNA microarray, que sao as regioes do interior dos
spots que nao contribuem nos valores de intensidade de sinal. Entretanto a correlacao
entre os valores de intensidade dos pizels que constituem a area de um spot pode ser
muito util para filtrar esse ruido. Nenhum software utilizado na atualidade utiliza um
procedimento semelhante a esse, entretanto a implementagao de um algoritmo capaz
de filtrar os pizels que nao estejam dentro de uma boa correlagdo linear nao é uma
tarefa muito complicada e provavelmente faria com que a etapa de quantificacao dos

valores de intensidade do background seja irrelevante.
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7 CONCLUSOES

Uma conclusao importante que pode ser extraida do presente trabalho esta na
utilidade da estratégia experimental desenvolvida aqui. Nota-se que essa nova es-
tratégia apresenta um importante impacto para a avaliacao e validacao de diferentes
procedimentos de analise de imagens de microarray, sendo que ela oferece o pontencial
de se avaliar os erros cometidos, além da variabilidade dos dados.

Os dados obtidos aqui também sugerem que cuidados especiais devem ser toma-
dos no momento da selecao dos clones para fixa¢ao nas laminas, uma vez que os valores
de intensidade medidos sao diretamente proporcionais ao tamanho do fragmento fi-
xado, dado que j& havia sido observado anteriormente [42]. Esse fato ainda pode ser
reforcado pela dependéncia observada entre os valores de intensidade e os valores de
razao calculados, onde spots que que apresentam valores de intensidade muito baixos
tendem a apresentar erros maiores que os spots que apresentam sinais de intensidade
maiores.

Esses erros podem ser minimizados através da utilizacao de softwares de andlise
de imagens baseados em segmentagao por variacao de intensidade e que selecionam
todos os pirels da regido de sinal e o maior nimero possivel dos pizels pertencentes
a regiao de background, evitando a selecdo daqueles que estejam contaminados por
artefatos, uma vez que tais procedimentos resultam em dados mais robustos e precisos
para os valores de razao obtidos. Isso é especialmente notado nos spots que apresentam
valores de intensidade de sinal muito baixos.

Outra contribuicao importante do presente trabalho estd na validagao dos ex-
perimentos de microarray, sendo que os experimentos realizados neste trabalho mos-
traram que, os dados decorrentes de tais experimentos sao confidveis, reprodutiveis
e apresentam erros aceitaveis, como mostra a figura 22. Entretanto, um ponto im-
portante deve ser destacado, que é a perda de precisao observada para fragmentos de

cDNA que apresentavam valores de intensidade de sinal muito baixos.
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8 PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova estratégia experimental, onde as razoes
esperadas entre alguns fragmentos de cDNA sao conhecidas. Embora, existam evi-
déncias bioquimicas, que assegurem a semelhanca entre esse tipo de experimento e os
experimentos “reais” de microarray, seria ideal uma validagdo estatistica (por teste
de hipdtese) para garantir a similaridade das distribuicoes dos pizels de um spot nas
imagens construidas a partir de mRNA sintético e real.

Os dados observados neste trabalho mostram a existéncia de uma dependéncia
entre os valores de intensidade dos spots e os valores de razao calculados, além de
indicar que a presenca de artefatos na regiao do background tem o potencial de influ-
enciar os valores de razao observados. Assim, nota-se a necessidade de se desenvolver
um método para a deteccao automatica de qualidade dos spots com base no padrao de
distribuicao dos valores de intensidade de sinal e do background. Uma outra possibi-
lidade é a determinacao de alguns limites inferiores para os valores de intensidade de
sinal corrigidos pelo background, uma vez que foi mostrado aqui que os dados decor-
rentes de spots com sinal de intensidade muito baixos apresentam maior imprecisao
nos resultados obtidos. Além disso, seria interessante a utilizacao de algumas medidas
de incerteza, tais como intervalo de confianca, relacionando os valores de intensidades
e razoes calculadas.

Essa nova estratégia experimental, desenvolvida neste trabalho, também pode
ser empregada para varios outros procedimentos de analise de imagens de microarray,
sendo uma ferramenta de validacao dos softwares utilizados para o processamento de
imagens.

Também seria muito interessante desenvolver uma estratégia de votacao hie-
rarquica que atribuiria um voto para o melhor procedimento para cada um dos seis
cDNAs utilizados em todos os experimentos. A soma desses votos ajudara na escolha
do melhor procedimento de analise de imagens. Entretanto, o critério para atribuicao

desses votos deve levar em conta tanto o erro quanto o desvio padrao cometidos.
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A SOFTWARES UTILIZADOS

Uma das principais etapas no desenvolvimento de experimentos de cDNA mi-
croarray ¢ a andlise das imagens geradas. Nessa etapa destaca-se principalmente a
localizagao dos spots e a extragao das intensidades obtidas nos dois canais como j4 foi
citado no decorrer do texto. Neste apéndice vamos citar as principais caracteristicas

dos softwares utilizados neste trabalho.

A1l SCANALYZE

O ScanAlyze foi desenvolvido por Michael B. Eisen na Universidade de Stan-
ford. Ele opera em imagens provenientes de hibridizacoes obtidas de um ou dois
fluorocromos e tem o objetivo final de fornecer uma tabela numérica para andlises
posteriores. Este software se baseia totalmente em computacao grafica e oferece um
ambiente muito iterativo, exigindo intensa interferéncia do usuario. O procedimento

completo de andlise de um experimento de microarray é descrito a seguir:
e Carregar as imagens,
e Ajustar o ganho para que a maioria dos spots fique visivel,
e Criar todos os grids necesséarios (ou utilizar grids previamente criados),

e Ajustar a localizacao dos grids até que todos os blocos estejam corretamente

localizados,
e Fazer o refinamento da localizacao,
e Corrigir spots eventualmente mal localizados,
e Marcar spots problematicos (flag),
e Salvar os grids,
e Exportar a tabela de dados.

A Figura 1 mostra uma imagem sendo analisada com o software ScanAlyze,
dando uma visao geral do seu funcionamento. As imagens sao carregadas através dos

botoes load. Atualmente o ScanAlyze pode trabalhar com dois tipos de arquivos de



imagem: com extensao .scn utilizado na Universidade de Stanford e arquivos TIFF
de 8 e 16 bits. A composicao das duas imagens é pseudocolorida e mostrada na tela
através do botao redraw. Também é interessante notar a existéncia de varios outros
campos que controlam o brilho (gain) e a normalizacdo entre as duas imagens (norm).

Todos esses botdes e campos citados aqui, podem ser visualizados na Figura 1 (A).
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Figura 1: Visao geral do ScanAlyze.
Nesta figura temos os trés componentes principais da interface do ScanAlyze,

que sao: (A) - Image control form, (B) - Image e (C) - Grid control form.

A etapa seguinte, e talvez mais importante, é a construgao da grade que localiza
todos os spots da lamina. Todos os procedimentos referentes a essa fase do trabalho
sdo controlados através da janela Grid Control Form (ver Figura 1 (C)). Sempre que
uma lamina de um novo lote de experimentos é analisada pela primeira vez um novo
grid deve ser criado. Isso é feito clicando-se no botao new grid e preenchendo-se um
formulario como indicado pela Figura 2. A descri¢do de cada parametro necessario
nessa etapa se encontra na Tabela 1.

Os campos encontrados em First Grid Position ( Left e Top) definem o centro

do spot que esta localizado no canto superior esquerdo do primeiro bloco da imagem.
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Figura 2: A criacao de novos grids no ScanAlyze.

Janela ilustrando a etapa de criacao de novos grids no ScanAlyze. Os campos
a serem preenchidos aqui sao referentes as informacgoes da geometria da lamina,
bem como algumas dicas de espacamento entre blocos e spots. A descricao de

cada item esta na Tabela 1.



Tabela 1: Os parametros necessarios para a criacao de um novo grid.
Descricao dos parametros necessarios para a criagao de um novo grid, de acordo

com a Figura 2.

Parametro Descricao
Grids to add Ntimero de blocos
Columns colunas de spots em cada bloco
Rows linhas de spots em cada bloco

Col Spacing | espagamento hor. entre spots (um)

Row Spacing | espacamento vert. entre spots (um)

XRes tamanho hor. de cada pizel (um)
Yres tamanho vert. de cada pizel (um)
Tip Spacing espacamento entre blocos (um)

Spot Width tamanho hor. do spot (pizels)

Spot Height tamanho vert. do spot (pizels)

Como nem sempre é possivel determinar corretamente o valor de todos esses
parametros, o usuario deve corrigir manualmente posicoes que estiverem erradamente
localizadas. A localizacao e inclinacao entre outros problemas podem ser ajustados
para todos os grids diretamente via mouse ou atavés das setas direcionais que se en-
contram na janela Grid Control Form bastando deixar o campo Select By selecionado
na posicao grid, essas corre¢oes também podem ser feitas para todos os grids de uma
sO vez selecionando a posicao all. Uma vez que todos os blocos estejam proximos da
sua posicao ideal o usudrio pode (e deve) utilizar o botao refine, que se encontra logo
abaixo das setas direcionais, para otimizar os parametros automaticamente.

Entretanto, muitos spots ainda podem ficar fora da posicao inferida pelo grid, o
que pode ser corrigido selecionando-se o botao spot no campo Select By e ajustando
a sua posicao com o auxilio do mouse ou das setas direcionais. Também é possivel
ajustar o tamanho dos spots através do campo Resize Spots e marcar spots que estejam
dentro de areas problematicas do array no campo Flag Spots, onde qualquer valor
diferente de zero nao deve ser considerado em andlises posteriores. O ScanAlyze

também oferece a op¢ao de marcagao automatica de spots com qualidade ruim. O



principal problema aqui é que essas correcoes devem ser feitas manualmente, spot por
spot, 0 que torna esse procedimento extremamente trabalhoso e cansativo.

Uma vez que todos os spots foram corretamente localizados, um clique no botao
Save Data faz com o ScanAlyze fagca uma série de cdlculos internos e grave um arquivo
texto delimitado por tabulacoes com os dados obtidos.

Primeiramente o software separa a imagem em pizels que estao dentro de alguma
regiao identificada como spot dos que nao foram indentificados. A Figura 3 ilustra
essa divisao de pirels para um spot em particular. Qualquer pizel que esteja dentro
ou sobre o circulo que define o spot é contado como pertencente a area ocupada por
sinal (também conhecida como foreground) e qualquer outro que nao esteja dentro
deste circulo mas que esteja dentro de um quadrado centrado no spot com lado igual
a 2 vezes o raio do background (um parametro, em pizels, definido pelo usudrio cujo
default é 20) é definido como pizel do background. E importante notar que se as
medidas desse quadrado ultrapassarem os limites dos spots vizinhos ao que esta sendo
analisado, os pizels pertencentes a tais spots nao serao computados.

A Tabela 2 mostra os valores dados pelo ScanAlyze na tabela exportada, varios

desses dados sao tuteis para avaliar a qualidade dos spots.

A.2 QUANTARRAY

O software QuantArray, da Packard BioScience, oferece uma série de vantagens
em relagao ao ScanAlyze, o que o torna mais robusto e estavel do que este ultimo. Ele
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 andlise de microarray. A Figura 4 mostra
uma visao geral desse software.

Basicamente, o QuantArray guia o usudrio por uma série de passos até a quan-
tificagao da intensidade de fluorescéncia nos varios spots existentes na lamina. Os
parametros importantes desses passos, tais como a geometria da lamina, sao descritos
por um protocolo que também inclui preferéncias do usuario para varios parametros de
quantificagao. Cabe salientar que existe um assistente de criagao para esse protocolo
e que ele é necessario antes do inicio da andlise de algum experimento.

Uma vez criado o protocolo que serd usado (também é possivel utilizar protocolos
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Figura 3: A segmentacao empregada pelo ScanAlyze.
Selecao de pizels que constituem a area do spot e do background empregado pelo
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Tabela 2: Os valores exportados pelo ScanAlyze.
Um clique no botao Save Data, fard com que o ScanAlyze faca uma série de
calculos internos, para a construcao do arquivo de dados numéricos. Esta tabela

descreve quais sao os valores exportados neste arquivo pelo software.

Valor exportado Descrigao
CH1I e CH2I Intensidade média dos pizels do spot (canais 1 e 2)
SPIX ndmero de pizels no spot
CH1B e CH2B mediana dos pizels do background local (canais 1 e 2)
CH1BA e CH2BA média dos pizels do background
BGPIX nimero de pizels do background
MRAT razao pizel a pizel calculada entre os dois canais
REGR inclinacdo da regressdo linear simples entre os dois canais
LFRAT inclinacao da regressao de minimos quadrados
CORR correlagdo entre os pizels dos dois canais
CHIGTB1 e CH2GTBI1 fracdo de pizels maiores que o background no spot
CHIGTB2 e CH2GTB2 fracdo de pizels maiores que 1,5 vezes o background
CHI1KSD e CH2KSD Teste estatistico entre foreground e background
CH1KSP e CH2KSP as probabilidades do teste anterior
CHIEDGFEA e CH2EDGFEA magnitude média dos vetores Sobel de cada spot
SPOT indexador tnico para cada spot da lamina
GRID, ROW, COL grid onde o spot estd localizado e a posicdo dentro do grid

ja criados por outros usudrios) todo o processo de andlise de imagens com o Quant-
Array é realizado em vérias etapas independentes entre si (campo Analysis Step na

Figura 4), que serdo descritos a seguir.

Register Images Para a correta quantificacao dos dados de um experimento de
microarray, as duas imagens estudadas (cy3 e cy5) devem ser sobrepostas, isso
garante que os spots que tenham hidridizado somente em um ou outro canal
sejam localizados. Com esta opcao selecionada é possivel mover uma imagem
sobre a outra através das setas direcionais do teclado ou clicando-se nas setas
situadas logo abaixo do campo Analysis Step, Figura 4, com o objetivo de ajustar

a sobreposicao das imagens.

Specify Location Uma vez que as imagens estejam ajustadas, é necessdrio selecionar
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Figura 4: Visao geral do QuantArray.
Esta figura mostra a interface grafica do QuantArray, onde vemos a imagem com-
posta do experimento que estd sendo analisado juntamente com outros campos

de controle do programa.

esta opc¢ao para indicar a localizacao do spot superior esquerdo da lamina. Isto
pode ser feito clicando com o botao esquerdo do mouse diretamente na regiao

desejada ou arrastando-se o quadrinho que aparece na tela até tal posicao.

Edit Pattern Quando este item é selecionado, um grid é colocado sobre a imagem,
o qual espera-se que cubra corretamente a maioria dos spots, a Figura 5 ilustra
esta etapa da analise. Como isto nem sempre acontece, é possivel mover linhas,
colunas ou todo um bloco de spots (campo Selection Type na Figura 5), o campo
rotate corrige eventuais erros de inclinacao. O grid utilizado aqui é construido
com base nas informacoes sobre a geometria da lamina encontradas no protocolo

citado no inicio desta secao.

Locate Spots A etapa seguinte é a localizagdo dos pontos ocupados por sinal. No
QuantArray isso significa determinar o centro de cada spot juntamente com

uma area subjacente, que geralmente é retangular. E dentro desta area que o



software ird determinar os pizels que irao constituir o foreground e o background,
ver Figura 6. Uma vez selecionado o campo Locate Spots basta clicar em Start
Locate. Eventualmente alguns spots podem ficar mal localizados e devem ser

corrigidos com o mouse.

View Reports Quando a etapa de localizagao dos spots estd completa é possivel
visualizar, individualmente, a morfologia dos diversos spots existentes na lamina,
ver Figura 7. Isso pode ajudar a verificar se os parametros de definicao do
foreground e background estao corretos. Também é possivel visualizar os dados
em varios outros tipos de graficos, que também sao tteis para a criagao de filtros
de qualidade para os spots da lamina analisada, entretanto esses itens nao sao

muito relevantes para o presente trabalho.

Export Data Finalmente podemos exportar a tabela de dados para posterior anélise.
Isso é feito selecionando-se o item Ezport Data no campo Selection Type e entao
clicando-se no botao Ezport. Uma caixa de didlogo sera aberta para que seja es-
pecificado um nome de arquivo que sera salvo como um arquivo texto delimitado

por tabulacoes.

O arquivo criado pelo QuantArray pode ser dividido em trés partes. A primeira
descreve diversos parametros do protocolo, imagens e fluorocromos utilizados entre
outras coisas, a segunda parte descreve filtros utilizados ou nao e finalmente a terceira
parte fornece os valores de intensidade de sinal e background para cada spot; este
programa também fornece valores de desvio-padrao, diametro, drea, circularidade,
etc, referentes tanto aos valores de intensidade como os de background para todos os
pontos da lamina.

Uma das principais caracteristicas do QuantArray sao os trés métodos distintos
de quantificagdo que ele oferece, sao eles: o método do histograma, circulo fixo e
adaptativo. Cada um desses métodos tem suas caracteristicas peculiares que serao
descritas a seguir.

O primeiro método, como o proprio nome diz, calcula um histograma para to-
dos os pizels que se encontram dentro do retangulo definido na etapa de localizagao
dos spots, enfatizamos que aqui ndo é feita nenhuma restricdio quanto a mascara do
spot. Uma vez que este histograma foi calculado, quatro parametros sao usados para

quantificar os valores de intensidade e background. Estes parametros estao listados na
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do grid original no QuantArray.
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Etapa de correcao do grid original (Edit Pattern), onde a méscara dos spots deve

ficar o mais préximo possivel do ideal.

Figura 5: A correg
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Figura 6: A localizacao de spots no QuantArray.
Uma vez que a mascara inicial foi corretamente ajustada vem a etapa de locali-

zacao de spots, o que é feito com um clique no botao Start locate.
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Figura 7: Visualizacao da morfologia de um spot.

Depois que os spots foram localizados, é possivel avaliar a morfologia dos mesmos.
Esta figura ilustra este procedimento, onde é possivel ver a méascara do spot,
alguns dados estatisticos junto com um histograma da distribuicdo dos pizels

nos dois canais.



Tabela 3, onde os valores padrao estao listados na tltima coluna. O método do circulo
fixo é semelhante ao utilizado pelo software ScanAlyze, entretanto ele tem uma ligeira
modificagdo na sele¢do de pizels que é indicada na Figura 8. Diferente do ScanAlyze,
na metodologia empregada pelo QuantArray se calcula um histograma para os pizels
do sinal e outro histograma para os do background. A partir dos histogramas podemos
selecionar diferentes percentis para a quantificacao dos valores de sinal e background.
Assim, o método do circulo fixo utiliza quatro parametros idénticos aos utilizados
pelo histograma além de outros trés que estao listados na Tabela 4, valores padrao se

encontram na ultima coluna.

Tabela 3: Paradmetros utilizados pelo método do histograma.

Esta tabela descreve os parametros necessarios para o método do histograma

empregado pelo QuantArray.

Parametro Descrigao Padrao

Signal Low Perc. min. para cédlculo da intensidade do foreground 80

Signal High Perc. méx. para cdlculo da intensidade do foreground 95
Background Low | Perc. min. para calculo da intensidade do background 5
Background High | Perc. max. para cédlculo da intensidade do background 20

Tabela 4: Parametros utilizados pelo método do circulo fixo.
Esta tabela descreve os parametros necessarios para o método do circulo fixo

empregado pelo QuantArray.

Parametro Descrigao Padrao
Signal Low Perc. min. para cédlculo da intensidade do foreground 45
Signal High Perc. méx. para cdlculo da intensidade do foreground 95
Background Low Perc. min. para céalculo da intensidade do background 5
Background High Perc. méx. para cédlculo da intensidade do background 20
Spot Diameter Diametro do spot z!
Back. Inner Diameter Diam. da circ. interior que define o background y!
Back. Outer Diameter Diam. da circ. exterior que define o background 2t

!Parametros dados em microns (um) que dependem das caracteristicas das imagens analisadas.

Esses parametros sdo diferentes entre si e podem variar de experimento para experimento.



Foreground pixels

Figura 8: A segmentacao empregada pelo QuantArray.
Esta figura ilustra o esquema de segmentacao empregado pelo QuantArray. Esse

tipo de sele¢do de pizels é empregado pelo método do circulo fixo e adaptativo.

No método adaptativo, as méscaras iniciais dos spots e background sao construi-
das da mesma maneira que o método do circulo fixo. A diferenca é que este método é
refinado por um teste estatistico (teste de Mann Whitney). Este teste compara uma
amostra de oito pizrels que estao na regiao do spot com outros oito que estao na regiao
do background, sendo o processo repetido até que o QuantArray encontre diferenca
estatisticamente significativa entre os pizels do spot e do background. Esse método usa
trés parametros de diametro que definem as areas do sinal e background semelhantes
ao do método do circulo fixo acrescido de um quarto parametro que é o p-Value —
valor que controla a confianca estatistica do teste realizado. O QuantArray utiliza
como padrao p — Value < 0,0001.

Além das trés diferentes metodologias de quantificagdo de sinal utilizada pelo
QuantArray, ainda podemos selecionar o tipo de medida que pode ser usada para

quantificar o valor de intensidade dos pizels selecionados:

Total Intensities Soma das intensidades de todos os pizels do spot e background.
Mean Intensity Intensidade média dos pizels.

Mode Intensity Intensidade mais freqiiente entre todos os pizels, ou seja, a moda.

Median Intensity Intensidade mediana dos pizels.



A3 SPOT

O software Spot foi desenvolvido na Universidade da Califérnia e esta disponivel
apenas para uso académico, consulte [19] para maiores detalhes. A Figura 9 mostra a
interface grafica do Spot. O seu algoritmo é baseado em cinco passos principais, que

sao eles:

e Calculo dos espacamentos entre spots e subarrays.

Localizacao e calculo da posicao dos subarrays.

Localizacao e calculo da posicao de spots individuais.

Identificacao de pizels do foreground e background para cada spot.

Céalculo dos dados e criagao do arquivo texto.

Basicamente é necessario informar apenas as imagens do experimento (em for-
mato TIFF) no campo De Novo + Hint parameters and options, aqui também é
possivel utilizar uma outra imagem que tenha sido corada com algum marcador de
DNA (DAPI, por exemplo) apenas para a constru¢do dos grids. Cabe ressaltar que
quando nao se utiliza esta terceira imagem, deve-se deixar esse campo preenchido com
a palavra blank, veja Figura 9. Também é necessario especificar um nome de arquivo
no campo Output file prefir para a saida do software e a geometria da 1amina utilizada
no campo De Nowvo parameters and options, essa geometria é definida pelo nimero de
blocos (linhas X colunas) e o nimero de spots dentro de cada bloco (linhas X colunas).
Ainda existem outros parametros que sao opcionais, tais como dicas de espacamento
ou tamanho do diametro dos spots. Para o processamento das imagens basta clicar
no botao Run no canto superior direito da janela.

O célculo dos espacamentos é feito através do somatério das intensidades de
sinal nas direcoes = e y das imagens, onde o padrao dos picos é usado para determinar
tanto os espacamentos entre spots como entre blocos, a Figura 10 ilustra esse padrao
de picos em ambas as diregoes. A seguir é aplicada uma funcao de custo que calcula
as diferencas entre as regioes do centro dos spots e regioes entre eles. Um refinamento
final é feito mudando os posicionamentos dos grids dos blocos a fim de se maximizar
o valor dessa funcao de custo. Os posicionamentos dos spots também sao ajustados

individualmente de maneira semelhante.
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Figura 9: Interface grafica do software Spot.
Esta figura ilustra a imagem principal do software Spot. Cabe salientar que este

programa nao mostra a imagem que esta sendo analisada.

Os pizels a serem utilizados como foreground ou background sao definidos com
base no cdlculo do histograma local da distribuicdo dos sinais de intensidade. Esse
histograma é computado sobre uma &rea retangular com centro no spot com lado
igual ao espacamento entre spots. Os pizels do foreground sao definidos como sendo
um certo percentil com sinal mais intenso (30% é o padrao) e que esteja dentro de
um certo raio a partir do centro do spot (raio padrao: metade da medida lateral do
retangulo menos um pizel). Um outro percentil de pizels com intensidade mais baixa
é definido para a quantificagdo do background (padrao: 10%) e que esteja fora de
um outro raio, cujo padrao é a metade da medida do retangulo mais um pizel. Os
valores de intensidade dos pizels do background sao pds processados, onde os valores
extremos (outliers) sao substituidos pela mediana, o que evita a quantificagao de

alguns sinais espurios. Pelo visto aqui, a selecdo de pizels feita pelo Spot é bastante



Figura 10: A segmentacao empregada pelo Spot.

Este programa calcula a soma de intensidades nos eixos x e y com o objetivo de
localizar os blocos e spots com base nos picos de intensidade observados. Aqui
vemos um exemplo do padrao de picos obtidos apds o somatério dos sinais de
intensidade nas direcoes r e y. Em destaque temos o exemplo de segmentacao

de um dos blocos da imagem.

similar & metodologia do circulo fixo empregada no QuantArray, com a diferenca de
calcular apenas um histograma para a regiao delimitada pelo retangulo ao redor do
spot. A imagem ampliada na Figura 10 ilustra este esquema de segmentagao, onde
as regioes avermelhadas representam os spots corretamente identificados. O software
produz uma imagem em formato TIFF semelhante a essa onde é possivel avaliar a
qualidade da segmentacao obtida, a Figura 11 tem um exemplo dessa imagem. Todos
esses parametros podem ser ajustados pelo usuario nos campos Fore Pct, Back Pct,

Spot Scale e Enh. Radius.



Figura 11: Exemplo de segmentacao do Spot.

Figura da segmentacao de um experimento de microarray através do software

Spot.

Um problema muito freqiiente na metodologia empregada pelo software Spot
acontece na segmentagao dos blocos, onde muitas vezes os blocos da imagem nao sao
corretamente localizados. Um exemplo do tipo de erro cometido esta indicado pelas
setas brancas na Figura 12.

Depois de determinados os pizels que serao utilizados como foreground e back-
ground, a etapa final é o calculo dos valores de intensidade nos dois canais diferentes
juntamente com outros valores de qualidade e razao entre eles. A Tabela 5 descreve

os principais campos exportados pelo Spot em um arquivo texto.

A.4 BIOINFO-USP

Este é um novo software que esta sendo desenvolvido pelo Laboratério de Bioin-
formatica do IME-USP (Bioinfo), cuja principal caracteristica é a segmentagido por
variagao de intensidade baseada em Morfologia Matematica, que torna a andalise das
imagens mais confidvel e totalmente automatizada. Cabe salientar que ele ainda esta

em fase de aprimoramento, embora ja exista uma versao bastante robusta definida.



Tabela 5: A tabela de dados gerada pelo Spot.
Valores exportados pelo Spot na tabela de dados. E possivel ver que este sotware
também fornece varios dados estatisticos que podem ser usados para controle de

qualidade dos spots da lamina.

Valor exportado Descrigao
SpotNum Indexador tnico para cada spot
Flag Indicador de qualidade: 0 se o spot é bom
nfore Numero de pizels do foreground
nback Numero de pizels do background
TestFore Média do foreground do canal 1
TestForeSD Desvio padrao do foreground do canal 1
TestBack Média do background do canal 1
TestBackSD Desvio padrao do background do canal 1
RefFore Média do foreground do canal 2
RefForeSD Desvio padrao do foreground do canal 2
RefBack Média do background do canal 2
RefBackSD Desvio padrao do background do canal 2
RawRat Razdo entre canal 1 e canal 2 corrigidos pelo background
SpotCorr Correlacao entre os pizels dos canais 1 e 2
TestZstat Teste estatistico entre sinal e back. do canal 1
RefZstat Teste estatistico entre sinal e back. do canal 2
Slope Regressdo linear entre os canais 1 e 2 (pizels)
MeanRat Razdo média entre os canais 1 e 2 (pizel a pizel)
MedianRat Razdo mediana entre os canais 1 e 2 (pizel a pizel)




Figura 12: Erro de segmentacao do software Spot.

Figura da segmentacao de um experimento de microarray através do software
Spot. Esse é um exemplo de segmentacio defeituosa, como pode ser observado

pelas setas brancas.

Também enfatizamos que este programa ainda nao tem um nome comercial definido,
o que nos motivou a chamé-lo de Bioinfo no presente trabalho. A Figura 13 mostra a
interface grafica principal deste software.

O procedimento basico de segmentacao de imagens de microarray é descrito pela
Figura 14. Nesta figura notamos que primeiro ocorre um gradeamento dos diferentes
blocos que compoem a lamina, a seguir para cada um desses blocos é feito um gradea-
mento semelhante para a localizagao dos spots, que sao posteriormente segmentados
por operadores morfolégicos.

O gradeamento dos blocos feito pelo Bioinfo utiliza a projecao dos perfis ver-
ticais e horizontais dos sinais de intensidade da imagem. Esses perfis nada mais sdo
do que o somatério das intensidades nas direcoes = e y, como no Spot, com a van-
tagem de que aqui sdo aplicados trés filtros (fechamento morfolégico, operador basin
e abertura morfolGgica) para filtrar artefatos da imagem. Para o gradeamento dos
spots é utilizada uma idéia semelhante, empregando filtros mais simples. Uma funcao
de custo é aplicada com o objetivo de corrigir eventuais discrepancias entre as linhas

obtidas e as caracteristicas da imagem analisada em ambos gradeamentos. As Figu-
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Figura 13: Interface principal do software Bioinfo.
Esta figura mostra a tela principal do Bioinfo. Aqui vemos que é possivel sal-
var um experimento que esta sendo conduzido e continuar um experimento ja

comecado.

ras 15 e 16 mostram exemplos do processo de segmentacao para os blocos e spots,
respectivamente.

O 1ltimo passo de processamento das imagens é a deteccdo dos spots. Esse é
o ponto forte desse software, uma vez que cada spot também é segmentado por um
operador morfoldgico, o operador top-hat. A Figura 16 também mostra um exemplo

de um bloco cujos spots foram corretamente localizados. Essa metodologia evita a
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Figura 14: O processo de segmentacao de imagens de microarray por
morfologia matematica.

O processo todo é dividido basicamente em trés etapas. Primeiramente é feito
o gradeamento dos blocos da lamina seguido do gradeamento dos spots em cada
um dos blocos, por fim se da a localizagao de cada spot através de ferramentas

de morfologia matematica.

necessidade de intensa manipulacao das maéscaras dos spots por parte do usudrio.
Maiores detalhes de todo o procedimento de segmentacdo de imagens de microarray
podem ser vistos em [15].

Para verificar a segmentacao de spots dentro de cada bloco basta clicar com o
botao direito do mouse e depois em process block. Ainda, na nova janela com a imagem
individual do bloco também é possivel analisar cada spot individualmente seguindo
um procedimento similar. Um dos pontos interessantes a notar sao os scatter plots
de intensidades dos pizels de cada spot, onde podemos ter alguma informagao sobre
a qualidade dos mesmos. Spots bons (intensidade de sinal homogénea) apresentam
menor dispersdo dos dados ao passo que os ruins (intensidade de sinal nao muito

homogénea) apresentam maior dispersao, ver Figura 17.

Para fazer o gradeamento dos blocos é necessario ajustar os parametros globais
da imagem (botdo Global Parameters, Figura 13), onde a tnica informagao que o
usudrio deve fornecer é o nimero de blocos (linha x coluna) e o nimero de spots
dentro de cada bloco (linha x coluna). As disténcias entre blocos e spots podem ser

ajustas interativamente na imagem. A seguir basta clicar em Start Segmentation para
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Figura 15: O gradeamento dos blocos no software Bioinfo.
Esta figura exemplifica o processo de gradeamento dos blocos de um experimento
de microarray feita pelo Bioinfo. Note que todos os blocos sao corretamente

localizados.

a segmentacao dos blocos e em Spots Segmentation para o gradeamento e segmentacao
dos spots. A etapa final é a exportacdo da tabela de dados, que é feita através do
botao Save expression. O esquema de selecao de pizels utilizados para o calculo dos
valores de intensidade é bastante similar ao método de circulo fixo do QuantArray
com a diferenca de que aqui a unica restricao para os pizels do background é estar

fora da area seguimentada para o spot. A tabela de dados contém os mesmos valores
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Figura 16: O gradeamento e segmentagao dos spots.
Esta figura exemplifica o gradeamento de um bloco individual e a segmentacao

de spots desse bloco. Vé-se que todos os spots sao corretamente localizados.

dados pelo ScanAlyze.
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Figura 17: Scatter plots de spots individuais.

Exemplo de scatter plots individuais dado pelo Bioinfo, onde os pontos vermelhos
representam pizels do foreground e os azuis do background. (A) - Spot bom, que
apresenta boa correlagao entre os dois canais. (B) - Spot ruim, nota-se uma pior

correlacao. Nos detalhes temos as imagens dos spots.



