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Resumo

A toxicogendmica € um campo emergente que possibilita o estudo dos efeitos de uma determi-
nada droga a nivel molecular em sistemas modelos. Uma das principais questdes € se podemos
substituir os estudos in vivo pelos estudos in vitro. As ciéncias Omicas possibilitam a resposta
para esse tipo de questionamento pois fornecem técnicas como, por exemplo, o microarray,
que permite o conhecimento dos transcritos (RNAs) de um dado organismo. O Projeto Toxico-
genomico Japonés fornece dados para Homo sapiens, com somente experimentos in vitro, e para
Rattus norvegicus, com experimentos in vitro € in vivo, tratados com 131 drogas (aprovadas pelo
FDA) em diferentes concentragdes de dose e tempos de amostragem, totalizando, aproximada-
mente, 20000 chips de microarray. A partir desses dados foi possivel responder a questao inicial
e observar as diferencgas existentes entre cada modelo. Por meio da linguagem de programacao
R normalizamos os dados, obtemos os genes diferencialmente expressos € o respectivo enri-
quecimento funcional, dessa forma observamos as diferencas entre cada modelo. Em seguida
realizamos uma andlise comparativa dos modelos in vivo e in vitro adaptando a metodologia
do mapa modular proposta por Segal e colaboradores. Essa metodologia tem como objetivo
principal obter modulos, que sdo sets de genes (dados do Gene Ontology, KEGG e Reactome)
que agem em conjunto para realizar uma funcdo especifica. Além de extrair médulos carac-
terizaremos os valores de expressdo em relacdo as condicdes clinicas fornecidas pelo Projeto
Toxicogendmico Japonés. Com base nessas informagdes do mapa modular foi possivel identifi-
car quais condicdes estdo enriquecidas para um determinado conjunto de sets de genes, ou seja,
quais processos bioldgico ou rotas metabolicas estdo alteradas em condigdes especificas. Neste
trabalho foi possivel identificar diferencas entre os modelos in vitro e in vivo para Homo sapiens
e Rattus norvegicus por meio da metodologia do mapa modular, avaliamos a quantidade de ge-
nes diferencialmente expressos e o enriquecimento funcional para diferentes concentragdes de
dose e diferentes tempos de amostragem. Concluimos que nao € possivel substituir os estudos

in vivo pelo in vitro a partir dos dados analisados.



Abstract

Toxicogenomics is an emerging field that allows the study of the effects of a given drug at the
molecular level in model systems. One of the key issues is whether we can replace in vivo
studies with in vitro studies. The omics sciences enable researchers to address this problem
because it provides techniques, for example the microarray, that allow the knowledge of the
transcripts (RNAs) of a given organism. The Japanese Toxicogenomic Project provides data for
Homo sapiens, with only in vitro experiments, and for Rattus norvegicus, with in vitro and in
vivo experiments, treated with 131 drugs (FDA approved) at different dose concentrations and
sampling times, totaling approximately 20,000 microarray chips. From these data it was possi-
ble to answer the initial question and to observe the differences between each model. Using the
programming language R we normalized the data, obtained the differentially expressed genes
and their respective functional enrichment, so that we could observe the differences between
each model. We then performed a comparative analysis of the in vivo and in vitro models by
adapting the modular map methodology proposed by Segal et al. The main objective of this
methodology is to obtain modules, which are gene sets (Gene Ontology, KEGG and Reactome
data) that act together to perform a specific function. In addition to extracting modules we will
characterize the expression values in relation to the clinical conditions provided by the Japanese
Toxicogenomic Project. Based on the information provided by the modular map it was possi-
ble to identify which conditions are enriched for a given set of genes, or in other words, what
biological processes or metabolic pathways are altered under specific conditions. In this work
it was possible to identify differences between in vitro and in vivo models for Homo sapiens
and Rattus norvegicus using the modular map methodology, we evaluated the number of diffe-
rentially expressed genes and the functional enrichment for different dose concentrations and
different sampling times. We conclude that it is not possible to replace the in vivo studies by in

vitro from the analyzed data.
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1 Introducao

1.1 Experimentos in vivo e in vitro

Atualmente hd uma grande demanda de estudos que envolvem a comparacio de duas ou
mais explicagdes de um certo fendomeno bioldgico. Para esse tipo de estudo faz-se necessario
utilizar alguns métodos. Entre os métodos mais utilizados estdo os estudos in vivo e in vitro, a

fim de comprovar se a hipdtese em questao € valida ou nao (POLLI, 2008]).

O estudo in vivo € o experimento ou observacoes realizadas sobre o tecido em um orga-
nismo vivo em um ambiente controlado. Um exemplo € o teste ou ensaio clinico, que pode ser
um teste controlado de uma nova droga ou dispositivo em seres humanos. As drogas sdao admi-
nistradas a individuos que permanecem em observacao durante um periodo. Outro exemplo €
a experimentacdo animal. Os experimentos in vivo apresentam custos mais elevados, além de

estarem sujeitos a vdrias restri¢des em funcao de se tratar do uso de seres vivos (POLLI, 2008).

Por outro lado, o estudo in vitro é o experimento ou observagdes realizadas no tecido vivo,
num ambiente controlado, geralmente usando placas de Petri e tubos de ensaio. A maioria dos
experimentos em biologia celular sdo feitos através de estudos in vitro e ndo sao realizados no
ambiente natural do organismo. Os resultados desses experimentos sdo limitados, pois trata-se
de uma simulagdo das condicdes reais de um organismo e ,em comparagcao com os experimentos

in vivo, s@o mais baratos e fornecem resultados mais rapidos (LODISH et al.,|1995).

Os estudos in vitro e in vivo sdo muito importantes quando se trata de desenvolvimento
de drogas. Cada pais possui legislacOes especificas que guiam as industrias farmacéuticas e

pesquisadores nesse processo.

O desenvolvimento de uma droga no Brasil é regulamentado pela Anvisa, enquanto nos
Estados Unidos o 6rgdo responsdvel é o FDA. A diferenca entre eles estd narigidez da legislagao
de cada pais. No Brasil, as leis sdo menos flexiveis quanto ao desenvolvimento de uma droga,
ou seja, demanda-se mais tempo para a sua producdo em relagdo aos Estados Unidos. Para

desenvolver uma droga sdo necessdrios cinco passos, executados, obrigatoriamente, na seguinte



ordem:

1. Descoberta e Desenvolvimento: nessa fase do processo, milhares de compostos podem
ser potenciais candidatos para o desenvolvimento de um tratamento médico. Apés os pri-
meiros testes, no entanto, apenas um pequeno nimero de compostos parecem promissores

e exigem um estudo mais aprofundado;

2. Avaliacao Etica e Pesquisa Pré-Clinica: antes de testar uma droga em sujeitos de pes-
quisa, os pesquisadores devem descobrir se ela possui potencial de causar danos graves
- também chamado de toxicidade. Dessa forma, as drogas sdo submetidas a testes labo-
ratoriais e ministradas em animais com o intuito de responder a perguntas basicas sobre

segurancga (testes in vitro € in vivo);

3. Pesquisa Clinica: embora a investiga¢ao pré-clinica responda perguntas basicas sobre
seguranca de uma droga, ela nao substitui estudos que mostram as formas que a droga ira
interagir com o corpo humano. A pesquisa clinica refere-se a estudos ou ensaios, que sao

feitos em pessoas;

4. Revisao da FDA: se o pesquisador possui provas que seus primeiros testes € pesquisa
pré-clinica e clinica de que um medicamento € seguro e eficaz para o uso, a empresa pode
apresentar um pedido para comercializar a droga. A equipe de revisdo da FDA examina
minuciosamente todos os dados apresentados sobre a droga e toma a decisdo de aprovar

ou nao;

5. Monitoramento de Seguranca: embora os ensaios clinicos fornegcam informagdes im-
portantes sobre a eficdcia e seguranga de uma droga, € impossivel ter informacdes com-
pletas sobre a seguranca de um medicamento no momento da aprovagdo. Portanto, hd um
monitoramento do medicamento uma vez que o produto estd disponivel para utilizacao

pelo publico.

Ambos os modelos experimentais, in vitro e in vivo, sdo primordiais no processo de de-
senvolvimento de uma droga. A partir da podemos destacar algumas fases, como,
por exemplo, a fase dos testes pré clinicos, que envolve testes laboratoriais em animais para
responder perguntas basicas sobre toxicidade e seguranca de determinada droga; durante essa
fase, sdo utilizados experimentos in vitro. Também destacamos a fase da pesquisa clinica, na

qual as drogas sdo testadas in vivo para se certificar que sao seguras e eficazes.

Os modelos animais in vitro e in vivo sdo essenciais na transi¢ao da fase pré clinica para a

clinica. Caso haja predominéincia nos estudos in vitro, espera-se que as conclusdes sobre uma
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Figura 1.1: O processo de desenvolvimento de uma droga, como mostrado nesta figura, passa por
alguns passos que sdo: testes pré-clinicos (A), pesquisa clinica (B), andlise final dos dados (C) e por
fim através do acompanhamento (D). Cada passo possui suas particularidades e sdo de suma importancia
para, no final, uma droga ser autorizada para produgdo em larga escala. Figura adaptada de
//vigyanix.com/blog/how-do-clinical-trials-work-from-trial-to-treatment/|

droga especifica seja baseada neste mesmo modelo, diminuindo, assim, a utilizacdo de estudos
in vivo (DENAYER; STOHR; ROY| [2014).

1.2 As Ciéncias Omicas

Nas tdltimas décadas houve um aumento do nimero de projetos de sequenciamento, como,
por exemplo o Projeto Genoma Humano; esses projetos levaram a otimizacdo e desenvolvi-
mento de novas técnicas, as quais possibilitaram o estudo de processos celulares e moleculares
e permitiram maior compreensao dos sistemas bioldgicos. Entretanto, os organismos atuam
como compartimentos moleculares isolados e a tinica maneira de estuda-los é colocando-os em
forma de sistemas. Com isso, é possivel ter uma visao global dos processos biologicos. Essas
técnicas sdo denominadas por “Omicas”, que sdo compostas pela gendmica, transcriptomica,
protedmica e metabolomica (Tabela 1.1)), e t8m como base a andlise de um grande volume de
dados (TOXICOLOGY et al.,[2007) sendo, para isso, necessério o uso da bioinformadtica, que

permite integrar os dados de forma rapida e com alto rendimento (ESPINDOLA et al., [2010).



https://vigyanix.com/blog/how-do-clinical-trials-work-from-trial-to-treatment/
https://vigyanix.com/blog/how-do-clinical-trials-work-from-trial-to-treatment/

Tabela 1.1: As ciéncias Omicas e suas defini¢des

Omicas Definicao
Estuda o genoma completo de um organismo. Essa ciéncia
pode se dedicar a determinar a seqiiéncia completa do DNA
de organismos ou apenas o0 mapeamento de uma escala
genética menor;

Permite a andlise de mudancgas no transcriptoma completo
através de uma variedade de condi¢des bioldgicas;
Envolve o estudo em larga escala das proteinas expressas
em uma célula, tecido ou organismo, incluindo a andlise
quantitativa da expressao ao longo do tempo, em diversas
localizacdes celulares e/ou sob a influéncia de diferentes
estimulos. E complementar ao genoma, pois os genes
podem ser transcritos em RNA;

E o estudo cientifico que visa identificar e quantificar o
Metabolomica conjunto de metabdlitos - o metaboloma - produzidos

e/ou modificados por um organismo.

GenOmica

Transcriptomica

Proteomica

1.3 Toxicogendomica

Através da toxicologia cldssica, os potenciais efeitos adversos resultantes da exposicao a
drogas sdo avaliados por meio de parametros como alteracdes corporais, peso dos 6rgaos e
observacdes histopatoldogicas e bioquimicas. Essas observacdes nao fornecem informagdes
sobre o modo de a¢do da droga. Para melhor avaliar os efeitos adversos associados a sua
exposicao, precisamos entender o modo de acdo especifico de cada delas. Com o surgimento de
novas tecnologias, foi criada a Toxicogendmica, que através da aplica¢do das ci€ncias 6micas,
¢ capaz de gerar um melhor entendimento de mecanismos farmacoldgicos e toxicologicos com-

parados com a toxicologia classica (WATERS; FOSTEL, 2004)).

A Toxicogendmica € um campo emergente, no qual a elucidacdo de mecanismos de toxi-
cidade e predicdo de toxicidade sdo baseados na compreensao dos dados de expressao génica,
a partir de animais ou células de cultura expostos a drogas ou quimicos. A toxicogenOmica

trabalha com duas estratégias (KANNO, 2003):

e Toxicologia avancada: elucida o mecanismo de toxicidade com base nas alteracdes de

expressao génica resultantes da toxicidade;

e Toxicologia reversa: prediz a toxicidade baseado na comparacdo da alteracdo da ex-

pressao génica causado por quimicos ou drogas toxicas conhecidas.



Cada ciéncia 6mica tem uma tecnologia que a auxilia em sua pesquisa e desenvolvimento.
Por exemplo, a Transcriptomica possibilita o uso do microarray para experimentos de analise de
expressao génica em larga escala. Outros exemplos de tecnologias usadas nas ciéncias dmicas
sdo apresentadas na
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Figura 1.2: Integrag@o das Ciéncias Omicas e suas respectivas principais tecnologias.

1.4 Microarranjo

Como comentado nas segdes anteriores, atualmente hd uma grande quantidade de dados
genOmicos, ocasionando enorme demanda por tecnologias e métodos que viabilizam o proces-
samento e a anélise dos dados de forma eficiente e com elevado grau de confiabilidade. Uma
das técnicas utilizadas € a de microarray (SCHENA et al., 1995), que proporciona o estudo da
expressao geénica perante diversas condi¢des a um baixo custo e tempo. Um experimento de
microarray produz como resultados imagens de expressao génica a partir das quais € possivel

identificar e quantificar os dados biol6gicos (BRAZMA et al., 2001)).

A expressao génica corresponde ao processo em que a informagdo codificada em um de-
terminado gene € decodificada. Esse processo pode tanto dar origem a uma proteina como
simplesmente controlar a expressao de outros genes (regulacio). A sintese proteica € realizada

em dois passos. O primeiro refere-se ao processo de transcricdo, que corresponde a formacgdo



de uma molécula de RNA mensageiro (RNAm) a partir de uma molécula molde de DNA. O

segundo compreende o processo de tradugdo, que transformard o RNAm em proteina ou em

parte dela (aminodcido) (OLSON, 2006) como pode ser observado na
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/ DNA
Gene 2

(L Gene 1 (/\1\0\,’\@

M Gene 3
Hélice de DNA
ativa ABCBCBARBARBANCHECHEGRARBGET

Transcricao
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odon

el 44

Proteina @ @ A

Aminoécidos

RNAm

Figura 1.3: Correspondéncia entre as unidades do DNA e do RNA e os aminidcidos da proteina a ser
sintetizada (JUNIOR; SASSON| 2005).

O nivel de expressao gé€nica € baseado na quantidade de RNAm associado a um gene. As

técnicas mais utilizadas atualmente para andlise de expressao envolvem a etapa de transcricao.

Os microarrays sao utilizados como técnica para o estudo da expressao génica. Desde 1995,
quando Schena e colaboradores (SCHENA et al., [1995) a usaram pela primeira vez, a fim de

proporcionar a andlise do genoma de um organismo eucaridtico (Saccharomyces cerevisiae), a

tecnologia passou a ser amplamente utilizada em experimentos de andlise de expressdo génica

em larga escala.

Para a realizacdo de um experimento de microarray, primeiramente é necessario duas
amostras de células cultivadas em solugdes distintas: a primeira correspondendo a situac@o
a ser estudada e a segunda a situacao controle (normal). Em seguida, faz-se o isolamento do
RNA e extrai-se 0 RNAm das duas amostras. A partir da transcriptase reversa do RNAm ¢é
possivel obter uma molécula de DNA mais estdvel, chamada de cDNA. Marca-se, entdo, o
cDNA obtido, com uma substancia fluorescente que normalmente sao os corantes cy3 (verde)
e cyS(vermelho). Os cDNA marcados sdo chamados de spots (sondas) e vao representar as
amostras microscopicas depositadas na superficie para atuar como detectores dos genes expres-
sos. Os cDNA sdo misturados e aplicados nos microarray. A partir desse processo ocorrera

a hibridizag¢ao dos microarray com a mistura de cDNA, ou seja, duas sequéncias complemen-



tares de DNA vao combinar (KNUDSEN, 2005). Todo esse processo citado acima pode ser
observado na
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RNAm RNAm
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L Combinacéovdos Alvos

Hibridiza¢do para
o Microarray

Figura 1.4: Realiza¢do de um experimento de microarranjo para amostras de células caso e células
controle. Inicialmente sdo coletadas céluas do caso e do controle. Em seguida € feito o isolamento do
RNA, sendo obtido o RNA mensageiro (RNAm). A partir do RNAm e com a utiliza¢do da transcriptase
reversa € obtido o DNA complementar (cDNA). Por fim, ocorre a combinacao dos alvos e a hibridiza¢do
para o microarranjo.

O processo de hibridizagao (KOLTAI; WEINGARTEN-BAROR| [2008) € a base do ex-
perimento de microarray. Somente os fragmentos em que ocorreram hibridizacdo, ou seja,
fragmentos que tiverem sequéncias complementares de DNA, apresentam niveis de expressao.
Utilizando-se um comprimento de luz adequado, é possivel visualizar o material fluorescente
contido no microarray hibridizado. As imagens sdo geradas a partir de um scanner especial que
utiliza lasers microscopicos e apresentam a reacao de fluorescéncia de todas as sondas contidas
na lamina e varridas pelo laser. Como as sondas foram marcadas pelas cores vermelha e verde,
teremos na imagem gerada, representada por circulos verdes mais intensos, as amostras mar-
cadas com “cy3” (no caso da seria as amostras de células normais). Representadas
por circulos vermelhos mais intensos, as amostras marcadas com “cy5” (no caso da|Figura 1.4
corresponderia as amostras de células cancerosas). Por fim, no caso de quantidades iguais de

“cy3” e “cy5”, os circulos aparecerao em amarelo (BOWTELL, |1999).

Apoés a geracdo das imagens de microarray, € preciso interpretar os dados obtidos (JAIN
et al, 2002). Para essa interpretagdo, seguimos os passos da [Figura 1.5 Os dois dltimos pas-



sos, quantificacdo e normalizacdo e identificacdo dos genes diferencialmente expressos, serao

detalhados nos Materiais e Métodos.

A %o
é# mp o Oy mmp
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da Imagem de sondas das Regides Qualidade
‘ n

Identificacdao dos Genes Quantificacdo e
Diferencialmente Expressos Normalizac¢ao

Figura 1.5: Processamento de dados de microarranjo

Desde o processo de obten¢@o das duas amostras até a obtencao dos genes diferencialmente
expressos, que completa o ciclo da geracdo de um microarranjo, sdo gerados alguns arquivos
(Figura 1.6). Os arquivos gerados sdo utilizados nas diferentes etapas da andlise de microarranjo
e estdo detalhadas, com cada funcdo, respectivamente, na[Tabela 1.2]

. D1g1tahzacaol l Processamento - Normalizagao -

do chip da imagem

Chip de
microarranjo
hibridizado

Figura 1.6: Workflow dos formatos de arquivos gerados no processamento de um chip da Affymetrix.

Cada formato estd especificado na[Tabela 1.2]

Tabela 1.2: Descric¢do de cada arquivo gerado pelo processamento de um chip da Affymetrix

Arquivo Descricao
DAT Imagem 6ptica bruta do chip hibridizado (TIFF)
CDF Fornecido pelo Affy e descreve o layout do chip
CEL E um arquivo DAT processado (intensidade / valores das posi¢oes)
CHP Resultado experimental criado a partir dos arquivos CEL e CDF
TXT Valores de expressdo das sondas com anotagdo (arquivo CHP no formato de texto)
EXP Arquivo texto com detalhes do experimento (tempo, nome, etc)

RPT Gerado pelo software Affy contendo relatério de informagdes sobre o controle de qualidade




Os métodos de pré-processamento advindos de um microarranjo sdo de suma importancia.
Em um microarranjo Affymetrix cada gene € representado ndo por uma sonda, mas sim por um
conjunto de sondas, sendo cada conjunto composto por dezenas de pares de sonda. Cada par
de sonda, por sua vez, consiste em uma sonda chamada PM (Perfect Match) e uma sonda MM
(Mismatch). Uma sonda PM contém uma sequéncia de 25 bases que corresponde exatamente a
uma sequéncia passivel de hibridizacdo com a amostra. Uma sonda MM, por sua vez, é idéntica
a sonda PM com a qual faz par, mas a base do meio, a 132 , é diferente. Assim, uma sonda
MM nao deveria hibridizar, idealmente, sequéncia alguma, visto que sua sequéncia € planejada
para nao ser complementar a nenhum RNA da amostra. Antes de iniciarmos a descricdo dos
métodos de pré-processamento, vamos definir inicialmente os indices i, que denota a amostra
ou microarranjo, j, que denota o conjunto de sondas destinadas a hibridizar determinada sonda,
e k, que denota um par de sonda especifico contido em um conjunto de sondas, para identificar
cada sonda PM e MM. Ainda, estes métodos envolvem trés etapas distintas: a correcdo de
fundo, para retirar um sinal de fundo da medida como um todo, a normalizacao dos dados, e o
tratamento do sinal da sonda PM em rela¢do a sonda MM. Daremos maior atengdo a esta dltima

por ser a mais relevante para a compreensao da técnica.

1.4.1 MASS

Na correcdo de fundo, para MASS5 (HUBBELL; LIU; MEL 2002), primeira etapa do método,
o microarranjo € dividido em 16 regides retangulares, e define-se como o sinal de fundo de cada
regido a média das sondas que estdo entre as 2% menos expressas. A correcao de fundo se da
entdo tendo como base sua posicao fisica no microarranjo e o sinal de fundo calculado para
cada regido do microarranjo. Aqui, ainda se mantém a hipétese de que o erro da medida é
lido na sonda MM. Entretanto, nas sondas onde a intensidade lida na MM é maior que a PM,
essa hipdtese levaria a conclusdo de que aquele valor de expressdo € negativo, fisicamente im-
possivel. Para contornar esse problema, considera-se que nestes pares a sonda MM falha ao
identificar o erro da medida, e este € entdo estimado a partir das demais sondas do conjunto de

sondas a que este pertence. Define-se, portanto, o erro ideal, IM,

MM,'J' | MMl'j < PM,'j,
IM;; = PM;; (1.1)

2s3ﬁ
L ‘ MM,'J‘ > PM,']‘

que serd igual a sonda MM caso seu valor seja inferior a PM, ou uma fracao do sinal da PM em

funcao de um ruido especifico positivo daquele conjunto de sondas j, SB;;. Este ruido, por sua



10

vez, € dado por

SB;; SBii > T,
SBh=S""" | Y (1.2)
moaesey) | SBii <7
SBi = TB(logy (PM; i) —logy (MM;ji)), (1.3)

onde T B; significa o cdlculo da média sobre o indice j usando Tukey’s Biweight (Apendice A).
E o pardmetro 7 = 0,03. A[Equacao 1.2]diz que o ruido é calculado a partir do erro lido naquele
conjunto de sondas, mas caso isso também falhe em produzir um erro maior que PM, SB,‘:
segue segundo caso) fracamente baseado nos dados daquele conjunto de sonda.

Finalmente, o valor de expressao € corrigido com

PM;jk = max(PM; j; — IMijk»2_20) (14

onde max(a,b) indica o maior valor entre a e b.

Finalmente, o valor de expressao € calculado por

PV;j = TBy(log2(PM};,)) (1.5)

Por fim, na normalizagdo, a tltima etapa do método, realiza-se uma normaliza¢do constante,
onde todos os valores de expressao de sdo transladados por um determinado valor de modo que

a expressdo média de uma amostra seja igual ao de um valor alvo, por padrao, 500.

14.2 RMA

No método RMA (IRIZARRY et al., 2003), novamente a primeira etapa é o de retirar o
sinal de fundo da medida. Aqui, supde-se que a distribui¢do do sinal em relagdo a sua in-
tensidade é a soma de um sinal verdadeiro, que decai exponencialmente, € um ruido com
distribuicdo normal. Para a normaliza¢do, que aqui ndo € a dltima etapa, usa-se o método
conhecido como normalizacdo quantile (BOLSTAD et al., 2003), onde o objetivo € tornar as

distribui¢des idénticas por meio de métodos estatisticos.

Para a terceira etapa, o RMA assume que as sondas MM nao trazem informagdes confidveis

quanto ao erro medido em PM. Se em um terco dos casos a leitura da sonda MM € maior do
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que o da PM, argumenta-se que uma sonda MM também € capaz de identificar sinal verdadeiro,
nao apenas o erro de medida. Deste modo, calcula-se o valor de expressdao para o conjunto de
sondas de cada gene baseado apenas nas sondas PM. Assume-se ainda que o erro de medida é
multiplicativo e que o sinal identificado € dependente de um termo de afinidade. De fato, neste
caso, observa-se que o sinal da sonda MM ¢€ tao maior quanto maior for o sinal da sonda PM
(IRIZARRY et al., 2003), forte indicio de que a sonda MM identifica sinal verdadeiro. Deste
modo, seja ¥;j o sinal identificado em PM ap6s corre¢do de fundo e normalizagdo em escala

logaritmica, este serd dado por

Yijk = Mij + Ok + &; jk (1.6)

onde 1;; € o sinal do gene j na amostra i € o, € a afinidade da sonda k do gene j. O termo
& jx representa o ruido da medida. Note, o termo de afinidade da sonda & € o mesmo para toda
amostra i, e o pré-processamento conjunto de todas as amostras de um mesmo experimento,
para descobrir a afinidade de cada sonda, € um conceito chave que diferencia 0 RMA de ou-
tros métodos de pré-processamento. Apds ajuste da[Equacdo 1.6 as expressdes observadas nas

sondas PM, L;; € o valor de expressao obtido pelo método RMA.

143 GCRMA

No método GCRMA (WU et al., 2004), a correcdo de fundo € igual aos métodos MASS
e RMA. O que ira diferenciar esse métodos dos outros é a forma que a afinidade da sonda é
calculada. Ela € calculada utilizando efeitos de base dependentes da posi¢c@o, que sdo mostrados

na equacao abaixo,

2
In < B|M >= ZS Y, Sk (1.7)
k=11€(A,T,C,G)
onde B € a intensidade bruta da sonda, M € a intensidade média da matriz, [ € o indice do
nucleotideo (A, C, G ou T), k € a posi¢do de [ ao longo da sonda (nota-se que k tem uma
extensdo de 1 até ao comprimento da sequéncia, que € 25 para as sondas da GeneChip), S € uma
variavel boolena igual a 1 se a sequéncia da sonda tem tamanho de [ até k, caso contrério € zero,
e A € a afinidade por sitio por nucleotideo. Outra diferenga desse método para os outros é que o
ajuste dos dados da sonda MM ¢€ baseado na afinidade da mesma, em seguida sao subtraidos da

sonda PM.
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1.44 Comparacao entre os métodos

Podemos considerar uma questdao em aberto sobre qual é o melhor método de pré-processamento
possivel, havendo trabalhos que se dedicam especificamente a analisar qual produz melhor re-
sultados (LIM et al., 2007) (GYORFFY et al., [2009) (PEPPER et al., 2007) (GHARAIBEH;
FODOR; GIBAS, 2008), mas € consenso que o0 RMA/GCRMA supera outros métodos para
genes com baixa expressdo, onde o MASS produz muitos falsos positivos (IRIZARRY et al.,
2003) (PEPPER et al., 2007). Ha vantagens e desvantagens em utilizar os métodos citados
acima, onde cada um tem as suas peculiaridades e o critério de escolha depende do experimento

do pesquisador. Seguem algumas vantagens de utilizar os métodos RMA/GCRMA:
i) Retorna menos falsos positivos que MASS;
ii) Fornece estimativas de fold change mais consistentes;
iii) A exclusdo dos dados das sondas MM no RMA reduz o ruido, mas perde informacdes;
iv) A inclusdo do ajuste para a sonda MM no método GCRMA reduz o ruido e mantém os
dados dessa sonda.
Em contrapartida, algumas desvantagens em utilizar RMA/GCRMA:
i) Pode ocultar mudancas reais, especialmente em baixos niveis de expressdo (falsos nega-
tivos);
ii) Realiza controle de qualidade ap6s a normalizagao;

iii) A normalizacdo assume uma distribuicao igual que pode esconder as mudangas bioldgicas.

1.5 Projeto Toxicogenomico Japonés (PTGJ)

O PTGJ (UEHARA et al., [2010) foi realizado entre 2002 e 2007 em conjunto com o Insti-
tuto Nacional de Ciéncias da Sadde do Japao, Instituto Nacional de Inovacdo Biomédica e 17
empresas farmacéuticas, com o objetivo de criar um banco de dados toxicoldgico que permite
0 uso tanto da toxicologia avancada e como da reversa (KANNO, [2003). No Projeto, foram
selecionados como 6rgdos alvo o rim e o figado, uma vez que a maioria das toxicidades clinicas
surgem nesses 0rgaos. Os produtos quimicos ou drogas em testes foram administrados em ratos

ou expostos a células de cultura, de forma a obter os dados de expressao génica nos 6rgaos alvos
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das células ou animais. As alteragdes nos marcadores toxicoldgicos tradicionais também foram
recolhidos a partir dos animais. O objetivo € estabelecer um sistema de previsao de toxicidade
na fase inicial de desenvolvimento de medicamentos. Foram utilizados apenas dados para o

figado, pois os dados de rim sdo restritos para acesso.

A[Tabela 1.3|mostra algumas informagdes a respeito do Projeto. Essas informacdes dizem a
respeito da forma de coleta das amostras, célula escolhida para estudo, dose, tempo de sacrificio,
amostragem, itens examinados e tratamento. Essas informagdes sdo de extrema importancia,

pois a partir delas podemos identificar o delineamento experimental utilizado.

Tabela 1.3: Informagdes do Projeto Toxicogendémico Japonés (UEHARA et al., 2010).

Rat in vivo Rat in vitro Human in vitro
Animal Sprague-Dawley Sprague-Dawley -
- 0.5% de metilcelulose ou 6leo
Instrumento de minho (via oral) - Meio de cultura - Meio de cultura
de Coleta - Salina ou 5% de solugdo de - Dimetilsulféxido (DMSO) - Dimetilsulféxido (DMSO)

glicose (via intravenosa)

, Hepatdcitos isolados por ..
Célula - P - P Hepatdcitos congelados
digestdo com colagenase
Dose Baixa, média e alta - -

- 3, 6,9 e 24h ap6s administragao tnica

Sacrifice - 24h ap6s a dltima dose repetida i )
Amostragem Figado e rim Figado e rim Figado e rim
Analise de . . . .
Microarranjo GeneChip da Affymetrix Duplicatas Duplicatas
- Peso corporal
Itens examinados ) C;f:’ﬂ?g;gﬁzf i Viabilidade celular (LDH  Viabilidade celular (LDH
. e contetido de DNA) e contetido de DNA)
- Hematologia
- Bioquimica do sangue
Tratamento 3,6,9e24h 2,8 ¢e24h 2,8¢e24h

Os dados fornecidos pelo PTGIJ fornece sdo apresentados na Foram utilizados

diferentes drogas, tempos de amostragens, repeticdo dos experimentos e concentracdes de dose
(Apéndice D).

A motivacao para a criagdo do Projeto Toxicogendmico Japonés vem com a intencdo de
contribuir para os progressos em tratamentos médicos através da oferta de novos medicamentos
inovadores com alta eficicia e seguranca. As empresas farmacéuticas realizam periodicamente
programas de investigacdo para o desenvolvimento de drogas, no entanto, € praticamente im-
possivel evitar efeitos colaterais inesperados. Se os possiveis efeitos colaterais que ocorrem no
uso clinico sdo capazes de ser previstos na fase inicial do desenvolvimento de drogas, as com-
panhias farmacéuticas podem avaliar a seguranca de novos produtos quimicos ou drogas antes
do estudo em larga escala ndo-clinica ou clinica, e, posteriormente, reduzir os custos, forne-
cendo medicamentos mais seguros aos pacientes. O projeto tem como objetivo contribuir para

o desenvolvimento de drogas com menos efeitos adversos por elucidacio da inter-relacao entre
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Tabela 1.4: Resumo do PTGIJ para dados de figado (UEHARA et al., 2010).

Homo sapiens Rattus norvegicus Rattus norvegicus  Rattus norvegicus

in vitro in vitro in vivo in vivo
Dosagem unica unica unica repetida diariamente
Concentracao  baixa, média baixa, média baixa, média baixa, média
de Dose e alta e alta e alta e alta
Tempode — o oan 2h, 8h e 24h 3h, 6h,9h e 24h  3d, 7d, 14h e 28d
Amostragem
Repeticao do : . .o I
Experimento duplicatas duplicatas triplicatas triplicatas
Arrays 2004 3120 5568 6192
Sondas 54675 31099 31099 31099
por Array
Medicamentos 119 131 131 131
Quantidade 54,3 GB 21,9 GB 43,6 GB 43,5 GB
de Dados

substancias toxicas e expressao génica (CHEN et al., 2011).

Existem outros projetos que também geraram dados toxicogendmicos em grande escala.
Um exemplo é o DrugMatrix (GANTER et al.l 2005), que foi produzido pela empresa Iconix
Pharmaceuticals e depois comprada e disposta como dominio publico pelo Instituto Nacional
de Saude (NIH) dos Estados Unidos, e é constituido de experimentos toxicol6gicos nos quais
ratos ou hepatdcitos do rato primario foram sistematicamente tratados com produtos quimicos
terapéuticos, industriais e ambientais em doses ndo toxicas e toxicas. Apos a administragcao des-
tes compostos in vivo, foi realizado coleta de dados de expressdo génica para posterior anélise
dos efeitos destes compostos em diferentes tempos de amostragem e diferentes 6rgaos alvo
(rim, figado e coragdo). A principal diferenga encontrada entre o Projeto Toxicogendmico Ja-
ponés (PTGJ) e o DrugMatrix estd na organizacdo dos dados (CHEN et al., [2012). Os dados
do PTGJ estao relativamente mais padronizados e organizados no que diz respeito a tempos de
amostragem, dosagens, forma de obtengdo das amostras, etc. Enquanto o DrugMatrix possui
aparentemente um design experimental relativamente padronizado, ndo possui uma organizagao
tao estrita quanto ao do PTGJ. Desta forma, este foi o critério de escolha do PTGJ para ser uti-

lizado neste presente trabalho.

1.6 Avaliacao Critica de Analise de Dados em Massa (CAMDA)

O Projeto Toxicogendmico Japonés é muito utilizado como base para diversos trabalhos e
propostas. Uma das utiliza¢gdes do projeto foi no CAMDA (JOHNSON; LIN, 2001), que € uma

conferéncia internacional anual que teve inicio em 2000 e ocorre um ano nos Estados Unidos
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e outro na Europa. Tem como principal enfoque a analise macica de dados, introduzindo e
avaliando novas abordagens e solugdes para o problema de andlise de grande quantidade de
dados. A conferéncia apresenta novas técnicas no campo da bioinformatica, anélise de dados e

estatisticas para a manipulacdo e processamento de grandes conjuntos de dados.

Uma das principais atividades do CAMDA ¢ o desafio proposto, que t€m como objetivo
analisar grandes quantidades de dados. Pesquisadores de universidades, institutos e de empresas

de todo o mundo sdo convidados a participar dos desafios (TILSTONE! 2003).

O enfoque deste trabalho estd nos desafios propostos nos anos de 2012, 2013 e 2014. Nes-
ses anos, os desafios propostos foram baseados no banco de dados criado pelo Projeto Toxico-
genomico Japonés (PTGJ) com o propdsito de avaliar se ha a possibilidade de substituir o estudo
in vivo pelo in vitro e também se € possivel predizer doencas relacionadas ao figado em huma-
nos usando dados toxicogendmicos de animais. Desde entdo, muitos pesquisadores tentaram
responder esses questionamentos propostos neste desafio. Houveram dezenas de publicacoes
tomando diversas frentes de abordagens, por exemplo, selecionando especificamente um pe-
queno conjunto de drogas a fim de tirar conclusdes a partir disto, andlises com metodologias
diferentes selecionando, mais uma vez, um pequeno conjunto de drogas, entre outras. A partir
de uma revisdo foi constatado que nenhum pesquisador realizou uma analise completa com to-
das as 131 drogas do PTGJ a fim de responder os questionamentos. Sendo o PTGJ muito rico
em informacodes, serd realizado neste trabalho uma metodologia de andlise que englobe todas

as drogas.
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5 Conclusoes

A partir da obtengdo dos genes diferencialmente expressos € possivel afirmar que ha diferengas
significativas para os modelos Homo sapiens in vitro, Rattus norvegicus in vitro e Rattus norve-
givus in vivo quando analisados em pequenos conjuntos de drogas e também quando analisados

todas as 131 drogas, para concentragdes de doses e tempos de amostragem variados.

Os dados obtidos para as 131 drogas foram enriquecidos para todas as concentragdes de
dose e tempos de amostragem. A partir do enriquecimento foram encontradas vias que estao al-
teradas para determinadas drogas. Esse fato € de extrema importancia, pois a partir da identificacao
de quais vias que estdo alteradas é possivel saber como uma droga especifica estd agindo no
organismo do modelo estudado. Com isso, € pssivel analisar as ontologias, vias ou rotas me-
tabolicas significativas para Homo sapiens in vitro, por exemplo, e verificar como elas estdo
relacionadas (se estdo alteradas ou nao) com os modelos Rattus norvegicus in vitro e Rattus
norvegicus in vivo. Essas comparacdes variam de droga para droga. Enquanto algumas drogas
possuem vias enriquecidas em comum para os 3 modelos, hd drogas que ndo possuem vias em

comum, ou seja, possuem apenas vias exclusivas.

E por fim, através da utilizacdo do pacote em R para a geracdo do mapa modular foi possivel
identificar perfis correspondentes a indugdo e repressdao. Com isso detecta-se quais sdo as on-
tologias, vias ou rotas metabodlicas que estao alteradas para determinadas condicdes analisadas.
Tal fato é muito importante, pois além de saber quais ontologias, vias e rotas metabdlicas indu-
zidas eu reprimidas, € possivel identificar os genes e drogas que estao influenciando diretamente
a ocorréncia de determinada condi¢do. Quando sdo comparados os clusters e perfis induzidos
e reprimidos de um determinado modelo com os outros, nota-se que os clusters e perfis forma-
dos sao totalmente diferentes. Dessa maneira, fica evidente as discrepancias entre os modelos
e também o fato de que ha mecanismos especificos que regulam os diferentes experimentos,

assim invibializando, por ora, a substituicao dos estudos in vivo pelos in vitro.

Ha alguns fatores que dificultam a comparagdo e substituicio de modelos experimentais.

Tais fatores implicam nas diferentes comparacdes realizadas e, principalmente, na auséncia de
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dados in vivo para Homo sapiens. Se os dados fossem comparados entre Homo sapiens in vitro
com Rattus norvegicus in vitro € Homo sapiens in vivo com Rattus norvegivus in vivo, haveria

mais comparacdes e provavelmente mais conclusdes a respeito da substituicdo de modelos.
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