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Mesquita Filho”(UNESP), Instituto de Biociências de Botucatu (IBB) e Instituto de Biotecno-

logia de Botucatu (IBTEC) pelo acolhimento nestes anos e por proporcionar a oportunidade de

estudar e desenvolver pesquisa em um dos melhores locais do Brasil.
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Resumo

A toxicogenômica é um campo emergente que possibilita o estudo dos efeitos de uma determi-

nada droga a nı́vel molecular em sistemas modelos. Uma das principais questões é se podemos

substituir os estudos in vivo pelos estudos in vitro. As ciências ômicas 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-

genômico Japonês fornece dados para Homo sapiens, com somente experimentos in vitro, e para

Rattus norvegicus, com experimentos in vitro e in vivo, tratados com 131 drogas (aprovadas pelo

FDA) em diferentes concentrações de dose e tempos de amostragem, totalizando, aproximada-

mente, 20000 chips de microarray. A partir desses dados foi possı́vel responder a questão inicial

e observar as diferenças existentes entre cada modelo. Por meio da linguagem de programação

R normalizamos os dados, obtemos os genes diferencialmente expressos e o respectivo enri-

quecimento funcional, dessa forma observamos as diferenças entre cada modelo. Em seguida

realizamos uma análise 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 módulos, que são sets de genes (dados do Gene Ontology, KEGG e Reactome)

que agem em conjunto para realizar uma função especı́fica. Além de extrair módulos carac-

terizaremos os valores de expressão em relação as condições clı́nicas fornecidas pelo Projeto

Toxicogenômico Japonês. Com base nessas informações do mapa modular foi possı́vel identifi-

car quais condições estão enriquecidas para um determinado conjunto de sets de genes, ou seja,

quais processos biológico ou rotas metabólicas estão alteradas em condições especı́ficas. Neste

trabalho foi possı́vel identificar diferenças 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 concentrações de

dose e diferentes tempos de amostragem. Concluı́mos que não é possı́vel 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 Introdução

1.1 Experimentos in vivo e in vitro

Atualmente há uma grande demanda de estudos que envolvem a comparação de duas ou

mais explicações de um certo fenômeno biológico. Para esse tipo de estudo faz-se necessário

utilizar alguns métodos. Entre os métodos mais utilizados estão os estudos in vivo e in vitro, a

fim de comprovar se a hipótese em questão é válida ou não (POLLI, 2008).

O estudo in vivo é o experimento ou observações realizadas sobre o tecido em um orga-

nismo vivo em um ambiente controlado. Um exemplo é o teste ou ensaio clı́nico, que pode ser

um teste controlado de uma nova droga ou dispositivo em seres humanos. As drogas são admi-

nistradas a indivı́duos que permanecem em observação durante um perı́odo. Outro exemplo é

a experimentação animal. Os experimentos in vivo apresentam custos mais elevados, além de

estarem sujeitos a várias restrições em função de se tratar do uso de seres vivos (POLLI, 2008).

Por outro lado, o estudo in vitro é o experimento ou observações realizadas no tecido vivo,

num ambiente controlado, geralmente usando placas de Petri e tubos de ensaio. A maioria dos

experimentos em biologia celular são feitos através de estudos in vitro e não são realizados no

ambiente natural do organismo. Os resultados desses experimentos são limitados, pois trata-se

de uma simulação das condições reais de um organismo e ,em comparação com os experimentos

in vivo, são mais baratos e fornecem resultados mais rápidos (LODISH et al., 1995).

Os estudos in vitro e in vivo são muito importantes quando se trata de desenvolvimento

de drogas. Cada paı́s possui legislações especı́ficas que guiam as indústrias farmacêuticas e

pesquisadores nesse processo.

O desenvolvimento de uma droga no Brasil é regulamentado pela Anvisa, enquanto nos

Estados Unidos o órgão responsável é o FDA. A diferença entre eles está na rigidez da legislação

de cada paı́s. No Brasil, as leis são menos flexı́veis quanto ao desenvolvimento de uma droga,

ou seja, demanda-se mais tempo para a sua produção em relação aos Estados Unidos. Para

desenvolver uma droga são necessários cinco passos, executados, obrigatoriamente, na seguinte
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ordem:

1. Descoberta e Desenvolvimento: nessa fase do processo, milhares de compostos podem

ser potenciais candidatos para o desenvolvimento de um tratamento médico. Após os pri-

meiros testes, no entanto, apenas um pequeno número de compostos parecem promissores

e exigem um estudo mais aprofundado;

2. Avaliação Ética e Pesquisa Pré-Clı́nica: 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 são submetidas a testes labo-

ratoriais e ministradas em animais com o intuito de responder à perguntas básicas sobre

segurança (testes in vitro e in vivo);

3. Pesquisa Clı́nica: embora a investigação pré-clı́nica responda perguntas básicas sobre

segurança de uma droga, ela não substitui estudos que mostram as formas que a droga irá

interagir com o corpo humano. A pesquisa clı́nica refere-se a estudos ou ensaios, que são

feitos em pessoas;

4. Revisão da FDA: se o pesquisador possui provas que seus primeiros testes e pesquisa

pré-clı́nica e clı́nica de que um medicamento é seguro e eficaz para o uso, a empresa pode

apresentar um pedido para comercializar a droga. A equipe de revisão da FDA examina

minuciosamente todos os dados apresentados sobre a droga e toma a decisão de aprovar

ou não;

5. Monitoramento de Segurança: embora os ensaios clı́nicos forneçam informações im-

portantes sobre a eficácia e segurança de uma droga, é impossı́vel ter informações com-

pletas sobre a segurança de um medicamento no momento da aprovação. Portanto, há um

monitoramento do medicamento uma vez que o produto está disponı́vel para utilização

pelo público.

Ambos os modelos experimentais, in vitro e in vivo, são primordiais no processo de de-

senvolvimento de uma droga. A partir da Figura 1.1 podemos destacar algumas fases, como,

por exemplo, a fase dos testes pré clı́nicos, que envolve testes laboratoriais em animais para

responder perguntas básicas sobre toxicidade e segurança de determinada droga; durante essa

fase, são utilizados experimentos in vitro. Também destacamos a fase da pesquisa clı́nica, na

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

Os modelos animais in vitro e in vivo são essenciais na transição da fase pré clı́nica para a

clı́nica. Caso haja predominância nos estudos in vitro, espera-se que as conclusões 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 são: testes pré-clı́nicos (A), pesquisa clı́nica (B), análise final dos dados (C) e por
fim através do acompanhamento (D). Cada passo possui suas particularidades e são de suma importância
para, no final, uma droga ser autorizada para produção em larga escala. Figura adaptada de https:

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

droga especı́fica seja baseada neste mesmo modelo, diminuindo, assim, a utilização de estudos

in vivo (DENAYER; STÖHR; ROY, 2014).

1.2 As Ciências Ômicas

Nas últimas décadas houve um aumento do número de projetos de sequenciamento, como,

por exemplo o Projeto Genoma Humano; esses projetos levaram à otimização e desenvolvi-

mento de novas técnicas, as quais possibilitaram o estudo de processos celulares e moleculares

e permitiram maior compreensão dos sistemas biológicos. Entretanto, os organismos atuam

como compartimentos moleculares isolados e a única maneira de estudá-los é colocando-os em

forma de sistemas. Com isso, é possı́vel ter uma visão global dos processos biológicos. Essas

técnicas são denominadas por “ômicas”, que são compostas pela genômica, transcriptômica,

proteômica e metabolômica (Tabela 1.1), e têm como base a análise de um grande volume de

dados (TOXICOLOGY et al., 2007) sendo, para isso, necessário o uso da bioinformática, que

permite integrar os dados de forma rápida 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/
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Tabela 1.1: As ciências ômicas e suas definições

Ômicas Definição

Genômica

Estuda o genoma completo de um organismo. Essa ciência
pode se dedicar a determinar a seqüência completa do DNA

de organismos ou apenas o mapeamento de uma escala
genética menor;

Transcriptômica Permite a análise de mudanças no transcriptoma completo
através de uma variedade de condições biológicas;

Proteômica

Envolve o estudo em larga escala das proteı́nas expressas
em uma célula, tecido ou organismo, incluindo a análise

quantitativa da expressão ao longo do tempo, em diversas
localizações celulares e/ou sob a influência de diferentes

estı́mulos. É complementar ao genoma, pois os genes
podem ser transcritos em RNA;

Metabolômica
É o estudo cientı́fico que visa identificar e quantificar o
conjunto de metabólitos - o metaboloma - produzidos

e/ou modificados por um organismo.

1.3 Toxicogenômica

Através da toxicologia clássica, os potenciais efeitos adversos resultantes da exposição à

drogas são avaliados por meio de parâmetros como alterações corporais, peso dos órgãos e

observações histopatológicas e bioquı́micas. Essas observações não fornecem informações

sobre o modo de ação da droga. Para melhor avaliar os efeitos adversos associados à sua

exposição, precisamos entender o modo de ação especı́fico de cada delas. Com o surgimento de

novas tecnologias, foi criada a Toxicogenômica, que através da aplicação das ciências ômicas,

é capaz de gerar um melhor entendimento de mecanismos farmacológicos e toxicológicos com-

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

A Toxicogenômica é um campo emergente, no qual a elucidação de mecanismos de toxi-

cidade e predição de toxicidade são baseados na compreensão dos dados de expressão gênica,

a partir de animais ou células de cultura expostos à drogas ou quı́micos. A toxicogenômica

trabalha com duas estratégias (KANNO, 2003):

• Toxicologia avançada: elucida o mecanismo de toxicidade com base nas alterações de

expressão gênica resultantes da toxicidade;

• Toxicologia reversa: prediz a toxicidade baseado na comparação da alteração da ex-

pressão gênica causado por quı́micos ou drogas tóxicas conhecidas.
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Cada ciência ômica tem uma tecnologia que a auxilia em sua pesquisa e desenvolvimento.

Por exemplo, a Transcriptômica possibilita o uso do microarray para experimentos de análise de

expressão gênica em larga escala. Outros exemplos de tecnologias usadas nas ciências ômicas

são apresentadas na Figura 1.2.

Figura 1.2: Integração das Ciências Ômicas e suas respectivas principais tecnologias.

1.4 Microarranjo

Como comentado nas seções anteriores, atualmente há uma grande quantidade de dados

genômicos, ocasionando enorme demanda por tecnologias e métodos que viabilizam o proces-

samento e a análise dos dados de forma eficiente e com elevado grau de confiabilidade. Uma

das técnicas utilizadas é a de microarray (SCHENA et al., 1995), que proporciona o estudo da

expressão gênica perante diversas condições a um baixo custo e tempo. Um experimento de

microarray produz como resultados imagens de expressão gênica a partir das quais é possı́vel

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

A expressão gênica corresponde ao processo em que a informação codificada em um de-

terminado gene é decodificada. Esse processo pode tanto dar origem a uma proteı́na como

simplesmente controlar a expressão de outros genes (regulação). A sı́ntese proteica é realizada

em dois passos. O primeiro refere-se ao processo de transcrição, que corresponde a formação
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de uma molécula de RNA mensageiro (RNAm) a partir de uma molécula molde de DNA. O

segundo compreende o processo de tradução, que transformará o RNAm em proteı́na ou em

parte dela (aminoácido) (OLSON, 2006) como pode ser observado na Figura 1.3.

Figura 1.3: Correspondência entre as unidades do DNA e do RNA e os aminiácidos da proteı́na a ser
sintetizada (JÚNIOR; SASSON, 2005).

O nı́vel de expressão gênica é baseado na quantidade de RNAm associado a um gene. As

técnicas mais utilizadas atualmente para análise de expressão envolvem a etapa de transcrição.

Os microarrays são utilizados como técnica para o estudo da expressão gênica. Desde 1995,

quando Schena e colaboradores (SCHENA et al., 1995) a usaram pela primeira vez, a fim de

proporcionar a análise do genoma de um organismo eucariótico (Saccharomyces cerevisiae), a

tecnologia passou a ser amplamente utilizada em experimentos de análise de expressão gênica

em larga escala.

Para a realização de um experimento de microarray, primeiramente é necessário duas

amostras de células cultivadas em soluções distintas: a primeira correspondendo à situação

a ser estudada e a segunda à situação controle (normal). Em seguida, faz-se o isolamento do

RNA e extrai-se o RNAm das duas amostras. A partir da transcriptase reversa do RNAm é

possı́vel obter uma molécula de DNA mais estável, chamada de cDNA. Marca-se, então, o

cDNA obtido, com uma substância fluorescente que normalmente são os corantes cy3 (verde)

e cy5(vermelho). Os cDNA marcados são chamados de spots (sondas) e vão representar as

amostras microscópicas depositadas na superfı́cie para atuar como detectores dos genes expres-

sos. Os cDNA são misturados e aplicados nos microarray. A partir desse processo ocorrerá

a hibridização dos microarray com a mistura de cDNA, ou seja, duas sequências complemen-
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tares de DNA vão combinar (KNUDSEN, 2005). Todo esse processo citado acima pode ser

observado na Figura 1.4.

Figura 1.4: Realização de um experimento de microarranjo para amostras de células caso e células
controle. Inicialmente são coletadas céluas do caso e do controle. Em seguida é feito o isolamento do
RNA, sendo obtido o RNA mensageiro (RNAm). A partir do RNAm e com a utilização da transcriptase
reversa é obtido o DNA complementar (cDNA). Por fim, ocorre a combinação dos alvos e a hibridização
para o microarranjo.

O processo de hibridização (KOLTAI; WEINGARTEN-BAROR, 2008) é a base do ex-

perimento de microarray. Somente os fragmentos em que ocorreram hibridização, ou seja,

fragmentos que tiverem sequências complementares de DNA, apresentam nı́veis de expressão.

Utilizando-se um comprimento de luz adequado, é possı́vel visualizar o material fluorescente

contido no microarray hibridizado. As imagens são geradas a partir de um scanner especial que

utiliza lasers microscópicos e apresentam a reação de fluorescência de todas as sondas contidas

na lâmina e varridas pelo laser. Como as sondas foram marcadas pelas cores vermelha e verde,

teremos na imagem gerada, representada por cı́rculos verdes mais intensos, as amostras mar-

cadas com “cy3” (no caso da Figura 1.4 seria as amostras de células normais). Representadas

por cı́rculos 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 cı́rculos aparecerão em amarelo (BOWTELL, 1999).

Após a geração das imagens de microarray, é preciso interpretar os dados obtidos (JAIN

et al., 2002). Para essa interpretação, seguimos os passos da Figura 1.5. Os dois últimos pas-
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sos, quantificação e normalização e identificação dos genes diferencialmente expressos, serão

detalhados nos Materiais e Métodos.

Figura 1.5: Processamento de dados de microarranjo

Desde o processo de obtenção das duas amostras até a obtenção dos genes diferencialmente

expressos, que completa o ciclo da geração de um microarranjo, são gerados alguns arquivos

(Figura 1.6). Os arquivos gerados são utilizados nas diferentes etapas da análise de microarranjo

e estão detalhadas, com cada função, respectivamente, na Tabela 1.2.

Figura 1.6: Workflow dos formatos de arquivos gerados no processamento de um chip da Affymetrix.
Cada formato está especificado na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Descrição de cada arquivo gerado pelo processamento de um chip da Affymetrix

Arquivo Descrição
DAT Imagem óptica bruta do chip hibridizado (TIFF)
CDF Fornecido pelo Affy e descreve o layout do chip
CEL É um arquivo DAT processado (intensidade / valores das posições)
CHP Resultado experimental criado a partir dos arquivos CEL e CDF
TXT Valores de expressão das sondas com anotação (arquivo CHP no formato de texto)
EXP Arquivo texto com detalhes do experimento (tempo, nome, etc)
RPT Gerado pelo software Affy contendo relatório de informações sobre o controle de qualidade
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Os métodos de pré-processamento advindos de um microarranjo são de suma importância.

Em um microarranjo Affymetrix cada gene é representado não 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 sequência de 25 bases que corresponde exatamente a

uma sequência passı́vel de hibridização com a amostra. Uma sonda MM, por sua vez, é idêntica

à sonda PM com a qual faz par, mas a base do meio, a 13a , é diferente. Assim, uma sonda

MM não deveria hibridizar, idealmente, sequência alguma, visto que sua sequência é planejada

para não ser complementar a nenhum RNA da amostra. Antes de iniciarmos a descrição dos

métodos de pré-processamento, vamos definir inicialmente os ı́ndices 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 especı́fico contido em um conjunto de sondas, para identificar

cada sonda PM e MM. Ainda, estes métodos envolvem três etapas distintas: a correção de

fundo, para retirar um sinal de fundo da medida como um todo, a normalização dos dados, e o

tratamento do sinal da sonda PM em relação à sonda MM. Daremos maior atenção a esta última

por ser a mais relevante para a compreensão da técnica.

1.4.1 MAS5

Na correção de fundo, para MAS5 (HUBBELL; LIU; MEI, 2002), primeira etapa do método,

o microarranjo é dividido em 16 regiões retangulares, e define-se como o sinal de fundo de cada

região a média das sondas que estão entre as 2% menos expressas. A correção de fundo se dá

então tendo como base sua posição fı́sica no microarranjo e o sinal de fundo calculado para

cada região do microarranjo. Aqui, ainda se mantém a hipótese 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 hipótese levaria à conclusão de que aquele valor de expressão é negativo, fisicamente im-

possı́vel. Para contornar esse problema, considera-se que nestes pares a sonda MM falha ao

identificar o erro da medida, e este é então estimado a partir das demais sondas do conjunto de

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

IMi j =


MMi j | MMi j < PMi j,

2
PMi j
SB+i j | MMi j ≥ PMi j

(1.1)

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

função de um ruı́do especı́fico positivo daquele conjunto de sondas j, SB+
i j . Este ruı́do, por sua
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vez, é dado por

SB+
i j =

SBi j | SBi j > τ,

τ

1+0,1(τ−SBi j)
| SBi j ≤ τ

(1.2)

SBik = T B j(log2 (PMi jk)− log2 (MMi jk)), (1.3)

onde T B j significa o cálculo da média sobre o ı́ndice j usando Tukey’s Biweight (Apêndice A).

E o parâmetro τ = 0,03. A Equação 1.2 diz que o ruı́do é calculado a partir do erro lido naquele

conjunto de sondas, mas caso isso também falhe em produzir um erro maior que PM, SB+
k

segue (Equação 1.2, segundo caso) fracamente baseado nos dados daquele conjunto de sonda.

Finalmente, o valor de expressão é corrigido com

PM
′
i jk = max(PMi jk− IMi jk,2−20) (1.4)

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

Finalmente, o valor de expressão é calculado por

PVi j = T Bk(log2(PM
′
i jk)) (1.5)

Por fim, na normalização, a última etapa do método, realiza-se uma normalização constante,

onde todos os valores de expressão de são transladados por um determinado valor de modo que

a expressão média de uma amostra seja igual ao de um valor alvo, por padrão, 500.

1.4.2 RMA

No método RMA (IRIZARRY et al., 2003), novamente a primeira etapa é o de retirar o

sinal de fundo da medida. Aqui, supõe-se que a distribuição do sinal em relação a sua in-

tensidade é a soma de um sinal verdadeiro, que decai exponencialmente, e um ruı́do com

distribuição normal. Para a normalização, que aqui não é a última etapa, usa-se o método

conhecido como normalização quantile (BOLSTAD et al., 2003), onde o objetivo é tornar as

distribuições idênticas por meio de métodos estatı́sticos.

Para a terceira etapa, o RMA assume que as sondas MM não trazem informações confiáveis

quanto ao erro medido em PM. Se em um terço dos casos a leitura da sonda MM é maior do
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que o da PM, argumenta-se que uma sonda MM também é capaz de identificar sinal verdadeiro,

não apenas o erro de medida. Deste modo, calcula-se o valor de expressão 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 é dependente de um termo de afinidade. De fato, neste

caso, observa-se que o sinal da sonda MM é tão maior quanto maior for o sinal da sonda PM

(IRIZARRY et al., 2003), forte indı́cio de que a sonda MM identifica sinal verdadeiro. Deste

modo, seja Yi jk o sinal identificado em PM após correção de fundo e normalização em escala

logarı́tmica, este será dado por

Yi jk = µi j +α jk + εi jk (1.6)

onde µi j é o sinal do gene j na amostra i e α jk é a afinidade da sonda k do gene j. O termo

εi jk representa o ruı́do da medida. Note, o termo de afinidade da sonda α é 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, é um conceito chave que diferencia o RMA de ou-

tros métodos de pré-processamento. Após ajuste da Equação 1.6 às expressões observadas nas

sondas PM, µi j é o valor de expressão obtido pelo método RMA.

1.4.3 GCRMA

No método GCRMA (WU et al., 2004), a correção de fundo é igual aos métodos MAS5

e RMA. O que irá diferenciar esse métodos dos outros é a forma que a afinidade da sonda é

calculada. Ela é calculada utilizando efeitos de base dependentes da posição, que são mostrados

na equação abaixo,

ln < B|M >=
25

∑
k=1

∑
l∈(A,T,C,G)

Sl,kAl,k (1.7)

onde B é a intensidade bruta da sonda, M é a intensidade média da matriz, l é o ı́ndice do

nucleotı́deo (A, C, G ou T), k é a posição de l ao longo da sonda (nota-se que k tem uma

extensão de 1 até ao comprimento da sequência, que é 25 para as sondas da GeneChip), S é uma

variável boolena igual a 1 se a sequência da sonda tem tamanho de l até k, caso contrário é zero,

e A é a afinidade por sı́tio por nucleotı́deo. Outra diferença desse método para os outros é que o

ajuste dos dados da sonda MM é baseado na afinidade da mesma, em seguida são subtraı́dos da

sonda PM.
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1.4.4 Comparação entre os métodos

Podemos considerar uma questão em aberto sobre qual é o melhor método de pré-processamento

possı́vel, 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 é consenso que o RMA/GCRMA supera outros métodos para

genes com baixa expressão, onde o MAS5 produz muitos falsos positivos (IRIZARRY et al.,

2003) (PEPPER et al., 2007). Há 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 MAS5;

ii) Fornece estimativas de fold change mais consistentes;

iii) A exclusão dos dados das sondas MM no RMA reduz o ruı́do, mas perde informações;

iv) A inclusão do ajuste para a sonda MM no método GCRMA reduz o ruı́do e mantém os

dados dessa sonda.

Em contrapartida, algumas desvantagens em utilizar RMA/GCRMA:

i) Pode ocultar mudanças reais, especialmente em baixos nı́veis de expressão (falsos nega-

tivos);

ii) Realiza controle de qualidade após a normalização;

iii) A normalização assume uma distribuição igual que pode esconder as mudanças biológicas.

1.5 Projeto Toxicogenômico Japonês (PTGJ)

O PTGJ (UEHARA et al., 2010) foi realizado entre 2002 e 2007 em conjunto com o Insti-

tuto Nacional de Ciências da Saúde do Japão, Instituto Nacional de Inovação Biomédica e 17

empresas farmacêuticas, com o objetivo de criar um banco de dados toxicológico que permite

o uso tanto da toxicologia avançada e como da reversa (KANNO, 2003). No Projeto, foram

selecionados como órgãos alvo o rim e o fı́gado, uma vez que a maioria das toxicidades clı́nicas

surgem nesses órgãos. Os produtos quı́micos ou drogas em testes foram administrados em ratos

ou expostos à células de cultura, de forma a obter os dados de expressão gênica nos órgãos alvos
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das células ou animais. As alterações nos marcadores toxicológicos tradicionais também foram

recolhidos a partir dos animais. O objetivo é estabelecer um sistema de previsão de toxicidade

na fase inicial de desenvolvimento de medicamentos. Foram utilizados apenas dados para o

fı́gado, pois os dados de rim são restritos para acesso.

A Tabela 1.3 mostra algumas informações a respeito do Projeto. Essas informações dizem a

respeito da forma de coleta das amostras, célula escolhida para estudo, dose, tempo de sacrifı́cio,

amostragem, itens examinados e tratamento. Essas informações são de extrema importância,

pois a partir delas podemos identificar o delineamento experimental utilizado.

Tabela 1.3: Informações do Projeto Toxicogenômico Japonês (UEHARA et al., 2010).

Rat in vivo Rat in vitro Human in vitro
Animal Sprague-Dawley Sprague-Dawley -

Instrumento
de Coleta

- 0.5% de metilcelulose ou óleo
de minho (via oral)

- Salina ou 5% de solução de
glicose (via intravenosa)

- Meio de cultura
- Dimetilsulfóxido (DMSO)

- Meio de cultura
- Dimetilsulfóxido (DMSO)

Célula -
Hepatócitos isolados por
digestão com colagenase Hepatócitos congelados

Dose Baixa, média e alta - -

Sacrifice - 3, 6, 9 e 24h após administração única
- 24h após a última dose repetida - -

Amostragem Fı́gado e rim Fı́gado e rim Fı́gado e rim
Análise de

Microarranjo GeneChip da Affymetrix Duplicatas Duplicatas

Itens examinados

- Peso corporal
- Peso dos órgãos

- Consumo de comida
- Hematologia

- Bioquı́mica do sangue

Viabilidade celular (LDH
e conteúdo de DNA)

Viabilidade celular (LDH
e conteúdo de DNA)

Tratamento 3, 6, 9 e 24h 2, 8 e 24h 2, 8 e 24h

Os dados fornecidos pelo PTGJ fornece são apresentados na Tabela 1.4. Foram utilizados

diferentes drogas, tempos de amostragens, repetição dos experimentos e concentrações de dose

(Apêndice D).

A motivação para a criação do Projeto Toxicogenômico Japonês vem com a intenção de

contribuir para os progressos em tratamentos médicos através da oferta de novos medicamentos

inovadores com alta eficácia e segurança. As empresas farmacêuticas realizam periodicamente

programas de investigação para o desenvolvimento de drogas, no entanto, é praticamente im-

possı́vel evitar efeitos colaterais inesperados. Se os possı́veis efeitos colaterais que ocorrem no

uso clı́nico são capazes de ser previstos na fase inicial do desenvolvimento de drogas, as com-

panhias farmacêuticas podem avaliar a segurança de novos produtos quı́micos ou drogas antes

do estudo em larga escala não-clı́nica ou clı́nica, 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 elucidação da inter-relação entre
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Tabela 1.4: Resumo do PTGJ para dados de fı́gado (UEHARA et al., 2010).

Homo sapiens
in vitro

Rattus norvegicus
in vitro

Rattus norvegicus
in vivo

Rattus norvegicus
in vivo

Dosagem única única única repetida diariamente
Concentração

de Dose
baixa, média

e alta
baixa, média

e alta
baixa, média

e alta
baixa, média

e alta
Tempo de

Amostragem 2h, 8h e 24h 2h, 8h e 24h 3h, 6h, 9h e 24h 3d, 7d, 14h e 28d

Repetição do
Experimento duplicatas duplicatas triplicatas triplicatas

Arrays 2004 3120 5568 6192
Sondas

por Array 54675 31099 31099 31099

Medicamentos 119 131 131 131
Quantidade

de Dados 54,3 GB 21,9 GB 43,6 GB 43,5 GB

substâncias tóxicas e expressão gênica (CHEN et al., 2011).

Existem outros projetos que também geraram dados toxicogenômicos em grande escala.

Um exemplo é o DrugMatrix (GANTER et al., 2005), que foi produzido pela empresa Iconix

Pharmaceuticals e depois comprada e disposta como domı́nio público pelo Instituto Nacional

de Saúde (NIH) dos Estados Unidos, e é constituı́do de experimentos toxicológicos nos quais

ratos ou hepatócitos do rato primário foram sistematicamente tratados com produtos quı́micos

terapêuticos, industriais e ambientais em doses não tóxicas e tóxicas. Após a administração des-

tes compostos in vivo, foi realizado coleta de dados de expressão gênica para posterior análise

dos efeitos destes compostos em diferentes tempos de amostragem e diferentes órgãos alvo

(rim, fı́gado e coração). A principal diferença encontrada entre o Projeto Toxicogenômico Ja-

ponês (PTGJ) e o DrugMatrix está na organização dos dados (CHEN et al., 2012). Os dados

do PTGJ estão relativamente mais padronizados e organizados no que diz respeito a tempos de

amostragem, dosagens, forma de obtenção das amostras, etc. Enquanto o DrugMatrix possui

aparentemente um design experimental relativamente padronizado, não possui uma organização

tão estrita quanto ao do PTGJ. Desta forma, este foi o critério de escolha do PTGJ para ser uti-

lizado neste presente trabalho.

1.6 Avaliação Crı́tica de Análise de Dados em Massa (CAMDA)

O Projeto Toxicogenômico Japonês é muito utilizado como base para diversos trabalhos e

propostas. Uma das utilizações do projeto foi no CAMDA (JOHNSON; LIN, 2001), que é uma

conferência internacional anual que teve inı́cio em 2000 e ocorre um ano nos Estados Unidos
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e outro na Europa. Tem como principal enfoque a análise maciça de dados, introduzindo e

avaliando novas abordagens e soluções para o problema de análise de grande quantidade de

dados. A conferência apresenta novas técnicas no campo da bioinformática, análise de dados e

estatı́sticas para a manipulação e processamento de grandes conjuntos de dados.

Uma das principais atividades do CAMDA é o desafio proposto, que têm como objetivo

analisar grandes quantidades de dados. Pesquisadores de universidades, institutos e de empresas

de todo o mundo são convidados a participar dos desafios (TILSTONE, 2003).

O enfoque deste trabalho está 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-

genômico Japonês (PTGJ) com o propósito de avaliar se há a possibilidade de substituir o estudo

in vivo pelo in vitro e também se é possı́vel predizer doenças relacionadas ao fı́gado em huma-

nos usando dados toxicogenômicos de animais. Desde então, muitos pesquisadores tentaram

responder esses questionamentos propostos neste desafio. Houveram dezenas de publicações

tomando diversas frentes de abordagens, por exemplo, selecionando especificamente um pe-

queno conjunto de drogas a fim de tirar conclusões a partir disto, análises com metodologias

diferentes selecionando, mais uma vez, um pequeno conjunto de drogas, entre outras. A partir

de uma revisão foi constatado que nenhum pesquisador realizou uma análise completa com to-

das as 131 drogas do PTGJ a fim de responder os questionamentos. Sendo o PTGJ muito rico

em informações, será realizado neste trabalho uma metodologia de análise que englobe todas

as drogas.
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5 Conclusões

A partir da obtenção dos genes diferencialmente expressos é possı́vel afirmar que há diferenças

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 concentrações de doses e tempos de amostragem variados.

Os dados obtidos para as 131 drogas foram enriquecidos para todas as concentrações de

dose e tempos de amostragem. A partir do enriquecimento foram encontradas vias que estão al-

teradas para determinadas drogas. Esse fato é de extrema importância, pois a partir da identificação

de quais vias que estão alteradas é possı́vel saber como uma droga especı́fica está agindo no

organismo do modelo estudado. Com isso, é pssı́vel analisar as ontologias, vias ou rotas me-

tabólicas significativas para Homo sapiens in vitro, por exemplo, e verificar como elas estão

relacionadas (se estão alteradas ou não) com os modelos Rattus norvegicus in vitro e Rattus

norvegicus in vivo. Essas comparações variam de droga para droga. Enquanto algumas drogas

possuem vias enriquecidas em comum para os 3 modelos, há drogas que não possuem vias em

comum, ou seja, possuem apenas vias exclusivas.

E por fim, através da utilização do pacote em R para a geração do mapa modular foi possı́vel

identificar perfis correspondentes a indução e repressão. Com isso detecta-se quais são as on-

tologias, vias ou rotas metabólicas que estão alteradas para determinadas condições analisadas.

Tal fato é muito importante, pois além de saber quais ontologias, vias e rotas metabólicas indu-

zidas eu reprimidas, é possı́vel identificar os genes e drogas que estão influenciando diretamente

a ocorrência de determinada condição. Quando são comparados os clusters e perfis induzidos

e reprimidos de um determinado modelo com os outros, nota-se que os clusters e perfis forma-

dos são totalmente diferentes. Dessa maneira, fica evidente as discrepâncias entre os modelos

e também o fato de que há mecanismos especı́ficos que regulam os diferentes experimentos,

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

Há alguns fatores que dificultam a comparação e substituição de modelos experimentais.

Tais fatores implicam nas diferentes comparações realizadas e, principalmente, na ausência 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 e Homo sapiens in vivo com Rattus norvegivus in vivo, haveria

mais comparações e provavelmente mais conclusões a respeito da substituição de modelos.
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applied on the omic sciences as genomic, transcriptomic, proteomic, interatomic and
metabolomic. Bioscience Journal, v. 26, n. 3, 2010.

FABREGAT, A. et al. The reactome pathway knowledgebase. Nucleic acids research, Oxford
Univ Press, v. 44, n. D1, p. D481–D487, 2016.

GANTER, B. et al. Development of a large-scale chemogenomics database to improve drug
candidate selection and to understand mechanisms of chemical toxicity and action. Journal of
biotechnology, Elsevier, v. 119, n. 3, p. 219–244, 2005.

GAUTIER, L. et al. affy - analysis of affymetrix genechip data at the probe level.
Bioinformatics, Oxford Univ Press, v. 20, n. 3, p. 307–315, 2004.

GHARAIBEH, R. Z.; FODOR, A. A.; GIBAS, C. J. Background correction using dinucleotide
affinities improves the performance of gcrma. BMC bioinformatics, BioMed Central, v. 9, n. 1,
p. 452, 2008.

GYORFFY, B. et al. Evaluation of microarray preprocessing algorithms based on concordance
with rt-pcr in clinical samples. PloS one, Public Library of Science, v. 4, n. 5, p. e5645, 2009.

HUBBELL, E.; LIU, W.-M.; MEI, R. Robust estimators for expression analysis.
Bioinformatics, Oxford Univ Press, v. 18, n. 12, p. 1585–1592, 2002.

IRIZARRY, R. A. et al. Exploration, normalization, and summaries of high density
oligonucleotide array probe level data. Biostatistics, Biometrika Trust, v. 4, n. 2, p. 249–264,
2003.

JAIN, A. N. et al. Fully automatic quantification of microarray image data. Genome research,
Cold Spring Harbor Lab, v. 12, n. 2, p. 325–332, 2002.

JOHNSON, K.; LIN, S. Call to work together on microarray data analysis. Nature, Nature
Publishing Group, v. 411, n. 6840, p. 885–885, 2001.
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