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RESUMO - A tecnologia de microarrays, ou microarranjos de DNA, possibilita a avaliagdo simulténea da
expressdo de milhares de genes em diferentes tecidos em determinado organismo, em diferentes estagios de
desenvolvimento ou condi¢oes ambientais. Microarrays sfo bastante utilizados em experimentos de gendmicafuncional
com diversas espécies animais e vegetais, e tém sido gradativamente incorporados em diferentes areas da pesquisa
zootécnica, como crescimento e metabolismo, respostaimune a doengas, reproducéo e resposta a fatores de estresse
nao-infecciosos (restri¢ao alimentar, exposi¢ao a elementos téxicos e outras condi¢oes ambientais desfavoraveis),
bem como melhoramento genético animal. Tais experimentos, entretanto, sdo ainda consideravelmente caros, como
consequéncia, geralmente sdo conduzidos com tamanhos amostrai srel ativamente pequenos. Por outro lado, arealizac&o
dos experimentos com microarrays, desde a coleta das amostras, até a obtencéo das imagens para andlise, envolve
uma série de procedimentos | aboratoriais de alta compl exidade, que frequentemente introduzem variagoes adicionais
aos resultados obtidos. Desta maneira, a condugéo de ensaios com microarrays requer cuidadoso delineamento
experimental e andlise estatisticados dados. Nesta apresentaco sfo discutidos principios bésicos do planejamento de
ensaios com microarrays, bem como as ferramentas estatisticas e computacionais mais comuns para a andlise dos
mesmos. Sdo também discutidos alguns exemplos de aplicagdo de experimentos com microarrays em zootecnia e,
numa Ultima segdo, sfo tragadas algumas considerages finai s envolvendo os topicos gerais abordados.
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Microarray gene expression studies: experimental design,
statistical data analysis, and applications in livestock research

ABSTRACT —Microarray technology allows monitoring thousands of genes simultaneously in a specific tissue
of an organism, in different developmental stages or environmental conditions. Microarrays are very common in
functional genomics experiments with both animals and plant species, and they have been increasingly used also in
different areas of livestock research, such as growth and metabolism, reproduction, immune response to diseases and
parasites, response to non-infectious stress factors (such as dietary restriction, exposure to toxic elements and other
unfavorable environmental conditions) aswell asanimal breeding. Such experiments, however, are still considerably
expensive and time consuming and, consequently, they are performed with relatively small sample sizes. Nonethel ess,
microarray experiments are extremely complex, asthey involve anumber of laboratorial procedures such as sample
collection, RNA extraction, reverse transcription and labeling, and the final hybridization. Hence, microarray assays
require careful experimental planning and statistical dataanalysis. In this manuscript, basic principles of experimental
design for microarray studies are reviewed, as well as the most common statistical and computational tools used for
their analysis. In addition, some examples of application of microarray technology in animal science are discussed,
and some concluding remarks are presented afterward.

Key Words: animal science, experimental design, microarrays, statistical analysis
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Introducéo

A tecnologiade microarrays, ou microarranjos
de DNA, possibilita a avaliagdo simulténea da
expressdo de milhares de genes em diferentes
tecidos de um determinado organismo, e em
diferentes estagios de desenvolvimento ou
condi¢Bes ambientais. Devido seu carater
prospectivo, essa tecnologia tem sido largamente
utilizada em experimentos de gendmicafuncional
projetados para estudar as fungdes e asinteracdes
dos genes dentro do contexto global do genoma
de diversas espécies animais e vegetais. A
tecnologia de microarrays tem sido também
gradativamente incorporada na pesquisa com
animais de interesse zootécnico e hoje é utilizada
emdiversas areas, como por exempl o, crescimento
e metabolismo, salde e bem-estar animal,
reproducdo, e genética e melhoramento.

Entretanto, os experimentos com microarrays
ainda sdo consideravelmente caros e trabal hosos
€, como consequiéncia, sdo geralmente conduzidos
com tamanhos amostrai s rel ativamente pequenos.
N&o obstante, tais experimentos envolvem uma
série de procedimentos laboratoriais, desde a
extracdo de RNA, transcri¢do reversa e marcacéo
fluorescente, até a hibridizag&o final, os quais
invariavelmente introduzem diferentes niveis de
variag8o adicional aos dados. Desta maneira, a
conducdo de ensaios com microarrays requer
cuidadoso delineamento experimental e andlise
estatistica dos dados.

Assim sendo, este artigo oferece uma revisio
da literatura existente e discute os principais
aspectos relacionados ao plangjamento e andlise
de experimentos com microarrays. Numaprimeira
secdo é apresentada uma breve exposicdo em
relacdo a tecnologia basica de microarrays, e de
como tais experimentos funcionam. Esta se¢ao
também descreve os principai s recursos exi stentes
paraaconfec¢do demicroarrays (tipos deldminas
e de sondas de DNA utilizadas), e discute os
métodos de fixacdo das sondas e de marcagéo das
amostras de RNA, bem como as variactes
existentes nos protocolos laboratoriais. Na se¢éo
seguinte, sdo apresentados os principios basicos
de delineamento de experimentos com
microarrays, com maior énfase nas diferentes
estratégias para pareamento de amostras e
marcagdo das mesmas em experimentos com
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hibridizacdes competitivas. Nesta se¢do séo
contrastados os delineamentos com amostra
referéncia e os delineamentos circulares, bem
como algumas alternativas mais gerais. A seguir,
tem-se uma se¢do relacionada a andlise de dados
de microarrays, a qual apresenta uma breve
revisdo sobre os trés componentes geralmente
envolvidos no tratamento estatistico dos dados: 1)
obtencdo dos valores de expressdo, 2)
normalizagdo, e 3) inferéncia estatistica
propriamente dita. Um enfoque maior é dado aos
diferentes procedi mentos utilizados dentro de um
contexto de modelos lineares, bem como ao
problema relacionado a multiplicidade de testes
em tais experimentos. Para finalizar, tem-se uma
secdo discutindo diferentes aplicacdes de
experimentos com microarrays na pesquisa
zootécnica, seguida pelas consideracfes finais
sobre os diferentes topicos abordados neste artigo.

A tecnologia de Microarrays

A idéia de usar arranjos de acidos nucléicos
com o0 proposito de analisar simultaneamente o
maior nimero possivel de genes comegou a ser
aplicada no final da década de 70, com o advento
da técnica conhecida como Dot-Blot (Kafatos et
al., 1979). Contudo, foi somente na metade da
década de 90 que esta tecnologia adquiriu as
caracteristicas atuais (Schena et al.,1995). Dois
fatores foram fundamentais para essa evolucéo:
1) a disponibilidade de sistemas robotizados que
permitiram a confeccdo de arranjos de alta
densidade; e 2) a ado¢do do método de deteccédo
Optica(fluorescéncia), que conferiu asensibilidade
ideal para se fazer as medidas de intensidade.

Os arranjos de DNA, também conhecidos
como chips de DNA em alusdo ao componente
eletrénico miniaturizado que carrega milhdes de
transistores, sdo cole¢des de segmentos de DNA
gue se encontram ordenadamente distribuidos
sobre uma superficie sélida. O pré-requisito
fundamental paraqualquer tipo dearranjo de DNA
éaexisténciade um “endereco proprio” paracada
componente da colecdo, ou seja, uma posi¢cdo
individual para cada componente do arranjo
(Chaudhuri, 2005).

Cada um desses enderecos no arranjo é
chamado de spot (ou ponto), e contém uma
guantidade infima de DNA devidamente
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imobilizada, denominada sonda (ou probe). Cada
uma destas sondas tende a se ligar apenas a sua
seqliéncia complementar de nucleotideos,
mediante processo chamado hibridizacdo (Jaluria
et al., 2007). Essa seqiiéncia complementar,
normalmente um DNA complementar (cDNA)
produzido a partir de um RNA mensageiro
(MRNA), representa apenas um Unico gene do
genoma e é chamada “alvo” ou target. A
hibridizacdo de cada sonda de DNA com 0 seu
correspondente alvo (cDNA) é um processo
baseado na complementaridade das cadeias de
nucleotideos, ou seja, na propriedade que duas
cadeias homélogas tém de parear suas bases
complementares (A com T e C com G), mediante
aformac&o de pontes de hidrogénio.

A plataforma sélida mais utilizada na
confeccdo dos arranjos é a lamina de vidro, do
tipo usado em microscopia, que depois de ter as
sondas imobilizadas na sua superficie é
normal mente referidacomo dide ou simplesmente
|&mina de microarray. Basicamente existem duas
formasdedistribuir as sondas em um microarranjo
de DNA. A primeira, mais simples, é feita por
robbs de alta precisdo que utilizam agulhas
especiais para depositar as amostras de DNA na
superficie de uma lamina de vidro, processo que
também é conhecido como “impressdo do slide”.
Normalmente essas amostras sao constituidas de
oligonucleotideos pré-sintetizados, cDNAs
produzidos em projetos de seqlienciamento, ou
ainda produtos de amplificacéo por PCR (reacéo
em cadeia da polimerase). A segunda, mais
complexa, utiliza processos especiais (fotoli-
tografia, por exemplo) para realizar a sintese
guimicade oligonuclectideos diretamente sobre a
superficiedalaminadevidro (Walsh & Henderson,
2004).

Desta maneira, a tecnologia de microarrays
consiste na utilizacdo de um slide (I1&mina ou
microarranjo) no qual as sondas (amostras de
DNA) foram imobilizadas em quantidades e
posic¢des precisamente definidas (spots), para se
fazer a hibridizacdo com um pool de mRNAs
extraidos de amostras biolégicas (targets), que
foram previamente marcados com fluoréforos
(marcadores florescentes). Como as moléculas de
MRNA sd0 bastanteinstaveis quando manipul adas,
a maioria dos protocolos laboratoriais utiliza o
processo de transcricao reversa para converté-las

nos correspondentes cDNAS durante 0 processo
de marcacéo.

Apos o processo de hibridizacdo, cadalamina
élavadapararemocéo dos“alvo” excedentes (que
ndo se ligaram as sondas) e, em seguida, exposta
a acdo de raios laser que excitam os fluoréforos
queforamincorporadosaos“avos’, fazendo com
estes emitam luz (fluorescéncia). Em principio,
quanto maior for a expressdo de um determinado
gene, maior seraaquantidadede“alvos’ marcados
com o fluoréforo e, consequentemente, maior sera
a intensidade da fluorescécia do complexo alvo-
sonda apoés a hibridizacdo (Hiendleder et al.,
2005). Assim, atecnologiade microarraysfornece
umamedidaindiretado nivel de expressao génica,
mediante quantificagdo da abundancia dos RNAs
transcritos.

Entretanto, atecnol ogiabasicademicroarrays
descrita acima apresenta diversas variacdes
(Rogojina et al., 2003), dependendo do substrato
(laminas de vidro ou de silica), tipo de sonda
(oligonucleotideos de cadeia curta, oligonucle-
otideos de cadeia longa, cDNA ou produtos de
PCR), do método de deposi¢do das amostras
(impresséo por robds ou sintese baseada na
tecnologia de semicondutores), além de uma
variedade de técnicas de extragdo e marcagéo do
RNA, bem como de protocolos de hibridizago.
Desta maneira, diversos tipos de |aminas podem
ser encontradas para diferentes espécies animais
evegetais, as quais sdo produzidas por empresas
(como por exemplo: Affymetrix, Agilent, [llumina,
etc.) ou por instituicbes de pesquisa e
universidades.

Assim sendo, organizagbes como aMicroarray
Gene Expression Data Society - MGED (http://
www.mged.org/) e o European Bioinformatics
Institute — EBI (http://www.ebi.ac.uk/), tém
estabel ecido guias de orientagdo que auxiliam os
pesquisadores a planejar e implementar seus
experimentos com microarrays, cujo objetivo é
padronizar asvariantes dessatecnologia, paraque
os resultados obtidos em experimentos diferentes
possam ser comparados e utilizados como base
para o plangjamento de novas pesquisas sobre o
mesmo tema. Um desse guias é o Minimum
Information About a Microarray Experiment
(MIAME), que contém diversas recomendagdes e
padrbes paracoleta e andli se de dados provenientes
de experimentos com microarrays, para que estes
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possam ser corretamente interpretados e
reproduzidos (Jaluria et al., 2007).

Outra tentativa interessante é o compartilha-
mento dos dados brutos obtidos em experimentos
com microarrays, uma vez que ndo é possivel
incluir esse tipo de informagdo nas publicactes.
Dois bancos de dados criados com essafinalidade
s80 0 Gene Expression Omnibus (GEO), iniciativa
do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e o ArrayExpress, mantido pelo EBI.

Do ponto de vista de delineamento e analise
estatistica de experimentos de microarray, a
distingdo mais importante entre as diferentes
tecnologias existentes refere-se ao nimero de
amostras hibridizadas em cada |&amina. Neste
sentido, os diversos tipos de techologias de
microarrays podem ser divididos em dois grupos
bésicos: sistema de uma cor (single-color ou
single-channel microarray) e sistema de duas
cores (two-color microarray). Neste artigo estas
duas tecnologias bésicas serédo referidas por
|&minas de hibridizacGesindependenteselaminas
de hibridizagbes competitivas, respectivamente.
No sisteracom hibridizacGesindependentes, cada
amostra de RNA é marcada e hibridizada
individualmente numa lamina. Uma vantagem
deste tipo de tecnologia € que a condugdo dos
experimentos é geralmente mais simpl es, mas por
outro lado variagdes naturais entre aslaminasficam
de certamaneiraconfundidascom asdiferencasentre
asamostras. Este problema, no entanto, éminimizado
se as diferencgas entre as |dminas n&do forem
importantes, e também a partir da utilizagdo de
procedi mentos estatisti cos especificos de ajuste dos
dados paraacorrecao dos mesmos, como discutido
posteriormente neste artigo.

Jano sistema com hibridizagGes competitivas,
as amostras de RNA sdo individualmente
transcritas reversamente e marcadas com
diferentes fluorocromos (geralmente Cyanine-3 e
Cyanine-5, também referidos como Cy3 e Cy5), e
ent8o pares de amostras marcadas diferentemente
séo hibridizadas conjuntamente nas Iaminas,
permitindo umacomparagdo diretaentre amostras
(por exemplo, controle versus tratamento). A
comparacdo entre amostras huma mesma lamina
é dada pela razdo entre as intensidades de
fluorescéncia relativas ao Cy3 e Cy5 (relativas a
diferentes comprimentos de ondas, representadas
pelas coresverde e vermelho) em cada spot, aqual
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€ uma medida da expressdo relativa do gene
correspondente nas duas amostras. Umadescricao
mai s detal hada deste processo pode ser encontrada,
por exemplo, em Brown & Botstein (1999).

Acredita-se que a hibridizagcdo conjunta de
pares de amostras (também chamada hibridizacdo
competitiva) minimizao problemadevariabilidade
entre laminas. Outra vantagem é que laminas de
hibridizagdo competitiva, tanto com sondas de
cDNA guanto de oligonucleotideos longos, estao
disponiveis paraum maior nimero de espécies de
i nteresse zootécnico. Ainda, como existem |aminas
deste tipo produzidas por universidades e
institui¢des de pesquisa sem fins lucrativos, elas
podem ser adquiridas a um prego normal. No
entanto, experimentos de microarray com
hibridizagdes competitivas s80 um pouco mais
complexos, especialmente quando mais do que
dois grupos experimentai s s8o comparados, como
sera discutido a seguir.

Planejamento de experimentos
com Microarrays

O plangjamento de estudos de expressio génica
utilizando-se microarrays envolve uma série de
aspectos, como aescolhado(s) tecido(s) aser(em)
estudado(s) — ou até mesmo a escolha do tipo de
célula(s) de interesse —, e o(s) estagio(s) de
desenvolvimento a serem avaliados. Como
exemplo, suponha um estudo de gendmica
funcional para a comparagdo dos niveis de
expressdo génica de diferentes ragas bovinas em
resposta ainfestacio com carrapatos. Neste caso,
0 pesquisador tera que escolher se investigara
mudancas de expressdo génica na pele, em
linfonodos, ou algum outro tecido, bem como em
gue estégio apbs ainfestacdo, como por exemplo,
algumas horas, ap6s um dia ou uma semana, €etc.

Mesmo apés a escolha do tecido(s) de
interesse, pesquisadores ainda devem refletir em
relagdo a complexidade do(s) mesmo(s) parajulgar
se extragcdes de RNA devem ser conduzidas
considerando-se cada tecido como um todo ou se
as extracGes devem ser especificas para
determinado(s) tipo(s) de célula(s) deinteresseem
cadatecido. Quando o RNA total de determinado
tecido é utilizado nos experimentos, mudancas na
expressao génica em especificos componentes
deste tecido podem ser mascaradas pela
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contribuigdo de transcritos de outros tipos de
células e componentes que ndo apresentam
variagdo nos niveis de expressdo, ou até mesmo
gue apresentam mudancaem diregcdo oposta. Uma
outrasituacdo similar seriaum determinado tecido
no qual ndo ocorre qualquer alteragdo nos niveis
de expressdo génica em nenhum dos seus
componentes em resposta a diferentes estimulos
ou tratamentos, mas sim uma modificagdo nas
proporcdes dos diferentes tipos de células que
compdem este tecido. Como alguns genes podem
estar expressos diferencialmente nos diferentes
tipos de células que comp6em o tecido, uma
alteracdo na propor¢ao destes tipos de células em
resposta aos diferentes tratamentos pode levar a
falsa conclusdo de que estes genes apresentam
expressao alterada em decorréncia dos trata-
mentos. Destamaneira, aindaque acomplexidade
€ 0S custos dos experimentos sejam aumentados,
muitas vezes a utilizago de popul agdes de células
especificas (obtidas, por exemplo, utilizando-se a
técnicade disseccdo por laser) é necessaria (Smith
& Rosa, 2007).

Outro aspecto importante no plangjamento de
experimentos com microarraysrefere-se aescolha
do tipo de l&mina a ser utilizada, em termos de
gual melhor se adequa aos especificos objetivos
experimentais. Por exemplo, existem |&minas
relativas a determinados grupos de genes (como
genes relacionados a resposta imunol 6gica,
metabolismo, etc.), |&minas que possibilitam ndo
s6 o estudo de variagOes nos nivels de expressao,
mas também o estudo de diferentes variantes de
transcritos de RNA produzidos por cada gene (ou
doinglés, alternative splicing), |aminas com maior
especificidade ou maior sensibilidade (geralmente
relacionados ao comprimento das cadeiasde DNA
utilizados como sondas), e assim por diante.

A escolha do tipo de 1&mina a ser utilizada,
entretanto, é geralmente restringida pela disponi-
bilidade de alternativas para 0 organismo em
estudo. Por exemplo, |&minas de cDNA estdo
disponiveis apenas para espécies para as quais
ESTs ja foram obtidas de bibliotecas de cDNA.
No caso de I&minas com sondas de oligonucle-
otideos, as mesmas sO6 podem ser geradas se
sequiéncias de DNA estéo disponiveise, ainda, um
conjunto adequado de sondas de oligonucleotideo
SO pode ser obtido para aquel as espécies com os
genomas completamente seqiienciados. Desta

maneira, tem-se uma diversidade maior de tipos
de laminas disponiveis para experimentos
envolvendo humanos e organismos model os
(como animais de laboratério) do que para a
maioria dos animais de interesse zootécnico ou
animais selvagens.

N&o obstante, diversos tipos de laminas de
hibridizacdo competitiva, tanto com sondas de
cDNA como de oligonucleotideos longos, foram
desenvolvidas por diferentes institui¢cdes de
pesquisa para varias espécies de interesse
zootécnico. Laminas de hibridizacGes indepen-
dentes, utilizando-se sondas de cadeias curtas de
oligonucleotideos, séo comercializadas pela
empresa Affymetrix para experimentos com
bovinos, suinos ou aves. Espécies para as quais
n&o existem aindalaminas de microarray, ou estas
ndo sdo de féacil obtencdo (como por exemplo,
ovinos e caprinos), experimentos com hibridizac&o
cruzada utilizando-se |aminas de alguma outra
espécie proxima do ponto de vista evolutivo
(especialmente laminas de cDNA) é uma
aternativa, ainda que ndo uma soluc&o ideal.

ApoOs a escolha do tipo de lamina a ser
utilizada, e do(s) tecido(s) e condicBes experi-
mentais a serem estudados, o plangjamento de
experimentos com microarrays requer ainda a
escolhado nimero de animais e delaminasaserem
utilizados e, no caso de experimentos com
hibridizagbes competitivas, deve-se ainda definir
como as amostras de RNA serdo marcadas (em
termos de Cy3 e Cy5), bem como as mesmas seréo
pareadas em cada hibridizacdo. Como os custos
dos experimentos de microarray sdo ainda
relativamente altos, o nimero delaminas utilizadas
na maioria dos estudos (a excegdo de algumas
areas, como por exemplo, na pesquisa médica) é
geralmente determinado por restri¢des orgamen-
térias. Desta maneira, o estudo do tamanho
amostral em experimentos com microarrays
limita-se muitas vezes ao calcul o do poder deteste
(i.e., poder de deteccdo de variagBes nos niveis de
expressdo génica entre 0s grupos experimentais)
para determinado nimero de laminas, do que do
numero de repeticdes propriamente dito, para
determinado poder estatistico desejado.

Uma vez estabelecidos os grupos experi-
mentais a serem considerados, bem como o
ndmero de amostras em cada grupo e 0 nimero de
|&minas disponiveis, outro passo fundamental no
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delineamento experimental para ensaios com
microarraysrefere-se aestratégia de hibridizacdo
das amostras de RNA nas diferentes |1&minas.

Para experimentos de microarrays com
hibridizagbes independentes (como no caso de
I&minas Affymetrix, por exemplo), este processo é
relativamente simples. Em casos onde 0 nimero
de amostras (animais) disponiveis é igual ao
nimero de laminas, cada amostra é hibridizada
numa tnicalamina. Em situagtes onde o nimero
de animais é maior do que o nimero de laminas
disponivels, como ocorre na maioria dos casos,
uma subamostragem deve ser efetuada dentro de
cadagrupo experimental, e assim cada subamostra
€ hibridizada numa Unica lamina. Uma outra
alternativa para este tipo de situacdo € a extracao
de RNA devariosanimaiseamisturade maltiplas
amostras em cada grupo experimental, antes da
realizag&o das hibridizagBes. A misturade amostras
de RNA em pools apresenta vantagens e
desvantagens. Elapode ser umaboaestratégiapara
se diminuir a variabilidade biol6gica entre pooals,
mas apresenta o risco de que uma amostra com
problemas pode ser mascarada apds sua diluicao
no pool. Para umadiscussio mais detal hada deste
assunto, veja, por exemplo, Churchill (2002) e
Kendziorski et al. (2005).

Existem ainda situagfes nas quais o nimero
de amostras é um fator limitante, pelo custo ou
dificuldade de obtenc&o das mesmas, como por
exemplo, em estudos com clonagem ou doencas
raras. Nestes casos, cada amostra biol 6gica pode
ser hibridizada em multiplas |aminas para uma
medida mais precisa dos niveis de expressdo
génica em cada amostra. Experimentos desta
natureza apresentam dois niveis de replicacao,
denominados replicacdo biologica (relativo as
amostras independentes dentro de cada grupo
experimental) e replicagdo técnica (relativa as
medidas repetidas ou subamostras de cadaamostra
bioldgica).

Replicagdo técnica é bastante comum (ainda
gue nem sempre uma estratégia experimental
eficiente) em experimentos de microarray com
hibridizacdes competitivas. Para este tipo de
experimentos, o delineamento experimental exige
um cuidado maior em relagdo a marcagdo das
amostras e 0 pareamento das mesmas para as
hibridizagbes em cada lamina (Churchill, 2002;
Kerr, 2003; Rosa et al., 2005). Se pensarmos em
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cada l&mina como um bloco, e dado que somente
duas amostras sdo hibridizadas em cada |&mina,
experimentos envolvendo mais do que dois grupos
experimentais sdo essencialmente ensaios em
blocos incompletos. Como tem-se ainda que as
duas amostras numa mesma l&mina sdo marcadas
diferentemente (introduzindo-se assim umafonte
adicional de variagd0o no experimento, uma vez
gque o Cy3 eo Cy5 apresentam diferencas naturais
em termos de potencial de incorporacdo), tais
experimentos sdo mais especificamente estrutu-
rados como delineamentos em linhas-colunas
(row-column designs) de dimensBes 2 x s, onde s
€ 0 nimero de l&minas.

Dentro deste contexto, os delineamentos
experimentais mais amplamente utilizados para
experimentos de microarray com hibridizacdes
competitivas referem-se aos delineamentos
circulares (ou em loop) e aos delineamentos com
amostrareferéncia(Kerr & Churchill, 2001; Yang
& Speed, 2002). Estas duas estruturas basi cas estéo
representadas na Figura 1, onde cada tratamento
éindicado por umaletramailscula e cadalamina
€ representada por um segmento, o qual conecta
as duas amostras hibridizadas na mesma

No delineamento com amostra referéncia
(Figura 1a), uma Gnica amostra (denominada
amostra referéncia, e representada aqui pelaletra
R) é hibridizada com cada uma das amostras de
cada tratamento ou grupo experimental (A, B e
C), semel hantemente a experimentos agrondmicos
em blocos incompletos com tratamentos comuns.
Como comparagdo, em experimentos com
microarrays cada bloco (I1&mina) tem tamanho
dois, e existe um Unico tratamento comum (a
amostra referéncia). A comparagdo entre
tratamentos se da, ent&o, de maneiraindireta. Por
exemplo, a comparagdo entre os tratamentos A e
B é estimada usando-se informagao referente a
diferenca entre os contrastes entre o tratamento A
eareferéncia, e o tratamento B eareferéncia, isto
& (A-R)—(B-R).

Ja em delineamentos circulares, ao invés da
utilizacdo de amostra referéncia, as amostras sao
pareadas alternando-se tratamentos (Figura 1b) de
maneira que diferengas entre tratamentos sdo
estimadas por combinagdes entre comparagdes
diretas e indiretas. Por exemplo, na Figura 1b os
tratamentosA e B sdo comparados diretamente em
uma das 1aminas, além da comparagdo indireta a
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partir daconex&o entre eles pelo tratamento C nas
outras duas |&minas.

A

| A
B/R\C B/ \

@ (b)

C

Figura 1 - Estruturas bésicas de experimentos
de microarrays com hibridizagdes compe-
titivas: (a) Delineamento com amostra refe-
réncia e (b) Delineamento circular. Cada letra
representa um grupo experimental (A, B e C)
ou aamostrareferéncia(R), e pares de amostras
conectadas por um segmento representam cada
uma das hibridizagGes realizadas.

Figure 1. Basic layouts for microarray
experimentswith competitive hybridizations: (a)
Reference design, and (b) Loop design. Each
letter represents an experimental group (A, B
andC) or the reference sample (R), and each
segment represents a slide, which connects the
two samples co-hybridized on it.

A principal vantagem de delineamentos com
amostrareferéncia é que eles so mais simples de
serem conduzidos no laborat6rio. A desvantagem,
entretanto, relaciona-se ao fato de que metade das
observagdesrefere-se aamostrareferéncia, aqual
ndo é de interesse direto no experimento (ela é
utilizada simplesmente paracorrigir osdados para
o efeito de laminas). Ja o delineamento circular
refere-se a uma estrutura mais complexa, na qual
0 pareamento e a marcagdo das amostras exigem
um cuidado adicional. Entretanto, estruturas
circulares sdo geramente mais eficientes do que
delineamentos com amostra referéncia (Kerr &
Churchill, 2001; Yang & Speed, 2002;
Tempelman, 2005).

A Figura 1 apresentada, entretanto, é uma
simplificacdo destes dois tipos basicos de
delineamentos para experimentos de microarray
com hibridizagBes competitivas. Evidentemente,
multiplas amostras sdo necessérias para cada
tratamento e, em cada |&mina, tem-se ainda que
designar qual marcagdo sera usada para cada
amostra. A utilizagdo de diferentes niveis de
replicacdo (as chamadas replicacdo bioldgica e

replicacao técnica, como discutido anteriormente),
bem como asdiferentesmaneiras parase marcarem
as amostras em cada lamina, gera uma imensa
variedade de possivei s experimentos dentro destas
duas estruturas basicas de delineamentos.

Como exemplos, naFigura 2 sdo representadas
algumas alternativas de delineamentos com
amostrareferéncia para um experimento com trés
tratamentos (A, B e C) eseisl@minas. No primeiro
caso (Figura 2a), duas replicagdes bioldgicas de
cadagrupo experimental (isto é, amostrasde RNA
de duas unidades experimentais de cada
tratamento) s&o hibridizadas com a amostra
referéncia com inversdo da marcag&o, ou seja,
numalaminaa amostra referéncia é marcadacom
Cy3 e na outra com Cy5. E importante ressaltar
que no experimento ilustrado na Figura 2a, a
amostra referéncia é na verdade constituida de
amostragensindependentes de um grupo controle,
ou grupo referéncia. Esta situag@o € semelhante
a0 que ocorre em experimentos agrondmi cos com
tratamentos comuns, nos quais o tratamento
comum pode ser uma determinada variedade, e
amostras (plantas) desta variedade especifica sdo
colocadas em cada bloco.

Em experimentos com microarrays, entretanto,
umamesmaamostrade RNA pode ser fracionada
e hibridizadaem multiplas|aminas (inclusive com
diferente marcacéo). Desta maneira, um
experimento com amostra referéncia pode ser
conduzido como ilustrado na Figura 2b, no qual a
amostra referéncia € constituida de uma anica
extragdo de RNA replicada em cada uma das
|&minas. Uma outra diferenca deste delineamento
em relacdo ao experimento da Figura 2a € que a
amostra referéncia esta sempre com a mesma
marcagdo (no caso, Cy3) e os tratamentos com
aoutra (Cy5). Nestas circunstancias, existe um
confundimento entre a diferenca entre cada
tratamento e areferéncia, e adiferencaentre as
duas marcacdes. O efeito de marcagdo, no
entanto, se cancela quando efetuam-se as
comparagdesindiretas entre tratamentos, isto &,
em laminas com o tratamento A tem-se
comparagdes do tipo [(A + Cy5) — (R + Cy3)] e
em |&minas com o tratamento B tem-se[(B + Cy5)
— (R + Cy3)], mas quando se comparam 0s
tratamentosA e B tem-se[(A + Cy5) — (R + Cy3)]
—[(B +Cy5) —(R+Cy3)] =[A -B].

Como um terceiro exemplo, tem-se na Figura
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Figura2 - Trésdelineamentos alternativos para
experimentos de microarray com hibridizagbes
competitivas utilizando-se amostra referéncia.
Cadaletrarepresentaum grupo experimental (A,
B e C) ou a amostra referéncia (R), e pares de
amostras conectadas por uma seta representam
cadaumadas hibridizagdesrealizadas. Ainda, a
ponta da seta indica a amostra marcada com
Cy5, sendo a outra amostra marcada com Cy3,
e os indices indicam replicagdes biol dgicas.
Figure 2 - Three alternative microarray
experimental layoutsfor referencedesigns. Each
letter represents an experimental group (A, B
and C) or a reference sample (R), and each
arrow representsa dlide, which connectsthetwo
samples co- hybridized on it. Furthermore, the
head and tail of each arrow indicate the samples
labeled with Cy5 and Cy3, respectively, and the
indexes represent biological replications.

2c umaoutraalternativade delineamento bastante
usual na literatura, na qual cada replicacéo
biol 6gica é hibridizada duas vezes com marcagdo
aternada (o chamado dye-swap, eminglés). Como
este delineamento envolve replicacdo técnica de
cadaamostra, o dobro del&minas é necessario para
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um mesmo tamanho amostral (em termos de
replicagdo bioldgica) relativamente aos experi-
mentos das Figuras 2a e 2b. Usuarios deste tipo
de delineamento experimental defendem que
somente com dye-swap € possivel se corrigir
eficientemente os dados para o efeito de marcagéo.
Outros pesqguisadores, no entanto, incluindo os
autores deste artigo, defendem que para um
ndmero fixo de laminas (e em situagdes nas quais
adisponibilidade de amostras biol 6gicas ndo € um
fator limitante), o aumento do nimero de replica-
¢oes bioldgicas é geramente mais vantajoso do
ponto de vista estatistico do que a utilizacdo de
replicacdo técnica. Para uma detal hada discussdo
entre replicagcdo bioldgica versus replicagéo
técnicaveja, por exemplo, Churchill (2002), Rosa
et al. (2005) e Tempelman (2005). Especifi-
camente comrelagdo asdiferentes estratégias para
delineamentos com amostrareferéncia, bem como
amodel agem estatisti cade dados em experimentos
desta natureza, consulte Steibel & Rosa (2005).

Assim como com o delineamento com amostra
referéncia, indmerasvariages daestruturacircular
também sdo possiveis, considerando-se diferentes
niveis de replicagdo (técnica e bioldgica) e a
maneiracom aqual asamostras sao marcadas. Por
exempl o, naFigura3tem-se duas destas variagoes,
as quais sdo comumente encontradas naliteratura.
Similarmente aos delineamentos ilustrados na
Figura 2, tem-se aqui também um experimento
com 3 tratamentos (A, B e C) e seislaminas.

Na Figura 3atem-se o chamado delineamento
circular conectado. O termo ‘ conectado’ refere-se
ao fato de que cadaamostrade RNA é hibridizada
em mltiplas ldminas (neste caso especifico, em
duas laminas). Veja que o delineamento
representado nesta figura apresenta dois “loops’ ,
um com as amostras A, B, e C,, e outro com as
amostrasA,, B, e C,. No primeiro loop, aamostra
A, € marcada com Cy3 e amostra B, € marcada
com Cy5 numa das laminas, depois a mesma
amostra B, € marcada com Cy3 e hibridizadacom
a amostra C,, a qual € marcada com Cy5, e
finalmente o loop se completa com a amostra C;
sendo marcada com a Cy3 e hibridizada com a
amostraA , a qual é agora marcada com Cy5. O
segundo loop é elaborado de maneirasimilar, mas
com marcagBes em ordem invertida. Por exemplo,
alamina envolvendo os tratamentos A e B tem a
amostra A, marcada com Cy5 e amostra B,
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marcada com Cy3, e assim por diante. E
importante notar que neste delineamento daFigura
3a tem-se duas replicagdes bioldgicas para cada
tratamento, com duas repli cagBes técnicas de cada

amostra.

A1 B 1 C1 A2 BZ C2
B1 C1 1 2 2 2
@
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N

BZ C2 2 4 4 4
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Figura 3 - Duas aternativas de delineamentos
circulares paraexperimentos de microarray com
hibridizac6es competitivas. Cada letra repre-
sentaum grupo experimenta (A, B eC), epares
de amostras conectadas por uma seta
representam cada uma das hibridizacdes
realizadas. Ainda, a ponta da seta indica a
amostra marcada com Cy5, sendo a outra
amostramarcadacom Cy3, eosindicesindicam
replicagdes biolégicas.

Figure 3 - Two alternative microarray
experimental layouts for loop designs. Each
letter represents an experimental group (A, B
and C), and each arrow representsa slide, which
connects the two samples co- hybridized on it.
Furthermore, the head and tail of each arrow
indicate the samples|abeled with Cy5 and Cy3,
respectively, and the indexes represent
biological replications.

A utilizagdo de conexdes entre laminas
utilizando-se replicagdes técnicas, ainda que
bastante comum em experimentos encontrados na
literatura, ndo € de maneira alguma necessaria do
ponto de vistaestatistico, paraacomparagdo entre
médias de tratamentos. Neste sentido, na Figura
3b é apresentada umaalternativa de delineamento
na qual ha ainda certa circularidade na maneira

pelaqual as amostras sdo pareadas e hibridizadas
nas laminas, mas aqui é dada preferéncia para
replicagdo biol 6gicaao invésde replicagdo técnica
Veaque neste delineamento numaprimeiralamina
tem-se a comparacdo de uma amostra do trata-
mento A com uma amostra do tratamento B (as
quais sdo marcadas com Cy3 e Cy5, respectiva-
mente, de maneira similar ao experimento da
Figura 3a), mas numa segunda l&mina uma outra
amostra do tratamento B é hibridizada com uma
amostra do tratamento C. Neste caso, ainda com
somente seis|&minas no experimento, tem-se agora
quatro amostras independentes de cada grupo
experimental, mas sem replicacéo técnica de
qualquer amostra.

Tanto o delineamento da Figura 3a quanto o
da Figura 3b sdo, na medida do possivel,
balanceados em termos do nimero de replicacdes
para cada tratamento, |&minas e marcac0es, e até
mesmo para certas combinagdes destes fatores,
como por exemplo, tratamento X marcagéo.
Existem vantagens e desvantagens para cada um
destes delineamentos, mas do ponto de vista
estatistico mais uma vez é geralmente recomen-
dado priorizar-se replicagdo biolégica. Para uma
comparagdo mais detalhada em termos de
eficiénciae poder estatistico destas alternativasde
delineamento, bem como a robustez destes
delineamentos em relacéo a perdade |&minas (por
exemplo, por problemas técnicos nacondugdo das
hibridizac6es no laboratorio), veja, por exemplo,
Rosa et al. (2005), Steibel & Rosa (2005) e
Tempelman (2005).

Como discutido acima, existem sempre vérias
maneiras de se parearem e marcarem as amostras
em experimentos com microarrays com hibridi-
zaches competitivas. Foram apresentadas aqui
algumas alternativas em termos de delineamentos
com amostrareferénciae delineamentoscircul ares,
utilizando-se diferentes niveis de replicagéo
bioldgica e técnica. Entretanto, existem obvia-
mente outras estruturas possiveis de delineamentos
para experimentos com microarrays, incluindo
estruturas gerais de delineamentos em linhas-
colunas. Por exemplo, dadas restri¢Bes em termos
de material biolégico e nimero de laminas
disponiveis, pode-se utilizar algoritmos de busca
paraaaobtencdo de delineamentos 6timos (ou quase
6timos) para determinados objetivos especificos
dos experimentos (Wit et al., 2005; Bueno et al.,
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2006).

Outra importante questédo em experimentos
com microarrays, a qual ndo é abordada neste
trabalho, refere-se ao calculo do poder estatistico
e tamanho de amostras. Como mencionado
anteriormente, muito freqUentemente o tamanho
dos experimentos de microarray sdo definidos por
restricBes or¢camentérias em termos do nimero de
l&minas disponiveis. Nestes casos, busca-se uma
otimizacdo dos experimentos em termos do
delineamento experimental paraamaximizacdo do
poder estatistico e eficiéncia de tais ensaios.
Exemplos de cél cul os neste contexto sdo apresen-
tados, por exemplo, por Rosa et al. (2005) e
Tempelman (2005) num contexto de modelos
lineares de efeitos mistos. Cui et al. (2005)
apresentam também célculos dos custos de
experimentos em termos de replicagbes técnicas e
biol 6gi cas. Dadaamultiplicidade de testes que sdo
efetuados em cada experimento de microarray, 0s
quais geralmente envolvem milhares de genes,
calculos relativos a poder de teste e tamanho
amostral para tais experimentos devem ser
baseados, por exemplo, no conceito de taxa de
falsos positivos (FDR, do termo em inglés False
Discovery Rate), como apresentado por Gadbury
etal. (2004), Muller et al. (2004), Dobbin & Simon
(2005), Hu et al. (2005) e Jung (2005).

Analise de dados de Microarrays

A andlise estatistica de dados de microarray
geramente envolve trés componentes: 1) obtencéo
dosdados e eliminagdo de valores esplrios; 2) pré-
gjuste dos dados para efeitos sistematicos (este
gjuste é conhecido por normalizagéo dos dados);
e 3) andlise estatistica propriamente dita, a qua
geralmente utiliza ferramentas metodol 6gicas
relativas a testes de significancia, andlise
discriminante ou andlise de agrupamento.

A obtencdo dos dados refere-se a andlise de
imagem de cadal&minaparaaextracdo dosvalores
deintensidade fluorescente em cadaspot, osquais
s80 medidasindiretas daabundanciadetranscritos
de RNA dos genes representados pelas sondas.
Existe uma série de procedimentos e programas
computacionais disponiveis para a leitura das
imagens para diferentes tipos de I[&minas. Para
|&minas de cDNA ou oligos longos utilizando o
sistema de hibridizagdes competitivas, os valores
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de intensidade s8o geralmente obtidos a partir da
classificacdo de cada pixel da imagem como
pertencente a determinado spot (i.e., sonda) ou a
espagos vazios entre spots, denominados
foreground e background, respectivamente.
Posteriormente, para cada |&mina, os pixels de
foreground relativos a cada spot sdo combinados
em algumamedidaresumo, como média, mediana
ou intensidade total, as quais muitas vezes sdo
gjustadas paraval ores de background. Este mesmo
procedimento é efetuado tanto paraasintensidades
relativas a Cy3 quanto aguel asrelativas a Cy5, de
maneira que para cada spot tém-se duas medidas
de intensidade, das quais obtém-se uma medida
da expressédo relativa de cada gene nas duas
amostras hibridizadas em cada lamina.

Dependendo do tipo de 1amina e tecnologia
utilizada, entretanto, outros métodos sdo utilizados
para a obtenc&o dos valores de intensidade. Em
laminas Affymetrix, por exemplo, cada gene é
representado por um grupo (geralmente de 11 a
20 pares) de sondas de cadeias curtas de
oligonucleotideos (de 25 bases). Cada par inclui
uma sonda com seqiiéncia nucleotideaidénticaao
gene (chamada perfect match, PM), e outra sonda
com uma mudanga nucleotidea na 132 base
(chamada mismatch, MM). De maneirasimilar as
I&minas de hibridizagdo competitiva, os valores
de intensidade observados para cada gene sdo
geralmente combinados numa Unica medida
resumo para expressar o nivel de abundéancia de
transcritosde RNA, como por exempl o, utilizando-
se a média das diferencas entre PM e MM para
cada gene, dada por:

R
AVDIff, = EZ(PMgi -MM,,),

i=1

Onde AVDIff  é a medida de expresséo
relativa ao gene g, PM;eMM séo as
intensidades PM e MM relativas ao j-ésimo par
de probes(j=1,2,...,K) dogeneg.

A medida resumo AvDiff foi inicialmente
proposta pela Affymetrix, mas hoje ja existem
outras metodologias alternativas, supostamente
melhores, para a sumarizagdo das intensidades
observadas para cada gene, como por exemplo o
procedimento MAS5.0 da prépria Affymetrix, o
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MBEI (Multiplicative Model-Based Expression
Index; proposto por Li & Wong, 2001) e 0 RMA
(Robust Multi-array Average; proposto por Irizarry
et al., 2003).

ApGs a obtencdo dos dados e eliminagdo de
valores espurios em decorréncia de possiveis
problemas na fixagdo das sondas, marcagdo das
amostras, hibridizag&o etc., um gjuste geral dos
dados é geralmente necessario antes deumaanalise
estatisticamaisformal dos mesmos. Este processo
de correcéo dos dados é geralmente denominado
normalizagdo, e considera ajustes para diferencas
entre |aminas (em termos de média ou mediana e
variancia), efeito de marcagdo, etc. Alguns
procedimentos de normalizacdo dos dados
baseiam-se em somente alguns genes presentes nas
laminas (como genes controles ou genes com
expressdo supostamente constante nos diversos
grupos experimentais), outros baseiam-se em
todos os genes e utilizam procedimentos
estatisticos robustos, com a suposi¢éo de que a
maioriados genes é ndo diferencialmente expressa
entre 0s grupos experimentais.

Um procedimento comumente utilizado para
a normalizacdo de dados de microarray em
hibridiza¢ao competitivautilizaumametodologia
de regressdo ndo-paramétrica robusta (denomi-
nada LOWESS) para estabilizar arelagdo entre o
logaritmo da razéo de intensidades e a média do
logaritmo dasintensidades em cadal&mina (Yang
et al., 2002). Estametodol ogia étambém utilizada
para dados de Affymetrix, mas neste caso o
procedimento LOWESS é aplicado sucessiva-
mente para cada par de l&minas, e anormalizacdo
final paracadalaminaé dadapelamédiageral dos
resultados de cada um de seus pareamentos. O
procedimento é repetido até convergéncia, i.e., até
que pareamentos adicionais ndo alterem a
normalizacdo dos dados, e é denominado
LOWESS ciclico. Outro procedimento bastante
comum de normaliza¢do € denominado norma-
lizag8o quantilica (Bolstad et al., 2003). Este
procedimento faz com que todas as |aminas
apresentem mesma distribuicdo empirica dos
valores de intensidade, de maneira que elas séo
coincidentes em termos de locacdo (incluindo
medidas de centralidade e percentis) e escala ou
variabilidade.

ApOsaandlise dasimagens e normalizacdo dos
dados (as quais sdo por si proprios procedimentos

bastante interessantes e importantes em qual quer
estudo de microarray), procedimentos estatisticos
mais formais sdo utilizados, dependendo do
objetivo dos experimentos. Por exemplo, andlise
de agrupamento é bastante utilizada tanto para se
agruparem genes quanto amostras, no intuito de
se descobrirem grupos de genes ou grupos de
amostras com padrdes de expressao similares.
Andlise discriminante € também bastante comum
em estudos médicos utilizando-se amostras de
paci entes sadios e doentes, para o desenvolvimento
de model os de classificagdo para uso em testes de
diagndstico. Outro procedi mento bastante comum
com dados de microarray refere-se a testes de
significAncia para a detec¢do de genes
diferencialmente expressos em amostras
provenientes de diferentes grupos experimentais.
Neste contexto, metodol ogias relativas amodel os
lineares (como modelos de ANOVA e modelos
mistos) sdo as mais frequentemente utilizadas, e
s80 entdo foco da discusséo que se segue.

A utilizag8o datécnicadaandlise de variancia
(ANOVA) paradadosde microarraysfoi sugerida
por Kerr et al. (2000), os quais propuseram o
seguinte modelo para dados relativos a
hibridizac6es competitivas:

Yo =H+ S+ M+ (SM)_ + G, +(SG),,
+(MG),, + (TG), + £, (1)

Ondey, . representa as intensidades de
expressao, na escala logaritmica; u € uma
constante geral; S, M e (SM),, sdo os efeitos de
I&minas, marcacdo (Cy3 e Cyb5), eainteracdo entre
l&minas e marcacdo, 0s quais sdo genericamente
denominados como fatores globais; Ggreferese
aos efeitos dos genes; (SG)Sg representaainteracéo
entre genes e laminas; (M G)mg refere-se a efeitos
de marcacdo especificos para cada gene; (TG)tg
representa os ef eitos de tratamentos na expressao
de cada gene (e sao portanto os efeitos de
interesse); e e, . € um termo residual com
variancia g

O trabalho de Kerr et al. (2000) foi uma
importante contribuicéo para a literatura em
andlise de experimentos com microarrays, pois
nele foi proposto que mltiplos fatores (como
marcagdo, |aminas, tratamentos, etc.) deveriam ser
considerados simultaneamente nas analises dos
dados. O modelo por €eles proposto, entretanto,
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apresenta algumas limitagcdes com relagéo as
suposi¢des consideradas, as quais sdo extrema:
mente fortes e pouco plausiveis. Primeiro, uma
varianciaresidual comum é consideradaparatodos
0s genes; hoje ja é consenso que esta suposi¢ao
nado é adequada, mesmo na escala logaritmica. E
em segundo e mais importante, um modelo de
efeitosfixosfoi adotado, ignorando-se asmultiplas
fontes de variagdo aleatéria, e considerando-se
cada spot nas|&minas como unidade experimental
(Kerr & Churchill, 2001).

Wolfinger et al. (2001) extenderam o modelo
de ANOVA deKerr et al. (2000), incluindo efeitos
aleatérios para modelar a dependéncia entre
observagOes relativas aos mesmos spots (i.e.,
intensidades Cy3 e Cy5) ou l&minas, e permitindo
componentes de variancia especificos para gene.
Por conveniéncia computacional, estes autores
propuseram um procedimento de gjuste do modelo
em duas etapas. O primeiro estagio, denominado
“normalizagéo global”, considera todos os dados
conjuntamente e gjusta um model o expresso por:
Yonge =M+ S;+ M+ (SM), + e, 2

Onde ostermos s&o como definidos no modelo
(2). A partir deste model o de normalizago global
sd0 obtidos os residuos estimados, émgt, .0
segundo estagio compreende umasérie de model os
especificos paracadagene, os quais s80 expressos
como:

A

esmgtr = p‘g +Ssg +Mmg +Ttg +Ssmgtra ©)

Onde Uy, Sy, M, eT,, sdo constante
geral, efeito del@mina, efeito de marcacdo e efeito
de tratamento, especificos para cada gene g.
Componentes de variancia, também especificos
para cada gene, sdo estimados para os efeitos
aleatorios de lamina e residuo. Outros fatores
devem ainda ser incluidos no modelo (veja Rosa
et al. (2005) para uma discussdo neste sentido),
dependendo da estrutura de tratamentos (por
exemplo, experimentos fatoriais) e do deline-
amento experimental .

Modelos lineares tém sido também bastante
utilizados naanalise de dados de microarray com
hibridizagtes independentes. Por exemplo, com
experimentos utilizando-se l&minas Affymetrix,
modelos lineares podem ser utilizados tanto para
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a andlise das medidas resumo (i.e., indices de
expressao tipo MAS5.0 ou RMA) como para a
analise dos dados no nivel de sondas, na qual a
varidve respostarefere-se aintensidade observada
para cada sonda PM, na escala logaritmica.
Alternativamente, a analise pode ser efetuada
considerando-se o logaritmo da diferencaentre as
sondas PM e MM, ou ainda considerando-se 0s
valores de MM como covariavel no modelo para
PM (Chu et al., 2002).

Um problema bastante comum na andlise de
dados de microarray refere-se ao fato de que o
ndmero de observagdes por amostra(i.e., 0 nimero
de genes em cada lamina) é muitissimo maior do
gue o0 nimero de amostras (ou laminas) no
experimento. Esta condicdo impossibilita a
utilizagdo de métodos multivariados cléssicos, por
exemplo, para se modelar covariancias entre os
niveis de expressdo dos diferentes genes. Desta
maneira, muito frequentemente as analises sao
conduzidas independentemente para cada gene.
Entretanto, dado o pequeno tamanho amostral para
cada gene, estimativas de componentes de
variancia sdo instaveis e o poder estatistico para
se detectarem diferencas entre 0s grupos experi-
mentais € geralmente pequeno. Uma estratégia
bastante comum para se contornar este problema
€ a utilizagdo de estimadores de “encol himento”
(shrinkage estimators) para os componentes de
variancia (veja, por exemplo, Smyth, 2004; Cui et
al., 2005; e Feng et al., 2006).

Um outro problema bastante interessante na
analise de dados de microarray refere-se ao fato
de que mlltiplos testes sao efetuados em cada
experimento (um paracadagene), de maneiraque
um grande ndmero de fal sos positivos € esperado
mesmo em situagBes nas quais ndo ha qualquer
expressdo diferenciada entre os grupos experi-
mentais. Para se entender melhor este problema,
basta lembrar que para determinado nivel de
significancia a adotado, a probabilidade de
rejeicdo errénea de uma hip6tese nula (erro tipo
I) € a. Da mesma maneira, se forem testados
multiplos genes, e assumindo-se que estes sao
expressos independentemente, tem-se probabi-
lidade [1-(1-a)™ de pelo menos uma falsa
rejeicdo, onde m é o nimero de testes efetuados.
Por exemplo, se for adotado a = 0,05 para
determinado estudo de expressdo génica tem-se
5% de chance de se detectar um especifico gene
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como diferencialmente expresso em dois grupos
experimentais quando na verdade ndo existe
diferenca entre os grupos. Se 10 genes
(independentes) forem considerados no estudo,
tem-se aproximadamente 40% de chance de pelo
menos um fal so positivo. Esta probabilidade sobe
paraalgo em torno de 64% no caso de 20 genes, e
ultrapassa 90% com apenas 45 genes.

Outra maneira de se pensar este problema de
testes mUiltiplos em experimentos com microarrays
€éque o nimero esperado defalsospositivoséigual
a o x m. Por exemplo, suponha um experimento
com microarrays no qual cadaamostrade RNA é
subdividida e hibridizada em duas |&minas, as
quais sdo entdo divididas aleatoriamente em dois
grupos (A e B), de maneira que cada animal tem
umaléminano grupo A e outrano grupo B. Nestas
circunstancias tem-se um experimento no qual ndo
existe qualquer diferencareal naexpressdo génica
entre os dois grupos experimentais. Assim, para
um experimento considerando-se m = 10.000
genes, por exempl o, espera-se que 500 deles sgjam
detectados como diferencialmente expressos se
o = 0,05. Isso significa que a probabilidade de
obtencéo de p-val ores menores do que 0,05 é 5%,
como conseqliéncia do fato de que p-valores obti-
dos a partir de multiplos testes independentes,
todos sob a hipétese de nulidade, apresentam
distribui¢do uniforme entre 0 e 1 (Allison et al.,
2002).

Existem vérios procedimentos disponiveispara
0 gjustedo nivel designificanciaquando multiplos
testes sdo efetuados num experimento, 0s quais
variam em rel agéo as suposi ¢oes consideradas (por
exemplo, independéncia entre os testes) e o tipo
de controle desgjado do errotipo |. O método mais
simples e utilizado para a corregéo do nivel de
significancia em ensaios com testes multiplos é
denominado corre¢éo de Bonferroni, o qual
controla a probabilidade global de qualquer falso
positivo (i.e., um ou mais falsos positivos) no
experimento. Para se aplicar a correcdo de
Bonferroni, simplesmente especifica-se o nivel de
significancia geral o desejado, o qual é entdo
divido pelo nimero de testes a serem realizados.
Este nivel de significancia corrigido o* = o/m é
entdo utilizado como limite de significancia para
cada um dos testes efetuados.

No caso de microarrays, entretanto, dada a
grande quantidade de genes estudados (da ordem

demilhares), acorre¢do de Bonferroni passaaser
muitissimo conservativa, diminuindo drastica-
mente o poder de teste para a deteccéo de genes
diferencialmente expressos. Além disso, num
experimento com tantos genes e testes conside-
rados, dificilmente é este o tipo de controle
desegjado de erro tipo | e, em geral, 0s pesquisa-
dores aceitam maiores riscos em termos de fal sos
positivos para diminuir a chance de que
importantes diferencas em expresséo génica ndo
sejam detectadas (erro tipo Il, relativo a falsos
negativos).

Um critério menos restritivo para multiplos
testes refere-se a taxa de fal sos positivos (FDR),
definida como a proporgdo esperada de falsos
positivos entre todos os testes significativos
(Benjamini & Hochberg, 1995), i.e.,
E[V/(V+S)] = E[V/R], onde os valores V, Se R
sdo definidosnaTabela 1. Destamaneira, ao invés
de se controlar a probabilidade deV > 0, como no
caso da correcdo de Bonferonni, o FDR controla
a proporgdo de hipdteses nulas erroneamente
rej eitadas entrestodas as hipétesesrejeitadas para
um dado experimento. Um procedimento de FDR
cada vez mais comum na literatura refere-se ao
conceito de g-valor, definido como o menor valor
de FDR para o qual uma determinada hip6tese
seriarejeitada (Storey, 2003). Paraumaextensiva
revisdo dos diferentes métodos para controle do
errotipo | comtestesmltiplosveja, por exemplo,
Dudoit et al. (2003). Programas computacionais
disponiveis gratuitamente para andlises de
experimentos de microarray, incluindo testes de
significancia utilizando-se procedimentos
baseados em estimadores de encol himento (como
os programas LIMMA e R/MAANOVA) e
métodos de FDR podem ser encontrados na pagina
de web do Bioconductor (http://www.
bioconductor.org/).

A comparagdo dos padrdes de expressdo génica
entre grupos experimentaisnado selimitaageracéo
de uma lista de genes supostamente diferencial-
mente expressos, obtidos a partir de testes de
significancia. Procedimentos complementares de
analise estatistica e bioinforméti caséo geralmente
utilizados, como a analise de agrupamento para o
estudo de genes co-regulados, e o estudo de listas
de genes super-representadas (Hosack et al.,
2003). Por exemplo, os genes podem ser classifi-
cados em termos de processos metabdlicos ou
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Tabela 1- Numero de hipéteses nulas falsas e verdadeiras, as quais s8o rejeitadas ou ndo utilizando-se
determinado teste estatistico, paraum total de m testes.

Table 1 - Number of false and true null hypotheses, which are rgjected or not using a specific statistical
test, for a total of mtests.

Resultado do teste
Test Result

Hipotese nula Néorejeita-seH, Rejeita-seH, Total
Null Hypothesys Do not reject H, Reject H, Total
Verdadeira/ True u \ m @
Falsa/ False T S m-m,
Total / Total m-R R m

@ O ndmero de hipoteses nulas verdadeiras m, € obviamente desconhecido, de maneira que as Unicas
quantidades observaveis na Tabela 1 sdo o nimero total de testes (m) e o nimero de hip6teses nulas
rejeitadas (R) ou ndo (m — R).

MThe number of true null hypotheses m, is obviously unknown, such that the only observable quantities
in Table 1 arethetotal number of tests (m) and the number of null hypothesesrejected (R) or not (m—R).

grupos ontol égicos (gene ontology) gerando
tabelas de contingéncia 2 x 2, uma para cada
processo metabdlico ou grupo ontolégico. No
exemplo ilustrado na Tabela 2, tem-se R genes
detectados como diferencialmente expressos e
(m — R) genes tidos como similarmente
€XPressos entre 0s grupos experimentais, de um
total de m genes considerados. Estes mesmos m
genes sdo entéo classificados como pertencentes
ou ndo a determinado grupo de genes (baseado,
por exemplo, em ontologia ou informagéo
relativa a processos metabdlicos), sendo que no
exemplo Mg e Mg genes foram classificados
como pertencentes ou ndo ao grupo de interesse,
respec-tivamente. A seguir, as freqiéncias
Mgp / Mg eMg, / M sdo comparadas, para
cada grupo ontoldgico, utilizando-se por
exemplo testes de qui-quadrado e/ou teste exato
de Fisher, para a identificacdo de grupos de
genes com propor¢des significativamente
maiores de genes detectados como
diferencialmente expressos (Beissbarth &

Speed, 2004).

Exemplos de aplicacdo na
pesquisa zootécnica

Devido sua caracteristica prospectiva e capa-
cidade de analisar milhares de genes simulta-
neamente, atecnologiade microarrays esta sendo
cada vez mais utilizada em pesquisas da area
animal, notadamente nos estudos que envolvem
caracteristicas de heranca complexae/ou de baixa
herdabilidade.

Aplicacbes dessa tecnologia podem ser
encontradas em diferentes areas da zootecnia,
incluindo crescimento e metabolismo, reproducéo,
respostaimune adoengas e parasitoses, eresposta
afatores de estresse ndo-infecci 0sos como restri-
¢ao alimentar, exposicdo a elementos téxicos e
outras condicOes ambientais desfavoraveis. Nesta
seccdo sdo apresentados alguns exemplos dessas

aplicacoes.

Tabela 2 - Tabela de contingéncia 2 x 2 para genes classificados de acordo com o resultado do teste
estatistico (significativo ou ndo) para expressao diferenciada, e como pertencentes ou ndo a determinado
grupo metabdlico ou ontologia.

Table 2. 2 x 2 contingency tablewith genes classified according to the result of the statistical test (significant
or not) for differential expression, and as pertaining or not to a determined metabolic group or gene
ontology.

Resultado do teste / Test Result
Expressio diferenciada Expressdo similar ~ Total

Grupo Ontolégico

Ontology group Differential Expression Smilar expression Total
Pertencente / Pertaining M., m.. m,
N&o-pertencente / Non-pertaining M M., m
Total / Total R m-R m
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Resposta imune a doencgas e parasitoses

O estudo de doengas patogénicas a nivel
molecular em animaisde producdo temsidolimitado
pela escassez de ferramentas que permitam analisar
conjuntamente as respostas do hospedeiro e do
patégeno. Estas|limitaghes estéo desaparecendo com
0 advento da tecnologia de microarrays, que
facilita uma répida caracterizagdo da expressao
génica global a um nivel individual de células e
tecidos (Wilson et al., 2005).

Neste sentido, com o objetivo de estudar as
respostas celulares a colonizagdo com E. coli
O157:H7, Li & Hovde (2007) realizaram um
experimento para caracterizar os padrdes de
expressao génica na mucosa da juncédo reto-anal
de bezerros desafiados com diferentes cepasde E.
coli e, paratanto, utilizaram microarraysde cDNA
que continham 4.608 transcritos oriundos de
tecidos gastrintestinais e das glandulas mamériae
pituitéria de bovinos. Os autores identificaram 49
genes diferencialmente expressos, cujas fungdes
evidenciaram o envolvimento de multiplos
processos naresposta celular aE. coli O157:H7 e
sugeriram que mudangas dindmicas na estrutura
celular e nas vias de transducéo de sinais calcio-
dependente podem ter papel importante no
processo de colonizagdo.

Na tentativa de entender os mecanismos
mol ecul ares envolvidos na resposta hepética aos
lipopolissacarideos (L PS) produzidos por bactérias
gram-negativas, Cao et al. (2006) utilizaram um
microarray de cDNA bovino contendo 109
segiiéncias de genes associados com 0 processo
inflamatorio, sistema endécrino e respostaimune
para analisar a expressdo génica no figado de
ovinos desafiados com diferentes dosagensde L PS
de E. coli 0111:B4. Os autores ndo apenas
identificaram diversos genes que desempenham
fungdesimportantes no processo inflamatdrio, mas
sugeriram também que a resposta aos LPS é
dependente de vérios fatores, dentre os quais o
intervalo de amostragem do tecido, adosagem e o
tipo de L PS utilizado. Abordagem semel hante foi
utilizada por Gu & Bertone (2004), que
produziram microarrays contendo sondas de
oligonucleotideos representando 3.098 genes de
equinos e avaliaram o padrdo de expressdo génica
em sinovidcitos de caval os adultos desafiados com
LPS de E. coli 055:B5". Além de identificar um
conjunto de 102 genes cuja expressao foi

modul ada pela endotoxina, os autores descobriram
indicios de novos padrdes de sinalizacdo e adesdo
celular que abrem perspectivas para novas
pesquisas.

A paratuberculose bovina é uma doenca
infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
paratuberculosis, cujaincidéncia provoca perdas
econdmicas significativas devido a reducédo na
produtividade, maior susceptibilidade a outras
doencas, aumento dos custos sanitarios e maior
taxa de descarte precoce dos animais. A falta de
um meétodo eficiente para o diagndstico precoce
dessa enfermidade tem sido um dos principais
entraves parao control e efetivo da sua propagagao.
Natentativadeidentificar umaassinatura genética
gue possa ser utilizada no diagndstico precoce da
paratuberculose, Skovgaard et al. (2006) usaram
microarraysde cDNA paramedir simultaneamente
aexpressdo de mais de 1.300 genes em leucocitos
de bovinos portadores subclinicos dessa
enfermidade, conseguindo identificar um conjunto
de genes diferentemente expressos nos animais
infectados com potencial de serem utilizados para
essa finalidade.

Os produtos avicolas constituem-se num
importante veiculo de transmissdo da Salmonella
entérica e uma maneira efetiva de reduzir a
contaminagéo dos alimentos seria a criagdo aves
mais resistentes a este patdgeno. No entanto, a
complexidade dos fatores envolvidos namanifes-
tacdo dessa caracteristica dificulta muito a
compreensdo das suas bases genéticas. Assim
sendo, van Hemert et al. (2006) utilizaram
microarrays de cDNA contendo sequéncias
identificadas no intestino e bago de galinhas, para
comparar o perfil daexpressdo génicano intestino
de duas linhagens de frangos (crescimento rapido
elento) infectadas com Salmonella. Osresultados
obtidos evidenciaram que as duas linhagens
apresentam diferencas significativas nos padrdes
de expressdo génica em resposta a infecgdo com
Salmonella, indicando que os genes de ativacdo
dascélulasT tém aexpressdo induzidanalinhagem
de crescimento rapido, enquanto que na de
crescimento lento predomina a modulagéo dos
genes envolvidos na ativagéo dos macréfagos. Os
autores também observaram a existéncia de
diferencas nos padrdes de expressdo génicadentro
grupo controle (aves ndo infectadas de ambas as
linhagens), sugerindo que a suscetibilidade a
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Salmonella pode estar associada a diferencas no
desenvolvimento do intestino.

Ja Sarson et al. (2006), produziram um
microarray contendo 84 seqiiéncias génicas
relacionadas com a resposta imune e o desenvol-
vimento de processos inflamatorios nas aves, para
investigar os efeitos de outro tipo de patégeno, o
virus causador da doenca de Marek (MDV),
enfermidade que esta presente em praticamente
todas as criagdes avicolas do mundo e caracteriza-
se pelo aparecimento de tumores na pele, nos
Orgdos internos, no globo ocular e no sistema
nervoso central e periférico, provocando imunos-
supressao, mortalidade e condenagdes naindistria
de processamento. Os resultados obtidos
permitiram identificar diversos mecanismos
genéticos que sdo induzidos pelainfeccdo in vivo
com esse virus, expandindo os conhecimentos
sobre a resposta imune do hospedeiro.

A sindrome respiratéria e reprodutiva suina
(PRRS) foi descrita inicialmente nos Estados
Unidos no final da década de 1980 e na Europa e
Asia no inicio da década de 1990, se
caracterizando principa mente pelainapeténcia e
problemas respiratorios em suinos de todas as
idades e baixa taxa de concepgdo em rebanhos de
reprodutores. Assim, com o objetivo de melhor
entender os mecanismos envolvidos na
manifestacdo dessa enfermidade, Miller & Fox
(2004) usaram um microarray comercial
(LifeArray V2.34, Incyte Genomics) contendo mais
de 9.200 sondas para examinar a expresséo de
genesrelacionados aapoptose em célulasMARC-
145 infectadas com o virus da PRRS e nao
observaram variagdes nos padrdes de expressao
desse grupo especifico de genes durante as
primeiras 24 horas apds a infecgéo.

O virus da sindrome da mancha branca
(WSSV) é um patdgeno que infecta crustaceos e
se constitui no maior obstaculo para a
sustentabilidade do cultivo de camardes no mundo
todo. Paraavaliar aeficaciadaciclohexamida, um
inibidor da sintese protéica, no bloqueio da
producéo de proteinas virais de WSSV, Liu et a.
(2005) construiram um microarray com produtos
de PCR que representavam as 532 ORFs deste
virus (provaveis genes, identificados apenas por
andlise computacional). Utilizando o mRNA
extraido da guelra de camarGes tratados ou nédo
com ciclohexamida antes da inoculagdo com o
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WSSV, osautoresforam capazes deidentificar seis
genes desse virus que sdo transcritos independen-
temente dapresencade proteinasvirais, avangando
nos conhecimentos sobre ainteracdo hospedeiro-
patégeno. Por outro lado, Robalino et al. (2007)
produziram microarrays de cDNA englobando
2.469 genes expressos na guelra, hemacitos
circulantes e hepatopancreas de camarao
(Litopenaeusvannamei), queforam utilizadospara
avaliar aexpressdo génica em animais desafiados
com o WSSV. Os resultados evidenciaram que a
infecgdo viral estimula a expressdo de diversos
genes relacionados com a resposta imune e, ao
mesmo tempo, inibe aexpressdo de genes quetém
conex@o com a protegdo contra 0 estresse
oxidativo.

Os nematoides gastrintestinais séo uma
importante causa de morbidade e mortalidade em
ruminantes sob sistemade pastejo. Assim, Keanel
et al. (2006) estudaram a expressdo génica no
duodeno de ovelhas pertencentesaduas linhagens,
resistente e susceptivel a estes nematoides,
utilizando microarrays de cDNA representando
9.238 genes de ovinos. Foram identificados 41
genes com padrdo de expressdo diferenciado entre
as duas linhagens, sendo que os animais suscep-
tiveis apresentaram maior nimero de genes
relacionados ao estresse. Com base nestas
evidéncias, os autores sugeriram que a suscepti-
bilidade inata desses individuos pode estar
associada a um comprometimento do trato
gastrintestinal.

L ocalizadas no intestino delgado, as placas de
Peyer sdo constituidas por tecidos linféides
organi zados e estao rel acionadas com aresisténcia
as doencas. Contudo, pouco se sabe sobre seus
mecani smos de a¢&o, notadamente no que serefere
aos processos envolvidos na identificacdo dos
patégenos. Paramel hor entender asfuncBes dessas
estruturas, Machado et al. (2005) investigaram os
padrées normais de expressao génica nas placas
de Peyer presentes no jejuno de suinos jovens e
adultos, criados sob condi¢des convencionais.
Utilizando microarrays de cDNA com 2.604
seguiéncias génicas, estes autores verificaram que
tanto nos animais jovens, quanto nos adultos, as
placas de Peyer apresentavam diversos genes
relacionados com aimunidade inata estimulados,
enguanto que um grupo de genesrel acionados com
0 crescimento celular e com a apoptose tiveram a
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expressao alterada somente nos animais jovens.

Exposi¢cdo a elementos toxicos e outras
condic¢des ambientais desfavoréaveis

O microclima é um fator que esta diretamente
relacionado com o conceito de conforto térmico
e, portanto, exerce influéncia no desempenho
produtivo e reprodutivo dos animais criados de
maneira intensiva e industrial. Nesse contexto,
Collier et al. (2006), utilizaram microarrays de
cDNA contendo cerca de 18.000 seqiiéncias de
genes bovinos para avaliar o perfil de expresséo
génicaem culturasde célulasdo epitélio mamério
gue foram submetidas ao estresse térmico (42°C)
por 24 horas. Os autores verificaram que os genes
com func¢bes relacionadas a biossintese celular,
metabolismo e morfogénese se encontravam
reprimidos, enquanto aqueles associados com a
respostaao estresse e ao reparo de proteinastinham
aexpressdo estimulada, sugerindo que o efeito do
estresse térmico na reducéo da producgdo de leite
pode estar relacionado com a diminui¢do do
crescimento do epitélio mamario.

A temperatura da agua é um dos fatores
ambientais mais importantes para a criagdo de
peixes e 0 estresse provocado pela sua flutuagdo
favorece aincidénciade doengas e aumentaataxa
de mortalidade. Os ectotermos aquaticos adaptam-
se a grandes variagOes de temperatura, porém os
mecani smos mol ecul ares que estdo por tras dessa
adaptabilidade ainda ndo séo bem entendidos.
Assim sendo, Ju et al. (2002) utilizaram um
microarray de cDNA contendo 660 genes para
estudar os efeitos da baixa temperatura sobre a
expressao génica no cérebro de catfish (Ictalurus
punctatus), e foram capazes deidentificar 61 genes
diferencialmente expressos, a maior parte dos
quais codificando chaperoninas ou proteinas
envolvidas natransducdo de sinais, sugerindo que,
tanto amodificagdo de proteinas existentes, como
asintese de novo de proteinas induzidas pelo frio,
s80 mecanismos importantes para a adaptacéo e
toleréncia dessa espécie aos ambientes de baixa
temperatura.

A contaminagdo ambiental com hormdnios e
outros poluentes causadores de desbalangos no
metabolismo hormonal é um problema sério,
especialmente para 0s organismos aguaticos. A
presenca de niveis elevados de estradiol e outros
xenoestrogénios naaguatém provocado profundas

alteragdes histolégicas em peixes, produzindo
inclusive o hermafroditismo e induzindo a produ-
¢do de vitelogenina (caracteristica de fémeas
sexualmente maduras) em individuos machos.
Assim, para caracterizar mudancgas na expressao
génica gque ocorrem quando linguados europeus
(Platichthys flesus) sdo expostos a atas doses de
17-beta estradiol, Williams et al. (2007) usaram
microarrays de cDNA (GENIPOL European
flounder microarray) com sondas representando
3.336 transcritos dessaespécie eidentificaram 175
transcritos diferencialmente expressos, dentre os
quais aguel es que codificam vitel ogeninas e outros
indicadores da exposi 8o aos estrogénios.

Ainda em relacdo a adaptacdo ambiental,
Moens et al. (2007) construiram um microarray
de cDNA com 960 genes de carpa paraavaliar os
efeitos datoxicidade crénicaem peixes submetidos
ao fluxo continuo de efluentes por 21 dias e
observaram que as func¢bes da maior parte dos
genes diferencialmente expressos estavam
associadas com o balango de energiano organismo
(vias de metabolismo dos nutrientes e enzimas
digestivas).

Resposta a fatores de estresse ndo-infecciosos

O estresse nutricional éresultante dalimitacéo
qualitativaou quantitativade nutrientes fornecidos
pela dieta, impedindo que o animal expresse seu
potencial de crescimento. Neste sentido, Lehnert
et al. (2006) utilizaram microarrays de cDNA
(8.856 sondas em duplicatas) para avaliar as
mudancas no perfil da expressdo génica no
musculo Longissimus dorsi de bovinos da raga
Belmont Red submetidos a restricao alimentar e,
posteriormente, a um periodo de realimentacéo.
Os resultados mostraram que ap6s um periodo
prolongado derestri¢&o alimentar ocorre umaforte
reducdo nos niveis de expresséo de genes
relacionados com a producao de proteinas
estruturais, enzimas metabdlicas e constituintesda
matriz extracelular, os quais retornam aos niveis
normais apds o periodo de realimentacdo. Esses
autores também observaram que as fungdes da
maioria dos genes que tiveram a expressao
reduzida em decorréncia da restricdo alimentar
estao rel acionadas com atividades especificas das
fibras musculares de contracdo rpida, que tém
papel fundamental no processo de adaptacdo a
restrigdo calorica.
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De forma similar, da Costa et al. (2004)
utilizaram microarrays de cDNA com 5.500
sequiéncias provenientes de musculo esquelético
de suinos para caracterizar a expressao génica
diferencial nos musculos Longissimus dorsi e
psoas maior de suinos alimentados de forma
conven-cional ou submetidos a uma restri¢do
alimentar moderada, verificando que os genes
relacionados com o turnover de substratos
metabolicos (proteinas, carboidratos e lipideos)
tiveram a expressdo altamente estimulada pela
restricdo alimentar. Ademais, os autores foram
capazes de identificar novos genes que atuam
como reguladores do crescimento.

Com o objetivo de estudar a influéncia da
nutricdo sobre a producéo de leite, Ollier et a.
(2007) utilizaram um microarray de oligonu-
cleotideos de cadeialonga (Bovine Genome Oligo
Set V1.1, Operon Biotechnol ogies) paraexaminar
os efeitosdarestricao alimentar sobre aexpressao
génica na glandula mamaria de caprinos,
encontrando 161 genes diferencialmente expres-
sos, 88% dos quais com a expressdo diminuida.
Dentre estes, diversos genes com funcdes
relacionadas com o metabolismo de substratos
(proteinas, carboidratos e lipideos), sem contar um
grupo especifico de 14 genes provavel mente
envolvidos na inibicdo da proliferacdo e
diferenciacdo das células do epitélio mamério.

Os neutrdfilos sdo células sanguineas | eucoci-
tarias de agéo fagocitica, que estdo presentes em
fendmenos agudos de inflamagdo devido ao seu
alto potencial de diapedese e répida velocidade
demigragdo. No entanto, possuem um curto tempo
de vida (seis horas). Desse modo, Madsen et al.
(2004) usaram microarrays de cDNA com 1.056
genes provenientes de leucécitos (http://
cafg.msu.edu) para estudar as mudancas induzidas
pelo parto naexpressao génicade neutrofilosobtidos
antes, durante e depoisdo parto de vacas Holandesas
e identificaram diversos genes diferencialmente
expressos cujas funcdes estdo relacionadas com a
regulacdo da apoptose. Baseados nestes e também
em outros resultados de experimentos biol 6gicos,
osautores sugeriram que o parto em bovinos pode
prolongar a sobrevivéncia de neutrofilos.

Reprodugéo
A competéncia dos o6citos, ou segja, a
habilidade de serem fertilizados e se desenvol-
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verem até o estagio de blastocisto é um fator de
grande importancia para a produgédo de embrides
com elevado potencia de desenvolvimento, mas
pouco se sabe sobre as caracteristicas moleculares
(em nivel de expressdo génica) dos odcitos
competentes. Assim sendo, Patel et al. (2007)
utilizaram microarrays de cDNA (representando
cerca de 15.200 genes), paracomparar o perfil de
transcritos em odcitos e embrides em estagio
inicial do desenvolvimento, utilizando dois
model os de estudo, bezerras pré-puberes e fémeas
adultas. Os resultados evidenciaram um ndmero
significativo de genes (193 nos animais adultos e
233 nos pré-puberes) cujaexpressio se encontrava
estimulada, com predominanciadaquelesrelacio-
nados com aregulagéo da secregcdo de hormonios.
Estes autores sugeriram que existe umaassoci agdo
positiva entre a abundancia de mRNAs da
folistatina e a competéncia dos o6citos nos dois
model os estudados.

Nesta mesma linha de pesquisa, Bonnet et al.
(2007) utilizaram um microarray de cDNA com
9.152 clones espécie-especificos para investigar
os efeitos da indugcédo da ovulagdo sobre o
transcriptoma dos ovos de trutas (Oncorhynchus
mykiss) e verificaram que o controle do processo
ovulatorio, tanto por indugéo hormonal, como pela
mani pul agdo do fotoperiodo, provocam alteragdes
significativas na abundancia dos transcritos
presentes nos ovos de truta, que podem afetar seu
potencial de desenvolvimento.

Na tentativa de ampliar os conhecimentos
sobre a reprogramacdo do genoma que ocorre
durante o estégio de pré-implantacédo do embri&o,
Misirlioglu et al. (2006) avaliaram os padrdes de
expressao génica em dois estagios fundamentais
do desenvolvimento embriondrio: o6citos maduros
e embrides no estagio de 8 células. Utilizando
microarrays de oligonucleotideos (Affymetrix
GeneChip Bovine Genome Array), que
representam mais de 23.000 transcritos de bovinos,
0s autores identificaram um grande nimero de
genesrelacionados com os processos de regul acéo
datranscri¢&o génica, manutengdo daestruturada
cromatinae com asviasde sinalizacdo celular, cuja
expressdo € estimulada nos estagios iniciais da
embriogénese.

Abordagem semelhante também foi utilizada
por Whitworth et al. (2005), que avaliaram 0s
padrdes de expressdo génica nos estagiosiniciais
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do desenvolvimento de embrifes suinos,
produzidos in vitro e in vivo. Utilizando
microarrays de cDNA que representavam
aproximadamente 15.000 genes de suinos, 0s
autores obtiveram um grande volume de dados que
deverdo auxiliar o entendimento do processo de
embriogénese, assim como a identificagdo de
marcadores para avaliacdo do potencial de
desenvolvimento do embri&o.

Com o objetivo de estudar arelagdo existente
entre o perfil transcricional do embrido e o sucesso
da prenhez em bovinos, El-Sayed et al. (2006)
compararam a expressao génica em bidpsias de
blastocistos realizadas antes datransferénciapara
as receptoras, as quais foram posteriormente
agrupadas em trés conjuntos: a) bidpsias de
embrides que ndo resultaram em prenhez; b)
bi6psias de embrides que resultaram em prenhez,
mas foram reabsorvidos; ¢) bidpsias de embrides
gue resultaram em nascimentos. Utilizando dois
tipos diferentes de microarrays de cDNA, um dos
quais com sequiéncias exclusivas de embrides na
fase de implantag&o, estes autores foram capazes
de identificar grupos de genes diferencialmente
expressos em cada uma das situacfes estudadas,
gue podem ser importantes para a determinacdo
do destino do embri&o ap6s a transferéncia.

JaCaetano et al. (2004) utilizaram microarrays
de cDNA (4.608 sondas especificas) para estudar
o perfil da expressdo génica nos ovarios e nos
foliculos de marras provenientes de linhagem que
apresenta superioridade para algumas caracte-
risticas reprodutivas (taxa de ovulacao,
sobrevivéncia embrionaria e tamanho da
leitegada). Os autores identificaram 71 genes nos
ovarios e 59 nos foliculos que apresentavam
expressdo diferenciada, sugerindo que a selecdo
para caracteristicas reprodutivas resultou em
mudancas significativas no controlefisiol 6gico da
maturagdo folicular.

Crescimento e metabolismo

A adeno-hipdfise ou glandulapituitariaanterior
exerce funcdo preponderante na regulacéo do
sistema enddcrino, sintetizando e secretando os
horménios tréficos que modulam as secregdes de
outras glandulas enddcrinas e, portanto, esta
diretamente relacionada com o controle de
diversos processos fisiol 6gicos, dentre os quais 0
crescimento e 0 metabolismo.

Com o objetivo de caracterizar adiferenciagdo
(inicio daatividade) dostireotréfos, somatotréfos
elactotréfos, Ellestad et al. (2006) produziram um
microarray contendo 5.128 cDNAS expressos no
sistemaneuro-endrdcrino paraavaliar asmudangas
na expressao génica na adeno-hipdfise de frangos
durante o desenvolvimento embrionério e
identificaram vériosfatores detranscri¢éo e outras
moléculas de sinalizacdo que ainda ndo haviam
sido associados com o desenvolvimento da
pituitéria.

A selecdo para eficiéncia na producéo e
qualidade da carne sdo prioridades na producéo
moderna de suinos e 0 misculo esquelético é o
tecido-alvo paraaidentificacdo de genes candida-
tos para estas caracteristicas. Deste modo, Lin &
Hsu (2005) estudaram os perfis de transcricéo
génica no musculo Longissimus dorsi de suinos
das racas Duroc e Taoyuan, que apresentam
dramaticas diferencas no desenvolvimento
muscular pés-natal. Empregando um microarray
de cDNA humano (Incyte Genomics) contendo
9.182 sondas, os autores identificaram 73 genes
induzidos e 44 genesreprimidos, amaioriarelacio-
nada com proteinas e enzimas que desempenham
funcdes importantes no crescimento e
metabolismo de midcitos esqueléticos e, dentre
esses, um potencial marcador molecular para
crescimento muscular em suinos.

Abordagem similar foi utilizada por Cagnazzo
et al. (2006) que investigaram as diferencas nos
perfis de transcritos muscul o-especificos durante
0 desenvolvimento pré-natal de suinos das ragas
Duroc e Pietrain, que diferem na taxa de cresci-
mento e na composi ¢&o da carcaga nafase adulta,
verificando que nos estégios iniciais do
desenvolvimento (14 a 49 dias de gestac&o), os
embrides da ragca Duroc apresentaram maior
expressao de genes relacionados a miogénese,
enguanto que nos estagios mais avangados (63 a
91 dias de gestacdo), a expressdo desse grupo de
genes foi maior nos embrides da raga Pietrain.

Devido suas particularidades genéticas e
fisiol 6gicas, o fendtipo callipyge, que se manifesta
em ovinos, é um dos modelos mais interessantes
para se estudar a miogénese, notadamente os
aspectosrelacionados com a hipertrofiadasfibras
musculares. De maneiraqueVuocolo et al. (2007)
utilizaram o Bovine Affymetrix GeneChip
microarray (que representa aproximadamente
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19.000 genes) para comparar a expressdo génica
em amostras de muscul os provenientes de ovinos
portadores e ndo portadores do gendtipo callipyge,
coletadas logo apds o nascimento (antes da
manifestacdo desse fendtipo) e as 12 semanas de
idade. Estes autores puderam identificar um
nimero significativo de genes cuja expressao é
influenciada pelo genétipo callipyge, verificando
também que estas alteracfes se iniciam antes
mesmo dos animais manifestarem o fenétipo. Com
base nestes resultados, propuseram um modelo
descrevendo a rede regulatéria principal e as
modificagdes epigenéticas que provavelmente
explicam as mudancas nos tipos de fibra e a
hipertrofia que caracterizam esse fenétipo em
ovinos.

A tecnologiade microarraystambém tem sido
Gtil para decifrar a complexa interagdo existente
entre os componentes quimicos das dietas
(nutrientes) e o material genético dos individuos
(gendtipo), ou seja, dos mecanismos moleculares
envolvidos na interagdo nutrientes-genétipo e a
maneira como estas afetam o fendtipo (Kaput &
Rodriguez, 2004).

O figado tem umafuncao central naregulacdo
do status metabdlico, particdo de nutrientese gasto
de energia. Assim, com o objetivo de melhorar os
conhecimentos sobre a regulacdo das vias
metabdlicas que ocorrem neste 6rgdo, Ponsuksili
et al. (2007) comparam os perfis de expressdo
génica em amostras do figado de suinos
pertencentes a ragas que possuem caracteristicas
de carcaga divergente (obesa e magra), coletadas
em diferentes estagios do desenvolvimento.
Utilizando microarrays de oligonucleotideos de
cadeia longa (representando 13.297 genes
especificos de suinos), estes autores evidenciaram
diferencas marcantes nos padrdes de expressao
génica, tanto na comparagdo entre as ragas, COmo
entre os estagios de desenvolvimento, identifi-
cando diversos genes candidatos para estudos
funcionais relacionados com caracteristicas de
carcaga.

A adiposidade excessiva em frangos de corte
€ a consegiiéncia de muitos anos de selecédo para
elevadas taxas de ganho de peso, que hoje esta
sendo um dos maiores problemas desse setor da
avicultura. Entretanto, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos genéticos que regulam as vias
metabdlicas e fisioldgicas envolvidas na
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manifestacdo dessa caracteristica. Sendo assim,
Bourneuf et al. (2006) utilizaram microarrays
de cDNA contendo sondas tecido-especificas
para estudar a expressdo génica no figado de
frangos pertencentes alinhagens que apresentam
diferentes teores de gordura na carcacga (alta e
baixa adiposidade), identificando diversos genes
que podem estar relacionados com a ontologia
da obesidade em frangos de corte.

O desenvolvimento dos depdsitos de gordura
corporal esta estreitamente associado ao aumento
no numero de adipdcitos que ocorre ao longo da
vidae, no caso dos animais que tém predisposi¢do
genética para desenvolver o marmoreio, a
proliferacdo dessas células nos depdsitos
intramuscul ares ocorre numa taxa sensivelmente
maior do que nos demai s depdsitos do organismo.
Com o objetivo de melhor entender as bases
genéticas dessa caracteristica, Wang et al. (2005)
estudaram a expressao génica no musculo
Longissimus dorsi de bovinos da raca Japanese
Black, que se caracteriza pela notével propensdo
de depositar grandes quantidades de gordura de
baixo ponto de fusdo nos depodsitos intramus-
culares. Utilizando microarrays de cDNA
contendo seqiiéncias tecido-especificas, detecta-
ram diferencas no padrdes de expressdo génicaque
forneceram pistas importantes sobre a regulacéo
de algumas caracteristicas particulares da raca
Japanese Black, especialmente no que se refere
ao inicio do desenvolvimento e taxa de deposicao
do tecido adiposo, vias metabdlicas preferenciais
e mecanismos de sinalizacdo envolvidos na
conversao de carboidratos em lipideos, que
dever&o contribuir para 0 avango nas pesquisas
nesta &rea.

Umaimportante prioridade naindUstriaavicola
€ desenvolver um répido e acurado método para
selecionar linhagens de aves que produzam
elevadas taxas de ovos de alta qualidade. Com
0 objetivo de identificar transcritos
diferencialmente expressos na gléndula da casca
em duas linhagens de galinhas (alta e baixa
producdo de ovos), Yang et al. (2006)
desenvolveram um microarray de cDNA
representando 2.743 transcritos, com o qual
identificaram 85 genes que sdo expressos de
forma diferente nestas duas linhagens, alguns
deles com potencial paraserem utilizados como
marcadores moleculares nos programas de
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selecdo para producgdo de ovos.

Estudoscominsetosutilizadosem sistemasde
producdo comercial

De forma similar ao que esta ocorrendo com
as demais espécies exploradas pela zootecnia, a
tecnologia de microarrays comega a ser utilizada
em estudos com insetos utilizados em sistemas de
producdo comercial, como o sdo a sericiculturae
a apicultura. Entretanto, essas pesquisas iniciais
ndo estdo focadas diretamente nas questdes
relativas a producdo, mas sim em outros aspectos
biol6gicos, uma vez que tais insetos também sao
utilizados como modelo de estudo em diversas
areas dabiologia

O bicho-da-seda, Bombyx mori, € um
importante model o biol 6gico utilizado paraestudar
afisiologiadeinsetos devido adisponibilidade de
mutantes de linhagens homogéneas. Neste sentido,
Kawasaki et al. (2004), construiram microarrays
de cDNA representando 5.760 seqliéncias espécie-
especificas, que foram utilizados para investigar
as mudangas no perfil daexpressdo génicadurante
0 processo de metamorfose de Bombix mori. Os
resultados obtidos permitiram que os autores
caracterizassem os perfis genéticos associados
com as mudangas morfolgicas que ocorrem
durante esse processo. Posteriormente, Hong et.
al. (2006) construiram microarrays de cDNA
contendo 2.445 sequiéncias expressas em ovos de
bicho-da-seda (estdgio de formacéo da banda
germinativa), que foram utilizados para estudar o
perfil da expressdo génicadurante vérios estégios
do desenvolvimento embrionério. Estes autores
foram capazes de identificar 241 transcritos
diferencialmente expressos que estdo associados
com o estégio de formacdo dabanda germinativa,
dentre os quais, diversos codificando proteinas
envolvidas no desenvolvimento e comunicacdo
celular.

A abelha (Apis mellifera) é um importante
modelo para estudos da plasticidade neural e
comportamental, particularmente com respeito ao
comportamento social, aprendizado e meméria.
Assim sendo, com o objetivo de estudar as bases
moleculares do comportamento social de abel has,
Takeuchi et al. (2002) produziram um microarray
de cDNA contendo 480 sequiéncias expressas o
cérebro desses insetos, verificando que genes
relacionados com via de sinalizagdo célcio-

dependente se apresentavam diferencial mente
expressos em regides do cérebro que estéo ligadas
a modulacdo do comportamento. Mais
recentemente, Whitfield et al. (2006) construiram
e validaram um microarray de cDNA contendo
8.872 seqiiéncias expressas no cérebro de abel has,
com o objetivo de criar recursos para acelerar a
andlise dos mecanismos moleculares envolvidos
no comportamento desses insetos.

Consideracgdesfinais

Como pode ser observado nos exemplos que
foram apresentados, a tecnologia de microarrays
estareformulando amaneiratradicional de sefazer
pesquisa na area de zootecnia, pois permite que
questdes relevantes sejam abordadas sob uma
perspectiva na qual genética e fisiologia estéo
totalmente integradas, favorecendo o surgimento
de novos paradigmas cientificos que passam a
nortear os rumos das pesquisas dessa area.

Neste sentido, é preciso destacar o carater
prospectivo datecnologia de microarrays que, ao
estabelecer associagOes entre grupos de genes e
caracteristicas fisioldgicas, também define a
ligagdo que existe entre 0 genoma e 0S processos
biolégicos envolvidos na manifestacdo do
fendtipo, gerando novas hip6teses para serem
testadas em estudos posteriores, mediante uso de
abordagens mais direcionadas.

Outro paradigma que comecga a ser adotado €
a caracterizacdo das chamadas assinaturas
moleculares, termo utilizado para descrever o
conjunto de genes que sdo caracteristicos de um
processo biol 6gico ou de um fendtipo especifico,
a0 invés de se manter o foco unicamente sobre o
pequeno nimero de genes que apresentam
expressdo altamente diferenciada. Esta tendéncia
terdgrande impacto nos estudos de caracteristicas
fenotipicas complexas, que envolvem a
participagdo de um grande nimero de genes,
porém com efeito individual pegueno. Assim, a
representatividade do genoma passa a ser uma
caracteristica de fundamental importancia na
confeccdo dos microarrays para estudos de
expressao génica com as espécies zootécnicas.

Entretanto, existem duas limitacBes para a
confecgdo de arrays contendo grande niimero de
genes. A primeira é adisponibilidade de informa-
¢Oes sobre 0 genomadaespécie, ou sgja, € preciso
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gue a maior parte dos seus genes ja tenha sido
seglienciada e identificada, uma vez que as
tecnologias para producdo de microarrays de alta
densidade séo baseadas no uso de oligonu-
cleotideos. Ja a segunda, diz respeito a demanda
de utilizac8o desses microarrays, pois, em funcéo
dos elevados custos de producdo, 0s mesmos tém
que ser confeccionadosem escalaindustrial. Desta
maneira a disponibilidade de microarrays com
elevado nimero de genes deveraficar restrita por
algum tempo as espécies de maior importancia
econdmica, para as quais existe maior volume de
recursos para pesquisa.

Além da parte tecnol dgica, o plangjamento, a
andlise e a interpretacdo dos dados em exper-
imentos com microarray também apresentam seus
obstéculos e desafios. Como discutido anterior-
mente, os estudos com microarray ainda séo
relativamente pequenos, especialmente na area
zootécnica. Tais experimentos, no entanto, geram
uma enormidade de dados, de dimensdes e
complexidade sem precedentes. Destamaneira, um
cuidadoso plangjamento de tais experimentos é
crucial para o sucesso das pesquisas envolvendo
microarrays. Um planejamento ineficiente
geralmenteincorre em situagdes experimentais nas
quais h& confundimento entrefatores, os quaisnao
s80 possiveis de serem separados por nenhuma
metodol ogia estatistica.

Uma vez conduzidos os experimentos com
microarray, o desafio seguinte refere-se aanalise
dos dados obtidos. Primeiro, dadas as dimensdes
e complexidade de tais conjuntos de dados,
metodologias computacionais apropriadas séo
necessarias para a eficiente armazenagem e
manuzeio dos arquivos de dados, principalmente
paraexperimentos com grande nimero de laminas
ou para a andlise conjunta de multiplos
experimentos independentes. Segundo, métodos
estatisticos especificos sd0 necessarios para uma
analise apropriadados mesmos, principalmenteem
relacdo a multiplicidade de testes efetuados em
cada experimento, a qual pode gerar umataxade
falsos positivos inadvertidamente alta se néo for
modelada objetivamente.

Diversos métodos estatisticos tém sido
sugeridos para a andlise de dados de microarray
para diferentes objetivos experimentais.
Inicialmente, a andlise de dados de tais experi-
mentos eram conduzidos de maneira bastante
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rudimentar, por exemplo estudando-se somente a
mudanca (em valores absolutos, ou fold change)
nos niveis de expressdo génica entre 0s grupos
experimentais, sem nem mesmo levar-se em conta
a variabilidade dos dados. Posteriormente os
experimentos com microarrays passaram a ser
analizados de maneira mais objetiva e formal do
ponto devistaestatistico, com autilizagdo detestes
de hip6teses para o estudo das mudangas nosniveis
de expressdo génica. Os métodos estatisticos
inicialmente utilizados, no entanto, eram
adaptacOes de procedimentos metodol 6gicos
cléssicos. Como amaioriadestas metodol ogiasfoi
desenvolvida em outros contextos experimentais,
estes procedimentos classicos nem sempre sao
adequados ou eficientes para a analise de dados
com estruturas tdo compl exas e envolvendo tantas
variaveis respostas simultaneamente.

Felizmente, mais recentemente diversas
metodol ogias estatisticas tém sido desenvolvidas
especificamente para a analise de dados de
microarrays, como por exemplo, modelos mais
robustos ou com suposi¢cBes mais adequadas para
experimentos desta natureza, modelos que
combinam informag&o dos varios genes estudados
em cada lamina, procedimentos alternativos para
ocontrolede FDR, etc. Umaoutraérea promissora
na andlise de dados de microarray refere-se a
procedi mentos de bi oinformatica que incorporam
aos modelos estatisticos informagdo relativa a
similaridades de sequiéncias de DNA, posi¢do dos
genes no genoma, ontologias, etc.

Outros resultados de experimentos de
microarrays usando animais de producéo estardo
disponiveis em breve e o proximo desafio sera
explorar os dados gerados a fim de examinar
minuciosamente genes especificos e redes
regulatorias que possam gjudar no entendimento
dos processos biologicos relacionados as
caracteristicas de interesse. Outra area de grande
potencial neste aspecto refere-se a estudos que
buscam integrar estudos de expressao génicacom
outros tipos de informagdo, como por exemplo
marcadores moleculares e caracteristicas feno-
tipicas (veja, por exemplo, Rosa (2007) neste
mesmo exemplar da Revista Brasileira de
Zootecnia, para uma discussdo neste sentido). E
possivel aindaque num futuro proximo Novos Usos
e outras aplicacdes de experimentos com
microarrays serédo encontrados. O continuo
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desenvolvimento e melhoramento da tecnologia
de microarrays, bem como dos conceitos e
metodol ogias aqui apresentados, sdo cruciais para
0 continuo sucesso do uso dessa ferramenta em
estudos de gendmica funcional em animais.
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