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Introducao

Experimentos de expressao génica por microarranjos
medem a abundancia de transcritos em escala genoé-
mica, constituindo-se numa importante ferramenta para
a caracterizagao de perfis de atividade génica entre
amostras bioldgicas sujeitas a diferentes condigdes.

Em particular, na agricultura, a identificagcdo dos genes
que regulam manifestagdes de fendtipos de interesse
econdmico é de grande interesse para os programas de
melhoramento animal e vegetal.

No projeto “Rede Gendmica Animal” (RGA) (Projeto
SEG/MP1: 01.06.09.001), a andlise de genes diferen-
cialmente expressos é reralizada, conforme apresenta-
do em (CARDOSO, 2009). Resumidamente, os paco-
tes R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) Affy e
Manova sao utilizados para realizagao dos processo de
controle de qualidade, correcédo de background, norma-
lizagcdo, sumarizagéo e a analise de expressao diferen-
cial, propriamente dita.

Na analise de expressao diferencial, as variagoes
de expressao sdo analisadas gene-a-gene, sele-
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cionando-se aqueles com valores de fold-change e
significancia estatistica corrigida para multiplos tes-
tes superior a limiares previamente especificados.
Contudo, esse tipo de abordagem néo considera as
interacdes entre multiplos genes envolvidos em um
mesmo processo bioldgico, o que muitas vezes induz
falsos negativos.

Para eliminar a dependéncia de limiares, varios mé-
todos tém sido propostos para analisar variagoes de
conjuntos de genes relacionados, genericamente, aqui
denominados Gene Set Analysis (GSA). Esses con-
juntos de genes, em geral, constituem vias ou redes
génicas e refletem o conhecimento biolégico sobre as
relagdes entre esses genes. Uma comparagao entre
diferentes estratégias de GSA pode ser encontrada em
(SONG; BLACK, 2008).

O objetivo deste trabalho é apresentar a analise de
conjuntos de genes para dados de experssao génica,
conforme utilizada no escopo da RGA. Na sec¢éo 2 é
apresentado o procedimento correspondente a analise
de GSA proposta por (EFRON; TIBSHIRANI, 2007),
utilizado na RGA. Um exemplo completo, incluindo prin-
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cipais comandos do correspondente script R é apre-
sentado na secao 3.

Procedimento de analise de conjunto
de genes

O problema abordado pela anélise de conjuntos de
genes consiste em detectar variagdes estatistica-
mente significativas na expressao de conjuntos de
genes. Os conjuntos de genes precisam ser definidos
a priori e, usualmente, utiliza-se informacdes de ano-
tacdo de genes publicamente disponiveis, tais como
GO (ASHBURNER et al., 2000), KEGG (KANEHISA,;
GOTO, 2000) e bioCarta (BIOCARTA, 2011).
Considera-se que genes com anotagdes em comum
definem conjuntos de genes, possivelmente com algu-
ma sobreposig¢ao, envolvidos em um mesmo processo
bioldgico. Os métodos propostos diferem quanto a es-
tatistica utilizada para atribuir pontuagéo aos conjuntos
de genes e ao procedimento de calculo da significancia
estatistica associada com o teste de hipotese utilizado
(SONG; BLACK, 2008).

O método GSA, proposto por (EFRON; TIBSHIRANI,
2007) e implementado no pacote R de mesmo nome,
consiste em um refinamento do método Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA), o mais popular dos
métodos de analise de conjunto de genes, proposto
inicialmente por (MOOTA et al., 2003) e, posterior-
mente refinado por (SUBRAMANIAN et al., 2005).
Especificamente, GSA é realizado por meio do seguinte
procedimento:

1.

Calcule a estatistica z para cada gene (ex: para
dados com duas classes, a estatistica t). Sejaz_ o
vetor de valores z para os genes no conjunto de
genes S.

Dado um conjunto de genes S, calcule estatisitca
S = s(z), que sumariza o conjunto de genes S. A
estatistica recomendada é a maxmean, dada por
S, = max(max(z,0), - min(z,0) para todo z perten-
cente a S.

Calcule S’ = (S - mean)/stdev,, onde meang e
stdev, sdo a média e desvio padrdo empiricos de s
(padronizagao).

. Calcule as permutagdes dos valores de saida (la-

bels das classes para problemas com duas clas-
ses) e recompute S* para cada conjunto de dados
permutado (B conjuntos permutados).

5. Calcule o p-valor: p, = {numero de vezes que um
valor de S* excede o valor de S’}/B.

6. Repita os passos 2 a 5 para cada conjunto de ge-
nes.

7. Calcule a taxa de falsa descoberta (FDR) para os
valores de p-valores encontrados para o pontuacoes
dos conjunto de genes. No caso do pacote R GSA,
utiliza-se o método de (BENJAMINI; HOCHBERG,
1995).

Exemplo de analise de conjunto de
genes utilizando R

Para ilustrar a analise de conjuntos de genes utilizou-se
um conjunto de dados de um experimento de extremos
de resisténcia a infestagéo por carrapatos, analisados
no ambito da Rede Gendmica Animal (IBELLI et al.,
2010). Foram utilizadas amostras coletadas da pele
(PE) de bovinos de 4 grupos genéticos (Nelore, Angus
x Nelore, Simental x Nelore e Canchim x Nelore) pre-
viamente classificados como resistentes (R) e sensi-
veis (S). Os dados de expressao génica foram obtidos
utilizando-se a plataforma Affymetrix. Os pacotes R
Affy e Maanova foram utilizados para realizagao dos
processo de controle de qualidade, corregao de ba-
ckground, normalizagéo e sumarizagdo (CARDOSO,
2009). Para esse conjunto de dados, nenhum gene
diferencialmente expresso foi encontrado, consideran-
do uma significancia (g-valor) igual a 5%. Ao final, para
a analise de conjuntos de genes, considerou-se as
expressdes normalizadas de todos os genes (24128) e
amostras (36) que sobreviveram ao processo de con-
trole de qualidade.

O passo inicial para realizagado da analise de conjuntos
de genes, utilizando o pacote R GSA, é tornar suas
funcdes disponiveis e ler o arquivo que descreve 0s
conjuntos de genes. Os conjuntos de genes analisados
foram aqueles formados pelas anotagdes GO (biologi-
cal process) e KEGG, disponibilizados publicamente no
sitio®

>library (“"GSA”)
>geneset.obj<- GSA.read.gmt (“arquivo conjun-
to_genes.gmt”)

Em seguida, executam-se os testes estatisticos utiliza-
dos por GSA, para os conjuntos de genes desejados.

5 Disponivel em: <http://www.broadinstitute.org/gsea/>. Acesso em: 15 abr. 2010.
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A matriz dts contém os valores de expressao génica
normalizados e o paradmetro lab codifica os fenétipos, 1
para suceptivel e 2 para resistente. Dentre as estatisit-
cas disponiveis no pacote R GSA, devido a sua robus-
tez (EFRON; TIBSHIRANI, 2007), optou-se por utilizar
a estatistica maxmean.

>GSA.0bj<-GSA (dts, lab, genenames=gnames,
genesets=geneset.objS$genesets,
method="maxmean”, nperms=5000, ran-
dom.seed=100, minsize=10, restand.
basis="data”, resp.type="Two class unpai-
red”)

Finalmente, a funcao GSA listsets é utilizada para iden-
tificar os conjuntos de genes com variacéo de expres-
séo entre os grupos de amostras, de acordo com um
nivel de significancia FDR de acordo com Benjamini e
Hochberg (1995) inferior a 1%.

>1st <-GSA.listsets (GSA.obj, geneset.
names= (geneset.obj) $geneset.names,
maxchar=30, FDRcut=.01)

gene diferencialmente expresso foi encontrado conside-
rando g-valor < 5%, enquanto que utilizando a analise
de conjunto de genes obteve-se 9 conjuntos de genes
com anotacao GO-bp e 8 conjuntos de genes com ano-
tacéo de vias KEGG, potencialmente implicados com o
processo biolégico em estudo.

Discussao

A analise de conjuntos de genes constitui uma alterna-
tiva importante as analises de expressao diferencial,
caracterizadas pela analise da variagdo gene-a-gene.
Ela incorpora conhecimento biolégico prévio (conjun-
tos de genes relacionados) a analise estatistica, o que
pode favorecer a identificagao de diferengas na expres-
sao0 génica (processos bioldgicos) dificeis de serem
testados com base em analises gene-a-gene. Outra
vantagem desse tipo de analise é o fato de ndo haver a

Tabela 1. Intervalo numérico Tabela: Conjuntos de genes definidos pela anotagédo GO-bp

O GSA apresenta os resultados
em duas tabelas, uma com o
conjunto de genes positivo e outra
com o conjunto de genes negativo,

onde negativo significa que “ex- 76
pressdes mais baixas da maioria 255
dos genes no conjunto de genes 256
esta correlacionada com valores 305
maiores do fendétipo” enquanto

positivo significa que “expressées 315
mais altas da maioria dos genes 316
em um conjunto de genes esta cor- 501
relacionada com valores maiores 634

do fendtipo”. Lembrando que os
fenotipos foram codificados como 642

Conjunto de genes

com variagao sinificativa de expresséo, de acordo com a estatistica maxmean (GSA). Os
nomes de conjuntos de genes foram limitados a 30 caracteres.

Nome Pontuacéao
CELL_ACTIVATION -0.8278
HEMOPOIESIS -0.6982
HEMOPOIETIC_OR_LYMPHOID_ORGAN_ -0.6715
LEUKOCYTE_DIFFERENTIATION -1.0344
LYMPHOCYTE_ACTIVATION -0.8386
LYMPHOCYTE_DIFFERENTIATION -1.2676
POSITIVE_REGULATION_OF_IMMUNE_ -0.8885
REGULATION_OF_IMMUNE_SYSTEM_PR -0.7239
REGULATION_OF_LYMPHOCYTE_ACTIV -0.7597

1 (suceptivel) e 2 (resistente).

Como resultado, ao utilizar os
conjuntos de genes definidos
pelas anotagées GO-bp, foram
encontrados 9 conjuntos de genes

o Conjunto de gene
significativos (Tabela 1).

128
A Tabela 2 apresenta os 8 con- 169
juntos de genes encontrados ao 184
se utilizar os conjuntos de genes 189
definidos pelas vias anotadas em 199
KEGG.

134

197

Por fim, cabe ressaltar que para
esse conjunto de dados, nenhum 195

Tabela 2. Intervalo numérico Tabela. Conjuntos de genes definidos pela anotacdo KEGG
com variagéo sinificativa de expressao, de acordo com a estatistica maxmean (GSA).
Os nomes de conjuntos de genes foram limitados a 30 caracteres.

Nome Pontuacéao
HSA04012_ERBB_SIGNALING_PATHWA 0.658
HSA04810_REGULATION_OF_ACTIN_C 0.3831
HSA05120_EPITHELIAL_CELL_SIGNA 0.5945
HSA05212_PANCREATIC_CANCER 0.508
HSA05222 SMALL_CELL_LUNG_CANCE 0.6318
HSA04115_P53_SIGNALING_PATHWAY 0.8178
HSA05220_CHRONIC_MYELOID_LEUKE 0.675
HSA05218 MELANOM 0.5144
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necessidade de utilizagdo de um limiar de fold change,
0 que favorece a identificagdo de conjuntos de genes
caracterizados por pequenas variagoes.

Neste trabalho abordou-se de conjuntos de genes, con-
forme utilizada no escopo da Rede Gendmica Animal,
ou seja, por meio da utilizagdo do pacote R GSA com
estatistica maxmean (EFRON ; TIBSHIRANI, 2007).
Contudo, cabe observar que existem diversas outras
metodologias propostas na literatura, muitas delas com
implementacdes para utilizagdo em R (SONG; BLACK,
2008).

Espera-se, com a disseminagao da analise apresen-
tada neste trabalho, estimular outros pesquisadores
interessados em realizar analise de dados de expres-
sdo génica por microarranjos a explorar metodologias
de analise de conjuntos de genes, como a aqui apre-
sentada.
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