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O objetivo deste trabalho foi comparar o desempenho do teste t de Student e 

do teste t Bayesiano aplicados a dados de microarranjos simulados, analisando 

também o impacto dos métodos de transformação Shift, Lowess e Linlog e do 

tamanho da amostra. Foram feitas simulações com diferentes tipos de ruído, contendo 

3920 genes normoexpressos e 80 genes diferencialmente expressos, com 50 

replicações para cada tipo de ruído. O teste t Bayesiano mostrou um desempenho 

superior ao teste de Student com número de amostras inferior a 20, e desempenho 

similar com mais de 20 amostras. O aumento no número de amostras melhorou o 

desempenho dos dois testes. Não houve um método de transformação que pudesse 

ser aplicado a todos os ruídos. O método Lowess teve aplicação mais geral e o 

método Linlog não mostrou eficácia. A presente metodologia deve ser utilizada na 

avaliação de outros métodos aplicados a microarranjos. 
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The purpose of this work was to compare the performance of Student t-test and 

Bayesian t-test applied to simulated microarray data, either analyzing  the impact of 

Shift, Lowess and Linlog transformation methods and sample size. Simulations were 

generated with different noise types, each one with 3920 normo and 80 differentially 

expressed genes, with 50 replications. Bayesian t-test shown better performance 

compared to Student t-test with fewer replications and equal performance with more 

than 20 replications. Increasing sample size improved performance of both tests. There 

was no transformation method that could be used with all noise types. Lowess method 

showed a more general use and the Linlog method performs badly in all cases. The 

present methodology should be used to evaluate other methods applied to microarray.  
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CAPÍTULO 1 

2INTRODUÇÃO 

1.1 Introdução 

A informação necessária ao desenvolvimento, manutenção e reprodução de 

uma célula está armazenada nos genes. Desde os estudos de Mendel sobre a 

transmissão de características hereditárias entre gerações até os dias atuais, houve 

grandes avanços no sentido de compreender como as informações contidas nos 

genes atuam sobre o funcionamento do organismo e como os milhares de genes 

interagem entre si. 

Nas décadas de 1940 e 1950 importantes mecanismos genéticos, que 

proporcionaram grandes avanços no conhecimento do armazenamento e transmissão 

da informação genética foram compreendidos. Na primeira década, a descoberta do 

ácido desoxirribonucleico (DNA) e a noção de que a informação genética consiste, 

basicamente, de instrução para a produção de proteínas [1]. Na década seguinte, a 

estrutura desse DNA foi revelada [68]. 

O DNA é composto pela combinação de oligonucleotídeos que apresentam 

apenas quatro diferentes bases. Toda a informação genética está contida na 

combinação destes quatro elementos em uma extensa molécula. Essa relativa 

simplicidade impediu, por muito tempo, que se aceitasse o DNA como a molécula que 

continha a complexa informação genética que regula todos os organismos vivos [1]. A 

formulação do Dogma Central da Biologia Molecular [17] esclareceu a forma como a 
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informação genética contida no DNA atua sobre os mecanismos celulares e é a base 

para muitas técnicas de estudo genômico. 

O termo genômica descreve um campo do conhecimento que vai além da 

genética básica e foi utilizado pela primeira vez em 1987 [50]. O objetivo do estudo da 

genômica extrapola o da genética, focada na hereditariedade, englobando, entre 

outros, o seqüenciamento de ácidos nucléicos, identificação de genes e a análise 

funcional desses. Este último aspecto da genômica, conhecido como genômica 

funcional, tem recebido especial atenção, principalmente após a conclusão do 

seqüenciamento do genoma humano [67]. 

Cada célula do corpo humano possui a mesma informação contida no seu 

DNA. A diferenciação entre as células está na forma como cada uma utiliza essa 

informação em respostas aos estímulos a que é exposta. Diferentes técnicas vêm 

sendo utilizadas na análise do padrão de utilização da informação do DNA por um tipo 

de célula em resposta a um determinado estímulo, como o Northern blot, dot blots e 

outros [27]. Em todas elas, o princípio fundamental está na estreita relação entre a 

parte ativa do DNA (gene), o mensageiro que transmite a sua informação à célula 

(RNA) e o produto final (proteína). Até recentemente, essa análise funcional era feita 

com apenas um, ou com um pequeno número de genes a cada vez, limitando a 

possibilidade de observação da interação entre os genes. 

A técnica de microarranjos de DNA é uma nova técnica de análise que permite 

a observação simultânea da expressão de milhares de genes [10]. Fundamentada no 

processo de hibridação competitiva [41], o microarranjo está voltado principalmente ao 

estudo do transcriptoma. Este representa o conjunto de RNAs de uma célula. Uma vez 

que esse RNA é o agente mensageiro que encaminha as informações contidas nos 

genes, a análise do RNA presente em uma célula nos permite inferir quais genes 

estão ativos e em que grau. 
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A partir do RNA extraído de células com e sem as características em questão, 

utilizando a transcrição reversa, amostras de cDNA são geradas e marcadas. 

Paralelamente, uma matriz de sondas contendo milhares de seqüências de DNA 

correspondentes a genes de interesse é preparada. A solução contendo as amostras 

marcadas de cDNA é, então, exposta às sondas para hibridação. Após a leitura por 

um scanner, é possível estabelecer o grau de atividade do gene correspondente a 

uma sonda pela quantidade de hibridação ocorrida e registrada pelo leitor. 

As possibilidades desta informação são diversas. A oncologia é uma das áreas 

onde se espera um grande avanço com o uso de microarranjos de DNA. Um câncer é 

caracterizado pela reprodução anormal de células [36] e o diagnóstico correto é peça 

fundamental na determinação da terapia adequada, de modo a maximizar a eficácia 

do tratamento e minimizar os efeitos colaterais. Nessa área, GOLUB et al. [30] 

isolaram um grupo de 50 genes capazes de distinguir dois diferentes tipos de leucemia 

aguda. ALIZADEH et al. [2] utilizaram a técnica de microarranjos na definição de 

prognósticos em linfoma não-Hodkins. HWANG et al. [34], utilizando microarranjos, 

foram capazes de identificar um grupo de 45 genes altamente associados à ocorrência 

de câncer oral. Avanços similares vêm sendo alcançados em diferentes tipos de 

câncer. 

Os microarranjos são aplicados também na análise de respostas a drogas e 

tratamentos [19, 40], no desenvolvimento de testes de diagnóstico [31, 70], e em 

campos tão diferentes como a psiquiatria [45] e a atividade física [3, 44],entre outros. 

Em vista de todos esses avanços e resultados promissores, os microarranjos 

são, muitas vezes, vistos como uma ferramenta mágica que irá responder a todas as 

questões [54]. Apesar de já serem utilizados há mais de dez anos, diversos problemas 

ainda comprometem a confiabilidade dos resultados obtidos em experimentos de 

microarranjo. As normatizações de procedimentos, a automação do experimento e o 
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avanço das técnicas de normalização dos dados têm contribuído bastante para a 

creditação dos resultados. 

Atualmente, a maior dificuldade no uso de microarranjos está na análise dos 

dados de expressão [66]. Do ponto de vista estatístico, esse é um problema incomum. 

São avaliados milhares de variáveis (genes) com apenas poucas amostras 

(replicações), dificultando o uso das técnicas estatísticas tradicionais. Além disso, 

erros de medida aumentam ainda mais a dificuldade na extração de informação 

confiável dos microarranjos. 

Independentemente do cuidado na elaboração e execução de um experimento 

de microarranjo, pode-se identificar dois componentes de erro que podem estar 

presentes: sistemático e aleatório. Enquanto o primeiro componente pode ser definido 

como uma tendência de que as medidas sejam diferentes em uma direção em 

particular [6], podendo ser causado, por exemplo, devido à diferença na sensibilidade 

do leitor em relação ao marcador utilizado, o erro aleatório se relaciona a variações 

biológicas inerentes ao organismo e erros na execução do protocolo proposto [6]. A 

natureza do erro em experimentos de microarranjos, no entanto, permanece pouco 

compreendida [51]. 

Diferentes métodos de transformação de dados têm sido utilizados buscando 

minimizar os erros acima mencionados. Entretanto, o impacto dessas transformações 

no desempenho dos testes estatísticos aplicados tem sido pouco avaliado. 

O teste da razão, que observa a média da razão entre as duas condições sob 

análise, foi a primeira abordagem utilizada na tentativa de detecção de genes 

diferencialmente expressos [20, 59, 60]. Esse método foi logo substituído por modelos 

probabilísticos [22], embora ainda seja utilizado. Diferentes abordagens como o teste t 

[22], modelos de mistura [48], testes não-paramétricos [62, 65] e testes Bayesianos [8, 

37] vêm sendo aplicadas com resultados variados. 
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O teste t de Student vem sendo largamente aplicado [22, 46] e apresenta 

especial interesse por ser uma das primeiras abordagens probabilísticas e por ser 

relativamente simples [22, 46], apesar do frágil pressuposto de normalidade para a 

distribuição da amostra. Outra forma de análise que tem recebido bastante atenção é 

a utilização da inferência Bayesiana [8], sendo uma abordagem muito utilizada, com 

resultados bastante positivos. 

A avaliação dos resultados apresentados por diferentes testes estatísticos 

torna-se ainda mais complexa pela escassez de informação sobre o resultado 

esperado. 

Uma vez que é muito difícil determinar o resultado esperado a partir de um 

experimento real, torna-se impossível determinar se uma metodologia aplicada tem um 

desempenho melhor em encontrar respostas corretas [51]. Uma abordagem alternativa 

é a utilização de simulações. 

A simulação de processos biológicos deve se aproximar do fenômeno em 

estudo e apresentar variabilidade realística, tornando-a um desafio [7]. Mesmo 

desenvolvida de forma cuidadosa, este processo apresentará sempre limitações, 

especialmente devido à forte relação com os modelos matemáticos teóricos que 

norteiam a simulação e a estrutura de erro apresentada [51]. Mas essa alternativa 

ainda se apresenta como boa na avaliação do desempenho de métodos de análise de 

microarranjos, pois a simulação possibilita a manipulação das variáveis envolvidas, 

possibilitanto o controle do resultado esperado. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo Geral 

Comparar o desempenho do teste t de Student e do teste t Bayesiano 

aplicados a dados de microarranjos simulados. 
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1.2.2 Objetivos Específicos 

• Comparar o número de verdadeiro-positivos e falso-positivos dos dois 

testes estatísticos na detecção de genes diferencialmente expressos em 

dados simulados de microarranjos; 

• Avaliar o impacto de três diferentes métodos de transformação no 

desempenho dos testes estatísticos aplicados a dados simulados de 

microarranjo; 

• Avaliar o impacto do número de replicações no desempenho dos testes 

estatísticos aplicados a dados simulados de microarranjo. 

1.3 Estrutura do Trabalho 

O Capítulo 2 apresenta a fundamentação teórica da técnica de microarranjo 

(2.1), dos métodos de transformação (2.2), dos testes estatísticos (2.3) e da simulação 

realizada (2.4). No tópico fundamentação da técnica de microarranjos, são 

apresentados os conceitos básicos de genética, esclarecendo a estrutura do DNA e 

sua função no organismo humano. Também são abordados os mecanismos de 

duplicação, transcrição e tradução, responsáveis pela transferência da informação 

genética entre as estruturas celulares e o modo de ação sobre o organismo. Além 

disso, são apresentados os fundamentos das principais técnicas de análise da 

expressão gênica que precederam o microarranjo, bem como as etapas na preparação 

do mesmo. Os métodos de transformação aplicados nesse trabalho estão descritos no 

tópico 2.2, abordando os métodos Shift, Lowess e Linlog. Serão apresentadas as 

bases teóricas e a forma esperada como cada um modifica o resultado apresentado. 

Dois diferentes testes estatísticos são comparados nesse trabalho: o teste t de 

Student e uma forma de teste t Bayesiano empírico. Ambos são apresentados no 

tópico 2.3. 
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No Capítulo 3 encontra-se a metodologia utilizada na simulação e análise dos 

dados de microarranjo. Os resultados dessa análise estão no Capítulo 4. O Capítulo 5 

se destina à discussão dos resultados encontrados e as conclusões do trabalho são 

apresentadas no Capítulo 6. 
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CAPÍTULO 2 

2FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Fundamentação da Técnica de Microarranjo 

2.1.1 O DNA, o RNA e o Dogma Central da Biologia Molecular 

O funcionamento do organismo humano depende da informação genética 

contida nas longas cadeias de DNA presentes no interior de cada célula. Essa 

informação consiste, essencialmente, de instruções para a produção de proteínas. A 

simplicidade química do DNA dificultou, em muito, a sua aceitação como material 

genético [1]. 

O DNA é composto por duas longas cadeias de nucleosídeos unidas por 

pontes de hidrogênio [1]. A descoberta dessa estrutura por WATSON et al. [68] 

permitiu um rápido avanço na compreensão da forma como a informação genética é 

mantida, utilizada e repassa às gerações subseqüentes. 

Cada nucleotídeo presente no DNA, um nucleosídeo sem o revestimento de 

açúcar externo, é identificado por meio da sua base nitrogenada. Em todo o genoma, 

existem apenas quatro tipos diferentes de bases nitrogenadas: adenina (A), timina (T), 

guanina (G) e citosina (C). A grande gama de informação genética surge da 

combinação desses quatro tipos de nucleotídeos em seqüências de diferentes 

comprimentos. Os genes são seqüências específicas de nucleotídeos que contêm as 

informações necessárias para a produção de proteínas. 

Uma vez que o DNA é composto de duas fitas opostas, existe um pareamento 

entre as bases de uma fita em relação àquelas na fita oposta. Essa relação é única, de 

forma que a base adenina deverá estar, invariavelmente, ligada a uma base timina na 
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fita oposta, e vice-versa. O mesmo se observa com as bases guanina e citosina. Essa 

relação entre as bases é crítica para os processos de transmissão da informação 

genética. 

Antes da divisão celular, é necessário que as longas cadeias de DNA 

presentes no núcleo da célula sejam copiadas para serem repassadas à célula-filha. A 

esse processo dá-se o nome de replicação do DNA. 

Durante a replicação, a dupla fita de DNA é separada e cada fita serve de 

molde para a criação de uma nova. Essa nova seqüência de DNA gerada contém os 

mesmos nucleotídeos da seqüência oposta, devido à complementaridade entre as 

bases (Figura 2.1). Cada fita dá origem, dessa forma, a uma cadeia de DNA 

complementar a si mesma e idêntica à fita oposta. Uma enzima, chamada DNA-

polimerase, se liga ao DNA e segue de nucleotídeo em nucleotídeo, acrescentando 

um elemento à nova seqüência em acordo com o nucleotídeo lido na fita que serve de 

molde. Após a passagem dessa enzima, o DNA volta a se fechar. 

A informação contida nos genes não age diretamente sobre a célula, mas 

através de uma molécula mensageira de ácido ribonucléico (mRNA) [53]. O mRNA é 

uma cadeia de nucleotídeos similar ao DNA, mas se apresenta como uma fita simples 

e não dupla e, ao contrário do DNA, o açúcar presente em seu nucleosídeo é uma 

ribose, ao invés de uma desoxirribose. Outra diferença importante é a presença da 

base nucleotídica uracil (U) em substituição à base timina. 

A produção de uma molécula de mRNA é denominada de transcrição. Esse 

processo se dá de forma muito similar à replicação. A fita dupla de DNA se abre e a 

enzima RNA-polimerase se liga ao sítio específico do gene a ser expresso. Essa 

enzima se desloca, utilizando a seqüência de bases do gene como molde para o 

pareamento na formação da molécula de mRNA. Conforme o deslocamento segue, 

novos nucleotídeos são adicionados, até o fim da seqüência contida no gene. A 
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relação entre as bases também se mantém, exceção feita à base timina, que está 

ausente. O processo de transcrição é ilustrado na Figura 2.2. 

 

 

 

 

Figura 2.1 – Replicação do DNA. A dupla fita de DNA original se 
abre e cada fita individual serve de molde para uma nova [50]. 
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Essa molécula transporta a informação do gene até o ribossomo, presente no 

retículo endoplasmático. No ribossomo, o mRNA será decodificado em subunidades 

de três nucleotídeos, denominadas códons. Para cada códon existe um aminoácido 

correspondente que será adicionado à proteína em formação. A Tabela 2.1 apresenta 

a relação entre os códons e os aminoácidos. É através das proteínas que a 

informação genética contida no DNA irá atuar na regulação dos mecanismos celulares. 

A Figura 2.3 mostra a relação entre a seqüência de bases presentes no DNA, 

as bases do mRNA e os aminoácidos das proteínas. Essa relação, conhecida como o 

Dogma Central da Biologia Molecular [17], foi fundamental no desenvolvimento de 

diferentes técnicas de análise genética, inclusive a de microarranjo. 

Figura 2.2 – Transcrição. A RNA polimerase separa as duas 
fitas de DNA e utiliza uma como molde para o mRNA. Adaptado 
de Lehninger et al. [42] 
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2.1.2 O Microarranjo de DNA 

De acordo com PASSARGE et al. [50], a genômica é a área de estudo 

interessada em aspectos que vão além da genética, como o seqüenciamento de 

mapas genômicos, identificação de genes e análise funcional, entre outros. Este último 

aspecto é objeto de um ramo fundamental, o da genômica funcional, que tem recebido 

especial atenção. 

O foco da genômica funcional está na determinação da função que cada gene 

desempenha no funcionamento celular e na resposta aos estímulos sofridos por esta 

célula. O papel dos genes no desenvolvimento de doenças com origem genética é 

também um promissor ramo da genômica. 

Diversas técnicas vêm sendo utilizadas há décadas na análise da expressão 

gênica em resposta a condições determinadas [25]. A despeito de suas diferenças e 

especificidades, todas apresentam em comum o uso da hibridação como princípio. 

Com base no Dogma Central da Biologia Molecular, duas seqüências de nucleotídeos 

só irão se ligar (hibridar) se houver complementaridade entre as suas bases. 

O Northern Blot é o método mais utilizado para a determinação da abundância 

de mRNA em uma célula, devido à sua relativa simplicidade [53]. A técnica é uma 

adaptação do Southern Blot [61]. O mRNA extraído de células que apresentem uma 

determinada característica é fixado a uma membrana. A membrana é, então, exposta 

a uma solução contendo clones de DNA de um gene de interesse (sondas de DNA), 

possibilitando a hibridação de seqüências complementares. Após a lavagem da 

membrana, para retirar o excesso de solução não hibridada, o grau de hibridação pode 

ser observado pela marcação prévia das sondas de DNA, através de marcador 

químico ou radioativo. 



 

 13

 

Tabela 2.1. Relação entre os códons e os aminoácidos traduzidos. Em destaque, os aminoácidos 
que indicam o início (Met) e o fim da tradução.  
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A técnica de Ensaio de Proteção à Ribonuclease (RPA) se dá de forma muito 

similar, mas tenta remover hibridações parciais e não-específicas. Outras técnicas 

como o Dot Blot, Slot Blot e Fast Blot foram desenvolvidas com objetivo de simplificar 

os procedimentos [53], mas possuem essencialmente os mesmos fundamentos e as 

mesmas limitações. 

Figura 2.3 – Dogma Central da Biologia Molecular. 
Uma das fitas do DNA serve de molde ao mRNA 
durante a transcrição. Este, por sua vez, determina a 
seqüência de aminoácidos durante a tradução. 
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Um dos maiores problemas na utilização dessas técnicas está na necessidade 

de análise de um pequeno número de genes por vez. Mesmo que seja possível 

reutilizar a membrana contendo o mRNA ainda preso a ela, a análise de milhares de 

genes, ou mesmo de algumas centenas, torna-se uma tarefa inviável. 

Em uma abordagem alternativa, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é 

uma técnica acelular, rápida e sensível para a amplificação de segmentos de DNA 

[50]. Utilizando seqüências de oligonucleotídeos complementares às seqüências 

adjacentes ao segmento investigado, a técnica força a fixação da polimerase nessa 

região e a ativação da seqüência-alvo. Numa reação em cadeia, cada seqüência 

expressa serva de molde para a produção de novas seqüências, ocasionando a 

amplificação do segmento de DNA. A técnica pode também ser utilizada a partir do 

mRNA presente no citoplasma, utilizando a enzima transcriptase reversa (RT-PCR). A 

principal limitação desta técnica, uma das principais utilizadas atualmente no estudo 

de expressão gênica, está na necessidade de conhecimento prévio do segmento de 

DNA a ser analisado. Assim, ela pode ser utilizada como forma de comprovar os 

achados de um microarranjo, por exemplo, mas não na descoberta de novas 

seqüências relacionadas a condições de interesse. 

Os microarranjos de DNA possibilitam a análise simultânea da expressão de 

milhares de genes [58] e vêm sendo utilizados desde a década de 1990 [59]. Essa 

característica pode proporcionar uma grande quantidade de novos conhecimentos 

sobre os mecanismos de sistemas vivos [10]. Diferentemente das técnicas anteriores, 

no microarranjo, as sondas de DNA é que são imobilizadas em uma superfície e 

expostas à solução. É importante frisar que o microarranjo é uma técnica de “pré-

seleção” de genes-candidatos, que devem ter sua relação com a condição de 

interesse confirmada por outros métodos, como a RT-PCR descrita acima. 
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2.1.3 Preparo de um Microarranjo de DNA 

O microarranjo é desenvolvido a partir de dois passos que ocorrem 

paralelamente e um terceiro que combina esses dois. A Figura 2.4 mostra a 

preparação de uma lâmina de microarranjo. Inicialmente, uma amostra de RNA é 

extraída de uma célula de interesse, denominada condição controle, e, por meio da 

enzima transcriptase reversa, é convertida em uma amostra de cDNA, ou seja, uma 

fita simples de DNA com seqüência complementar ao RNA que lhe deu origem. Essa 

amostra de cDNA é marcada com um marcador específico. Os marcadores mais 

comuns são a cianina-3 (Cy3) e a cianina-5 (Cy5). Em geral, a cianina-3 é utilizada 

para a amostra da condição controle. 

Uma segunda amostra é extraída de uma célula diferente, denominada 

condição experimental, e o processo de transcrição reversa é repetido. Essa amostra 

é individualizada utilizando um marcador (cianina-5) diferente daquele utilizado para a 

amostra controle. A seguir, as duas amostras, controle e experimental, são 

combinadas. O processo pode ser repetido tantas vezes quantos forem os protocolos 

experimentais a serem analisados. 

Paralelamente, uma série de sondas de cDNA são depositadas em uma lâmina 

de vidro, seguindo um arranjo matricial. A lâmina é exposta à solução formada com as 

amostras de cDNA geradas a partir das células controle e experimental para que 

possa haver hibridação entre as amostras e as seqüências impressas na lâmina. 
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O microarranjo se apresenta como uma técnica de hibridação competitiva [10], 

onde a quantidade de hibridação ocorrida entre a amostra e uma determinada 

seqüência impressa na lâmina indica o grau de atividade do gene correspondente na 

célula no momento de extração do RNA. 

2.1.4 Análise de Imagens de um Microarranjo de DNA 

Após a exposição da lâmina à solução contendo os cDNAs marcados, a 

mesma é irradiada em microscópio confocal a laser, também chamado de scanner. 

Essa irradiação excita os marcadores fluorescentes e essa excitação é lida pelo 

scanner para cada um dos marcadores utilizados. 

Como resultado, obtém-se uma imagem da lâmina para cada condição (ou 

canal) avaliada, em que cada ponto (spot) apresenta diferentes tons de cinza, de 

acordo com a quantidade de hibridação ocorrida, medida em quantidade de pixels em 

cada ponto, uma para cada marcador utilizado. Essas imagens são combinadas e 
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coloridas digitalmente, gerando-se as cores que são vistas: verde, vermelho e 

amarelo. Essa coloração visa facilitar a inspeção visual do resultado obtido (Figura 

2.5). 

Um importante ponto a ser considerado nessa etapa diz respeito à limitação 

técnica do scanner. Em geral, os equipamentos utilizados apresentam capacidade 

para gerar imagens de 16 bits (65,536 tonalidades de cinza). Dessa forma, caso 

ocorra um valor superior a esse limite, tem-se o que é denominado de “saturação”. 

Nessa condição, apesar do volume de hibridação ter sido superior ao limite, o 

resultado apresentado será o próprio limite, com perda do restante do sinal. Em caso 

de grande número de spots saturados é recomendado que se faça novamente a 

passagem da lâmina pelo scanner em menor intensidade [18]. 

 

 

 

Figura 2.5 – Exemplo de uma imagem de microarranjo já colorida 
(adaptada de http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/images/microarray.gif – Acesso 
em 03/06/07) 

http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/images/microarray.gif
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A intensidade dos pixels atribuídos a cada ponto em cada condição indica o 

grau de hibridação ocorrida entre a amostra de mRNA e a seqüência específica 

contida no ponto. Antes de se analisar os resultados obtidos, os dados necessitam 

passar por técnicas de normalização e transformação, reduzindo o efeito das fontes de 

variação inerentes ao experimento, conforme será visto a seguir. 

2.2 Métodos de Transformação 

Mesmo com a automação de boa parte do processo de construção de um 

experimento de microarranjo e a normatização crescente dos procedimentos, os 

resultados obtidos apresentam-se contaminados por erros de medida. 

Erros de medida são variações entre as condições analisadas que não são 

originadas por diferenças reais entre as mesmas. Diversas são as fontes de 

variabilidade presentes em um experimento de microarranjo, como efeitos de 

saturação, flutuações na quantidade de sonda, hibridação não específica e outras, que 

dão origem a esses erros [41]. 

Basicamente, erros de medida podem ser classificados como sistemáticos e 

aleatórios. O erro sistemático se apresenta de maneira mais ou menos uniforme em 

todos os componentes da amostra analisada (lâminas). Aparece como uma tendência 

geral dos resultados serem diferentes em uma direção particular [6]. 

Em microarranjos, a principal fonte de erro sistemático está relacionada aos 

marcadores fluorescentes utilizados. A cianina-5 (Cy5) e a cianina-3 (Cy3) podem ter 

diferentes graus de incorporação às seqüências de mRNA da amostra, assim como o 

scanner de leitura poderá apresentar diferentes sensibilidades a cada um dos tipos de 

marcador. Essa fonte de erro foi descrita em experimentos onde a mesma amostra foi 

dividida, marcada com os dois corantes, e hibridada na mesma lâmina (experimentos 
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de marcação reversa). Ainda que não houvesse diferença entre as amostras, essa 

pôde ser observada devido ao erro sistemático relacionado ao marcador utilizado [22]. 

Por outro lado, o erro aleatório está ligado a variações biológicas das amostras 

ou mecânicas (instrumentais) inerentes ao experimento, ou a inconsistências no 

próprio protocolo experimental [15]. São fontes de erro aleatório as variações na 

quantidade de material depositado em cada ponto na construção do microarranjo, 

contaminação da lâmina por poeira ou outros tipos de sujeira e hibridação não 

específica. 

O erro aleatório é mais difícil de ser retirado na fase de análise dos dados, 

devendo ser minimizado durante a elaboração do próprio experimento. No entanto, 

seu impacto nos resultados é menor, pois o resultado almejado é exatamente uma 

tendência no comportamento (sobre-expresso ou sub-expresso) de um ou mais genes 

na amostra analisada. Ao contrário, o erro sistemático pode influir profundamente nos 

resultados obtidos. Mas seu efeito é mais fácil de ser isolado  e ele pode ser removido 

com maior ou menor grau de eficiência, dependendo do método de transformação 

utilizado. 

2.2.1 Razão R/G 

A primeira transformação aplicada aos resultados de um microarranjo é a 

relativização dos valores observados para cada canal (condição) em cada ponto 

(gene). O nome “Razão R/G” se deve ao uso do corante Cy5 (vermelho – Red) para a 

condição experimental e Cy3 (verde – Green) para a condição controle (Equação 2.1). 

Assim, a Razão R/G descreve o nível de expressão de um gene j na condição 

experimental (YRj) em relação à expressão desse mesmo gene na condição controle 

(YGj).  
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 Rj
j

Gj

Y
r

Y
=  (2.1) 

Essa transformação pode reduzir a variabilidade que surge da diversidade 

biológica, entre outras fontes, reduzindo o erro aleatório. Ao invés de observar e 

comparar valores absolutos que podem variar enormemente entre indivíduos, com a 

razão passa-se a observar a relação entre as condições analisadas. 

2.2.2 Logaritmo 

Apesar das vantagens descritas para a utilização da Razão R/G, o método 

também apresenta limitações. A mais importante é que a razão irá atribuir pesos 

diferentes a genes sobre-expressos e sub-expressos [52]. Genes sobre-expressos 

com um fator 2, por exemplo, irão apresentar uma razão de expressão igual a 2. 

Genes sub-expressos com fator 2, por outro lado, apresentarão razão igual a 0,5, 

mesmo que, biologicamente, tenham o mesmo significado. 

O logaritmo da razão (Equação 2.2) proporciona a atribuição do mesmo valor a 

genes sobre- e sub-expressos pelo mesmo fator, ocasionando apenas inversão no 

sinal. Assim, log2(2)= 1 e log2(½)= -1. Logaritmos com diferentes bases podem ser 

utilizados, pois a base afeta apenas o valor obtido, não as propriedades desejadas 

[13]. 

 2 2( ) Rj
j

Gj

Y
Log r Log

Y
⎛ ⎞

= ⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

 (2.2) 

Essa transformação possui a vantagem de proporcionar simetria à distribuição 

das razões (normalização), pressuposto básico de diversos testes estatísticos [23]. A 

transformação logarítmica tem uma vantagem adicional de contribuir para a 

estabilização da variância [14], outro pressuposto de muitos testes estatísticos 

paramétricos [64]. 
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Os dois métodos descritos até aqui são geralmente aplicados aos dados de 

microarranjos. Porém, apesar de contribuir na análise dos dados, métodos adicionais 

de transformação devem ser aplicados. A escolha dos métodos seguintes depende da 

característica do erro assumido e eles podem ser aplicados individualmente ou em 

conjunto. 

2.2.3 MA plot 

Após a transformação dos dados resultantes de um experimento de 

microarranjo através da Razão R/G e do Logaritmo podem ainda restar erros de 

medida comprometedores para a análise dos dados. 

Antes de selecionar algum método adicional de transformação dos dados, 

torna-se necessário observar a natureza dos dados. A melhor forma de visualização 

dos dados com respeito à análise da natureza do erro de medida é através de um 

gráfico da razão pela média da intensidade (MA plot). Nesta representação gráfica, a 

diferença é expressa em função da média entre os canais ou, no caso dos dados 

transformados, o logaritmo da razão entre os canais é expresso em função da média 

do logaritmo (Equação 2.3). 

  
( ) ( )

( ) ( ) ( )

2 2 2

2 2
2

1
2 2 2

Rj
Rj Gj Rj Gj

Gj

Rj GjRj Gj
Rj Gj

Y
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Y

Log Y Log YY Y
Log Y Y

⎧ ⎛ ⎞
− ⇒ − ⇒⎪ ⎜ ⎟⎜ ⎟⎪ ⎝ ⎠⎨

⎪ ++
⇒ ⇒ ∗ ∗⎪

⎩

 (2.3) 

O resultado dessa representação (Figura 2.6) é um diagrama de espalhamento 

similar a representar graficamente o canal R em função de G, mas com uma rotação 

de 450. 

Em um MA plot é possível observar, com maior facilidade, a presença e 

magnitude dos erros. Espera-se que a maioria absoluta dos genes em um 
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microarranjo não apresente diferença significativa entre as condições. Desta forma, a 

maior parte dos pontos no gráfico deverá possuir valor igual a zero para o logaritmo da 

razão entre os canais. Uma reta de regressão linear a partir destes pontos teria 

intercepto e coeficiente de inclinação iguais a zero. Pequenas variações a partir desta 

reta são, em geral, associadas ao erro aleatório (Figura 2.6). 

 

 

O erro sistemático mais simples se mostra como um desvio significativo do 

intercepto da reta de regressão. Esse desvio será ocasionado pela tendência de 

dominância de um canal em relação ao outro (Figura 2.7). 

Quando o coeficiente de inclinação dessa reta de regressão se mostra 

significativo, existe um tipo mais complexo de erro sistemático, onde existe relação 

entre o tamanho do erro sistemático e a intensidade do sinal verificado. Em 

microarranjos essa forma de erro sistemático é comum, mas raramente é linear, 

Figura 2.6 – Exemplo de MA plot. Observar a reta representando a média das razões 
igual a zero e o erro aleatório dos dados. 
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tornando necessária a utilização de métodos de transformação não-lineares (Figura 

2.8). 

 

 

Figura 2.7 – MA plot indicando um erro sistemático aditivo. Note como a linha 
que indica a média das razões (1) se afasta do zero (2). 

1 
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2.2.4 Método Shift de Transformação 

O método shift [39], também conhecido como método de transformação global 

[71], é o mais simples e um dos primeiros métodos de transformação aplicados a 

procedimentos de microarranjos [22, 71]. O objetivo é estimar uma constante a ser 

aplicada ao sinal bruto de cada canal do microarranjo de maneira a reduzir o 

componente aditivo do erro sistemático [39]. 

Neste método, o valor transformado (Zij) é o logarítmo do sinal medido (Yij) 

adicionado a uma constante C (Equação 2.4). 

 
( )
( )

2

2

Ri Ri

Gi Gi

Z Log Y C

Z Log Y C

⎧ = +⎪
⎨

= −⎪⎩
 (2.4) 

Figura 2.8 – MA plot indicando um erro sistemático com dependência entre a 
razão e a média. A relação não é linear, o que pode ser visto pelo fraco ajuste 
da reta (1) em relação ao ajusto quadrático (2). 

1 
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KERR et al. [39] recomendam a estimação da constante C que irá reduzir o 

desvio absoluto médio (MAD). O uso desta estatística ao invés do método dos 

mínimos quadrados objetiva reduzir a interferência dos genes diferencialmente 

expressos, cujas razões se afastam muito da média. Numa abordagem mais simples, 

a constante C pode ser estimada, simplesmente, pela média ou mediana das razões 

[22]. 

A utilização de uma mesma constante a ser adicionada a um canal e subtraída 

do canal oposto é preferível, uma vez que diferentes valores para cada canal torna a 

definição da constante a ser utilizada muito difícil, pois apresenta um grande número 

de soluções possíveis [57]. 

O método shift apresenta a limitação de desconsiderar possíveis dependências 

do erro em relação à intensidade do sinal e variações espaciais, comprometendo seu 

resultado [22, 38, 71]. KERR et al. [39], por outro lado, afirmam uma preferência em 

relação a este método por ser robusto e com interpretação simples, embora assumam 

que não há garantias de que o método vá funcionar bem em qualquer conjunto de 

dados de microarranjos. 

2.2.5 Método Lowess de Transformação 

O método Lowess de transformação foi desenvolvido como um método de 

suavização de diagramas de espalhamento ainda na década de 1970 [16]. Após a sua 

aplicação inicial em microarranjos [71], este método vem sendo amplamente utilizado 

na transformação desse tipo de dado [9, 18]. 

O Lowess é aplicado diretamente sobre o MA plot. Inicialmente, uma fração ƒ 

dos genes é selecionada em cada lâmina. Para essa fração, é ajustado um polinômio 

de ordem d, sendo atribuídos pesos diferentes para os genes de acordo com a 

distância de cada gene dentro da fração selecionada em relação ao gene central 



 

 27

analisado, utilizando uma função de pesos W. Em seguida, os pesos são recalculados 

a partir da diferença entre o valor inicial e o ajustado. O processo se repete por um 

número t de interações[16]. Dessa forma, é definido o fator de calibração (constante C) 

a ser subtraído ao sinal para a correção do erro sistemático [52]. 

Uma possível limitação do método é que o polinômio é obtido a partir do 

método dos mínimos quadrados. Os genes diferencialmente expressos podem 

influenciar a estimação por este método [39]. No entanto, seu efeito é, em geral, 

pequeno, pois apenas uma pequena proporção dos genes serão expressos de forma 

significativamente diferente entre os canais [9, 71]. Além disso, o processo de 

interações reduz o impacto desses genes através da atribuição de pesos reduzidos 

[16]. 

Uma dificuldade na utilização do Lowess é a determinação do tamanho da 

fração dos genes utilizada na determinação do espaço reconhecido como local (span) 

[39]. Se este parâmetro, identificado por ƒ, for muito pequeno, haverá uma super-

adequação aos dados, de modo que genes diferencialmente expressos terão seu valor 

alterado. Por outro lado, ao utilizar uma fração muito grande, não será alcançado o 

efeito desejado sobre o erro sistemático [9, 18, 39]. Formas complexas já foram 

sugeridas para estimar o parâmetro ƒ [23], porém um valor entre 0,2 e 0,5 é 

normalmente utilizado [16, 71]. 

Os demais parâmetros a serem selecionados (d, t e W) possuem valores de 

referência que podem ser utilizados com sucesso em quase todas as situações [16].  

2.2.6 Método Linlog de Transformação 

O método Linlog é um dos métodos menos utilizados até o presente. Ele foi 

proposto por CUI et al. [18], como uma simplificação da transformação arco-seno 

hiperbólico (arsinh) de HUBER et al. [33]. 
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Novamente, a homocedasticidade é pressuposto de diversos métodos 

estatísticos, embora essa característica nem sempre esteja presente em resultados de 

microarranjos. Freqüentemente, a variância diminui com o aumento da intensidade 

[56]. 

O principal objetivo do método Linlog é a estabilização da variância por todo o 

espectro de intensidade de um microarranjo, sem necessariamente corrigir curvaturas 

que possam existir no MA plot [18]. 

 Em um microarranjo, erros aditivos originados de diferenças de background 

têm maior impacto em genes com menor intensidade de sinal. Por outro lado, erros 

multiplicativos, relacionados especialmente ao efeito do corante utilizado, afetam 

principalmente os genes com maior intensidade de sinal [18]. 

 O método Linlog transforma os genes com baixo nível de expressão a partir de 

um modelo linear, enquanto os genes de alta expressão sofrem uma transformação 

logarítmica, transformando os erros multiplicativos em aditivos. 
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Z Log d Y d

Ln d Ln

Z Log Y Y d

⎧
= − + <⎪

⎨
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 (2.5) 

O que precisa ser determinado neste método é o ponto de divisão entre os 

genes que serão considerados de baixa expressão e aqueles que serão considerados 

como de alta expressão. É o parâmetro di da Equação 2.5, acima. CUI et al. [18] citam 

que este ponto pode ser estimado pela minimização do desvio absoluto médio na 

amplitude interquartílica dos logaritmos das razões em relação à mediana, mas 

também pode ser fixado, em termos práticos, entre 25 e 30% dos genes. 

Diferentes métodos de transformação vêm sendo aplicados a procedimentos 

de microarranjos, utilizando diversas informações como a localização do ponto na 
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lâmina ou grupos de genes-controle. Aqui, restringiu-se à descrição destes três 

métodos, por apresentarem a essência dos demais métodos. 

2.3 Testes Estatísticos 

Um teste estatístico é um método que pretende inferir as características de 

uma população a partir de informações extraídas de uma amostra. Os testes 

paramétricos apresentam, em geral, a mesma dinâmica: cálculo de uma estatística, 

baseada em valores de diferenças e dispersões, comparação desta estatística com 

uma população padrão e determinação da probabilidade da estatística nessa 

população padrão. 

A grande limitação dos testes estatísticos paramétricos está na sua forte 

dependência de pressupostos em relação à sua população padrão. O 

comprometimento destes pressupostos compromete também a validade do resultado 

obtido. Em microarranjos, que apresentam quase sempre um baixo número de 

replicações (pequeno tamanho amostral), a garantia desses pressupostos é muito 

fraca. No entanto, a utilização de testes não-paramétricos, mais independentes em 

relação aos pressupostos teóricos, apresentam comprometimento do poder estatístico, 

especialmente com baixo número de replicações. 

A seguir, serão descritos dois dos principais testes estatísticos utilizados na 

análise de microarranjos.  

2.3.1 Teste t de Student 

A base teórica que fundamenta o teste t de Student é a mesma da distribuição 

normal de probabilidade, e já estava disponível na última metade do século XIX [26]. O 

teste surgiu, no entanto, no início do século XX, a partir das observações e 

experimentações práticas de STUDENT [63]. 
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O teste t é um teste para comparação de médias, onde o objetivo é observar a 

probabilidade de ocorrência do resultado encontrado para a média calculada a partir 

da hipótese nula que é a de igualdade entre as médias populacionais das amostras 

comparadas. 

Após o cálculo da média para o logaritmo das razões entre os canais, essa 

média é subtraída da média teórica esperada sob a hipótese nula. No caso dos 

microarranjos, a hipótese nula é a inexistência de diferença no nível de expressão de 

um gene nas duas diferentes condições analisadas. O valor esperado para a razão é, 

portanto, igual a 1. Como se está trabalhando com o logaritmo da razão, esse valor 

será, na realidade, igual a zero. 

O valor resultante dessa diferença, que será a própria média dos logaritmos 

das razões, é, então, padronizado através da divisão pelo erro padrão da média 

(Equação 2.6). O resultado é a estatística t. 

 
2
r

rt
s
n

=  (2.6) 

Onde r  é a média dos logs das razões, sr é o desvio-padrão dos logs das 

razões e n é o número de replicações (lâminas). 

O método leva em consideração não só a diferença (razão) entre os canais, 

mas também a dispersão dos dados. Assim, pequenas diferenças médias podem ser 

significativas na presença de uma pequena dispersão, enquanto mesmo grandes 

diferenças podem não ser significativas, caso a dispersão seja muito grande. 

A estatística t é utilizada para calcular a probabilidade utilizando uma 

distribuição t padronizada com média zero, erro-padrão 1 e n-1 graus de liberdade. 

Quanto maior o valor da estatística t, menor a probabilidade de aquela diferença 
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pertencer à distribuição sob a hipótese nula e, por isso, estar relacionada ao acaso. 

Para valores de probabilidade iguais ou menores que um valor definido a priori, a 

diferença é considerada estatisticamente significativa. 

Os genes diferencialmente expressos (genes DE) são aqueles que apresentam 

diferença estatisticamente significativa entre as duas condições. 

A dependência dos graus de liberdade (n-1) é o principal avanço oferecido pelo 

trabalho de Gosset (que assumiu o pseudônimo de Student) [63], posteriormente 

fundamentado matematicamente por FISHER [29]. Através de observações práticas e 

de simulações de Monte Carlo, Gosset observou que a teoria da distribuição normal, 

incluindo o teorema do limite central, era robusta apenas para amostras de tamanho 

grande (n>30). Em pequenas amostras, a curva de distribuição de probabilidades se 

afastava da distribuição normal, mostrando-se tão mais achatada quanto menor fosse 

o tamanho amostral (Figura 2.9). 

 

 

Figura 2.9 – Distribuição t de Student. A distribuição com três graus de liberdade 
(traço-ponto) é mais achatada que aquela com 30 graus de liberdade (pontilhado). 
Existe uma diferença muito pequena entre esta última e aquela com 100 graus de 
liberdade (traço). 



 

 32

É importante observar que esse pequeno número de replicações, comum em 

microarranjos, possui dois possíveis efeitos que podem impactar no resultado de um 

teste t de Student. Em primeiro lugar, uma distribuição de probabilidade mais achatada 

irá acarretar na necessidade de uma estatística t mais elevada de forma a garantir um 

valor de probabilidade baixo o suficiente para alcançar uma significância estatística 

(Figura 2.9). 

O segundo efeito está relacionado ao cálculo do erro-padrão da média 

(Equação 2.6). Para uma mesma média e desvio-padrão das razões, quanto maior o 

número de replicações, maior o valor da estatística t. 

O pressuposto de normalidade da população de origem da amostra pode ser 

prescindido sem maiores prejuízos, podendo ser substituído pela exigência de uma 

população aproximadamente simétrica [14]. Mais ainda, a transformação logarítmica 

da razão, citada anteriormente, tende a normalizar a distribuição das razões [14, 28]. 

2.3.2 Teste t Bayesiano 

A inferência Bayesiana é uma abordagem alternativa aos testes de hipótese. 

Seu nome se deve a Thomas Bayes, cujo trabalho, publicado postumamente em 1763, 

serviu de base para o desenvolvimento da inferência Bayesiana [35]. 

A probabilidade calculada a partir do Teorema de Bayes (Equação 2.7) recebe 

o nome de probabilidade condicional. Nesta abordagem do cálculo de probabilidades, 

é possível adicionar à informação obtida através da coleta de dados, o conhecimento 

do pesquisador sobre o fenômeno estudado.  

 ( ) ( ) ( )
( )
∗

=
Prob | Prob

Prob |
Prob

D P P
P D

D
 (2.7) 
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No Teorema de Bayes, a probabilidade de que os dados (D) venham de uma 

determinada distribuição (P) é dado pelo produto da probabilidade que esses dados 

apresentam nessa distribuição (Prob(D|P)) e da probabilidade subjetiva que o 

pesquisador tem sobre a mesma distribuição (Prob(P)), ou probabilidade a priori, 

normalizados pela própria probabilidade total dos dados (Prob(D)). O resultado é a 

probabilidade posterior, ou a posteriori, de que os dados tenham sido originados na 

distribuição em questão. 

A possibilidade de acrescentar informação subjetiva à informação obtida com 

os dados permite o tratamento estatístico de situações com baixa replicação ou 

mesmo eventos que não permitem replicação alguma [35]. 

A informação acrescentada aos dados na inferência Bayesiana se dá pela 

atribuição de uma distribuição de probabilidade ao parâmetro utilizado. Essa 

distribuição é denominada de distribuição a priori e, ao acrescentar informação aos 

dados, aumenta o poder estatístico destes. Na prática, a distribuição a priori tem o 

mesmo efeito que aumentar o tamanho da amostra utilizada. A informação 

acrescentada pode ter origem em conhecimento prévio do pesquisador sobre o 

problema ou nos próprios dados (Bayesiano empírico). 

Um grande problema na utilização da inferência Bayesiana pura aplicada a 

experimentos de microarranjos está relacionada, novamente, ao baixo conhecimento 

não só sobre a atividade de um gene específico em uma condição determinada, mas 

também ao pouco conhecimento sobre a relação na atividade de vários genes 

analisados simultaneamente. 

Uma possível solução para a estimação da distribuição a priori a ser utilizada 

em microarranjos é o método Bayesiano Empírico [37]. Neste método, os parâmetros 

da distribuição a priori são determinados a partir dos próprios dados gerados pelo 

experimento. Por isso, esse método não é considerado propriamente um método 
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Bayesiano [55]. Exemplos de aplicação em dados de microarranjos desse método 

foram apresentados por BALDI et al. [8], TUSHER et al. [66], EFRON et al. [24] e 

outros. Atualmente, o número de métodos Bayesianos desenvolvidos para 

microarranjos é muito grande e continua crescendo. Na prática de microarranjos, os 

métodos Bayesianos têm sido utilizados melhorar a estimação da dispersão dos dados 

com poucas replicações. 

O método proposto por BALDI et al. [8], por exemplo, utiliza a média dos 

desvios-padrões dos genes com intensidade de sinal similar para estimar o desvio-

padrão da distribuição a priori de cada gene, que é combinada no denominador da 

estatística t. 

 
( )2 2

0 0

0

1
2

rt
n s
n
n

ν σ
ν

=
⎛ ⎞+ −
⎜ ⎟+ −⎝ ⎠

 (2.8) 

A média das razões ( r ) é estimada da forma usual, assim como a variância 

das razões (s2). O desvio-padrão da priori (σ0) tem grau de confiança (ν0) determinado 

pelo pesquisador e varia em função do número de amostras utilizadas, segundo a 

equação  

 0K nν= +  (2.9) 

Os autores descrevem que o valor de K pode ser estabelecido como sendo 

igual a duas ou três vezes o número de amostras e  utilizam a distribuição Normal 

como modelo a ser adotado para a distribuição a priori. 

A estatística t observada aqui será utilizada como aquela calculada pelo teste 

de Student, sendo genes DE aqueles com diferença significativa. 
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CAPÍTULO 3 

3MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Simulação 

3.1.1 Conjunto Sem Distorção 

Os dados utilizados na comparação do desempenho dos testes estatísticos 

foram simulados através do modelo de CUI et al. [18]. 

 
η ζ ε δ+= + + +j ij

ij i i ij j ijY a bX e  (3.1) 

Onde o sinal medido no gene j  na condição i (Yij) é a combinação linear do 

ruído de fundo da lâmina, ou background (ai), do sinal real de hibridação ocorrida (Xij) 

e dos erros aditivos (εj – comum às duas condições; δij– específico de cada condição) 

e multiplicativos (ηj – comum; ζij – específico). O valor do sinal real Xij foi extraído de 

uma distribuição Lognormal (7±1,9) [18, 32]. Para maior controle dos resultados, o 

sinal real foi igual nas duas condições para um mesmo gene (X1j=X2j) [18]. Os erros 

aditivos e multiplicativos foram extraídos de distribuições Normais com média igual a 

zero. Os desvios das distribuições de erro e os valores de background e do coeficiente 

do modelo são apresentados na Tabela 3.1. Estes valores  foram replicados de CUI et 

al. [18]. 

Cada conjunto de simulação foi composto de 50 lâminas, com 4000 genes em 

cada. Foram selecionados aleatoriamente 80 genes em cada lâmina para 

representarem genes diferencialmente expressos (DE), ou seja, aqueles que 

apresentam nível de expressão maior ou menor em uma das condições analiadas. Os 

mesmos genes foram utilizados em todas as lâminas de cada conjunto a cada 
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simulação. Quatro fatores de expressão (1,5, 2, 3 e 4) foram aplicados de maneira 

uniforme aos genes DE, multiplicando o sinal real (Xij) em uma das duas condições. 

 

Tabela 3.1. Valor do desvio-padrão das distribuições dos erros, background e 

coeficiente do modelo de simulação utilizado. 

Parâmetro Símbolo σ 

Erro Aditivo Comum εj 20 

Erro Aditivo Específico δij 50 

Erro Multiplicativo Comum ηj 0,2 

Erro Multiplicativo Específico ζij 0,1 

Background ai 300 

Coeficiente bi 1,0 

 

O valor obtido para cada gene em cada condição (Yij) foi transformado pelo 

logaritmo e a razão entre as condições foi tomada como o valor para o gene na 

lâmina, sendo utilizado para os testes estatísticos.  

 
3.1.2 Conjuntos Com Distorção 

Com o objetivo de avaliar o impacto dos métodos de normalização no 

desempenho dos testes estatísticos, foram simulados três diferentes conjuntos 

simulando distorções nos dados que podem ser observadas em experimentos de 

microarranjos: diferença de background, diferença de inclinação e distorção 
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heterogênea. As distorções desejadas foram obtidas através da manipulação dos 

parâmetros do modelo de simulação, conforme descrito na Tabela 3.2. 

A distorção heterogênea foi simulada de forma que metade dos genes [2] 

apresentasse as características da diferença de background e o restante apresentasse 

as características da diferença de inclinação. Os conjuntos com distorção foram 

simulados da mesma forma que os sem distorção, exceto pelas alterações dos 

parâmetros descritas acima. 

O processo de simulação com e sem distorção foi repetido 10 vezes, sendo 

utilizados os valores médios nas comparações. 

3.2 Métodos de Transformação 

Três diferentes métodos de transformação foram aplicados  aos conjuntos 

simulados com e sem distorção: Shift, Lowess e Linlog. Os métodos de transformação 

foram aplicados utilizando o pacote MAANOVA (disponível em 

http://www.jax.org/staff/churchill/labsite/software/anova/index.html, acessado em 

03/10/2006), tendo sido utilizados os valores padrões dos parâmetros. De forma 

simplificada, para o método shift, foram utilizados os valores de –200 e 200 como 

limites para a constante C (ver Equação 2.4). No método Lowess, os três parâmetros 

foram 0,2 para a fração de genes ƒ e três iterações (t). O fator de corte para o método 

Linlog foi de 0,3, indicando que os 30% dos genes com menor valor de expressão 

serão linearmente transformados. 

http://www.jax.org/staff/churchill/labsite/software/anova/index.html
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Tabela 3.2. Valor do desvio-padrão das distribuições dos erros, background e 

coeficiente utilizados nas simulações com distorção. 

  Distorção 

Parâmetro Símbolo Background Inclinação

Erro Aditivo Comum (valor para σ) εj 20 20 

Erro Aditivo Específico (condição 1-valor para σ) δ1j 70 50 

Erro Aditivo Específico (condição 2-valor para σ) δ2j 50 50 

Erro Multiplicativo Comum  (valor para σ) ηj 0,2 0,2 

Background (condição 1) a1 450 300 

Background (condição 2) a2 150 300 

Coeficiente (condição 1) b1 1,0 0,5 

Coeficiente (condição 2) b2 1,0 1,5 

 

3.3 Testes Estatísticos 

O teste t de Student (Equação 2.6) e o teste t Bayesiano (Equação 2.8) foram 

aplicados aos conjuntos com e sem distorção simulados para comparação do seu 

desempenho na detecção de genes DE. 
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O resultado dos testes foi avaliado em função do número de genes DE 

apontados (verdadeiro-positivos, VP) e do número de genes normo-expressos 

apontados como DE (falso-positivos, FP). 

Para o teste t Bayesiano, o parâmetro K foi estabelecido como duas vezes o 

número de lâminas utilizadas em cada comparação. Este valor foi descrito por BALDI 

et al. [8] como satisfatório. 

Devido ao grande número de variáveis (genes) analisadas simultaneamente, 

fez-se necessária a realização de correção para testes múltiplos [12], utilizando-se a 

correção de etapa única de Sidák [22], 

 ( )ˆ1 1 gp p= − −  (3.2) 

 onde p  é o valor observado de p ( p̂ ) ajustado pelo número de testes realizados (g), 

no caso, 4000 ou um teste para cada gene analisado. 

3.4 Número de Replicações 

Para observar o efeito do número de replicações no desempenho dos testes, 

com e sem distorção e transformação, foram analisados os resultados das 

comparações entre as duas condições utilizando três, cinco, dez, 15, 20, 25, 30, 35, 

40, 45 e 50 lâminas. 
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CAPÍTULO 4 

4RESULTADOS 

As simulações utilizando os parâmetros descritos nas Tabelas 3.1 e 3.2 

apresentaram os efeitos esperados para os conjuntos com e sem distorção. A Figura 

4.1 mostra um exemplo de cada conjunto simulado antes e após a aplicação dos 

métodos de transformação. 

 O impacto das transformações sobre o desempenho dos dois testes foi similar, 

seja nos casos em que houve melhoria ou diminuição na capacidade de identificação 

dos genes DE (Tabelas 4.1 a 4.4). Os desvios-padrões apresentados em todos os 

resultados foram extremamente baixos em relação ao número de genes apontados, 

indicando uma grande estabilidade nos resultados. Dada a essa estabilidade, os 

valores das Tabelas são apresentados apenas em médias, sem os desvios-padrões, 

facilitando a visualização. Os resultados completos para cada teste e método de 

transformação são apresentados no Apêndice. O teste Bayesiano apresentou um 

desempenho melhor do que o teste de Student, independentemente do método de 

transformação utilizado. 

O método Lowess foi capaz de aumentar o número de genes DE corretamente 

identificados tanto no conjunto com distorção de inclinação quanto naquele com 

distorção de background. O método Shift mostrou ser vantajoso apenas no conjunto 

com distorção de background. O método Linlog não ocasionou melhoria no 

desempenho dos testes estatísticos em nenhum dos conjuntos. 

Com qualquer um dos métodos de transformação utilizados, o aumento no 

número de lâminas melhorou o desempenho dos dois testes. As figuras 4.2 e 4.3 
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mostram a relação entre o número de amostras e o percentual de genes DE 

encontrados em cada um dos testes estatísticos utilizados. 
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Figura 4.2 – Relação entre o percentual de genes DE encontrados, de 
acordo com o fator de expressão, e o número de amostras utilizados 
no teste t de Student. Fator 1,5: triângulo; Fator 2: quadrado; Fator 3: 
losango; Fator 4: estrela. 

Figura 4.3 – Relação entre o percentual de genes DE encontrados, de 
acordo com o fator de expressão, e o número de amostras utilizados no 
teste t Bayesiano. Fator 1,5: triângulo; Fator 2: quadrado; Fator 3: 
losango; Fator 4: estrela. 
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CAPÍTULO 5 

5DISCUSSÃO 

A tecnologia de microarranjos vem recebendo crescente atenção, demonstrada 

pelo número cada vez maior de publicações sobre o assunto, aparecendo como uma 

das principais ferramentas de análise genética. Entretanto, para que possam ser 

exploradas as possibilidades da técnica, é necessário que as ferramentas de análise 

sejam confiáveis. 

Das diferentes técnicas utilizadas na detecção de genes diferencialmente 

expressos em microarranjos, duas formas de teste t merecem destaque. A primeira, o 

teste de Student, pela sua simplicidade e larga utilização. A segunda, o teste 

Bayesiano de Baldi e Long [8], pelos aparentes excelentes resultados descritos. 

Um número grande de pesquisadores vem abordando diferentes métodos de 

seleção de genes em microarranjos. No entanto, a confiabilidade dos resultados de um 

experimento de microarranjo depende da qualidade dos dados gerados. Diversas 

fontes de variabilidade podem estar presentes em um experimento desse tipo, 

originadas no procedimento experimental ou durante o tratamento dos dados. De 

especial interesse são as fontes de erro sistemático, que podem induzir a resultados 

enganosos. 

A utilização de dados simulados oferece uma saída para a falta de 

conhecimento sobre o resultado esperado de um microarranjo, permitindo maior 

controle dos resultados. 

Uma importante limitação nessa abordagem está na capacidade do modelo 

utilizado na simulação de reproduzir as características dos dados reais gerados em um 
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microarranjo. O modelo utilizado aqui, apresentado por CUI et al. [18] demonstrou um 

comportamento bastante similar a dados gerados em experimentos reais, o que foi 

demonstrado pelos próprios autores[18]. Também observa-se esse comportamento ao 

compararmos os dados simulados com dados reais analisados em nosso laboratório 

(dados não-publicados). Dessa forma, acredita-se que os dados simulados 

reproduzem suficientemente a realidade de experimentos de microarranjo. 

Os dois tipos de testes t aqui comparados objetivam a detecção de tendências 

nos resultados de um mesmo gene ao longo das replicações. A principal diferença 

entre eles está na determinação da dispersão dos dados (denominador das Equações 

2.6 e 2.8). A utilização de uma distribuição a priori pelo teste Bayesiano acrescenta 

informação ao teste, aumentando seu poder estatístico [35]. Neste trabalho, os dois 

testes analisados mostraram grande sensibilidade quando combinados a um método 

de transformação adequado. Porém, o teste Bayesiano se mostrou sempre igual ou 

superior ao teste de Student na detecção de genes DE, independentemente do 

método de transformação ou do número de lâminas utilizados. 

 O número excepcionalmente baixo de genes falso-positivos em qualquer dos 

dois testes, na maioria dos casos, pode estar relacionado às características do modelo 

de simulação utilizado, apesar do que já foi discutido acima. 

Os três tipos de transformação comparados representam três diferentes 

abordagens à transformação de dados de microarranjos. O método Shift objetiva a 

redução do erro aditivo, o Lowess tem por alvo o erro dependente da intensidade, 

essencialmente multiplicativo, e o método Linlog atua sobre os dois tipos de erro, 

objetivando a estabilização da variância. No exemplo da Figura 4.1 pode ser 

observado que os três métodos de transformação foram capazes de reduzir a 

variabilidade dos dados, sem alterar a forma da distribuição dos mesmos. No entanto, 
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a redução da variabilidade não se traduziu, necessariamente, em aumento no 

desempenho dos testes. 

Os resultados demonstraram que o método Shift foi capaz de reduzir o erro 

sistemático ocasionado pela diferença de background, reduzindo a curvatura 

apresentada pelos dados, e estão em conformidade com os resultados de CUI et al. 

[18]. Estes mesmos autores descrevem um bom desempenho também no caso de 

diferenças de inclinação, o que não foi confirmado no trabalho atual. Também Kerr et 

al. [39] preferem o método Shift ao Lowess como forma de transformação. Ainda que o 

método tenha sido capaz de reduzir a curvatura dos dados, ele não contribuiu para a 

melhoria do desempenho dos testes estatísticos. 

O método Lowess, por outro lado, foi capaz de reduzir a curvatura dos dados 

do conjunto com diferença de inclinação, conforme esperado, e também do conjunto 

com diferença de background, contribuindo para o aumento do desempenho dos 

testes estatísticos nos dois casos. Os resultados concordam com CUI et al. [18]. 

Embora este método venha se tornando um dos mais utilizados na análise de 

microarranjos, ele apresenta limitações, como demonstrado no conjunto heterogêneo 

simulado aqui. Nesse caso, o Lowess ocasionou o maior aumento no número de 

genes FP (piora de desempenho). No entanto, o aumento ocasionado pelos outros 

métodos também foi muito elevado, de forma que nenhum dos três seria recomendado 

para esse tipo de distorção. 

Apesar de descrito por CUI et al. [18] como o método que proporciona o maior 

aumento no poder estatístico entre os três apresentados aqui, a transformação Linlog 

não foi capaz de melhorar a performance dos testes estatísticos em nenhum dos 

conjuntos simulados. A diferença nos resultados pode estar relacionada à utilização, 

por aqueles autores, do método da Razão na detecção de genes DE, ao invés de 

métodos estatísticos. Pela sua característica de estabilização da variância das razões 
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em uma única lâmina, o método pode levar a um maior número de genes DE 

apontados pela análise simples da razão entre os canais. Mas com o uso de 

replicações e testes estatísticos, esse resultado não foi observado. O método da 

Razão apresenta, porém, a importante limitação de não considerar a dispersão dos 

resultados quando mais de uma lâmina são analisadas no mesmo experimento. 

Nenhum dos métodos de transformação utilizados neste trabalho foi capaz de 

melhorar o desempenho dos testes estatísticos no conjunto com distorção 

heterogênea. Ao contrário, a transformação dos dados gerou uma tendência a 

aumento no número de genes FP, sem aumento nos genes VP. 

Resumindo, comparando-se os resultados dos métodos Lowess e Shift, pode-

se afirmar que o primeiro é mais geral que o segundo, podendo ser utilizado em dois 

dos três tipos de distorção simulados neste trabalho. Essa conclusão está de acordo 

com YANG et al. [71] e PARK et al. [49]. Dada a dificuldade de estabelecer se a 

curvatura apresentada pelo gráfico das razões é originada de diferenças de inclinação 

ou background, recomenda-se, nesse caso, o uso do método Lowess. O terceiro tipo 

de distorção simulado (heterogêneo) necessita de métodos mais detalhados para a 

redução do erro sistemático presente. 

Outro grande problema em microarranjos se relaciona ao baixo poder 

estatístico geralmente observado, devido ao grande número de genes avaliados e o 

pequeno número de replicações utilizado. Enquanto um experimento super-

dimensionado, que utiliza uma amostra maior do que aquela necessária para a 

identificação dos efeitos esperados, ocasiona desperdício de material e tempo de 

pesquisa, um experimento sub-dimensionado apresenta baixo poder estatístico e pode 

comprometer a validade científica dos resultados encontrados, levando a conclusões 

equivocadas [37]. Em microarranjos, WEI e BUMGARNER [69] afirmam ser esse o 

caso mais comum. 
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O número mínimo de replicações depende, principalmente, do nível de 

significância estatística estabelecido, do poder estatístico desejado, do tamanho da 

variação esperada entre as condições sob análise e da variabilidade entre as amostras 

de uma mesma condição [47]. 

O surgimento, nos últimos anos, de pesquisas sobre a confiabilidade dos 

resultados de microarranjos [4, 5, 11] começam a trazer mais informações sobre a 

variabilidade nesse tipo de experimento, mas a determinação mais precisa do erro de 

medida ainda está distante de ser alcançada. Também a diferença esperada entre os 

níveis de expressão de diferentes genes em diferentes condições é difícil de 

determinar, dado o pouco conhecimento sobre a interação entre os genes e a resposta 

do seu nível de atividade sobre o fenótipo humano. A partir de que nível de sobre-

expressão ou sub-expressão de um determinado gene pode-se observar variações 

fenotípicas ainda é uma questão a ser respondida. 

Estas duas limitações, por si, dificultam, ou mesmo inviabilizam, a utilização de 

procedimentos padrões de determinação a priori do tamanho amostral ideal em 

microarranjos. Atualmente, as já citadas limitações de custo e tempo é que 

determinam o número de arranjos do experimento. 

Iniciou-se a análise aqui a partir de três amostras (lâminas), número comum em 

diversas publicações, até 50 amostras, número excepcionalmente alto para 

microarranjos. Para a observação do impacto do número de amostras no desempenho 

dos testes foram considerados apenas os resultados dos dados simulados sem 

distorção e sem a aplicação de nenhum método de transformação (Tabela 4.1). 

O número de genes verdadeiro-positivos encontrados pelos dois testes cresceu 

de acordo com o número de arranjos utilizados, conforme esperado.  Para o teste de 

Student, foram necessários 20 arranjos para que mais de 95% dos genes 

diferencialmente expressos fossem identificados. No caso do teste Bayesiano, apenas 
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dez arranjos foram suficientes. Essa diferença parece estar associada ao uso de 

informação a priori no teste Bayesiano.  

Valores de tamanho de amostra superiores a esses ocasionaram super 

dimensionamento da amostra, causando aumento nos custos sem melhoria no 

desempenho dos testes. Um importante achado é o fato de que, apesar do aumento 

nos custos do experimento, não foi observada redução do desempenho dos testes por 

aumento no número de genes FP. 

Por outro lado,  a maior diferença entre os testes foi observada nos casos dos 

menores tamanhos amostrais. Enquanto, com três amostras, o teste de Student não 

foi capaz de localizar nenhum gene DE, o teste Bayesiano identificou corretamente 17 

genes. Com apenas cinco amostras, o teste Bayesiano foi capaz de localizar mais de 

50% dos genes DE presentes, enquanto o teste de Student identificou apenas 1 gene 

DE. Essas diferenças são muito importantes devido ao custo financeiro e de tempo de 

um experimento de microarranjo. Um experimento desse tipo realizado com três a 

cinco amostras, valores normalmente utilizados, e analisado com o teste de Student 

não será capaz, de acordo com os resultados apresentados, de identificar um número 

significativo de genes DE que compense o custo do experimento. 

Métodos mais recentes de análise de microarranjos foram desenvolvidos de 

forma a aumentar o poder estatístico mesmo em amostras muito pequenas. 

DRUMMOND et al. [21] propuseram uma forma de transformação dos dados, baseada 

na família Box-Cox, com seleção dos outliers como diferencialmente expressos e 

relataram uma sensibilidade próxima a 1,0, com taxas de falso-positivos inferiores a 

0,15. Numa abordagem similar, também selecionando outliers em uma distribuição 

Normal, LOGUINOV et al. [43] reportaram resultados excelentes utilizando amostras 

unitárias, em dados simulados e reais. A avaliação destes métodos utilizando o 
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modelo de simulação aqui descrito seria importante na comparação com os resultados 

apresentados. 

Com relação ao fator de expressão entre as condições, os resultados indicam 

uma grande dificuldade na detecção de genes DE com fator de expressão 1,5. No 

teste t de Student, por exemplo, enquanto mais de 80% dos genes com fator de 

expressão igual ou superior a 2 já haviam sido detectados com 15 amostras, menos 

de 60% dos genes com fator 1,5 foram encontrados. 

Fatores de expressão mais baixos serão ainda mais difíceis de serem 

detectados, necessitando de um número maior de amostras. Existe pouco 

conhecimento, conforme já destacado, sobre o fator de expressão necessário para 

que alterações genotípicas possam causar efeito no fenótipo do organismo analisado. 

No entanto, esses resultados indicam que, se fatores de expressão muito baixos são o 

interesse do pesquisador de microarranjos, é necessário que um número alto de 

replicações seja utilizado. 
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CAPÍTULO 6 

6CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES 

Os dois testes estatísticos analisados mostraram bom desempenho. O teste t 

Bayesiano apresentou desempenho igual ou superior ao teste t de Student em todos 

os números de arranjos analisados, sendo o mais indicado na análise de 

microarranjos. 

Com relação ao número de amostras,  foram necessárias dez amostras para o 

teste Bayesiano alcançar 95% dos genes DE simulados, e o dobro foi necessário para 

o teste t de Student. Métodos de análise desenvolvidos para aplicação em pequenas 

amostras podem ser avaliados utilizando a o modelo de simulação utilizado. 

Métodos de transformação podem melhorar o desempenho dos testes 

estatísticos, mas é necessário cuidado na seleção do método, de acordo com o tipo de 

distorção presente. Nenhum método de transformação analisado foi capaz de 

melhorar o resultado dos testes estatísticos no conjunto com distorção heterogênea, 

aqui simulado. 

A metodologia de simulação aplicada aqui apresenta a importante vantagem do 

controle dos resultados esperados e a possibilidade de gerar um grande número de 

replicações sem custo adicional. Dessa forma, recomenda-se que a mesma seja 

utilizada na avaliação de outros métodos de transformação e análise de dados de 

microarranjos, podendo ainda ser adaptada de maneira a ser aplicada a métodos 

multivariados. 
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