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RESUMO

A atividade de proteinas quinases ¢ responsavel pela regulacdo de muitos processos
biologicos através de cascatas de sinalizagdo que levam a diferentes efeitos celulares. No entanto,
a andlise da reacdo de fosforilacdo reversivel catalisada por estas enzimas ¢ prejudicada pela
complexidade inerente as interagdes entre proteinas neste sistema de sinalizagdo.
Consequentemente, o foco em uma unica proteina quinase pode nao ser suficiente para revelar
completamente os mecanismos por tras dos fenotipos observados. Nesse sentido, em conjunto
com outras técnicas de andlise em larga-escala como chips de expressao de mRNA, arranjos de
peptidios contendo substratos de proteinas quinases vem sendo cada vez mais utilizados por
pesquisadores. No entanto, a falta de uniformidade na anélise estatistica desses chips tem sido um
grande empecilho a obtencdo de dados relevantes com o uso dessa técnica. Por conta disso, o
objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia, chamada de PepMatrix, capaz de
aplicar estatistica basica de forma automatizada visando a selecao de replicagdes com baixa
variabilidade e a obtengdo da anotagdo das proteinas envolvidas nos eventos de fosforilagao
ocorridos no chip. Esse novo método foi aplicado em varios conjuntos de dados de diferentes
experimentos bioldgicos e seus resultados revelaram atividades quinésicas significativamente
alteradas, muitas das quais tiveram confirmacgdo por Western blot. Além disso, os resultados
ressaltaram a importancia da analise sistémica dos eventos de sinalizacdo celular em conjunto
com uma andlise critica das replicagdes. O alto grau de uniformidade analitica obtido por esse
método faz com que ele seja uma poderosa e confidvel ferramenta na analise quindmica em larga-

escala.
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ABSTRACT

The activity of protein kinases governs many biological processes through signaling
cascades that lead to distinct outputs, from homeostasis to disease. However, analysis of the
reversible phosphorylation perpetrated by these enzymes is hindered by the inherent complexity
of interactions in this signaling system. Consequently, focusing on a single kinase may not be
enough to completely unfold the mechanisms behind observed phenomena. In this sense, together
with other omics approaches like mRNA expression analysis, peptide arrays have shown
increasing popularity, particularly ones containing kinase substrate sequences. The lack of
uniformity in statistical analysis of these chips, though, has been a major issue for the field. In
this paper, we propose PepMatrix, a fast and accurate method for selecting so called "reliable
replicate spots" and automatically retrieving differential activity and annotation information
about phosphorylation events identified in a peptide array of kinase substrates. Here, we present
several cases where this new methodology was applied to biological datasets. We successfully
identified putative up and down-regulated kinases, many of which were confirmed to have altered
activity by Western blot. Moreover, the results emphasized the need for a true systems biology
approach to the cellular signaling events alongside a critical replicate selection method. The high
degree of analysis uniformity we achieved with this method provides a powerful and reliable

addition for high-throughput kinome analysis.
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1 INTRODUCAO

A Biologia Molecular tem apresentado, nos ultimos anos, descobertas apoiadas em
metodologias que anteriormente nao estavam disponiveis ou que possuiam um custo
demasiadamente elevado. A extensdo dos avancos tecnologicos a um numero cada vez maior de
cientistas fez com que a quantidade de dados biologicos gerados aumentasse de forma
exponencial, ja que técnicas high-throughput como microarrays de DNA e de proteinas, phage
display e duplo hibrido vem sendo associadas a ferramentas computacionais capazes de
armazenar, manipular, combinar e recuperar tais dados. Nesse contexto, o presente trabalho tem
por objetivo o desenvolvimento de um pipeline para anélise em larga escala de uma técnica
voltada para a obtencdo de informagdes sobre eventos de fosforilacdo proteica. Esse mecanismo
controla a maior parte da transdugdo de sinal em células eucariodticas através de proteina quinases,
enzimas capazes de transferir o grupo fosfato terminal do ATP para residuos de aminoacidos em
uma cadeia polipeptidica. A técnica consiste de um microarray contendo peptidios que sao
substratos conhecidos de proteina quinases dispostos numa lamina (chip). Quando submetidos ao
lisado de uma célula, os subtratos sdo fosforilados por suas quinases e posteriormente
identificados através de um marcador radioativo. Como nas outras técnicas de microarray, existe
um grande nimero de informagdes que precisam ser pré-analisadas para depois fornecer ao
pesquisador um conjunto de dados com o qual trabalhar. No entanto, pelo fato de ser uma técnica
nova, o chip nao possui uma metodologia de analise estabelecida, levando a dificuldades para
interpretar os dados brutos gerados e tranformd-los em informagdes de significancia biologica.

Este trabalho descreve a construgdo de um sistema capaz de automatizar a analise dos dados do
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chip e fornecer aos cientistas que o utilizam informagdes quantitativas baseadas em parametros

estatisticos sobre eventos de fosforilagdo passiveis de ocorréncia no ambiente celular.

1.1 PRINCIPIOS GERAIS DE SINALIZACAO CELULAR

A capacidade celular de receber e reagir a estimulos externos ¢ fundamental para a vida.
C¢lulas bacterianas recebem constantemente sinais de proteinas de membrana relacionados ao
meio que as cerca, trazendo informagdes como as condi¢des de pH, salinidade, presenca de
nutrientes, oxigénio e luz, além de substancias toxicas, predadores ou competidores. Esses sinais
desencadeiam respostas apropriadas, como o movimento em dire¢do ao alimento, a fuga de
substancias toxicas ou a formagdo de esporos num meio sem nutrientes. Em organismos
multicelulares, células com diferentes fungdes trocam uma grande quantidade de sinais. Células
vegetais respondem a hormonios de crescimento e a variagdes luminosas. Células animais trocam
informacdes sobre a concentracao de ions e de glicose em fluidos extracelulares, sobre atividades
metabolicas ocorrendo em diferentes tecidos e sobre o correto posicionamento de cada uma
durante o desenvolvimento de um embrido. Em todos esses casos, o sinal representa informagao,
detectada por receptores e convertida numa resposta celular, sempre envolvendo um sinal
quimico. A conversdo de informagdo em um sinal quimico ¢ chamada de transdu¢do de sinal,
uma propriedade universal das células (Figura 1).

O ntmero de sinais bioldgicos a que as cé€lulas respondem ¢ grande, bem como a
quantidade de respostas celulares a cada um deles. Contudo, existem mecanismos conservados

para a detecg¢do de sinais extracelulares e para a sua transdugdo em modificacdes intracelulares.
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Frequentemente, esses mecanismos resultam na fosforilagdo de proteinas que fazem parte de uma

cascata de sinalizacdo. (NELSON & COX, 2004, pp. 421-422).

| Sinal | Sinais fisicos
Sinais quimicos ( \ L
q Impulsos elétricos
Receptor 4 it
- Estimulos mecanicos
Metabolitos
Horménios
Neur_otransmlssores Transmissor
Mediadores
Outras moléculas e
lons inorganicos Proteina quinase
Canal idbnico
&= _ Mediador | >
Protgina ativada Substrato do receptor
por ions da proteina G

Figura 1. Mecanismo basico da atuagdo de um receptor de sinal celular. Ao interagir com um sinal especifico que
pode ser fisico (luz, impulsos elétricos ou estimulos mecanicos) ou quimico (metabodlitos, hormonios,
neurotransmissores etc.), o receptor ¢ capaz de transmitir a informagao recebida até um dominio efetor, que por sua
vez pode ativar proteinas mediadoras (levando a uma cascata de sinalizagdo) ou entdo passar a funcionar como um
canal i6nico (frequente em receptores de neurotransmissores). Adaptado de Koolman & Réhm, 2004.

1.2 MODIFICACOES COVALENTES ALTERAM A ATIVIDADE

ENZIMATICA

A atividade de uma enzima pode ser drasticamente alterada pela ligacdo covalente de
certos grupos a cadeia polipeptidica, que causa modificagdes importantes em sua conformagdo. A
alteracdo de atividade pode ser decorrente de mudancas na afinidade pelo substrato ou na
sensibilidade a efetuadores alostéricos. A modificagdo covalente constitui uma reacao quimica e,
portanto, catalisada por enzimas. A mudanga de atividade ndo ¢ definitiva, pois o sistema celular

também inclui enzimas capazes de catalisar a retirada do grupo adicionado, retornando a enzima
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modificada a sua conformagdo original. Vdarias sdo as modificagdes possiveis (metilacao,
adenilacdo, acetilagdo etc.), porém a mais prevalente consiste na fosforilagdo da cadeia
polipeptidica. A fosforilagdo ¢ catalisada por proteina quinases, enzimas que constituem uma das
maiores familias proteicas conhecidas, contando com mais de 500 integrantes em Homo sapiens
(MARZZOCO & TORRES, 2007, p. 263). Também conhecidas como proteina cinases, possuem
esse nome porque sdo capazes de alterar as propriedades cinéticas de seus substratos através de
uma reacdo de fosforilacdo. Tal reagdo ¢ capaz de alterar as propriedades conformacionais da
proteina-alvo e, assim, alterar parametros cinéticos como atividade catalitica e afinidade com seu

proprio substrato.

1.3 QUINASES TRANSFEREM UM GRUPO FOSFORIL DO ATP PARA

RESIDUOS DE AMINOACIDOS

As atividades de muitas enzimas, canais de membrana e outras proteinas sdo controladas
por fosforilacao catalisada por quinases, uma reacdo que envolve a transferéncia do grupo fosforil
terminal (y) do ATP para residuos especificos de serina e treonina (muito embora outros residuos
também, raramente, possam sofrer fosforilacdo) por uma classe de quinases ou para residuos de
tirosina por outra classe, formando uma ligagao éster fosforico:

Proteina — OH + ATP — Proteina — O — P+ ADP + H"

Os substratos de uma reagao de fosforilagao localizam-se no interior celular, onde o ATP

doador de grupos fosforil ¢ abundante. Proteinas exclusivamente extracelulares nao sao reguladas

por fosforilagdo.
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Um outro grupo de enzimas, as proteina fosfatases, ¢ capaz de reverter os efeitos da
fosforilagdo através da remocgao por hidrdlise do grupo fosforil ligado covalentemente a cadeias
proteicas:

Proteina — O — P + H,O — Proteina — OH + P;

E importante notar que a reagio catalisada por fosfatases ndo ¢ a simples reversio da
reacdo de fosforilacdo. Ambas sdo irreversiveis em condi¢des fisioldgicas. Além disso, ambas
ocorrem a velocidades extremamente baixas na auséncia de enzimas. Dessa forma, a fosforilagao
de uma proteina s6 ocorrera pela intervencdo direta de uma quinase, as custas de ATP, enquanto
a desfosforilagdo depende da atuacao de uma fosfatase. A predominancia da forma fosforilada ou
desfosforilada depende essencialmente das atividades relativas de quinases e fosfatases

(MARZZOCO & TORRES, 2007, p. 263; STRYER et al., 2002, pp. 275-278).

1.4 A FOSFORILACAO E UM MEIO EFICIENTE DE REGULACAO DA

ATIVIDADE PROTEICA

Estruturalmente, um grupo fosforil adiciona duas cargas negativas a cadeia proteica.
Interagdes eletrostaticas previamente estabelecidas podem ser rompidas e novas interacoes
podem ser formadas, o que pode levar a alteracdes drasticas na capacidade de interacdo da
proteina com seu substrato e em sua atividade catalitica. Além disso, um fosfato pode formar trés
ou mais ligagdes de hidrogénio, o que permite novas e especificas interagdes com outras
moléculas.

Termodinamicamente, a energia livre da reagdo de fosforilagio equivale a -50kJ.mol™,

sendo que a energia provém do ATP. Aproximadamente metade dessa energia ¢ conservada na
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ligagio covalente. Levando em conta que uma alteragio de energia livre de 5,69kJ.mol”
corresponde a um fator de 10 numa constante de equilibrio, pode-se concluir que a reacdo de
fosforilagdo ¢ capaz de promover uma grande alteragdo do equilibrio conformacional entre
diferentes estados funcionais, correspondente a um fator de aproximadamente 10,

As reagdes de fosforilagio e de desfosforilagio podem também ser reguladas
cineticamente para ocorrerem de acordo com as necessidades de um processo fisioldgico,
ocorrendo em uma fracao de segundo ou ao longo de varias horas. Além disso, esse tipo de
reacdo ¢ capaz de gerar efeitos em larga escala, uma vez que uma Unica quinase ativa pode
fosforilar centenas de substratos num curto intervalo e, por sua vez, alguns desses substratos
podem ser outras enzimas, levando a uma nova cascata de reagdes e efeitos celulares. Por fim, o
uso do ATP como doador do grupo fosforil faz com que essas reagdes estejam intimamente

relacionadas a regulacao do metabolismo (STRYER et al., 2002, pp. 275-278).

1.5 QUINASES POSSUEM DIFERENTES ESPECIFICIDADES

DETERMINADAS PELA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO SUBSTRATO

Ao passo que existem quinases especificas, capazes de fosforilar apenas uma unica
proteina ou um grupo de proteinas similares, também existem quinases pouco especificas,
capazes de fosforilar substratos dos mais variados, tendo um grande alcance e regulando uma
miriade de processos. Independentemente do tipo, as quinases sdo capazes de reconhecer seu
substrato por conta de uma sequéncia consenso, que corresponde a uma sequéncia determinada
de aminodacidos presente na cadeia da proteina-substrato. Como exemplo, a sequéncia consenso

para a proteina quinase A (PKA) ¢ Arg-Arg-X-Ser-Z ou Arg-Arg-X-Thr-Z, sendo que X ¢ um



Desenvolvimento de um Pipeline para Analise em Larga Escala de um Chip de Proteinas Quinases 7

residuo qualquer contendo um radical pequeno e Z ¢ um residuo hidrofobico. O sitio de
fosforilagdo ¢ o residuo de serina ou de treonina. Essa sequéncia consenso, no entanto, ndo ¢
estritamente necessaria: um residuo de lisina pode substituir um dos residuos de arginina, levando
a uma reduc¢do de afinidade com a PKA. Peptidios curtos sintéticos (como os presentes no chip),
contendo uma sequéncia consenso sdo quase sempre fosforilados por serina-treonina quinases.
Dessa forma, o fator mais importante na determinagao da especificidade ¢ o conjunto de residuos
adjacentes ao sitio de fosforilagdo. No entanto, residuos distantes do sitio de fosforilagdo também
podem contribuir para a determinagdo da especificidade, na medida em que sdo capazes de alterar
a conformacao da proteina e alterar a acessibilidade do sitio de fosforilagdao as proteina quinases

(STRYER et al., 2002, pp. 275-278).

1.6 TIPOS DE QUINASES

O sequenciamento do genoma humano revelou que aproximadamente 20% dos genes
humanos codificam proteinas envolvidas na transdugdo de sinal (MANNING et al., 2002). Dentre
elas, mais de 500 sdo proteina quinases, que podem ser subdivididas em duas classes,
dependendo de sua especificidade catalitica em relagdo a tirosina ou a serina/treonina. Tirosina
quinases, que incluem RTK (receptor tyrosine kinases) ativam numerosas vias de sinalizagao,
levando a proliferagcdo celular, diferenciacdo, migracao e alteracdes metabodlicas. Além disso, a
atividade elevada de tirosina quinases ¢ uma caracteristica marcante de uma consideravel fragao
de tumores e outras doencas proliferativas. Serina/treonina quinases também tem um papel
fundamental na homeostase e na sinalizagdo celular, ja que sdo responsaveis pela fosforilagdo de

fatores de transcri¢do, reguladores do ciclo celular ¢ de um grande numero de efetores
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citoplasmaticos e nucleares. Também estao associadas a alguns tipos de cancer, principalmente
através da perda de regulagdo de MAPK (mitogen-activated protein kinases), Aurora e PLK
(Polo-like kinase), familias que estdo relacionadas ao crescimento de tumores, metdstases € a um
prognostico clinico ruim (HUNTER & COOPER, 1985; EDELMAN et al., 1987; CAPRA et al.,

2006).

1.7 O CONCEITO DE QUINOMA

O quinoma corresponde ao complemento quindsico do proteoma, ou seja, o conjunto de
proteina quinases codificadas pelo genoma de um organismo (GOMASE & TAGORE, 2008).
Manning et al. identificaram 518 genes no genoma humano que codificam proteinas contendo
dominios cataliticos quinésicos. Esses genes foram classificados em duas familias principais:
ePK e aPK. A primeira agrupa todas as enzimas que possuem o dominio catalitico das quinases
de eucariotos, correspondendo a 478 genes. A segunda familia contém todas as quinases que nao
possuem esse dominio mas que apresentam atividade quinésica, sendo portanto chamadas de
atipicas e totalizando 40 genes. Como cada uma das 518 proteina quinases catalisa a fosforilagao
de um conjunto distinto de substratos, ¢ possivel construir redes complexas interligando a
atividade de uma quinase a toda uma cascata de reacdes € a uma resposta celular. Para isso,
existem duas questdes principais: quais substratos e sitios cada quinase ¢ capaz de fosforilar, e
qual quinase ¢ responsavel pela fosforilagao de um sitio sabidamente fosforilado? Classicamente,
as reagoes de fosforilagdo sdo estudadas por métodos bioquimicos bastante laboriosos, como
mapeamento de peptidios, andlise de fosfoaminoacidos e purificagdo de quinases. Apesar de
essas técnicas terem permitido a obtencdo de informagdes previamente indisponiveis e ainda hoje

apresentarem utilidade, o desafio que se apresenta no mapeamento das redes de sinalizagdo
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protagonizadas pelas enzimas integrantes do quinoma possui uma escala que demanda o uso
combinado de diferentes técnicas, conforme apresentado na figura 2 (JOHNSON & HUNTER,
2005). Uma delas, a de screening via arranjo de proteinas, € capaz de responder nao so6 qual ¢ o
substrato que uma determinada quinase ¢ capaz de fosforilar, mas quais sdo as quinases expressas
e ativas numa determinada condicdo celular, o que permite associar as vias de sinalizagdo ativas
numa célula com os processos biologicos apresentados por ela. Essa abordagem busca integrar
varios eventos celulares envolvendo quinases considerando que o conjunto deles ¢ responsavel

pelo fendtipo celular, culminando numa abordagem sistémica da sinalizacdo celular.
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1.8 BIOLOGIA SISTEMICA: O PASSO APOS O REDUCIONISMO EM

SISTEMAS COMPLEXOS

A definicdo de Biologia Sistémica (também conhecida como Biologia de Sistemas)
envolve o estudo de redes génicas, proteicas, metabdlicas e assim por diante, de modo a
compreender os principios de funcionamento de sistemas bioldgicos complexos. Esses estudos
podem focar em redes em larga escala (formadas por genomas, proteomas etc.) ou em pequenos
subcircuitos da rede. A Biologia de Sistemas comeca com um fendmeno biolodgico complexo
visando um arcabougo explicativo simples e légico evidenciando o mecanismo por trds da
ocorréncia dos eventos que compdem o fendmeno estudado, de modo a gerar um conjunto de
dados capaz de descrever processos biologicos e identificar interagcdes entre seus componentes
(Figura 3).

A Biologia Sistémica nao ¢ a antitese do reducionismo, que por sua vez ¢ uma abordagem
para o entendimento da complexidade através do estudo especifico de suas partes. Muitas vezes
os componentes individuais de um evento ja foram descritos através de abordagens reducionistas
e ¢ sobre essa fundagdo que a abordagem sistémica se apoia. As propriedades de sistemas
complexos sdo diferentes das propriedades de proteinas individuais. Essas propriedades,
chamadas emergentes, sao o objeto de estudo da Biologia Sistémica (FERRELL JR., 2009). No
caso do chip de substratos de proteina quinases, o objetivo ¢ exatamente partir dos eventos
individuais de fosforilacdo e analisd-los em conjunto, visando compreender como a ocorréncia
deles ¢ capaz de regular um processo bioldgico complexo.

No contexto dos microarranjos de DNA ou de proteinas, a importancia dessas

metodologias € justamente a de permitir uma analise ampla das vias metabdlicas e de sinalizagdo
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ao verificar a atividade de milhares de enzimas, no caso dos chips de proteinas, ou os niveis de
expressao de milhares de genes, no caso dos chips de DNA, ao mesmo tempo. No entanto,
biologicamente, ¢ mais importante o foco na atividade enzimatica do que na concentracao de
metabolitos ou na expressao génica (van BAAL et al., 2006; DIKS et al., 2004; IRISH et al.,
2004; ANAMIKA & SRINIVASAN, 2007), justamente por conta de que a presenca de um
metabolito ou do produto de um gene na célula ndo garante que a mesma esteja ativa, uma vez

que isso depende de modificagdes pds-traducionais.

Figura 3. Exemplo extremo de rede de interagdes entre proteinas humanas, obtida a partir de um estudo na area de
Biologia de Sistemas. Cada ponto corresponde a uma proteina, enquanto as retas correspondem a interagdes entre
proteinas. Retas vermelhas representam interagdes obtidas a partir de um estudo de duplo-hibrido ao passo que retas
azuis correspondem a interagdes obtidas na literatura a partir de um conjunto de 7200 genes que codificam proteinas.
Adaptado de Rual, et al., 2005.
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1.9 O CHIP

Este trabalho visa a constru¢cao de um fluxo metodoldgico que permita a analise dos dados
produzidos por uma técnica relativamente nova na area da Biologia Molecular, uma placa de
microarranjos contendo substratos de proteinas quinases, conhecida como PepChip® e produzida
pela empresa Pepscan Presto BV. Este chip foi desenvolvido pelo grupo do Dr. Maikel
Peppelenbosch, na Universidade de Groningen, Holanda, e sua utilizagdo no Laboratério de
Transdugdo de Sinal e Bioensaios — IB — Unicamp ¢ constante, como parte da intensa
colaboragdo existente entre os dois grupos. Devido ao seu recente e continuo desenvolvimento,
esta técnica ¢ ainda incipiente em relagdo a processos de analise que produzam informacgdes
relevantes aos pesquisadores da area biologica.

O chip ¢ constituido por uma lamina de vidro coberta com uma superficie hidrofilica de
50nm a 100nm de espessura contendo peptidios aderidos correspondentes a sequéncias consenso
reconhecidas por proteina quinases. Essa superficie, segundo o fabricante, possui excelentes
propriedades para o reconhecimento de peptidios por enzimas e com uma baixa taxa de ligacdo
ndo-especifica, resultando em altas razdes sinal/ruido. Os peptidios sdo covalentemente ligados a
superficie de forma estével e em alta densidade. Na superficie, sdo alocados em spots e agrupados
blocos de 32x32 em triplicata, totalizando 1024 peptidios no caso do PepChip® Kinomics™ ou
de 28x42 em duplicata, totalizando 1176 peptidios, no caso do PepChip® Kinase™. Nos dois
casos hé espago para canaletas e bordas de 3mm. A distdncia de um spof para o outro (centro a
centro) ¢ de 560um (Figura 4). O PepChip® Kinomics™ contém somente sequéncias oriundas de
Homo sapiens, com foco especial em substratos de relevancia fisiologica, como os relacionados a

estresse, crescimento e diferenciacdo celular. O PepChip® Kinase™, por sua vez, contém



Desenvolvimento de um Pipeline para Analise em Larga Escala de um Chip de Proteinas Quinases 14

sequéncias de varias espécies, permitindo investigagdes evolutivas a respeito da especificidade de
quinases e caracterizacao da atividade de novas quinases.

A preparagdo do chip consiste em obter uma cultura das células desejadas e promover sua
lise com um tampao de lise comercial adicionado de Tris-HCl 20mM (pH 7,5), NaCl 150mM,
EDTA 1mM, EGTA1 mM, 1% Triton X-100, pirofosfato de sédio 2,5mM, h-glicerofosfato
ImM, vanadato de sddio 1mM, fluoreto de sd6dio 1mM, leupeptina 1pg/mL e aprotinina 1pug/mL.
Os lisados sao entao centrifugados a 20000g por 10 minutos a 4°C e o precipitado € descartado.
Na sequéncia, S0uL de lisado € adicionado a 12pL do mix de ativagdo contendo glicerol 50%,
MgCl, 60mM, Brij-35 0,05% (v/v), albumina de soro bovino 0,25mg/mL e [y->P] ATP
250pmol/L a 2000 Ci/mL. O chip ¢ entdo incubado com os lisados por 90 minutos numa estufa a
37°C e depois lavado duas vezes em PBS contendo Triton X-100 0,1%, duas vezes em NaCl 2M
contendo Tween 20 0,1% e duas vezes em agua destilada. Depois, € seco ao ambiente e exposto a
uma tela sensivel a radiagio por 72 horas. O objetivo até aqui é que o [y-"P] ATP tenha
fornecido o grupo fosforil radioativo como substrato para a reacdo de fosforilagdo promovida
pelas quinases presentes no lisado. Geralmente ¢ realizado um controle para garantir a ligacdo
especifica do [y->P] ATP, substituindo-o por [a->P] ATP: como na reagdo de fosforilagio o y-
fosfato do ATP ¢ o fosfato incorporado na proteina, espera-se que com o uso de [a->*P] ATP ndo
seja detectada radioatividade nas amostras.

O chip, entdo, apoOs os procedimentos experimentais, tem suas imagens processadas pelo
aplicativo gratuito EisenLab ScanAlyze, versdo 2.50. Ap6s alinhamento do grid especifico
correspondente a posi¢do dos spots e otimizacdo da localizacdo dos spots, o programa cria
arquivos DAT contendo informagdes sobre a intensidade de radiacdo de cada spot, gerada pela

fosforilagdo dos substratos do chip a partir de y-ATP.
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Figura 4. Estrutura de spots no PepChip® Kinomics™ (a) e Kinase™ (b). O primeiro apresenta 1024 spots (32x32)
em triplicata, contendo apenas sequéncias humanas, enquanto o segundo contém 1176 spots (28x42) em duplicata,
contendo sequéncias de diversas espécies.
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1.10 BIOINFORMATICA

A Bioinformatica pode ser definida como o estudo da informagdo existente nos seres
vivos. Longe de ser apenas uma ferramenta operacional, também pode ser definida como a
aplicacdo da Tecnologia da Informag¢ao no manejo de dados bioldgicos (GIBAS & JAMBECK,
2001). Isso envolve o desenvolvimento e o uso de ferramentas computacionais visando a
expansao e facilitacdo do uso de dados bioldgicos através da capacidade de adquirir, armazenar,
organizar, analisar e visualizar tais dados, de acordo com o NIH — NCBI (National Institutes of
Health — National Center for Biotechnology Information). Longe de ser um fim em si mesma, a
Bioinformatica ¢ um dentre os varios componentes das Ciéncias Biologicas.

Base da Tecnologia da Informagdo, os computadores sdo dispositivos poderosos para a
compreensdo de qualquer sistema que pode ser descrito matematicamente. Processos biologicos
geralmente envolvem proteinas, que por sua vez sdo sintetizadas a partir do fluxo de informagao
codificada no DNA. O estudo desses processos ocorre, na maioria das vezes, uma proteina de
cada vez: cientistas determinam a sequéncia ou a estrutura ou analisam os perfis de expressao de
um produto génico de cada vez, levando a uma compreensdo detalhada dessa entidade. No
entanto, o mecanismo pelo qual uma via bioquimica ou uma proteina interage com outros
componentes bioldgicos € um problema de escala muito maior e mais dificil de ser abordado. Sao
necessarias técnicas para realizar experimentos em larga escala e ferramentas para armazenar e
analisar os dados gerados por esses experimentos. Usando os microarranjos de DNA ou de
peptidios como exemplo: os chips permitem que sejam realizados, efetivamente, milhares de
experimentos individuais de expressdo génica ou de atividade enzimatica simultaneamente numa

pequena lamina de vidro. Os resultados desses experimentos precisam ser armazenados num
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banco de dados relacional, que proporcione rapido acesso posterior e eficiente manipulacao dos
dados, tal como buscas cruzadas e exportacdo para outros formatos. No entanto, devido a
natureza complexa e interligada da informagao bioldgica, cada spof num microarranjo de DNA
esta conectado nao s6 a informagdes sobre sua intensidade, mas a varias camadas de informagao
relacionadas a localizagdo no genoma, sequéncia de DNA, estrutura, fungdo etc. Os genes ou
proteinas de interesse estao presentes em bases de dados online que contém informagdes geradas
por inumeros outros experimentos de pesquisadores espalhados pelo mundo. Esses genes ou
proteinas possuem sequéncias biologicas também disponiveis na World Wide Web. As sequéncias
podem apontar para genes ou proteinas similares no mesmo ou em outros organismos. Além
disso, cada gene no genoma nao ¢ uma entidade independente. Multiplos genes interagem para
formar vias bioquimicas, que por sua vez alimentam outras vias e sofrem a influéncia do
ambiente externo, como patdogenos e outros estimulos. Existem bancos de dados catalogando
interacdes entre proteinas, como o DIP (Database of Interacting Proteins) (XENARIOS, 2000) e
o IntAct (ARANDA, 2009), o que permite a um pesquisador desenhar um mapa de interacdes que
descreva um processo biologico observado a partir de algumas proteinas identificadas como
relevantes em seus proprios experimentos. Ainda no campo das interacdes entre proteinas, existe
um meta banco chamado STRING (JENSEN, 2009), que permite a busca por interacdes entre
proteinas catalogadas em diferentes bancos de dados (incluindo os bancos citados acima)
armazenando esse tipo de informagdo derivada desde interagdes verificadas experimentalmente
até apari¢cdes conjuntas de proteinas em resumos de artigos cientificos. Dessa forma, ¢ possivel
obter a informacao de diferentes bancos de dados em uma visualizagdo concentrada, ideal para
que o pesquisador seja capaz de integrar tal informagao e inferir suas conclusdes de modo mais

completo e pratico.
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1.10.1 Conclusao

A Biologia Molecular atual gera tal quantidade de informacdo que seria impraticavel
realizar andlises sistémicas eficientes sem ferramentas computacionais adequadas, além da
tendéncia de disponibilidade publica de dados permitir aos cientistas uma grande economia de
tempo e recursos. Contudo, ¢ de extrema importancia ressaltar que a Bioinforméatica ndo ¢ capaz
de resolver por si s6 os problemas enfrentados pela Biologia Molecular. Ela ¢ também uma
ferramenta capaz de atribuir significados e gerar interpretacdes falsas a partir de resultados
experimentais. A busca por padrdes e a inferéncia de predicdes a partir de dados biologicos
fatalmente resultard em erros sem uma compreensdo profunda de onde provém os dados
bioldgicos e em que contexto estdo inseridos. O potencial da Bioinformatica estd em exatamente
ser uma ferramenta, como os métodos recentes da Biologia Molecular, expandindo os limites do

que pode ser estudado.
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2 OBJETIVO

Com base nos avangos que a Biologia Molecular vem apresentando nos ultimos anos,
diversas novas técnicas sdo desenvolvidas e disponibilizadas aos pesquisadores. Contudo, muitas
vezes esse desenvolvimento ndo acompanha metodologias de analise apropriadas para a geragao
de dados relevantes e confiaveis no contexto da pesquisa em questao. Um exemplo de técnica que
até hoje recebe criticas quanto aos resultados que produz € o microarranjo de DNA, apesar de ja
ser bem-aceita e amplamente utilizada pela comunidade cientifica. Outros tipos de microarranjos,
como o de substratos peptidicos de proteinas quinases, encontram dificuldades em se estabelecer
como técnica corrente nos laboratorios devido a falta de metodologias apropriadas de analise que
facilitem a obtencdo de informagdes relevantes pelo usudrio final. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um pipeline automatizado que permita a analise dos
resultados do PepChip®, um microarranjo contendo substratos de proteinas quinases voltado a
elucidagdo da atividade quindsica e a integragdo dessa informacdo no contexto de vias

metabodlicas e de sinalizagao celular.
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3 RESULTADOS

3.1 PepMatrix

O principal resultado deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um método para andlise
estatistica qualitativa automatizado do PepChip®. Batizado de PepMatrix, ele permite a
determinagdo da confiabilidade de cada spot do chip, uma vez que o numero baixo de replicacdes
disponiveis aos pesquisadores € uma caracteristica inerente a técnica e essa pratica ¢ corrente em
outros tipos de microarranjos. As particularidades do PepChip®, no entanto, exigiram uma

abordagem peculiar, que contemplasse as necessidades de uso dos pesquisadores.

3.1.1 AS PARTICULARIDADES DO CHIP

Microarranjos, sejam de proteinas ou de 4cidos nucleicos, apresentam como caracteristica
marcante um baixo nimero de replicacdes, tornando extremamente dificil avaliar os resultados
obtidos e determinar diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de fosforilagdo, no
caso do PepChip®, em chips representando condigdes biologicas distintas. Com o aumento no
uso desse tipo de tecnologia, especialmente a de microarranjos de DNA, a variabilidade dos
dados e a avaliagdo da qualidade dos resultados tem sido bastante discutida (MURIE et al., 2009;
ROCKE et al., 2009; KOOPERBERG et al., 2002; JEFFERY et al., 2006) e gerou diversos
métodos de analise (SCHUCHHARDT et al., 2000; KAUFFMANN et al., 2009), bem como
algumas ferramentas para avaliagdo da qualidade de tipos especificos de arranjos (DUNNING et
al., 2007, BUNESS et al., 2005). No entanto, como ¢ de se esperar, as metodologias
desenvolvidas para microarranjos de DNA nao s3o facilmente adaptaveis para microarranjos de

proteinas, sendo a principal razdo para isso a diferenca fundamental no objetivo de cada
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experimento: enquanto os primeiros procuram avaliar os niveis de expressao do mRNA associado
a um determinado gene e seu produto proteico, os ultimos identificam a atividade de uma enzima
ao invés de sua presenca na célula. Os pardmetros ideais para determinacdo desses distintos
objetivos sdo também, naturalmente, diferentes. Como exemplo, as ferramentas de avaliacdo de
microarranjos de DNA frequentemente trazem limites inferiores de intensidade de spot para
afirmar que o mRNA de determinado gene hibridizou-se com o cDNA presente na placa. Quanto
maior a intensidade, maior a expressdo do gene em questdo. J4 no caso de arranjos de proteinas,
tomando como exemplo o PepChip®, intensidades muito altas podem indicar ndo uma grande
quantidade de quinases presentes na célula promovendo essas reagdes (ainda mais levando em
consideragdo que as vias de sinalizagao ndo dependem de grandes quantidades de enzimas, uma
vez que uma unica ¢ capaz de fosforilar centenas de substratos, como visto na Introdugdo). Ao
contrario, intensidades altas podem indicar fosforilagdes inespecificas, com varias quinases
fosforilando um determinado substrato no chip. Assim, a metodologia de andlise do PepChip®

demanda uma abordagem especifica e desenvolvida levando em conta tais particularidades.

3.1.2 O ALGORITMO E A ESTATISTICA

O primeiro passo da metodologia de andlise envolve a importacdo dos dados presentes nos
arquivos DAT gerados a partir das imagens do chip de forma que seja possivel manipula-los
satisfatoriamente. Esses arquivos contém informagdes como a intensidade bruta de cada spot,
seus respectivos backgrounds (pixels ao redor do spot) médios e medianos, além de outras
informacdes que permitem identificar cada spot. Os arquivos DAT contém informagdes em

formato texto, separadas por tabulacdes e facilmente importaveis para um editor de planilhas.
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Levando em consideragdo o feedback de usudrios do PepChip®, estabeleceu-se que o objetivo
especifico era determinar quais spots apresentavam condicdes de serem levados adiante em
analises posteriores. Para isso, conceitos estatisticos foram calculados a partir das informacdes
dos arquivos DAT, visando a constru¢do de uma matriz contendo apenas spots que apresentaram
replicagdes com variagdes aceitaveis, determinadas por dois indices de confiabilidade.

No caso do PepChip® Kinomics™, que possui 1024 substratos em trés replicagdes por
chip, trés conceitos estatisticos principais agrupados em dois indices de confiabilidade sdo
calculados: o desvio-padrao (SD), a média (A) e a mediana (M) das trés replicagdes (cada uma
definida como o valor bruto de intensidade de cada spot subtraido da intensidade da mediana dos
pixels do background), sendo que um dos indices ¢ composto pela razao SD/A e o outro pela
razao A/M. O segundo indice ¢ irrelevante para a versao Kinase™ do chip, uma vez que com
apenas duas replicacdes, M = A. Os valores recomendados de cada indice sdo SD/A < 20% e
80% < A/M < 120%, uma vez que nos testes realizados com dados reais foram os valores que
apresentaram o melhor equilibrio entre a qualidade e a quantidade dos spots retornados. No
entanto, o usudrio ¢ livre para alterar esses valores conforme for apropriado.

Ajustando-se cada um desses indices de forma que seja possivel selecionar apenas spots
que satisfacam as condigdes estabelecidas, tem-se uma maneira extremamente simples de
determinar individualmente a robustez dos valores de intensidade apresentados por um spot com
base em suas replicacdes. O conceito de avaliagdo individual ¢ extremamente importante porque
as metodologias de andlise anteriores, derivadas de técnicas para andlise de microarranjos de
DNA, valiam-se da correlacdo entre os spots de diferentes replicatas, analisando o chip como um
todo. No entanto, se apenas alguns poucos spots apresentarem replicagdes muito divergentes e,

portanto, inadequados para futura inferéncia bioldgica, a correlacio entre as replicacdes ndo sera
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afetada significativamente. Na pratica, um pesquisador que se baseie apenas na correlacao geral
entre replicagdes pode utilizar em sua pesquisa spots inadequados, acreditando que a qualidade

do chip como um todo ¢ alta, conforme visto na figura 5.

Média_1 29 Corr 1-2 0.88
Média_2 31 Corr 1-3 0.83
Média_3 95 Corr 2-3 0.88
1-2 =3 2

o
o

Figura 5. Indices de correlagdo e respectivos graficos de um PepChip® Kinomics™. Os indices de correlagio
apresentam-se todos acima de 0,8, o que ¢ tomado como adequado pelos pesquisadores usuarios do chip, ja que
indices proximos de 1 sdo inatingiveis na pratica. No entanto, observa-se claramente que muitos spots apresentam
replicagdes inadequadas, muitas vezes chegando a variagdes de até 1000% (setas).

Existem diversas possibilidades de uso dos chips: a principal ¢ a comparagdo entre chips
de diferentes condigdes biologicas realizada de forma a determinar o perfil quindmico de cada
uma. Uma outra possibilidade ¢ verificar quais sdo os substratos mais fosforilados num
determinado momento celular, o que envolveria apenas um chip. No primeiro caso, a comparagao
se da spot a spot, observando as diferencas de fosforilacao entre os dois chips. Da mesma forma,
a selecdo dos spots chamados confidveis ocorre simultaneamente nos dois chips. De nada
adiantaria um spot apresentar replicagdes dentro dos pardmetros estabelecidos se sua contraparte

no outro chip também nao o fizer.
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3.1.3 ANORMALIZACAO

Os spots selecionados sdo, entdo, submetidos a um processo de normalizacdo para
permitir a comparagdo entre chips diferentes. Um valor p ¢ definido para rotular os valores
extremos de intensidade, com base em um percentil. Seu valor ¢ definido como v,
correspondendo ao p-ésimo percentil para um conjunto de dados contendo Z elementos com
valores v;, v,...vy, COMO em

=P (7_
n=os(Z-1)+1 O

onde n ¢ um valor intermediario posteriormente separado em seus componentes inteiro, k e
decimal, d, tal que n = k + d. v, ¢ entdo calculado como
vp=vk+d(vk+]_vk) )
A normalizacao prossegue definindo os valores de percentis nos dois extremos dos dados
(de modo a eliminar os p% spots menos intensos € 0s p% spots mais intensos do chip, visando
evitar incluir nos dados tanto auséncias completas de fosforilagdo como fosforilagdes
inespecificas, que ndo sao o foco de andlise do chip. De qualquer forma, esses parametros sao
ajustaveis e, caso o usudrio deseje ndo excluir esses valores, isso ¢ perfeitamente possivel. Os
valores normalizados sdo dados por

_R-v,

N 100

Vy—V, (3)
onde N corresponde aos valores normalizados, v;, € o percentil inferior e vy € 0 percentil superior.
A tabela 1 apresenta como os valores de intensidade sdo alocados para os calculos que geram os

valores de intensidade que serdo submetidos a metodologia de sele¢@o, além da normalizagdo que
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serd utilizada na comparacao entre chips. A tabela 2 mostra os calculos dos pardmetros que

compodem os indices e a sele¢ao propriamente dita.

Tabela 1. Primeiros 43 spots de um PepChip® Kinomics™. A. As colunas Int 1, Int 2 e Int 3 correspondem aos
valores brutos de intensidade de cada replicagdo, respectivamente. As colunas BG 1, BG_2 e BG_3 correspondem
aos valores de intensidade de background relativos a cada spot. Os resultados da subtragdo das colunas BG das
colunas Int resultam nos valores das colunas Val 1, Val 2 e Val 3. Esses sdo os valores utilizados para a sele¢do dos
spots com base nos indices SD/A ¢ A/M. B. Os valores normalizados estdo apresentados nas colunas Norm 1,
Norm 2 e Norm 3 e sdo utilizados na comparagdo entre dois chips, através dos spots selecionados previamente.

A

Image cantrolmc3w Min -2692 -2838 -2929
Date 17/01/08 Range 27135 29689 26505
Spot_Nr  Row Col Int_1 BG_1 Int_2 BG_2 Int_3 BG_3 Val_1 Val_2 Val_3
1 1 1 17897 17354 17445 17284 19926 19078 543 161 848
2 1 2 13452 168726 18300 17668 19305 19388 -3274 632 -83
3 1 3 17520 16224 18642 17844 17160 19664 1296 798 -2504
4 1 4 19414 168180 18098 18220 19286 19894 3234 -122 -608
5 1 5 14197 16162 17898 18394 17833 20180 -1965 -496 -2347
B 1 6 18220 168454 17072 18376 17463 20586 -234 -1304 -3123
71 7 17301 17056 17356 18302 22231 20878 245 -946 1353
8 1 8 293086 16678 32082 18176 25807 20884 12628 138086 5023
8 2 1 20100 17094 17040 17088 18647 18684 3006 -48 37
0 2 2 19849 168338 18341 17136 21604 18430 3511 1205 3174
1 2 3 15381 16302 11236 17404 20353 18552 -921 -6168 1801
12 2 4 18029 18604 18789 17852 20523 19126 -575 937 1387
13 2| B 35889 16672 38405 18106 29410 19308 19217 20299 10102
14 2 B 18178 17474 18343 18570 18629 20008 704 -227 -1377
15 2 7 17478 17484 17774 18464 17886 20240 -6 -690 -2354
16 2 8 14465 17282 19288 18216 23787 20082 -2817 1072 3695
17, 3 1 16261 17028 19232 16980 19195 18356 -767 2252 839
8 3 2 17572 168604 19225 17000 21469 17884 988 2225 3585
19 3 3 17324 17010 20803 17600 16584 18206 314 3203 -1622
20 3 4 15877 17488 18429 18350 21905 19234 -1611 79 2671
21 3 5 18207 17444 19118 18570 21585 19372 763 548 2223
2 3 B 14882 18280 18245 19166 19239 20156 -3398 -921 -917
23 3 7 19523 17782 20802 18460 20746 20030 1741 2342 716
24 3 B 23526 17234 28924 18026 28138 19756 6292 10898 8382
25 4 1 16733 17274 17511 17272 17012 18350 -541 239 -1338
26 4 2 18212 16838 17196 17372 17157 17698 1374 -176 -541
271 4 3 14988 17010 16381 17844 16558 18488 -2022 -1463 -1930
28 4 4 20024 17282 15886 18280 17913 19212 2742 2384 -1299
29 4 5 54381 17274 59728 18390 41000 19292 37107 41338 21708
30 4 8 17370 18288 21868 18698 20193 20008 -918 3171 187
N 4 7 28956 17936 26426 18366 23949 19800 11020 8060 4149
32 4 B 18147 17692 18234 18118 17564 19516 455 116 -1952
3 5 1 20018 17702 19292 17474 17189 18484 2316 1818 -1285
4 5 2 16118 17608 17022 17924 18549 18180 -1490 -902 389
35 5 3 17603 17702 18247 18362 20423 19068 -99 -118 1355
B 5 4 18784 17722 18960 18834 29635 19898 -938 -1874 9737
37 5 & 16139 17572 17682 18584 19022 19502 -1433 -902 -480
38 5 B 19809 17674 23558 18708 245186 19804 2135 4851 4712
33 5 7 16154 17400 20414 18152 16335 19346 -1246 2262 -3011
40 5 B 15438 17196 18099 18060 20166 19118 -1758 39 1048
41 68 1 20038 18318 18279 17848 20460 19166 1721 431 1294
42 6 2 38574 18596 33487 18688 32980 19406 18978 14799 13574
43 6 3 18014 18438 16255 19008 20348 20434 -424 -2753 -86
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Tabela 2. Os mesmos 43 spots mostrados na tabela anterior agora alocados no passo seguinte da metodologia
PepMatrix, que consiste no calculo dos indices SD/A e A/M. Isso permite a selegdo dos spots com base na prévia
determinagdo dos parametros relacionados a esses indices, como observado na ultima coluna da tabela: dentre todos
os spots mostrados, apenas o spot presente na linha 29 apresentou replicagcdes consistentes o bastante para sobreviver
aos parametros selecionados (SD/A < 20% e 80% < A/M < 120%). Como esse € um chip contendo uma condigdo
controle e existe um outro chip contendo a condigdo tratada, o spot de nimero 29 ainda ndo estd necessariamente
aprovado: apenas o sera se seu correspondente no outro chip também apresentar replicagdes consistentes.

1 |SL1 - controlme 3w

2 Val 1 WVal 2 Val 3 Awerage SD Median SD/A Below 20% AM Between 80% and 120% v
3 543 161 848 517.33 34422 543 66.54% 95.27% 1
4 3274 632 -83 -908.33  2079.69 B3] 228.96% 1094 .358%

5 1296 798 -2504 -136.67 206524 798| 1511.15% -17.13%

6 3234 122 -608 83467 2092.04 -122]  250.64% -684.15%

7 1965 496 -2347  -1602.67 97725 -1965 60.98% §1.56% 1
8 234 1304 -3123  -1553.67 146059  -1304 94.01% 119.15% 1
9 245 946 1353 21733 1149.75 2450 529.03% 88.71% 1
10 12628 13906 5023 10519.00 4802.38 12628 45.65% §3.30% 1
" 3006 -48 -37 973.67 1760.06 37 180.77% -2631.53%

12 3511 1205 3174 2630.00 124554 3174 47 36% 52.86% 1
13 921 -6168 1801 -1762.67  4050.62 921 229.80% 191.39%

14 575 937 1397 586.33  1031.71 9371 175.96% 62.58%

15 19217 20299 10102 1653933 5601.08 19217 33.87% 86.07% 1
16 T4 227 377 -300.00  1042.42 22T) 34T AT% 132.16%

17 -6 690 -2354 -1016.67 1207.60 -590]  118.78% 147.34%

18 -2817 1072 3695 650.00 3276.45 1072 504.07% 60.63%

19 -T67 2252 839 77467 1510.53 8391 194.99% 92.33% 1
20 968 2225 3585 2259.33 1308.84 2225 57.93% 101.54% 1
21 314 3203 1622 631.67 242814 4] 384.40% 201.17%

22 1611 79 2671 379.67 215678 79| 568.07% 480.59%

23 763 548 2223 1178.00 911.36 763 77.36% 154.39%

24| 3398 921 917 174533 1431.25 921 82.00% 189.50%

25 1741 2342 716 1599.67  §22.16 1741 51.40% 91.88% 1
26 6292 10898 6382 8524.00 2306.28 8382 27.06% 101.69% 1
27 541 239 1338 -546.67  788.52 541 144 24% 101.05% 1
28 1374 176 541 219.00 1016.77 -176] 464 .28% -124.43%

29| -2022 -1463 -1930 -1805.00 29973  -1930 16.61% 1 93.52% 1 1
30 2742 -2394 1299 -317.00 270516 -1299)  653.36% 24.40%

31 37107 41338 21708 33384.33 1033092 37107 30.95% 89.97% 1
32 918 3171 187 813.33 2115.23 187  260.07% 434.94%

33 11020 8060 4148  7743.00 344645 8060 44 51% 96.07% 1
34 455 116 -1952 -460.33  1302.89 116]  283.03% -396.84%

35 2316 1818 -1295 946.33  1956.96 1818 206.79% 52.05%

36 -1490 902 369 674.33 950.18 9021 140.91% T4.76%

37 99 115 1355 380.33 84412 991 221.94% -384.18%

38 938 -1874 9737 230833 6450.41 938]  279.44% -246.09%

39 1433 902 480 -938.33 477.54 -902 50.89% 104.03% 1
40 2135 4851 4712 3899.33 152954 4712 39.23% 62.75% 1
41| 1246 2262 -3011 -665.00 2684.08  -1246] 403.62% 53.37%

421 1758 39 1048 -223.67 142132 39 635.46% -573.50%

43 1721 431 1294 114867 65717 1294 57.21% 88.77% 1
44| 19978 14799 13574 16117.00 339936 14799 21.09% 108.91% 1
45 424 -2753 -86  -1087.67 1452.09 424]  133.50% 256.53%
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3.1.4 TESTES ESTATISTICOS

Apos os valores de intensidade terem sido normalizados, podem entdo ser comparados de
modo a definir se sdo ou ndo significativamente diferentes entre dois chips. O teste estatistico
utilizado para isso € o teste ¢ bicaudal. A natureza paramétrica deste teste, que exige condigdes
normais, ndo interfere devido ao baixo nimero de replicacdes, o que impede determinacdes
precisas de normalidade. No entanto, um segundo requerimento do teste ¢ o conhecimento sobre
as variancias das replicagdes. Para isso, ¢ utilizado o teste F. Se as varidncias ndo forem
estatisticamente diferentes, o teste ¢ aplicado ¢ o homoscedastico. Caso contrério, ¢ utilizado o

teste ¢ heteroscedastico, garantindo maior precisao nos resultados finais.

3.1.5 NUCLEO DE INFORMACOES DA MATRIZ

Apo6s todos os testes terem sido realizados e um destaque aplicado aos spots que
apresentaram fosforilacao diferencial, todos os spots que se mostraram confiaveis de acordo com
os parametros definidos sdo associados a suas respectivas informacdes-chave, obtidas
diretamente com o fabricante do chip: um identificador de localizagdo, a sequéncia peptidica, o
identificador UniProt ou RefSeq da proteina doadora da sequéncia, o nome da proteina e a
provavel quinase responsavel pelo evento de fosforilagdo observado. O resultado final da analise

¢ mostrado na tabela 3.
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Tabela 3. A. Spots selecionados a partir de dois chips e com indices definidos como SD/A < 20% e 80% < A/M <
120%. Dos 1024 spots presentes no PepChip® Kinomics™, 32 apresentaram replicagdes consistentes nos dois chips
e foram selecionados para a andlise diferencial. Destes, 23 apresentaram fosforilagdo diferencial (p < .05) na coluna
R (Parte B) e 9 ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na fosforilagao. As colunas B, C, D e H,
I, J contém os valores de intensidade normalizados para os spots selecionados de cada chip, respectivamente. As
colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e mediana para cada spot. J& as colunas O e P contém a razio de
alteracdo observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna
P. B. A coluna Q contém os valores do teste F' para a determinagdo da existéncia de diferenca significativa entre as
variancias das replicagdes entre os dois chips. Caso exista diferenca (p < .05), o teste ¢ realizado na coluna R ¢
heteroscedastico. Caso contrario, o teste ¢ realizado € homoscedastico. Os spots estao ordenados de forma ascendente
pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estdo dispostas as informagdes especificas sobre cada spot:
respectivamente, o identificador no chip, a sequéncia presente no spot, o identificador RefSeq ou SwissProt dessa
sequéncia, o nome da proteina de qual a sequéncia foi retirada e a provavel quinase responsdvel pelo evento de
fosforilagao naquele spot.

A
B [ D E E H | o K L 8] F
5_11 average median L0352-; f=]88 average median FC avg FC median
165.383 13.754 17.152] 1543 15.383] 43.179 44836 42.095] 43.37 43 179G kR V|
178.23 162.39 174.721 17178 174.72] 36212 346.12 340.21| 34948 346 12 ra st rL xR il 1l
4733 36.247 42.702|42.093 42 702) 398.76 36927 347.93| 371.99 369 27 RGRETRN v ATV
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2
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4
5 1 168.16 13947 158.76] 156546 158.76) 37967 372.31 357 45| 369.81 372 31 QrScri i -Iass: Ly LT
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184.33 161.36 185.02] 176.9 184.33] 35059 37338 368.11] 364.03 368_11aeLyi:va: I W: e TEILEY
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10 | &7.12 80.751 85.936] 536 80.751] 166.73 158 141.83| 155.52 1.995469 1.95661681
1178449 78.531 111.25) 83409 78.531] 374.74 37618 375.4| 375.44 375 A Qseiilvisl B Sk g Ry
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implementada visando a maior usabilidade e

disponibilidade possivel. Por conta disso, foi escrita em VBScript, linguagem universal em

sistemas Microsoft® Windows™ e facilmente compilada para execucdo nesses sistemas. O



Desenvolvimento de um Pipeline para Analise em Larga Escala de um Chip de Proteinas Quinases 31

codigo, conforme implementado na versao 2DAT (ver adiante) do PepMatrix para o Microsoft®

Excel™ 2003, segue abaixo.

strTemplateFile = Replace (WScript.ScriptFullName, WScript.ScriptName, "") &
"PepMatrix.xls"

Set objExcel = CreateObject ("Excel.Application")
Const x1Up = -4162

Const xlDown = -4121

Const xlAnd = 1

Const xlAscending = 1

Const xlDescending = 2

Const xlYes =1

objExcel.Visible = True

objExcel.Workbooks.Open strTemplateFile
Set objTemplateWB = objExcel.ActiveWorkbook

Set objDialog = CreateObject ("UserAccounts.CommonDialog")
objDialog.Filter = "DAT Files (*.dat)|*.dat;All Files (*.*)[|*.*"
objDialog.FilterIndex = 1

objDialog.InitialDir = "."

intResult = objDialog.ShowOpen

If intResult = 0 Then
MsgBox "No file was selected."
objExcel.Quit
Else
objExcel.Workbooks.Open objDialog.FileName
Set obJjDATWB = objExcel.ActiveWorkbook
objDATWB.Sheets (1) .UsedRange.Copy objTemplateWB.Sheets (6) .Cells (65536,
"A") .End (x1Up) .Offset (0, 0)
objDATWB.Activate
objExcel.ActiveWorkbook.Close False

objDialog.Filter = "DAT Files (*.dat)|*.dat;All Files (*.*)|*.*"
objDialog.FilterIndex =1

objbDialog.InitialDir = "."

intResult = objDialog.ShowOpen

If intResult = 0 Then

Set objDATWB = objExcel.ActiveWorkbook

objDATWB.Activate

objExcel.ActiveWorkbook.Close False

objTemplateWB.Activate

objExcel.ActiveWorkbook.SaveAs objExcel.ActiveWorkbook.Path & "\" &
Replace (objExcel.ActiveWorkbook.Name, ".xls", ") & " &
FormatDateToString (Now) & ".xls"

objExcel.ActiveWorkbook.Close False

objExcel.Quit

Else
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objExcel.Workbooks.Open objDialog.FileName

Set objDATWB = objExcel.ActiveWorkbook

objDaTWB.Sheets (1) .UsedRange.Copy objTemplateWB.Sheets (5) .Cells (65536,
"A") .End (x1Up) .Offset (0, 0)

ObjDATWB.Activate

objExcel.ActiveWorkbook.Close False

Set objTemplateWB = objExcel.ActiveWorkbook
objTemplateWB.Activate

Set objTemp2 = objTemplateWB.Sheets ("FC norm B")

Set objRange = objTemp2.UsedRange

Set objRange2 = objTemplateWB.Sheets ("FC norm B") .Range ("R1")
objRange.Sort objRange?2, xlAscending, , , , , , XlYes

objExcel.ActiveWorkbook.SaveAs objExcel.ActiveWorkbook.Path & "\" &
Replace (objExcel.ActiveWorkbook.Name, ".x1ls", " & " &
FormatDateToString (Now) & ".xls"

objExcel.ActiveWorkbook.Close False

objExcel.Quit

End If
End If

Function FormatDateToString (dDateTime)

FormatDateToString = Year (dDateTime) & "-" &
Right ("00" & Month (dDateTime), 2) & "-" &
Right ("00" & Day(dDateTime), 2) & "-" &
Right ("00" & Hour (dDateTime), 2) & "-" &
Right ("00" & Minute (dDateTime), 2) & "-" &
Right ("00" & Second(dDateTime), 2)

End Function

O cadigo utiliza um arquivo base consistindo numa tabela na qual os dados de replica¢des
serdo inseridos, permitindo que os pardmetros utilizados para os indices sejam facilmente
alteraveis pelo usudrio e permitindo a comparagdo imediata entre diferentes parametros de
confiabilidade. Como padrao, a tabela base traz os indices SD/A < 20% e 80% < A/M < 120%,
estabelecidos de forma a atingir o maximo equilibrio entre o numero de spots selecionados e a
qualidade de suas replicagdes. O objetivo geral do método € selecionar e trazer para o usudrio

apenas os spots que apresentem variacdes entre as replicatas dentro desses limites.
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Existem diversas possibilidades de uso dos chips, o que demanda a adequacdo da
metodologia PepMatrix a cada uma delas. Como ela foi construida em VBScript e depende do
aplicativo Microsoft® Excel™, foram criadas versdes adequadas para o Microsoft® Excel™
2007, bem como para Microsoft® Excel™ 2003 e anteriores. Além disso, os chips podem ser
usados em conjunto para a compara¢do de uma condi¢do controle com uma condicgdo alterada, o
que demanda uma andlise comparativa entre chips. Para esse caso existe uma versdo do
PepMatrix chamada de 2DAT, na qual, apds a selecdo dos spots confiaveis, sdo calculados o
FoldChange (definido como a razdo entre as médias ou medianas de intensidade de cada spot do
tratamento em relagdo aos spots controle); o teste F, de modo a determinar se as variancias entre
as amostras eram comparaveis € o teste ¢ apropriado em relacdo as variancias de cada amostra
(homoscedastico para varidncias semelhantes e heteroscedastico para variancias diferentes). A
partir do teste ¢ sdo selecionados os spots que apresentam diferenca significativa no valor da
média (p < 0,05), permitindo ao pesquisador proceder a analise dos substratos e quinases
correspondentes.

Uma outra possibilidade de uso do chip ¢é verificar quais sdo os substratos mais
fosforilados num determinado momento celular, o que envolveria apenas um chip. Para isso,
também existe uma versdo do PepMatrix chamada de SingleDAT, adaptada para realizar a
selecdo dos spots confiaveis e retorna-los por ordem de intensidade apresentada. Além disso,
conforme ja exposto, existe ainda um outro tipo de PepChip®, o Kinase™. Ao contrario da
versao Kinomics™, que apresenta substratos quinasicos chave para o estudo de alteragdes da
sinaliza¢do celular em doengas humanas, a versdo Kinase™ possui substratos oriundos de
diferentes espécies e é voltado para para a caracterizagdo de quinases e potenciais inibidores. O

PepChip® Kinase™ possui 1176 substratos em apenas duas replicagdes, o que exige uma versao
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do PepMatrix, a Kinase, adequada tanto para o nimero de replicagdes e substratos quanto para os
indices estatisticos que sao utilizados, j& que com apenas duas replicagdes o uso da mediana
torna-se irrelevante. E importate ressaltar o fato de que ndo é necessario utilizar apenas um chip
para cada condicdo analisada, de modo que quanto mais replica¢des, tanto técnicas (utilizando a
mesma amostra) quanto biologicas (utilizando amostras equivalentes), estiverem disponiveis,
existe uma tendéncia ao enriquecimento da qualidade dos dados analisados. Contudo, o uso de
mais de um chip para cada condi¢@o biologica ¢ uma impossibilidade técnica ou financeira para

muitos laboratorios.

3.1.7 A INTERFACE COM O USUARIO

Foi construido e disponibilizado um website onde pesquisadores usudrios do PepChip®
podem submeter os arquivos DAT relacionados a seus experimentos a metodologia PepMatrix.
No proprio site o usuario define os parametros estatisticos desejados e depois recebe uma tabela
com os spots selecionados no enderego de e-mail informado. Além disso, a metodologia, devido a
sua natureza de selecdo de replicacdes consistentes, pode ser aplicada para qualquer conjunto de
dados com baixas replica¢des, como por exemplo outros tipos de microarranjos e fosfoproteomas
determinados por espectrometria de massas. O website estd também preparado para aceitar
submissdes desses tipos de dados. A figura 6 mostra a pagina inicial do website, de onde ¢
possivel também acessar os arquivos executaveis associados a metodologia. Através do download

desses arquivos, um pesquisador pode implementar a metodologia PepMatrix localmente.
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A pagina estd disponivel no enderego http://pro-161-70.ib.unicamp.br/~renatomilani/PHP/. Um

endereco de atalho, conhecido como quicklink de facil memorizacao estd localizado em

http://tinyurl.com/pepmatrixonline.

N

=~ PEPMATRIX

1ME)

Figura 6. Website da metodologia PepMatrix. Através dessa péagina, pode-se submeter arquivos DAT contendo
replicagdes obtidas através do PepChip®.
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3.2 Perfil quinomico de células TF1 expostas a violaceina

A violaceina ¢ um composto antibidtico produzido pela bactéria Chromobacterium
violaceum. Esta bactéria ¢ gram-negativa e anaerdbica facultativa, sendo parte da agua e solo de
regides tropicais e subtropicais. A violaceina mostra atividade contra amebas e tripanossomas,
sendo que existem evidéncias de que pode auxiliar no tratamento de cancer colorretal e outros
tipos de cancer através da modulagdo de vias de sinalizacdo (KODACH et al., 2006).

Como parte de um estudo amplo em colaboracdo sobre os efeitos da violaceina em
sistemas celulares, o perfil quinomico de células TF1 (derivadas de um paciente com leucemia
mieloide) foi obtido através do PepChip® Kinomics™ pelo Laboratdrio de Transdugdo de Sinal e
Bioensaios — IB — Unicamp e os conjuntos de dados obtidos foram submetidos a metodologia
PepMatrix. As células TF1 foram expostas a violaceina por 30 minutos, 16 horas e 24 horas,
antes de terem seus lisados processados e submetidos ao chip conforme descrito anteriormente.
Um controle sem exposi¢ao foi utilizado. A variabilidade encontrada nas replicacdes de todos os
chips foi, conforme esperado, bastante alta, sendo que a metodologia PepMatrix provou-se util
em selecionar apenas os spots com replicagdes consistentes. A figura 7A mostra as trés
replicagdes para o chip de 16 horas e a distribuicdo das intensidades de fosforilagdao. Na figura 7B
pode-se observar as razdes SD/A para cada spot, em duas escalas diferentes.

No chip de 30 minutos, 142 spots foram selecionados como tendo replicagdes confidveis
de acordo com os parametros SD/A < 20% e 80% < M/A < 120%, que foram selecionados
buscando o melhor equilibrio entre o nimero de spots selecionados e a qualidade de suas
replicagdes. Nos tempos de 16h e 24h foram selecionados, respectivamete, 69 e 75 spots. De

todos os spots selecionados, 84 apresentaram atividade quindsica diferencial em relagdo ao
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controle (p <.05) (Tabelas 4, 5 e 6 e figuras 8, 9 e 10). Dos 84 spots com fosforilacao diferencial,
foram realizadas anélises por Western blot para GSK3f e Src devido a sua importancia para vias
de proliferacdo celular. Os resultados mostram um notdvel aumento da fosforilagdo do residuo
inibitério S9 da enzimas GSK3p, confirmando a redugdo de 26% da atividade de todas as
fosforilagdes atribuidas a GSK3f no chip de 30 minutos (Figuras 8, 11 e tabela 4). Além disso, a
atividade da quinase Src ndo mostrou diferencas significativas (p > .05) no mesmo tempo de
exposi¢dao, confirmando a densidade constante no blot para os residuos Y416 e Y527,

respectivamente responsaveis pela ativacao e inibi¢do de Src (Figura 11).
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Figura 7. As replicatas no chip podem ser altamente variaveis, o que torna os spots associados a elas inadequados para posterior inferéncia biologica. A.
Intensidade de cada spof em triplicata para as células TF1 expostas a violaceina por 16h. Os spots sdo ordenados pela mediana da intensidade de forma
ascendente, formando uma trilha de pontos seguida quase perfeitamente pela linha de regressdo mais clara. As replicacdes afastam-se da linha bastante
frequentemente. B. Razdes SD/A calculadas a partir de valores normalizados. Para um indice de SD/A < 20% em valores ndo-normalizados, a maxima
razdo SD/A em valores normalizados ficou em 24%. A primeira figura apresenta as razdes SD/A numa escala de 0-10 e a segunda numa escala de 0-1
(sendo que SD/A =1 significa que o desvio-padrdo das replicacdes ¢ igual a média delas). Os pontos claros indicam os spots selecionados pela metodologia
PepMatrix (considerando também o chip controle).
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Tabela 4. Primeiros 29 spots confiaveis selecionados a partir de células TF1 expostas a violaceina por 30 minutos
versus um controle sem exposi¢@o. A. Spots selecionados com indices definidos como SD/A <20% e 80% < A/M <
120%. Ao todo, 142 spots foram selecionados e, destes, 11 apresentaram fosforilagdo diferencial (p < .05) na coluna
R (Parte B). As colunas B, C, D e H, I, J contém os valores de intensidade normalizados para os spots selecionados
de cada chip, respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e mediana para cada spot. Ja
as colunas O e P contém a razdo de alteragdo observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na
coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste F' para a determinacdo da
existéncia de diferenga significativa entre as variancias das replicagdes entre os dois chips. Caso exista diferenga (p <
.05), o teste ¢ realizado na coluna R ¢ heteroscedastico. Caso contrario, o teste ¢ realizado é homoscedastico. Os spots
estdo ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estdo dispostas as informagdes
especificas sobre cada spot: respectivamente, o identificador no chip, a sequéncia presente no spot, o identificador
RefSeq ou SwissProt dessa sequéncia, o nome da proteina de qual a sequéncia foi retirada e a provavel quinase
responsavel pelo evento de fosforilagdo naquele spot.

A
B C D E F H | 1| K L 0 P

1 SLl average median AUTO3 kil average median FC avg FC median

2 | 5345 56.20 52.94] 54.22 53.45] 42.61 44.69 43.85] 43.72 0806344856 0820379552
3 65.04 7291 069.96] 69.2 69.96] %6.47 97.83 39,95 94.75 1.367168659 1.379035207
4 | 3444 B2.16 78.35] 8l.65 82.16 1195 103.3 105.3] 109.2 1.337405279 1.281235043
3 58.18 B5.29 062.20] 61.91 62.26Q 75.18 81.03 73.25| 76.4%9 1.235400261 1.207404412
6 -6.70 -4.588 -6.865] -6.071 -6.76] -1.734 1.798 4.736) 1.6 -0.263516325 -0 265926857
7 | 5546 68.93 60.05 61.5 00.05] 359.93 47.75 495.53| 43.76 0743986738 0795228018
g | 59.95 6148 63.08] 6151 6148 45.2 55.25 53.94f 51.46 0836724121 0877318728
2 7746 B84.02 81.27] 80.91 81.27] 36.36 93.81 100y 93.57 1.156410482 1.154351108
10| 45.76 50.71 54.8] 5042 50.71] 35.82 43.21 43.35] 4212 0.83547681 0.852100491
11| 8444 8859 103.7] 9223 88.59) 79.31 ©68.99 7176 73.35 0795361925 0.810015446
12| 1124 119.6 123.5] 1185 119.6]Q 73.52 28 107.1] #9.56 0755885909 0.735762758
13| 62.55 b2.68 56.73] 60.67 b62.55] 44.47 44.16 56.03| 48.44 0.798340394 0710968192
14| 57.23 6159 7194 62.59 61.59] 323.73 4986 53.44) 45.68 0718344298 (0.80959218
15| 83.97 7792 80.45] 80.78 80.45] 45.09 57.79 76.12| 59.67 0738644931 0.718294435
16| 2129 216.2 205.3] 2115 2139 208 196.8 198.1 201 0950416128 0930336168
17| 53.57 50.27 59.59] 5447 53.57] 57.92 062.65 06777 6278 1.152417883  1.16955927
18| J78.76 65.73 71.13) /87 T1.13] 55.75 66.24 b63.28| 61.76 0859249733 0889730057
19| 259.6 2314 261.4) 250.8 259.6] 220.8 180.5 234.7 212 0845404594 0.850587818
20| 83.37 74 92.23 83.2 83.37] 67.53 069.83 069.26] 68.87 0 827818405 0830744429
21| 4399 57.34 59.24] 53.52 57.34] 6l.84 62.22 72.38| 65.48 1.223461956  1.085071696
22| 264.2 2344 2297 242.8 234.4) 2054 220.7 227.7] 2179 0897698147 0.941319557
23| 6835 7o6.72 87.08] 7TIL589 76.72] 55.85 65.92 70.01] 62.93 0.823950899 0859219765
24| 92,25 7T7.05 36.93| 8543 80.98 60.4 76.59 7811 T1.7 0839335638 0.880602881
25| 66.81 629 79.75] 6%.82 66.81] 56.16 63.7 57.08| 59.18 0847606428 0863269529
26| 9094 96.42 113.6] 100.2 906.42] 62.67 7744 95.3| 78.47 ; 0782276102 0.803080084
27| 25.53 211 25.78] 2414 25.53] 25.14 35.92 A45.72] 35.59 1474752958 1.406743471
28 64.1 71.06 58.3] 64.49 o641 66.8 To.8 75.24 T2.85 1131250591 1173911138
29 66.1 58.65 57.25] 60.67 58.65] 52.75 58.85 5257 54.72 0901978181 0899315172
30| 59.24 59.74 6l.3] 60.20 59.74] 60.29 65.61 63.91] 63.27 1.049866309 1.069719566
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Tabela 5. Primeiros 29 spots confiaveis selecionados a partir de células TF1 expostas a violaceina por 16 horas
versus um controle sem exposi¢do. A. Spots selecionados com indices definidos como SD/A <20% e 80% < A/M <
120%. Ao todo, 69 spots foram selecionados e, destes, 33 apresentaram fosforilacdo diferencial (p <.05) na coluna R
(Parte B) (nem todos sdo exibidos). As colunas B, C, D e H, I, J contém os valores de intensidade normalizados para
os spots selecionados de cada chip, respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e
mediana para cada spot. Ja as colunas O e P contém a razdo de alteracdo observada (conhecida como FoldChange ou
FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste /" para a
determinag@o da existéncia de diferenca significativa entre as varidncias das replicagdes entre os dois chips. Caso
exista diferenca (p < .05), o teste ¢ realizado na coluna R ¢é heteroscedastico. Caso contrario, o teste ¢ realizado ¢
homoscedastico. Os spots estdo ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estao
dispostas as informacdes especificas sobre cada spot: respectivamente, o identificador no chip, a sequéncia presente
no spot, o identificador RefSeq ou SwissProt dessa sequéncia, o nome da proteina de qual a sequéncia foi retirada e a
provavel quinase responsavel pelo evento de fosforilagdo naquele spot.

A
B G D E F H I J K L 0 [

1 'SL‘[ average median AUTO1I B8 average median FC avg FC median

2 | 105.02 103.06 100.62] 1029 103.06) 52.523 55.049 56.581| 54.718 0.531750866 0.534131063
3 | 61.135 56.585 58.186| 58.635 58.186] 117.19 131.13 128.42| 135.58 2141722532 2 207128396
4 | 37.836 42,323 42.448| 40.869 42.323) 70.863 7728 TA.572| 74.229 1.816491049 1.761960088
5 | 36.235 40.364 48.273] 41.644 40.364)] 90.178 87.073 96.415] 91.224 2190557099 223410581
6 | 67.522 63.938 09.373| 66.962 67.522] 104.26 116.9 112.63| 111.26 1.661569521 1.668020041
7 | 86.452 B3.688 B8.493| 86.211 86.452| 160.41 144.52 142.02| 148.98 1.728120007 1.671665204
8 | 55.341 63.335 69.028| 62.568 63.235] 189.87 159.29 156.17] 168.45 2692216265 2515111148
9 | 93,693 110.02 B7.214| 98.982 99.098] 192.66 177.52 204.33] 191.52 1.934933704 1.932415482
10| 106.8 106.98 113.21 109 106.98] 69.221 60.984 78.281| 69.495 0.637599586 0647043145
11 | 54.038 61.483 52.705] 56.075 54.038] 33.12 34.338 32.813] 35.08 0.625772478 0.635444564
12 | 50.256 58.11 47.344] 51.904 50.256] 119.97 958.405 97.104] 105.16 2026081822 1.958068321
13 | 79.233 85.214 93.51] 85.986 35.214] 118.99 114 124.85] 119.28 1.387233016 1.396390871
14 | 48.837 44.283 51.421) 48.18 48.837| 67.743 063.055 72.653] 67.8139 1.40760271

15| 61.49 63.549 72.5253] 65.855 63.5349] 100.65 103.93 &7.70] 97.446 1479709113

16 | 43.514 359.058 36.852] 39.808 39.058] 52.362 54.913 49.433] 52.236 1.312196695

17| 75.806 67.034 73.575] 72.138 73.575] 59.399 53.528 50.257] 54.395 0.754032045

15 | 51.082 63.442 61.913] 58.813 61.913] 83.052 100.06 81.72] 85.945 1.529344739

19 | 112.36 1192.61 123.47] 118.43 115.61] 196.26 161.37 211.81] 139.81 1602078117

20| 71.426 59.304 66.93] 65.887 66.93] 101.31 26.115 950.374] 926 1.405451902

21| 79.826 ©4.529 70.542| 71.632 70.542] 138.96 114.42 106.17] 119.85 1.673109663 1.621977425
22| 89.524 93.485 93.024] 92.211 93.435] 83.141 33.215 76.498] 80.951 0.877891497 0.889352149
23 | 63.148 70.407 70.307] 67.954 70.307] 91.651 79.706 87.213] 86.21 1.266652787 1.240458616
24 | 83.968 77.918 30.449] 80.773 80.449] 93.616 100.06 108.73] 100.82 1248090157 1.243792869
25| 125.25 100.45 108.43] 111.28 108.43] 247.49 198.5 172.11] 206.04 1.849917986 1.830730988
26| 259.62 2314 261.38] 250.8 259.62| 203.40 196.02 215.79] 205.09 0817744155 0.783683478
27 | 84.439 88.587 103.65] 92.226 88.537| 112.44 122.43 117.71] 117.53 1.274325964 1.328748711
28 | 72.613 34,192 76.952| 67.919 72.613] 42.049 34.338 44.352] 40.246 0.592568607 0.579087491
29 | 59.006 54.192 56.203| 56.467 56.203] 65.131 72.31 62.762] 66.734 1.181838113 1.158863595
30| 39.256 42.436 50.257] 43,983 42.436] 60.059 52.563 63.31] 58.644 1.333340307 1.415291865
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Tabela 6. Primeiros 29 spots confiaveis selecionados a partir de células TF1 expostas a violaceina por 24 horas
versus um controle sem exposi¢do. A. Spots selecionados com indices definidos como SD/A <20% e 80% < A/M <
120%. Ao todo, 75 spots foram selecionados e, destes, 40 apresentaram fosforilacdo diferencial (p <.05) na coluna R
(Parte B) (nem todos sdo exibidos). As colunas B, C, D e H, I, J contém os valores de intensidade normalizados para
os spots selecionados de cada chip, respectivamente. As colunas E, F e K, L apresentam os valores de média e
mediana para cada spot. Ja as colunas O e P contém a razdo de alteracdo observada (conhecida como FoldChange ou
FC) entre as médias na coluna O e entre as medianas na coluna P. B. A coluna Q contém os valores do teste /" para a
determinag@o da existéncia de diferenca significativa entre as varidncias das replicagdes entre os dois chips. Caso
exista diferenca (p < .05), o teste ¢ realizado na coluna R ¢é heteroscedastico. Caso contrario, o teste ¢ realizado ¢
homoscedastico. Os spots estdo ordenados de forma ascendente pela coluna R. Nas colunas T, U, V, W e X estao
dispostas as informacdes especificas sobre cada spot: respectivamente, o identificador no chip, a sequéncia presente
no spot, o identificador RefSeq ou SwissProt dessa sequéncia, o nome da proteina de qual a sequéncia foi retirada e a
provavel quinase responsavel pelo evento de fosforilagdo naquele spot.

A
B C D E F H | 1 K & P
1 SLI average median average median FCavg FC median
2 | 105.02 103.06 100.62] 102.9 103.06] 47.947 41.617 44.273| 44.613 0.43355037 0.429579547
3 | 216.21 234.56 236.43] 229.07 234.56] 44.947 43.829 55.018| 45.598 02165237 0208178546
4 | 106.8 106.98 113.21 109 106.98] 66.385 61.303 66.258] 64.649 0583131513 0.61934386
5 | 125,72 1121 121.02] 119.61 121.02] 285.54 274.51 248.15| 2654 2252273513 226832724
6 | 116.02 141.38 13233} 17991 132 33| 37.302 33.652 42.598| 37.851 028188588
7 1 50.256 58.11 47.344 51.904 50.256] 115.1 106.53 102.16| 107.93 2119656237
8 | 55.341 63.335 69.028| 62.568 63.335] 128.14 154.45 145.8| 1428 2 282270746
9 | 73.555 74.652 B1.968] 76.725 74.652| 106.41 115.39 108.04| 105.95 1433002115
10| 44.34 44.068 47.924] 45444 44.34] 95.616 77.678 90.256] B7.85 193314081
11| 61.49 63.549 72.525| 65.855 63.549] 115.26 104.42 101.66] 107.11 1626487495 1643135401
12 | 86.452 B3.688 88.493| B6.211 86.452] 136.99 137.93 160.06] 144.99 1681819719 1595462174
13| 71.31 78.571 84.417| 78.099 78.571] 120.05 117.534 133.21) 123.73 1584317172 1527886449
14 | 99.698 110.03 87.214| 98.982 99.698] 185.56 173.84 210.23] 185.87 1918280609 1861175263
15 | 63.148 70.407 70.307| 67.954 70.307] B89.77 B7.742 95.29]50.934 1338172832 1276826472
16| 58.18 65.294 62.263] 61.912 62.263] 78.829 B2.939 87.236] 83.001 1.34062583 1.332076055
17| 125.25 100.45 108.43| 111.38 108.43] 208.79 208.4 171.13] 196.11 1760773246 1921980764
18 | 68.709 67.468 83.597| 73.258 68.709] 38.504 43.272 43.44)41.739 0569748117 0.629792985
19 |112.36 119.61 123.47] 118.48 1159.61] 202.24 162.42 185.23] 183.33 1547376012 1548592645
20 | 84.439 B2.163 78.351| 81.651 82.163] 53.793 46.125 63.238] 54.385 0.666070271 0654717832
21 | 63.619 68.994 82.433]| 71.682 68.954] 44.652 40.413 41.929] 42.331 0.580546391 0607720427
22 | 57.232 61.59 71.941]| 63.587 61.59] 42.101 41.469 37.399] 40.323 0.634137298 0673314251
23 | 66.935 70.407 78.935| 72.092 70.407] 53.491 55.288 55.183] 54.654 0758111925 0.78377251%9
24 | 78.878 98.383 B89.313| 8BB.B58 B89.313] 64.137 60.246 63.238] 682.54 0703820469 0.708045066
25 73.2 B7.388 B4.531| B1.706 B84.531] 61.438 52.583 60.72] 58.247 0.7128B6979
26 | 48.482 50.273 58.301] 52.352 50.273] 40.155 37.413 35.047] 37.538 0717034129
27 | 66.103 67.907 82.433]| 72.148 67.907] 93.515 111.48 104.68] 103.23 1430775142
28 | 128.09 124.83 111.31] 121.58 124.83] 67.882 66.409 95.455] 76.582 0629903421
29 | AB.837 39.384 54.104]| 47.442 AB.837| 73.728 B9.249 105.19] 89.387 1884148103
30 | 82.549 71.713 74.504| 76.255 74.504] 64.439 59.35 60.72] 61.703 0.80916792
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Figura 8. Quinases up-reguladas e down-reguladas com base na fosforilacdo dos spots confiaveis de acordo com os parametros estabelecidos para um chip
de células TF1 expostas a violaceina por 30 minutos versus um controle sem exposicdo selecionados pela metodologia PepMatrix. Apenas os nomes das
quinases potencialmente responsaveis pelas fosforilagdes e que apresentaram fosforilagdo diferencial sdo mostrados.
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Figura 9. Quinases up-reguladas ¢ down-reguladas com base na fosforilagdo dos spots confiaveis de acordo com os parametros estabelecidos para um chip
de células TF1 expostas a violaceina por 16 horas versus um controle sem exposi¢ao selecionados pela metodologia PepMatrix. Apenas os nomes das
quinases potencialmente responsaveis pelas fosforilagdes e que apresentaram fosforilagdo diferencial sdo mostrados.
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Figura 10. Quinases up-reguladas e down-reguladas com base na fosforilacdo dos spots confidveis de acordo com os pardmetros estabelecidos para um
chip de células TF1 expostas a violaceina por 24 horas versus um controle sem exposicao selecionados pela metodologia PepMatrix. Apenas os nomes das
quinases potencialmente responsaveis pelas fosforilagdes e que apresentaram fosforilagdo diferencial sdo mostrados.
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Figura 11. Avaliagdo dos spots confidveis no chip originou resultados confirmados por outras técnicas. A. Western
blots de células TF1 expostas a violaceina por 30 minutos para pGSK3p (S9 - inibitorio) e pSrc (Y416 - ativador ¢
Y527 - inibitoério). B. Intensidades das replicagdes de spots contendo substratos de GSK3p e Src num chip contendo
lisados de células TF1 expostas a violaceina por 30 minutos. E notavel a redugdo da intensidade de fosforilagio no
substrato de GSK3p (p <.05) enquanto o substrato de Src ndo apresentou diferenga significativa (p > .05).



Desenvolvimento de um Pipeline para Analise em Larga Escala de um Chip de Proteinas Quinases 49

3.3 Perfil quindomico de pré-osteoblastos MC3T3-E1 em adesao

A adesdao a uma matriz ¢ um processo essencial na diferenciacdo de osteoblastos. O
processo de remodelagdo 0ssea, pelo qual o tecido dsseo passa ao longo de sua existéncia visando
a regulacdo da homeostase de célcio, microrreparos na estrutura e defini¢ao do esqueleto durante
o crescimento, envolve intensa relagdo entre a matrix extracelular e os osteoblastos, apresentando
forte influéncia nos mecanismos de transdugdo de sinal. A expressdo de proteinas da matriz extra
celular, do citoesqueleto e de membrana, como integrinas e caderinas, ¢ finamente regulada por
mecanismos de sinalizacdo celular (ANSELME, 2000). Durante a vida, algumas condi¢des como
envelhecimento e estresse mecanico podem alterar essa regulacdo. Nesse contexto, a busca por
novas terapias envolvendo o tecido dsseo tem obtido destaque na area de biomateriais. A
engenharia de tecidos tem oferecido subsidios pelos quais células osteoprogenitoras podem ser
associadas a biomateriais com o objetivo de desenvolver osteossubstitutos ideais capazes de
restaurar e manter as caracteristicas do tecido (ZAMBUZZI, 2008).

Nas ultimas décadas, os osteoblastos vém sendo amplamente utilizados in vitro para o
estudo do metabolismo 6Osseo e interagoes células-biomateriais. Para este fim sdo utilizadas
linhagens celulares provenientes de ratos (UMR-106), camundongos (MC3T3-El), fetos
humanos (hFOB 1.19) e osteosarcoma (SAOS-2). Particularmente, a linhagem celular de pré-
osteoblastos MC3T3-E1, obtida por Sudo ef al. em 1983, tem sido muito utilizada para o estudo
do processo de diferenciagdo de osteoblastos e subsequente mineralizagdo bioldgica.

Nesse contexto, como parte de um estudo em colaboragdo com o Laboratorio de
Transdugdo de Sinal e Bioensaios — IB - Unicamp, o perfil quinomico de células MC3T3-E1 foi

estudado através do PepChip® Kinomics™ e os resultados foram submetidos a metodologia
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PepMatrix. As células foram cultivadas sobre superficies de poliestireno e as amostras foram
coletadas 2 horas, usada como condi¢do experimental, e 10 dias depois, usada como controle. Os

resultados mostraram diversas quinases com atividade diferencial, conforme a tabela 7.

Tabela 7. Primeiros 29 spots confidveis selecionados a partir de células MC3T3-E1 submetidas a adesdo em uma
placa de poliestireno por 2 horas versus um controle de células ja aderidas em cultura por 10 horas. A. Spots
selecionados com indices definidos como SD/A <20% e 80% < A/M < 120%. Ao todo, 32 spots foram selecionados
e, destes, 23 apresentaram fosforilagdo diferencial (p < .05) na coluna Q (Parte B). As colunas A, B, Ce G, H, I
contém os valores de intensidade normalizados para os spots selecionados de cada chip, respectivamente. As colunas
D, E e J, K apresentam os valores de média e mediana para cada spot. Ja as colunas N e O contém a razdo de
alteracdo observada (conhecida como FoldChange ou FC) entre as médias na coluna N e entre as medianas na coluna
O. B. A coluna P contém os valores do teste F’ para a determinagdo da existéncia de diferenga significativa entre as
variancias das replicagdes entre os dois chips. Caso exista diferenca (p < .05), o teste ¢ realizado na coluna Q ¢
heteroscedastico. Caso contrario, o teste ¢ realizado ¢ homoscedastico. Os spots estao ordenados de forma ascendente
pela coluna Q. Nas colunas S, T, U, V e W estdo dispostas as informagdes especificas sobre cada spot:
respectivamente, o identificador no chip, a sequéncia presente no spot, o identificador RefSeq ou SwissProt dessa
sequéncia, o nome da proteina de qual a sequéncia foi retirada e a provavel quinase responsavel pelo evento de
fosforilagdo naquele spot.

A
A B | C D E G H | J K N 0

(B controlngsi S| average median 03522884 average median FC avg FC median
2 15383 13754 17.152| 1543 15383]| 43.179 44836 42095 4337 : 281085522 280701901
3 117823 162.39 174 72| 171.78 174.72] 36212 34612 34021| 349 48 5 203449341 1.98099469
- 47.33 36.247 42.702| 42.093 42.702] 398.76 369.27 347.93| 371.99 5 8.83724159 8.64760198
5 168.16 139.47 158.76| 155.46 158.76] 379.67 372.31 357.45| 369.81 £ 237876552 2.34515584
6 18433 16136 18502| 1769 184 33] 35059 373.38 368.11| 364.03 ; 205782854 199704442
7 16714 12259 158.52| 149.41 158.52) 37272 36451 368.62| 36662 3 2 46706995 2 32541373
8 19565 21403 24 204| 21.724 21.403] 50.78 50.869 58.144| 53.265 : 245187227 237673339
9 16859 14839 166.78| 161.25 166.78] 376.02 31766 351.11| 348.26 5 2 15970066 210522571
10| 67.12 80.751 85936] 77936 80.751]| 166.73 158 141.83| 15552 1.99546865 1.95661681
1178449 78531 111.25| 89409 78531| 37474 37618 375437544 £y 419909873 4.78021361
12 | 23.859 23.148 28607 25204 23.859| 71.727 55.653 58.653| 62.011 d 2 4603295 245834255
13 | 72.327 62266 62.593| 65.729 62.593| 38.448 33.268 26.8| 32.839 ; 049960968 053150117
14 | 138.43 137.22 148.01] 141.22 138.43]| 291.22 314 14 245 36| 283.58 : 2. 00805321 210376811
15 | 86.836 68.982 88.826| 81.548 86.836| 41.585 37.255 33.035| 37.292 _ 045729964 0.42902721
16 | 116.27 141.25 134.07| 13053 134.07| 82.378 71.718 93.886| 82 661 E 063325685 0.61442241
17 1 91.019 80.478 69.535| 80.344 80478]| 138.79 154 84 119.88| 137.84 - 1.71562276 1.72459767
161 180.14 160.08 177.82| 172.68 177.82| 257.94 348.16 286.43]| 297.51 ] 1.72290389 1.61076858
19 | 85.229 090.172 93.965| 89.789 90.172| 70.989 ©68.599 50.079] 63.222 i 0.70412379 0.76075886
20 1 88495 11484 123.1] 106.81 114.84] 163.88 143.17 14527 150.77 £ 1.38561415 1.26491958
21 116564 14193 159.81] 155.79 159.81] 255.13 24863 188.8| 230.86 _ 1.48182445 1.55585709
22 116545 148.82 154.21]| 156.16 154 21| 138.44 110.79 98.945| 116.06 3 0.74318637 0.71842856
23116932 141.78 1523]| 15447 152.3]| 241.77 256.89 183.21| 227 .29 147146817 1.58751273
24 117546 16214 175.78] 171.13 175.46] 139.49 158.77 125.08] 141.11 : 082462374 0.79499349
25114961 1366 15569 1473 14961] 11235 136.73 104 44| 117.84 2 080001131 0.75097251
26 1 35994 32818 30904| 33.239 32.818] 30.146 18.024 20.332| 22.834 i 068697227 061953098
27 | 16066 150.38 167.59] 159.54 160.66| 373.67 23584 230.81| 296.77 | 1.86013437 1.74788455
28| 7358 58544 72678| 68.267 72678| 85435 86.434 73.17| 8168 : 1.19646458 1.17552769
29 | 97.402 97.316 11039 101.7 97.402| 85.854 99 262 83.347| 89.488 : 087989081 088143843
30 | 10262 83.654 87.751] 9134 87.751]| 76.521 86.258 69.801| 77.527 i 084876742 087203048
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As quinases Src, PKC e FAK apresentaram significativa atividade diferencial, sendo pelo

menos duas vezes mais ativas durante a adesdo (Figura 12). Essas proteinas estdo entre os

principais reguladores da adesdo celular através do estabelecimento de adesdes focais. O

mecanismo envolve a ativagdo de integrinas, ao que se segue a interagdo direta entre Src, PKC e

FAK, levando a uma cascata de sinaliza¢do através de Rho, ROCK, paxilina e talina e alcangando

o eclemento final da cascata, a cofilina. A cofilina ¢ responsavel pela determina¢do do

comprimento dos filamentos de actina e consequentemente pelo rearranjo do citoesqueleto

(YANG et al., 1998) (Figura 14).
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Além disso, a cascata também ativa GSK3p, responsavel por fosforilar e
consequentemente inibir a proteina P-catenina, reduzindo a sinalizacdo para a proliferagdo
celular. As proteinas PAK e RAP1 também fazem parte da cascata de sinalizagdo durante a
adesdo, sendo importantes para a sinalizacdo de sobrevivéncia celular através de Bcl-2 (Figura
14).

A adesdo celular também depende da sinalizagdo de sobrevivéncia celular, bem como da
inibi¢do da proliferacdo. Os resultados do chip mostraram que a quinase GSK3[ apresentou
atividade aumentada durante a adesdo na fosforilagio de um peptidio derivado de c-Myc
contendo o sitio T58, levando a sua inativacdo e subsequente inibicdo da proliferacao celular
(SMITH et al., 2002). A GSK3p também ¢ responsavel pela fosforilacdo e consequente inibicao
de B-catenina (um co-ativador transcricional de c-Myc), portanto inibindo a proliferagdo celular
também pela via Wnt (Tabela 7 e figuras 13 e 14). Na tabela 7, observa-se que o pseudosubstrato
derivado de c-Myc pode ser fosforilado por CK2 ou GSK (Glycogen Synthase Kinase), sendo que
ambas atuam em conjunto num scaffold proteico que faz parte da via Wnt (Figura 13).

Um substrato presente no chip derivado de RAP1A (Ras related protein 14) foi mais
fosforilado consistentemente ao longo das replicagdes durante a adesdo. A intensidade no chip foi
mais de oito vezes maior durante a adesdo do que durante a condi¢do controle. A enzima
responsavel ¢ provavelmente uma PKA (Tabela 7), estabelecendo uma possivel rota para a
manuten¢do da viabilidade celular através da sinalizagdo por MAPK e BCL-2 desencadeadas por

integrinas (Figura 14).
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Figura 12. Quinases up-reguladas e down-reguladas com base na fosforilacdo dos spots confidveis de acordo com os pardmetros estabelecidos para um
chip de células MC3T3-E1 submetidas a adesdo em uma placa de poliestireno por 2 horas versus um controle de células ja aderidas em cultura por 10
horas selecionados pela metodologia PepMatrix. Apenas os nomes das quinases potencialmente responsaveis pelas fosforilagdes e que apresentaram
fosforilacdo diferencial sdo mostrados. As quinases Src, PKC, PAK1 e FAK estdo relacionadas a vias reguladoras do remodelamento do citoesqueleto de
actina e ao estabelecimento de adesdes focais, processos relacionados a adesdo celular.



Desenvolvimento de um Pipeline para Analise em Larga Escala de um Chip de Proteinas Quinases 54

I WHT SIGHNALING PATHWAY
___________________
iz

Canonical pathwray *p > HLE

B *

5 CEP o
Fro | [t ]

fia-1

— Wt Frizzled »[CFLEF—+O—b ——————&> c(:::y?:]ile
ShLADd DHA
T LEPSi SMAD3 [FFARS]
Cerl | | Wif1l /‘ AIP o [Grouwto
|

Figura 13. Via de sinalizagdo Wnt candnica mostrando o scaffold proteico responsavel pela fosforilagio de p-catenina envolvendo CK2 e GSK3. A direita
encontra-se o fator de transcricdo c-Myc, responsavel pela proliferacao celular. Adaptado de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
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Como mostrado acima, houve alteragdes significativas nos spots relacionados a
replicacdes consistentes. No entanto, uma anélise da atividade quindmica global também pode
trazer resultados significativos e correlacionados aos resultados anteriores. O grafico mostrado na
figura 15 mostra a mediana das intensidades de todos os 1024 spots, em condi¢des de adesdo
versus condi¢des controle, normalizadas de 0 a 100 e com uma cauda de exclusdao de 5%. No
geral, observa-se que hd quinases mais ativas durante a fase de adesdo. A possibilidade de
fosforilagdes inespecificas nos spots acima da cauda de normalizagdo e abaixo da linha horizontal
em 100 em 2h de adesdo ¢ desconsiderada porque nas condi¢des controle o limite de 100 ndo foi
ultrapassado. Assim, Src, PKA, FAK, GSK3p, PKC dentre outras, apresentam forte evidéncia de
ativacdo especifica durante a adesdo. Isso foi confirmado através da técnica de Western blot, de
acordo com a disponibilidade de anticorpos, que validou as atividades quinasicas observadas no
chip (Figura 16).

Uma analise da composi¢do dos pseudosubstratos presentes no chip que apresentaram
replicagdes consistentes versus o chip como um todo revelou que substratos contendo o
aminodacido serina como sitio conhecido de fosforilagdo estdo presentes em maior propor¢ao no
conjunto dos spots selecionados como confiaveis (Figura 17). Isso provavelmente ¢ um reflexo
da presenca de varias quinases do grupo AGC (ex.: PKC e PKA) sendo capazes de fosforilar
multiplos pseudosubstratos que apresentaram fosforilagdo diferencial dentre os selecionados,

indicando um papel fundamental desta familia de quinases no processo de adesao.
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Figura 15. Analise quindmica global da adesdo de células MC3T3-E1 por 2h sobre uma superficie de poliestireno versus um controle de células ja aderidas
em cultura por 10 horas. O grafico classifica cada spot representando a condi¢do de fosforilagdo do substrato presente no chip. Os substratos (indicados
entre parénteses) associados as quinases Src, FAK, GSK3p, PKC, PKA, PAK1, PDGFRJ apresentaram aumento na intensidade de fosforilagdo enquanto
os substratos associados as quinases MAP3K11 e CAMKII apresentaram redugdo na intensidade de fosforilagao. As condigdes de fosforilagdo ao longo do
chip podem variar dramaticamente durante o processo de adesdo em relagdo a condi¢do controle: a regido A indica eventos em que a fosforilagao foi
reduzida durante a ades@o, enquanto a regido C indica eventos em que a fosforilagdo foi aumentada. A regido B indica spots em que a variagdo foi menos
pronunciada. Spots na regido C abaixo da linha horizontal em 100 s3o os que apresentaram maior fosforilagdo diferencial, ao mesmo tempo em que
provavelmente ndo indicam eventos de fosforilagdo inespecifica, ja que a mediana correspondente no controle ndo apresentou intensidade acima da cauda
de exclusao.
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Figura 16. A. Replicagdes de spots no PepChip® para as quinases FAK, Src, PKA, PKC, GSK3f e PAKI, todas
relevantes no processo de adesdo osteoblastica. B. Os resultados do chip foram validados pela técnica de Western
blot, especifica para cada enzima, evidenciando que as quinases acima foram fosforiladas em residuos especificos
necessarios a sua ativacdo. No caso de GSK3p, que apresenta-se menos fosforilada durante a adesdo, o residuo em
questdo ¢ inibitdrio. Portanto, a enzima apresenta-se mais ativa, inibindo a proliferacdo celular.
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Figura 17. Os sitios de fosforilagdo dos spots selecionados durante a adesdo possuem uma distribui¢@o diferenciada
em relagdo ao chip como um todo. Um significativo aumento dos peptidios fosforilados em serina pode ser
observado quando se compara apenas os spots diferencialmente fosforilados (circulo externo) em relagdo a
distribuicdo observada em todo o chip (circulo interno). Y, S e T correspondem, respectivamente, a residuos de
tirosina, serina € treonina.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

A andlise dos resultados de técnicas de biologia molecular ¢ bastante complexa,
envolvendo questdes que vao desde a selecdo da metodologia até a validagdo dos resultados. Este
desafio ¢ ainda agravado pelos inimeros softwares que existem hoje e sdo desenvolvidos a cada
dia, aumentando a complexidade da tarefa.

As proprias metodologias laboratoriais estdo sujeitas a dificuldades técnicas que podem
resultar em dados imprecisos. No caso do PepChip®, essas dificuldades envolvem, entre outras:
a) fosforilagdes inespecificas devido ao pequeno tamanho do pseudosubstrato e b) acessibilidade
reduzida da enzima ao substrato por conta do emparelhamento de substratos ao longo do chip.
Essas dificuldades acabam gerando uma grande variabilidade entre as replicagdes.

O método de selecao de spots com base na consisténcia de replicagdes aqui proposto e
aplicado em conjuntos de dados de laboratdrio reais expo0s tais limitacdes técnicas verificando
quais sdo as vantagens e desvantagens presentes na tecnologia do PepChip®. Nos 4 conjuntos de
dados analisados pela metodologia PepMatrix com parametros SD/A < 20% e 80% < A/M <
120%, houve um retorno médio de 80 spots selecionados para cada chip. Esse nimero representa
aproximadamente 8% de todos os spots presentes no PepChip® Kinomics™, demonstrando que a
porcao util do chip € relativamente pequena. Apesar disso, comprovou-se possivel distinguir
spots afetados pelas limitacdes do chip de outros com replicagdes consistentes. Estudos
adicionais poderdo comprovar se a tendéncia da reduzida area util se mantém independentemente
do tamanho do chip ou se seria mais eficiente fabricar chips contendo um niimero menor de spots

selecionados de acordo com o interesse dos pesquisadores, ao contrario do chip produzido hoje,
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que contém substratos de um grande niimero de enzimas pertencentes a processos bioldgicos nao-
relacionados.

Por outro lado, o PepChip® foi capaz de identificar com precisao eventos de fosforilacao
criticos para determinados processos biologicos, em meio a centenas de pseudosubstratos e
quinases presentes num Unico chip. No caso de células TF1 expostas a violaceina por 30 minutos,
a técnica de Western blot demonstrou que este composto promoveu consideravel aumento da
fosforilagdo no residuo inibitorio S9 da enzima GSK3p, relacionada a diversas vias de sinalizacao
regulando o crescimento celular, diferenciacdo e desenvolvimento (SIGFRIED et al., 1990;
BOUROQUIS et al., 1990). O PepChip®, por sua vez, apontou reducao significativa e consistente
da atividade da enzima. O PepChip® também evidenciou um aumento na atividade de GSK3p
apos 24h de exposicao a violaceina, o que pode indicar a reducao da atividade do composto apds
esse periodo. Além disso, a enzima Src, associada a proliferacdo e diferenciagdo em uma grande
variedade de tipos celulares, nao apresentou diferenca significativa em sua atividade no chip € em
sua expressao no ensaio de Western blot.

Ja no caso de células MC3T3-E1 pré-osteoblasticas durante a adesdo a superficies de
poliestireno, o PepChip® foi capaz de apontar aumento de atividade em enzimas como Src, FAK,
PKA e GSK3p, cruciais no processo de adesdo osteobldstica por seu envolvimento com a
reorganizacdo do citoesqueleto e a formacdo da adesdo focal (ZAMBUZZI et al., 2010), sendo
que todos os eventos de fosforilagio foram validados por um aumento na expressdo das
respectivas enzimas no Western blot.

No contexto da Biologia de Sistemas, a busca pela integracdo de resultados obtidos em
estudos em larga escala ¢ uma constante. No entanto, nem sempre ¢ possivel agrupar todos

resultados num mesmo processo biologico. O PepChip®, por exemplo, pela sua propria natureza
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variada em relagdo aos substratos presentes, muitas vezes retorna eventos de fosforilagao
relacionados a mais de um evento celular. No caso das células MC3T3-E1, a figura 12 ¢ a tabela
7 apresentam um evento de fosforilagao envolvendo o receptor PDGFRJ, relacionado a doencgas
mieloproliferativas. Contudo, o foco da analise era a adesdo osteoblastica e as enzimas
relacionadas a ela, o que pode levar a estudos adicionais buscando elucidar se PDGFRJ
efetivamente participa do processo de adesao ou nao.

Ferramentas voltadas a anélise de microarranjos, como o PepMatrix, tem sido objeto de
intenso debate na comunidade cientifica (MURIE et al., 2009; ROCKE et al., 2009,
KOOPERBERG et al., 2002; JEFFERY et al., 2006). As particularidades de cada chip muitas
vezes tornam um método adequado para um tipo de microarranjo completamente inadequado
para outro. Nesse contexto, ¢ importante definir um método simples e facilmente adaptavel para a
analise de vdrios tipos de microarranjos, de modo que os resultados sejam consistentes
independentemente da técnica utilizada.

Mesmo ferramentas desenvolvidas visando uma abordagem no contexto da Biologia de
Sistemas ndo trazem a facilidade de implementacdo de forma diversa daquela na qual ¢
distribuida: o KegArray (WHEELOCK et al., 2009) ¢ uma ferramenta desenvolvida para o
mapeamento dos resultados de estudos em larga escala, incluindo dados de transcriptoma,
proteoma e metaboloma, em mapas metabdlicos do banco de dados KEGG (OGATA, 1999;
KANEHISA, 2008). Enquanto apresenta um valor incalculdvel para estudos sistémicos e a
conexao entre as entidades bioldgicas de escala molecular e os fendmenos a elas associados, esta
ferramenta ndo permite uma analise ideal dos dados de quinoma, uma vez que ndo contempla as
particularidades de microarranjos de proteinas, que demandam andlises voltadas a atividade

enzimatica e ndo a expressao génica.
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O uso da Estatistica basica para analise de conjuntos de dados derivados de estudos de
microarranjos provou-se adequado para lidar com as limitagdes técnicas do chip, permitindo a
producao de conjuntos de dados adequados a analise posterior pelos pesquisadores. Apesar de
nao ser uma abordagem nova, as ferramentas disponiveis sdo focadas, na maioria das vezes, em
microarranjos de nucleotideos. Os parametros e procedimentos desses tipos de arranjos
apresentam notaveis diferengas em relacdo a arranjos de proteinas. Por exemplo, arranjos de
DNA consideram sinais bastante intensos como sinal de um alto nivel de expressdo, geralmente
apresentando um limite inferior para considerar um spot vélido. O PepChip®, por outro lado,
avalia a atividade enzimatica, o que exige valores de intensidade num intervalo que nao seja
considerado nem fraco demais nem tao forte que sugira uma fosforilagao inespecifica.

Em vista do exposto, o PepMatrix apresenta-se como uma metodologia de andlise capaz
de integrar conceitos estatisticos simples a uma técnica promissora de analise em larga-escala de
reacoes de fosforilagcdo. De facil uso e implementacdo, os resultados apresentados demonstram a
robustez da metodologia de andlise em vista da validagdo obtida por técnicas mais especificas.
Sua adaptabilidade a outras técnicas ndo a deixa atrelada a apenas um modelo de chip, j& que suas
premissas também sdo facilmente alteraveis e sua usabilidade, com a possibilidade de uso através
de um website ou através da execucao local, tornam o PepMatrix uma ferramenta util na obtencao

de informagdes biologicamente relevantes a partir de microarranjos de proteinas.
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