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Abstract. The Ontocancro project provides a repository of cancer related infor-
mation where researchers can find interactome and transcriptome data related
to the metabolic pathways of the genome maintaining mechanisms from several
distinct databases. In this paper not only we describe Ontocancro but we also
present an approach to characterise the profile of the metabolic pathways based
on the Shannon’s Entropy. Such parameter provides a quantitative measure of
the activity and diversity from the metabolic pathways.

Resumo. O projeto Ontocancro surgiu da necessidade de reunir informagoes
relacionadas ao cancer encontradas em diferentes bases de dados e integrd-
las em um tuinico repositorio, fornecendo aos pesquisadores dados de inter-
actoma e transcriptoma relacionados as vias metabdlicas dos mecanismos de
manutencdo do genoma (GMM). Além do cruzamento destas informacaoes, este
artigo aborda uma metodologia para analisar o perfil destas vias metabdlicas
utilizando a entropia de Shannon, onde é possivel obter um pardmetro quanti-
tativo utilizado para caracterizar a diversidade e a atividade relativa de vias
metabdlicas.

1. Introducao

Atualmente, um dos principais temas abordados na Biologia é a compreensao da estru-
tura e do comportamento de redes complexas de interacdes moleculares, as quais contro-
lam o comportamento das células [Barabdsi and Oltvai 2004]. O tamanho e a complex-
idade dos dados bioldgicos coletados durante os ultimos anos incluem informagdes que
requerem uma abordagem integradora [Golemis 2002], o que forca os cientistas a procu-
rarem solucdes cada vez mais inovadoras para tratar destes dados. No entanto, esta tarefa
se torna dificil a medida que o pesquisador necessita buscar informagdes em diferentes
bases de dados ou entdo trabalhar com diferentes tipos de dados ao mesmo tempo, o que
caracteriza uma das dificuldades encontradas na drea da bioinformética atualmente.

O objetivo deste artigo € demonstrar a composicdo de uma base de dados uti-
lizando uma ontologia que possa permitir a integracdo de informagdes relacionadas
a transcriptomas e interactomas dos genes que compdem as vias dos mecanismos de
manutencao gendmica (GMM).



Disfungdes nas GMM podem originar cancer [Castro et al. 2009a], disfuncdes
dos mecanismos que regulam o ciclo celular, que realizam o reparo do DNA ou, que
sdo responsaveis pela morte celular programada (apoptose), resultam numa instabilidade
gendmica e consequentemente em desenvolvimento do cancer. Para ser possivel o estudo
deste tipo de acontecimento é necessario o desenvolvimento de novos métodos, como uso
de ontologias e ferramentas de bioinformadtica que viabilizem o estudo em larga escala de
dados moleculares.

As ontologias sdo cruciais para a manutencao da coeréncia dos dados em uma
colecdo de conceitos complexos e seus relacionamentos, permitindo uma especificacao
explicita da contextualizacdo [Gruber 1993]. A ontologia Ontocancro tem por objectivo
auxiliar a investigacao do funcionamento das redes metabdlicas de genes envolvidos com
o cancer [Librelotto et al. 2006].

E proposto entdo neste artigo a atualizacio da ontologia, criando a Ontocancro
2.0, de forma a fornecer ao utilizador uma andlise estatistica do perfil das vias metabdlicas
relacionadas diretamente com o cancer através da utilizagdao de informacdes de transcrip-
tomas, o que ndo estava sendo contemplado na sua versao inicial.

Através dessa nova ontologia, a extragcao e selecdo das informacoes relativas aos
transcriptomas, serdo provenientes da base de dados bioldgica do Gene Expression Om-
nibus (GEO) onde € possivel obter dados sobre experimentos realizados através da técnica
de microarranjos em amostras de tecidos. O Geo é uma base de dados bioldgica que pos-
sui dados de amostras de varios organismos que apresentam diversas anomalias tais como
amostras de cancer e adenoma presentes em seres humanos [Barret and Edgar 2006].

Esta técnica permite suportar o desenvolvimento de uma aplicagdo web que,
através da Ontocancro, acede as listas de transcriptomas e interactomas 14 presentes e,
a partir disto, realiza uma andlise estatistica, podendo assim verificar o perfil dos GMM
em diversos transcriptomas relacionados com o desenvolvimento do cincer. Portanto, a
partir da integracdo dos dados do GEO com a Ontocancro, permite-se descobrir quais vias
estdo mais ativas quando o cancer esta na sua fase inicial.

O presente artigo estd divido da seguinte maneira: Na Secdo 2 pode-se encontrar
a contextualizacdo e a descricdo do projeto Ontocancro, a Se¢do 2.1 traz o objetivo e
explanacdo sobre a drea bioldgica do projeto, bem como o que motivou a atualizagdo
da ontologia e também a atual estrutura da base de dados. A Sec¢do 3 aborda os dados
que serao analisados, para que seja possivel entdo, na 3.1 e na Subsecdo 3.2, através da
utilizacdo de métodos matematicos, tracar um perfil da vias envolvidas nos mecanismos
de manutencdo do genoma. A Secdo 4 traz os resultados alcancados utilizando este tipo
de abordagem e por fim a conclusdo na Secao 5.

2. A Ontocancro

A Ontocancro € um banco de dados que integra informagdes de anotacao transcriptomica
e interatdmica de genes envolvidos em vias de manutencgao e estabilidade do genoma hu-
mano. Ele possui informacdes obtidas dos bancos NCI-Nature, Gene Ontology (GO),
String, Reactome, KEGG, BioCarta, HUGO e UniProt. Esta ferramenta € tnica atual-
mente e cobre de maneira mais completa a rede GMM [Sinigaglia et al. 2010].

Em sua versdo original, a Ontocancro 1.0 possui em torno de 120 vias genéticas



e informacgdes detalhadas de anotacdo, parceiros de interacdo, sondas de microarrays e
outras de 1428 genes envolvidos em GMM. A partir de estudos realizados sobre os dados
contidos na Ontocancro 1.0, surgiu a necessidade de uma atualizacdo em sua base de
dados e a inclusao de novas informacoes.

Nas vias contidas na Ontocancro 1.0, existem um niimero muito grande de genes,
o que dificulta a andlise da expressdo dos mesmos, resultando em distor¢cdes dos dados
analisados, isto porque as vias nem sempre sofriam um processo de curagem nas bases de
dados que as mantinham.

Para resolver o problema da grande quantidade de genes presentes em uma mesma
via, a estratégia encontrada foi a separacdo de vias em sub-vias de forma a agregar genes
que possuam uma maior proximidade dentro de uma mesma via. Decidiu-se por incluir
também na base de dados somente vias que passaram por uma curagem, aumentando
assim a fidelidade da andlise do perfil das mesmas [Eder M. Simio et al. 2010].

Na composi¢do da Ontocancro 2.0 os dados provenientes das vias metabolicas,
quase que em seu total, foram retirados da base de dados NCI-Nature (National Cancer
Institute) pois neste repositorio é curado e nele encontram-se informagdes sobre vias,
interagdes biomoleculares e processos celulares montados de maneira mais confidvel e
sustenta uma abordagem para a andlise das vias que contribuem para a identificacdo de
alvos moleculares que poderdo ser usados em terapia contra o cancer [Schaefer 2006].

2.1. A Ontocancro 2.0 e sua ontologia atualizada

Segundo Halazonetis (2008), os tecidos pré-cancerosos, de um modo geral, apresentam
uma diminuicdo da expressao em vias relacionadas ao indice de proliferacdo celular (ci-
clo celular), seguido por um aumento da atividade da via de apoptose e reparo de danos
no DNA. Com o aumento da atividade da via de apoptose e reparo do DNA, € definida a
barreira de progressdo ao cancer. Uma vez que esta barreira é quebrada, hd o predominio
do fenétipo mutante, que resulta no acimulo de mutagdes em células geneticamente al-
teradas. Com tal embasamento tedrico, o estudo estd focado somente nas vias que com-
preendem os GMM, sendo que todas as vias contidas na base de dados da Ontocancro 2.0
estdo ligadas diretamente a formagdo do cancer.

Sabendo disso, optou-se por incluir na Ontocancro 2.0 apenas as vias que estdao
envolvidas incisivamente neste processo. A apoptose, o ciclo celular e o reparo por dano
ao DNA constituem as sub-vias que dao sustentabilidade aos GMM e sdo estes 0os mecan-
ismos que auxiliam na barreira contra propagacao do cancer, ou seja, estas sub-vias serdo
alvos diretamente da andlise do perfil de canceres nas vias que compdem a Ontocancro
2.0.

Ontologias sdo conhecidas pelo seu poder de representacio de um universo de
dominio. Grandes beneficios sdo alcancados, sobre tudo, pelo reuso do conhecimento de
dominio.

Uma vez que o dominio da ontologia a ser descrita ja era conhecido (Onto-
cancro 1.0), partiu-se do principio de utilizd-la para a criacdo de defini¢do dos novos
conceitos e relacionamentos que permitissem a representacdo de informacgdes rela-
cionadas ao cancer. Para o desenvolvimento da Ontologia fez-se o uso da ferramenta
Protégé, com licenca open source disponibilizada pela Universidade de Stanford (em:



http://protege.stanford.edu).

A ontologia utilizada para montar a Ontocancro 1.0 era composta basicamente por
genes e vias (pathways), definindo interagcdes entre estas duas entidades. No entanto, de
forma a adaptar a estrutura da ontologia de acordo com as modifica¢des realizadas se faz
necessdria a criacdo de trés novas entidades: sub-vias (sub-pathway), amostras (samples)
e séries (series). Cria-se assim uma relacdo entre os transcriptomas (doencas relacionadas
ao cancer) e interactomas (vias). A Figura 1 apresenta o grafo da ontologia atual.

_owiThing

Entily UtilityClass

B evidence
EntityReferance [ — = — - - {0

memberEntity
Reference

PathwayStep
nextStep
Provenanoe

”
hathwayComponent xraf

%
i \ SpathwayComponent

Figura 1. Grafo gerado da ontologia aplicada para a Ontocancro 2.0

7z

Apés a ontologia estar devidamente descrita, o proximo passo € realizar a
importacdo dos dados, utilizando a base de dados do GEO. Este repositdrio tem servido
como uma fonte bastante confidvel e diversificada de informag¢des sobre experimen-
tos em microarranjos, ¢ dados baseados na gendmica funcional, disponibilizando aos
pesquisadores maneiras de importacao destas informacdes e ferramentas para o auxilio
de andlises dos dados [Barret and Edgar 2006].

A partir da modelagem da ontologia, a base de dados da Ontocancro teve que
ser remodelada para que os dados das sub-vias, series e amostras pudessem ser inseridos.
Nesta etapa utilizou-se como ferramenta de modelagao da base de dados o MySQL Server
5.5 (disponivel em: htp://dev.mysql.com)

Para a inserc@o destes experimentos na base de dados da Ontocancro 2.0, € de
suma importancia que as amostras contivessem experimentos realizados com tecidos hu-
manos que apresentem alguma indicag@o de cancer e amostras deste mesmo tecido sem
a presenca dele. Considera-se que tecidos que apresentem alguma alteracao (que indique
a possibilidade de haver cincer) sdo chamados de “experimento” e tecidos normais de
“controle”.



3. Analise da expressao dos genes em relacao as vias da Ontocancro 2.0

A partir do momento que a base de dados da Ontocancro possui todas as informagdes
pertinentes as doengas a serem estudadas e as vias de manutencdo do genoma, o préximo
passo € realizar o estudo estatistico que integra estes dois tipos de informagdo de forma
que seja possivel tracar o perfil destas vias, relacionado-as com doengas envolvidas no
cancer.

Inicialmente, para se calcular o valor da atividade, é necessdrio fazer a escolha da
via que serd analisada e também da doenca que serd relacionada a esta via. As op¢des de
doencas contidas na base até o momento sao:

GSE4183, contendo amostras de tecidos com cancer e normais retiradas do célon,
GSE10927, relacionada com o tumor adrenocortical,

GSE27155, refere-se ao cancer da tireoide e

GSE19650, contendo amostras de tecidos de células epiteliais durante o processo
de formacdo do cancer pancredtico.

Estas doencas foram escolhidas devido ao fato de possuirem amostras de tecidos
com cancer e de amostras com tecidos normais.

A andlise serd realizada através da entropia de Shannon, que permite obter um
parametro quantitativo usado para caracterizar a diversidade e a atividade relativa de vias
metabdlicas [Castro et al. 2007]. Para isso, € essencial realizar um processo de filtragem
nas amostras a serem avaliadas, pois nem todas apresentam um nivel de relevancia con-
siderdvel em seu sinal de expressdao dentro do microarranjo, nesta fase também foram
selecionadas amostras pertencentes a plataforma Affymetrix que possuem grandes quan-
tidades de sondas ligadas aos genes envolvidos em GMM. Além disso, deve-se levar em
consideragcdo também que poderd haver mais de uma sonda para um determinado gene e
estes podem se repetir dentro de uma mesma amostra. A seguir serdo descritos as etapas
para se realizar esta andlise.

3.1. Calculo da atividade

E de suma importancia levar em consideracio que as sondas podem possuir
genes repetidos em algumas amostras. Para contornar este problema, € calculada a média
aritmética do valor de expressdo de cada gene que se encontra repetido na amostra. Com
1sso cada gene presente na amostra possui um unico valor de expressao.

A partir dos valores de expressdao de todos os genes que compdem a amostra
realiza-se a média aritmética. O resultado desse cdlculo representa o valor da atividade
dos genes dentro da amostra. Apds o calculo das médias dos valores de expressao dos
genes, € realizado o cdlculo da atividade para cada amostra.

Para amostras com tecidos identificados como cancer, o calculo da atividade é

obtido desta forma:. .
> Xi
Né="=L

n

(1)

Onde N¢, refere-se ao calculo da atividade em tecidos com céncer, n € o ndmero total de
a
genes da amostra, e X; representa os diferentes genes analisados apresentando indicios



de tecidos cancerosos. Para amostras com tecidos identificados como normal.
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Onde N? significa o cdlculo da atividade em tecidos normais, 7 € o nimero total de
genes da amostra, e Y; representa os diferentes genes identificados como sendo de tecidos
normais.

O resultado desta etapa € a média aritmética de cada tipo de amostra separando-as
em amostras normais e com cancer, essa média € chamada de célculo da atividade e sera
usada para o passo seguinte.

3.2. Calculo da atividade relativa e da diversidade

Para realizar a andlise estatistica das interacdes funcionais entre as amostras e as vias,
utilizou-se a entropia de Shannon [Shannon 1948]. Através dessa entropia € possivel obter
um parametro quantitativo usado para caracterizar a diversidade e a atividade relativa de
vias [Sinigaglia et al. 2010].

A entropia de Shannon € definida pela seguinte formula:

Ha — _m zl:p(ivaﬂn p(i,(l) (3)

Onde M, é o nimero de genes na via e p(i,a) é a contribuicdo da probabilidade de cada
gene dentro da amostra, dada por:

s(i,a) ()

p(i,a) = N

Com s(i, a) sendo a atividade do gene e N,, a soma da atividade na via. O termo In(M,)
¢ um fator de normaliza¢do que garante 0 < H, < 1. Assim pode-se comparar vias
compostas por diversas quantidades de genes.

Levando em consideracdo como referéncia o sinal de controle da amostra, defini-
se entdo a diversidade relativa:

H;

hog = —— 2%
H¢+ HY

(5)

Onde H¢ refere-se as diversidades de amostras com alterag@o (cancer) e [ as amostras
consideradas como controle. E valido observar se 0 < h, < 1, e h, < 0.5 implica que
H? < HY; ou seja, a distribui¢cdo do sinal dos genes na via é menor para a amostra alterada
do que para o controle, enquanto que i, > 0.5 representa o caso inverso.

Uma abordagem pode ser utilizada para realizar o cdlculo da atividade relativa da
expressao da via n,:
Ny
Nog = o3 (6)
Ne + N
Com N¢ referindo-se a soma das atividades das amostras identificadas com alteracao e
NY a soma das amostras identificadas como controle. Entdo, se 0 < n, < 1,en, <



0.5 implica-se que N < NY; sendo assim, a via com amostra alterada é menor que a
atividade do controle, enquanto que n, > 0.5 representa o oposto.

O calculo da diversidade envolve um outro fator do qual o SOL ndo consegue
tratar. O fato da formula da diversidade ser composta por varios tipos de operadores. Para
contornar este problema desenvolveu-se uma funcdo deterministica em SQL. Funcdes de-
terministicas sempre retornam o mesmo tipo de valor quando sdo chamadas por um con-
junto especifico de valores de entrada e dado o mesmo estado da base de dados. Existem
varias propriedades de fungdes que podem ser determinadas pelo usudrio para indexar os
resultados da fun¢ao [Microsoft 2012].

Esta fun¢do se encarrega de realizar o somatdrio de todas as médias do valor de
expressao das amostras de cada gene contido nas vias. O resultado retornado por essa
fun¢ado diz respeito ao elemento N, referenciado na férmula (4) conhecido pelo valor
da atividade da via. Assim tendo o niimero total de genes na via, o valor de expressao
de cada gene e atividade relativa, aplicou-se a férmula (3) e obteve-se como resultado a
diversidade da via para cada tipo de amostra. Para o cdlculo da diversidade relativa fez-se
o uso da formula (5) obtendo os valores referentes a mesma.

Existe uma aplicacdo de cddigo aberto chamada ViaComplex [Castro et al. 2009b]
onde € possivel a construcdo de mapas metabdlicos a partir de expressdes génicas, além
disso ela fornece também uma ferramenta generalizada para avaliar estas redes baseada
na entropia de Shannon.

4. Resultados

Como caso de estudo, optou-se por trabalhar com amostras de tecidos da tireoide reti-
radas de diferentes pacientes, correspondentes a experimentos contendo 66.849, ensaios
contendo: amostras normais, de adenomas e carcinomas. Estas amostras contém dados de
mRNA extraidos através da utilizagdo do microarranjo Affymetrix HG_U133A, formado
por 22.283 conjunto de sondas [Giordano et al. 2005]. O transcriptoma em causa foi ex-
traido a partir da base de dados do GEO e importado para o banco de dados da Ontocancro
onde serd realizada a andlise.

O conjunto de vias extraidas da base de dados da Ontocancro, para este estudo
de caso, € formado por duas vias de apoptose (Death Signalling; Apoptotic Signaling in
Response to DNA Damage) e duas vias de ciclo celular (rb Tumor Suppressor/Checkp.
Sig. in Response to DNA Damage; G2/M Checkpoints).

Halazonetis e seus colaboradores [Halazonetis 2008] propuseram um modelo
baseado em estudos de tecidos pré-cancerosos onde nestes tecidos ha um aumento de
atividade nas vias de reparo em danos de DNA e morte celular programada (apoptose),
vias que estabelecem uma barreira contra a progressao do cancer.

O caso de estudo descrito a seguir, serve para caracterizar alteragdes nestas vias,
comparando a andlise de expressdo em transcriptomas de tecidos pré-cancerosos e can-
cerosos. O estudo realizado com a ferramenta Ontocancro pode ser visto na Figura 2, onde
€ possivel comprovar os estudos realizados por Halazonetis onde sugere que em tecidos
pré-cancerosos hd um aumento na atividade das vias de apoptose e uma diminui¢do da
atividade das vias de ciclo celular, mostrando que a abordagem utilizada pela Ontocancro
2.0 é condizente.
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Figura 2. Grafico resultante da analise de tecidos pré-cancerosos

Halazonetis também propde que em amostras de tecidos que contenha o cancer,
ha um aumento da atividade em vias de ciclo celular e uma diminui¢do da atividade em
vias de apoptose. A metodologia aplicada ao caso de estudo reforca tal teoria descrita
anteriormente, o que pode ser visto na Figura 3.

Este aumento de atividade em vias de ciclo celular da-se a partir da ndo ocorréncia
de apoptose em células alteradas (com cancer). O organismo entdo comega a proliferar es-
tas células modificadas aumentando gradativamente o grau do cancer [Castro et al. 2007]
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Figura 3. Grafico resultante da analise de tecidos cancerosos

5. Conclusao

Em seu principio a Ontocancro era um repositorio contendo informagdes sobre genes
e vias metabdlicas, que fornecia informacdes relativas aos genes que sdo mais ativos
na fase inicial do cancer e a que vias metabdlicas eles pertenciam. Porém, nao havia
grande interacdo com o utilizador; apenas era possivel consultar a lista de genes e vias
metabolicas que se encontravam nesta base, limitando bastante o uso desta ferramenta.

Desta forma, este artigo proporciona ao projeto uma maior interagdo com o uti-
lizador, devido a insercao de informagdes provenientes de experimentos relacionados ao
cancer e a andlise do perfil das vias ligadas diretamente a esta doencga. Para isso, realizou-
se entdo uma atualizacdo na Ontocancro, inserindo informagao que eram de fundamental
importancia e realizando o relacionamento entre estas.



Os célculos retirados da bibliografia foram, portanto, estudados e implementados.
Percebeu-se que através da entropia de Shannon obtém-se um parametro quantitativo que
permite caracterizar a diversidade e a atividade relativa das vias.

Admite-se também que € possivel, através da integracdo de dados referentes a
transcriptoma e interactoma, tragar um perfil das vias metabdlicas envolvidas nos mecan-
ismos de manuten¢do do genoma.

A partir da analise do perfil da vias de estabilidade gendmica é possivel perceber
que as mesmas apresentam desempenhos diferenciados em transcriptomas de adenomas
e cancer. Nos estudos com os microarranjos de adenoma em tireoide e cancer de tireoide
foi identificado através dos calculos de atividade relativa e diversidade evidéncias do que
Halazonetis prop0s para a barreira de progressao ao cancer [Halazonetis 2008].

Conclui-se também que as vias de estabilidade gendmica apresentam diferentes
comportamentos em doencas que envolvem alteracdes genéticas. O estudo do tran-
scriptoma apresentando amostras com tecidos pré-cancerosos e amostras de tecidos com
cancer revela alteragdes nas vias de apoptose e ciclo celular. Para identificar-se tran-
scriptomas de doengas como o cancer, adenoma e doenca relacionadas a instabilidade do
genoma, pode-se considerar diferencas nas vias GMM. Em cancer as vias de apoptose
e ciclo celular deverdo aparecer com o seu valor aumentado, em adenomas € possivel
observar também um aumento do valor em vias de ciclo celular.

Como trabalho futuro a partir deste artigo, pretende-se também integrar a essa
nova base de dados, informacdes referentes a estudos com o novo protocolo de sequen-
ciamento conhecido como RNA-Seq, o qual faz uso do mRNA para gerar milhares frag-
mentos de sequéncia em uma Unica operacdo. Esses fragmentos, podem ser usados para
medir o nivel de expressdo dos genes e identificar novas variantes de ligacdes dos genes
[Trapnell et al. 2009].
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