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1. INTRODUCAO

O proteoma indica as proteinas expressas em um organismo ou tecido. O
proteoma altera com o estado de desenvolvimento do tecido ou mesmo sob as
condi¢cBes nas quais o individuo se encontra. Portanto, investigar diretamente os
produtos dos genes é uma forma de estudar doencas e qualquer problema
bioldgico complexo. O termo proteoma foi introduzido em 1996 para descrever as
proteinas expressas em um genoma. (ANDERSON; ANDERSON, 1996; WILKINS
et al., 1996).

A protedbmica pode ser vista como uma metodologia de selecdo da
biologia molecular, a qual tem como objetivo documentar a distribuicdo geral de
proteinas da célula, identificar e caracterizar proteinas individuais de interesse e
principalmente elucidar as suas associagcdes e funcdes. (CIERO; BELLATO,
2002).

Atualmente, uma das principais técnicas usadas na protebmica é a
eletroforese bidimensional. Em um experimento de eletroforese bidimensional em
gel, as proteinas (ou outras moléculas) sdo separadas em duas dimensdes, de
modo que todas as proteinas/moléculas se espalhem por todo o gel.

Estas proteinas podem ser detectadas por uma variedade de reagentes de
revelacdo. Apos a coloracdo do gel, observa-se um perfil bidimensional de pontos
(spots), sendo que em cada ponto ha mdltiplas copias de uma proteina. Por fim,
este gel € escaneado e a imagem resultante pode ser processada. (ROCHA;
SILVA; SA, 2005).

As imagens de eletroforese bidimensional podem conter ruidos, bem como
particulas de poeira e, até mesmo, rachaduras no gel, e isso pode interferir no
resultado final da analise de reconhecimento dos spots (SAVELONAS; MYLONA,
MAROULIS, 2012).

2. METODOLOGIA

Em um primeiro momento foi feito um estudo sobre técnicas de
processamento de imagens fuzzy e crisp baseado principalmente em (CHI; YAN;
PHAM, 1996; VARGAS; BEDREGAL; PALMEIRA, 2011; PAL, 1999). Ainda, um
estudo das técnicas usuais para analise de géis de eletroforese bidimensional,
baseando-se em trabalhos como os de (RABILLOUD et al, 2010;
DASZYKOWSKI et al., 2009). A partir deste estudo, foi proposto um modelo a fim
de fazer a clusterizacdo das imagens com o intuito de encontrar spots, utilizando
o algoritmo de clusterizagdo Fuzzy C-means. A analise & feita com base na
imagem provida ao final do exame, onde as moléculas ja sofreram os efeitos dos
campos elétricos e pararam de se mover. Partindo da imagem, os Unicos dados
presente sdo os tons de cinza que compdem a imagem. Baseando-se nos
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principios da clusterizagdo, acredita-se que 0s spots apresentam tons de cinza
simulares e, assim, pertencam ao mesmo cluster.

A Figura 1 (a) é a imagem original. Ela representa uma parte da imagem
maior. Cada cor nas imagens representam um cluster. Em (HOOGLAND et al.,
2004) é apresentado uma base de imagens oriundas de eletroforese
bidimensional. As imagens presentes nessa base de dados ja foram testadas e
apresentam spots confirmados, os quais foram usados para medir a precisao do
modelo. Logo, ha uma lista informando os pontos na imagem que representam
um spot. Os pontos apresentados nessa lista sdo spots confirmados, entretanto,

ainda ha outros pontos na imagem que ndo foram confirmados spots.

() “(b)

Figura 1. Imagens de eletroforese utilizadas para clusterizacao. (a) Imagem
original — ECOLI. (b) Imagem ap0és a clusterizacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos testes foram realizados com diferentes configuragcbes do
modelo. O resultado mais promissor foi utilizando trés clusters. Com base nessa
configuracdo, observa-se o0s clusters representando o fundo da imagem,
redondezas ou rastros de um spot e, por fim, os spots. A Figura 1 (b) mostra um
teste realizado com uma das imagens da base utilizando essa configuragédo. A
Figura 1 (a) representa a imagem original, chamada de ECOLI. Os trés clusters,
mostrados na Figura 1 (b), sdo representados pelas cores preto (cluster 1); cinza
(cluster 2); e azul e verde (cluster 3). O cluster 3 representa as areas na imagem
consideradas spots.

O modelo informa o grau de pertinéncia de cada ponto a um dos clusters.
A fungcdo maximo é aplicada como método de defuzzificagéo, ou seja, o cluster do
ponto é designado com base no maior grau de pertinéncia entre clusters. Assim,
tem-se a informacdo do cluster de cada ponto. Para poder contar um spot é
necessario saber a area que representa uma spot, 0 conjunto de pontos proximo
pertencentes ao cluster que representa 0s spots.

Com o objetivo de formar e contar os spots, um algoritmo de
preenchimento é usado. Parte-se de um ponto que é spot e dele verifica-se a
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vizinhanca. Os vizinhos que também sdo spots serdo o0s préximos a serem
verificados. Esse processo se repete até ndo haver vizinhos classificados como
spot. Com isso, todos esses pontos avaliados sao considerados um spot. Esse
processo € aplicado a toda imagem.

O cluster 3 possui duas cores, ambas representam spots encontrados pelo
modelo. A diferenca € que as areas verdes sdo spots confirmados por um
especialista em (HOOGLAND et al., 2004). Os azuis nao foram confirmados, mas
isso ndo diz diretamente que eles ndo possam ser spots. Na verdade, sao areas
que poderiam ser consideradas spots, indicando que elas precisam de uma
andlise mais detalhada. De acordo com o protocolo deste exame, pode ser
necessario recortar uma porcao do gel para uma analise mais detalhada e, assim,
esta regidao em que o modelo indica ter spots ndo comprovados poderia ser uma
sugestdao de recorte. Os pontos vermelhos, sao spots confirmados em
(HOOGLAND et al., 2004) que néo foram encontrados pelo modelo. No total, a
lista de spots confirmados contém 206 spots. O modelo encontrou 279 spots,
onde 151 estéo na lista de confirmados, e 55 estéo faltando, resultando em uma
precisao de 73%.

4. CONCLUSOES

Imagens de eletroforese bidimensional sdo dificeis de analisar. Ha o
problema de possiveis ruidos na imagem, o que pode dificultar na analise. Porém,
além disso, os spots podem apresentar caracteristicas bem diferentes. Por
exemplo, dos spots confirmados na lista, mas n&o encontrados pelo modelo,
apresentam tons de cinza muito distintos. A maioria dos confirmados possui um
tom mais forte, entretanto, alguns dos confirmados possuem tons de cinza bem
baixos. Isso € um grande desafio a ser superado pela clusterizacéo.

Como trabalhos futuros, é previsto a utilizacdo de algumas técnicas de pré-
processamento. E possivel utilizar algumas técnicas como remocdo do fundo,
normalizagdo, equalizacdo e segmentacdo da imagem. As imagens utilizadas séo
relativamente grandes, contendo muita informacdo. A primeira técnica tem o
intuito de reduzir os dados a serem processados, 0 que pode acelerar 0 processo.
A segunda e terceira, visam mudar os dados apresentados, podendo influenciar
diretamente na maneira com que a funcédo fuzzy os clusteriza. E, por fim, a Ultima
técnica, a segmentacdo da imagem, tem como objetivo dividir a imagem,
resultando na clusterizagdo de imagens menores. A imagem original apresenta
regides com intensidades diferentes, com isso pretende-se achar aqueles spots
com tons de cinza mais discrepantes.
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