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APRESENTAÇÃO

O volume 3 da referida obra “Princípios e Aplicações da Computação no Brasil” 
apresenta 15 novos capítulos, que abordam assuntos importantes sobre o panorama 
atual da computação no Brasil, tais como: desenvolvimento de aplicativos móveis, 
VoIP, modelagem computacional, simulação, recurso educacional aberto, projeto de 
banco de dados, mobile learning, robótica, avaliação automática de código-fonte e 
agrupamento difuso multivariado.

Deste modo, esta obra reúne debates e análises acerca de questões 
relevantes, tais como: desenvolvimento de uma aplicação móvel para realização de 
recargas, consultas e simulação de saldo na carteira de transporte público, usando 
o método Design Constructal para melhorar a configuração geométrica de um novo
layout para TCSA com quatro dutos; analise dos benefícios da tecnologia VoIP 
como alternativa de baixo custo a um serviço de telefonia institucional gerenciado 
por minicomputadores Raspberry e adaptadores ATA; analise do comportamento 
mecânico de placas finas de materiais compósitos laminados reforçados por fibras 
submetidas a esforços de flexão, comparando-as com o de uma placa de aço, 
usando modelagem computacional utilizando o software Abaqus 2017 Student 
Version®; apresentação de uma arquitetura de sistemas de simulação para área de 
convergência; desenvolvimento de uma abordagem para auxiliar o docente na criação 
de atividades com REA’s que quando executados pelos alunos gerem o registro 
de suas experiências; análise da gestão de recursos humanos na administração 
pública por meio de um projeto de banco de dados; analise dos recursos disponíveis 
no WhatsApp Messenger, que oferecem possibilidades de uso no ambiente escolar 
como recurso pedagógico que pode auxiliar o processo de ensino e aprendizagem; 
simulação de um agente robótico capaz de realizar busca e exploração visual num 
ambiente virtual; e o desenvolvimento de uma ferramenta de análise e avaliação 
automática de código-fonte como alternativa para a otimização do processo de 
ensino-aprendizagem de programação.

Nesse sentido, esta obra apresenta enorme potencial para contribuir com 
análises e discussões aprofundadas sobre assuntos relevantes da área da 
computação, podendo servir de referência para novas pesquisas e estudos nesta área. 
Agradecemos em especial aos autores dos capítulos apresentados, e desejamos aos 
leitores, inúmeras reflexões proveitosas sobre as temáticas abordadas nesta obra.

Ernane Rosa Martins
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CAPÍTULO 15

ANÁLISE DE DADOS DE EXPRESSÃO GÊNICA POR 
MEIO DE MÉTODOS DE AGRUPAMENTO DIFUSO 

MULTIVARIADO

Bruno Almeida Pimentel
Universidade Federal de Alagoas, Instituto de 

Computação (IC-UFAL)
Maceió – Alagoas

Marcilio Carlos Pereira de Souto
University of Orléans, Laboratoire d’Informatique 

Fondamentale d’Orléans (LIFO)
Orléans, France

RESUMO: A prática de agrupar objetos de 
acordo com as similaridades e propriedades 
observadas é uma atividade importante para 
muitos ramos da ciência. A sua importância 
deve-se ao fato que a organização dos dados 
(objetos) em grupos (agrupamento de dados) é 
uma forma fundamental para entender e aprender 
sobre eles. Entre os diferentes métodos de 
agrupamento de dados existentes na literatura, 
esse trabalho se insere no contexto em que o 
agrupamento formado é difuso (fuzzy) – cada 
objeto tem graus diferentes pertinências com 
relação a cada grupo. Mais especificamente, 
o foco desse trabalho será sobre métodos de 
agrupamento difuso multivariado: não só o 
objeto tem um grau de pertinência a cada grupo, 
mas também cada variável representando um 
determinado objeto tem um grau de pertinência 
ao grupo. Esses tipos de métodos permitem 
analisar, por exemplo, qual variável foi mais 
importante para a formação de grupos. O 

objetivo deste trabalho é propor uma aplicação 
desses métodos com dados biológicos.
PALAVRAS-CHAVE: Agrupamento, Difuso, 
Multivariado, Aplicação, Expressão Gênica.

GENE EXPRESSION DATA ANALYSIS 
USING MULTIVARIATE FUZZY CLUSTERING 

METHODS

ABSTRACT: The practice of grouping objects 
according to observed similarities and properties 
is an important activity for many branches of 
science. Its importance is due to the fact that the 
organization of data (objects) into groups (data 
clsutering) is a fundamental way to understand 
and learn about them. Among the different 
clustering methods in the literature, this work fits 
into the context in which the clustering formed 
is fuzzy - each object has different degrees of 
relevance to each group. More specifically, the 
focus of this paper will be on fuzzy clustering 
multivariate methods: not only does the object 
have a membershio to each group, but also 
each variable representing a particular object 
has a membershio to the group. These types 
of methods allow us to analyze, for example, 
which variable was most important for group 
formation. The aim of this paper is to propose 
an application of these methods with biological 
data.
KEYWORDS: Clustering, Fuzzy, Multivariate, 
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Application, Gene Expression.

1 | 	INTRODUÇÃO

Com o crescente interesse em entender, processar e resumir dados, muitos 
domínios de aplicações tais como Reconhecimento de Padrões, Aprendizado 
de Máquina, Mineração de Dados, Visão Computacional e Bioinformática têm 
desenvolvido técnicas e métodos buscando automatizar a extração de informação dos 
dados. No caso de Bioinformática, dados são essenciais para a pesquisa biológica. 
Uma metodologia bastante conhecida neste tipo de pesquisa é o microarray, o qual 
armazena grande quantidade de material biológico. Experimentos com microarray 
são capazes de monitorar milhares de expressões gênicas em um organismo 
(Bhaskar, 2006).

Inicialmente, aplicações   de microarray foram feitas para estudar o 
comportamento de doenças humanas servindo como uma ferramenta para diagnóstico 
médico (Alizadeh et al., 2000). Recentemente, há um número crescente de banco de 
dados com informações complexas de expressões gênicas (Choi, 2003). Uma tarefa 
desafiadora para o especialista é como extrair, comparar e integrar informações 
a partir uma grande quantidade de dados (Choi, 2003). Uma forma de extrair 
informação destes dados é a utilização de técnicas e métodos de Aprendizado de 
Máquina (Bhaskar, 2006).

Atualmente, métodos de agrupamento do tipo particional são os mais 
frequentemente utilizados para obter informações biológicas por meio de 
grupos baseando-se na similaridade entre os dados (Witten et al., 2011). Mais 
especificamente, entre os métodos de agrupamento particional ditos rígido (hard/
crispy), ou seja, aqueles em que um objeto pertence apenas a um único grupo, um 
dos mais utilizados é o K-Means (Ichikawa e Morishita, 2014). Por ser do tipo rígido, 
ele não é adequado em problemas em que os grupos são sobrepostos (um mesmo 
objeto pode pertencer a diferentes grupos). Uma vantagem do uso de métodos difusos 
é a possibilidade de interpretar o valor do grau de pertinência: quão semelhante um 
elemento é de um dado grupo. Entretanto, um ponto em aberto em Bioinformática é 
como identificar qual variável contribuiu para o grau de semelhança entre o elemento 
e o grupo. Desta forma, a proposta é utilizar a abordagem multivariada.

Um dos principais objetos de estudo da Bioinformática é o genoma dos 
organismos, o qual constitui o conjunto de suas informações genéticas. Desta forma, 
o genoma pode ser compreendido como uma coleção de fatores responsáveis pela 
hereditariedade de um organismo vivo. Esses fatores são denominados genes 
e são responsáveis por codificar toda a informação genética (Slack, 2014). Os 
cromossomos são estruturas biológicas com funções específicas presentes em todas 
as células de um organismo e contém vários genes, sendo assim seus portadores. 
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Estudos sobre cromossomos mostraram que eles são constituídos por sequências 
de moléculas de Ácido Desoxirribonucléico (do inglês, Deoxyribonucleic Acid — 
DNA) (Alberts et al., 2002). 

Um DNA pode conter diversos genes, que por sua vez realizam uma importante 
função biológica: codifi cam proteínas. As proteínas, formadas por sequências de 
aminoácidos, são essenciais para um ser vivo porque exercem funções relevantes 
tais como estruturais, regulatórias ou catalizadoras. O processo pelo qual as 
sequências de nucleotídeos dos genes são interpretadas na produção de proteínas 
é denominado  expressão gênica (Ji et al., 2014).

A análise de  expressão gênica é importante para a Biologia porque pode ser 
uma fonte de informação a respeito do comportamento de células, já que alterações 
fi siológicas de um organismo estão normalmente relacionadas a alterações na 
 expressão gênica (Alberts et al., 2002). Diversas técnicas podem ser utilizadas para 
fazer a análise de  expressão gênica. Dentre estas técnicas, uma das mais utilizadas 
é a microarray onde medidas de níveis de expressões gênicas referentes a uma 
ampla variedade de genes podem ser armazenada em uma única superfície sólida.

Para fazer o armazenamento de expressões gênicas em microarray, amostras 
biológicas são dispostas em superfícies adequadamente preparadas, que são 
divididas em milhares de pontos. Cada ponto contém milhares de sondas de cDNA 
(DNA sintetizado a partir de uma molécula de RNA mensageiro) que foram projetadas 
para hibridizar com o mRNA (RNA mensageiro, responsável pela transferência de 
informação) de um certo gene. As moléculas de cDNA produzidas são, em geral, 
marcadas com rótulos fl uorescentes verdes (Cy3), enquanto as moléculas de mRNA 
são marcadas com rótulos vermelhos (Cy5). Em seguida, a lâmina é escaneada 
utilizando-se lasers, produzindo como resultado uma imagem com as intensidades 
luminosas dos rótulos de todos os pontos. A partir dessa lâmina fi nal, uma análise 
computacional é realizada para gerar dados, relacionando genes, amostras e 
variáveis quantitativas (Duggan et al., 1999). A Figura 1 mostra o processo de criação 
de um microarray.

Figura 1 Constituição de um microarray a partir de amostras de DNA e utilização de lasers para 
a excitação dos rótulos fl uorescentes (adaptação de Duggan et al., 1999).
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2 |  UMA ESTRATÉGIA PARA INTERPRETAR GRAUS DE PERTINÊNCIA 

 MULTIVARIADO

A suposição subjacente à estratégia proposta neste trabalho é a seguinte. O 
grau de pertinência de uma dada variável para um determinado objeto deve ser maior 
no grupo em que tal variável é mais discriminativa. Ou seja, ele está mais perto do 
protótipo (elemento central de um grupo) em relação a uma variável. Neste contexto, 
também se assume que quanto maior o grau de pertinência de uma variável para um 
grupo, mais relevante esta variável é para caracterizá-lo. Com base nisto, propõe-se 
uma estratégia simples (Algoritmo 1), que consiste no cálculo da média (aij) do grau 
de pertinência  multivariado levando em conta todos os objetos. O algoritmo a seguir 
explica como a relevância de uma determinada variável j em um grupo i é calculado:

Para fi ns pedagógicos, considere um exemplo muito simples da utilização do 
Algoritmo 1. Suponha o conjunto de dados sintético ilustrada na Figura 2. Tal conjunto 
de dados consiste em quatro classes bem separadas, onde as classes C1 e C3 são 
mais bem descritas pela variável 2, enquanto as classes C2 e C4 são mais bem 
descritas pela variável 1. Cada classe é desenhada de acordo com uma distribuição 
normal bivariada, cujos componentes são variáveis independentes. Tabela 1 mostra 
os parâmetros das classes para este conjunto de dados sintético.

Classe µ1 µ2 σ1
2 σ2

2 # Objetos
C1 40 7 100 4 100
C2 70 37 4 100 100
C3 40 70 100 4 100
C4 10 37 4 100 100

Tabela 1 Parâmetros para o conjunto de dados sintético.
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Figura 2 Dispersão do conjunto de dados sintético.

A fi m de analisar os graus de pertinência multivariados, métodos multivariados 
MFCM (Pimentel e De Souza, 2013), MFCM-G (Pimentel e De Souza, 2014), 
MFCM-D (Pimentel e De Souza, 2016), MPFCM e MPFCM-D (Pimentel e De Souza, 
2018) foram executados com este conjunto de dados utilizando-se o parâmetro m 
= 2. Em termos de metodologia, os experimentos foram realizados utilizando Monte 
Carlo. Mais especifi camente, 100 replicações foram realizadas de acordo com os 
parâmetros na Tabela 1. Para cada replicação, cada método foi executado 50 vezes 
com diferentes inicializações até a sua convergência. O melhor resultado de acordo 
com a função objetivo foi selecionado. Para avaliar a qualidade das partições/
agrupamentos difusa geradas com os métodos, por meio do índice FR (Hullermeier 
et al, 2011), uma comparação da similaridade entre essas partições e a “verdadeira” 
partição do conjunto de dados (Figura 2) é feita. Valores de FR próximos de 1 indicam 
uma perfeita correspondência entre a partição verdadeira e a gerada por um método.

Após a execução das 100 replicações, a média e o desvio padrão deste índice 
foram calculados. Estes valores são: 0,8213 e 0,0231 (MFCM), 0,8769 e 0,0134 
(MFCM-G), 0,8430 e 0,0141 (MFCM-D), 0,8072 e 0,0134 (MPFCM), 0,8611 e 0,0141 
(MPFCM-D). Assim, em média, os métodos conseguiram produzir partições próximas 
da verdadeira. A fi m de verifi car se a suposição de que maior o grau de pertinência, 
maior a relevância para caracterizar o grupo, o Algoritmo 1 foi executado para cada 
partição difusa. O resultado é a média de 100 valores de aij. Tabela 2 mostra a média 
e desvio padrão (entre parênteses) de aij obtido pelos métodos multivariados para o 
conjunto de dados sintético.
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Tabela 2 Média e desvio padrão (em parênteses) de aij dos métodos multivariados e conjunto de 
dados sintético.

De acordo os resultados dos métodos multivariados apresentados na Tabela 2, 
em relação à variável 2, a média de aij para os grupos 1 e 3 é maior do que para os 
grupos 2 e 4. Em contraste, a média de aij para os grupos 2 e 4 é maior do que para 
os grupos 1 e 3 com respeito à variável 1. Portanto, como esperado, os grupos 1 e 3 
podem ser mais bem descritos pela variável 2, enquanto os grupos 2 e 4 podem ser 
mais bem descritos pela variável 1.

3 |   APLICAÇÃO A DADOS DE  EXPRESSÃO GÊNICA

Oito conjuntos de dados de expressões gênicas, que são referência em estudos 
presentes na literatura de bioinformática (ver De Souto et al. (2008)), foram utilizadas. 
A Tabela 3 mostra uma breve descrição desses conjuntos segundo o número de 
amostras, o número de classes, a quantidade de amostras em cada classe e o número 
de genes que descrevem cada amostra. Estes conjuntos de dados foram escolhidos 
de forma a ter representantes das tecnologias mais utilizadas para obtenção de 
dados de expressão: chips Affymetrix de único canal (ou simplesmente Affymetrix) 
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e cDNA de duplo canal (ou cDNA). Além disso, para ter alguma diversidade entre os 
conjuntos de dados escolhidos há alguns que, no estudo em De Souto et al. (2008), 
as partições geradas pelo K-Means apresentaram grande, médio e baixo valor de 
CR (índice de Rand Corrigido). Os conjuntos de dados analisados neste estudo 
estão disponíveis em http://bioinformatics.rutgers.edu/

Supplements/CompCancer/.

Tabela 3 Descrição de conjuntos de dados de expressão de genes.

Os experimentos foram realizados com os métodos usadas na Seção 2. Em 
termos de metodologia, no âmbito de um experimento de Booststrap, 50 reamostragens 
de cada conjunto de dados foram construídas. Para cada replicação, os métodos 
de  agrupamento foram aplicados aos conjuntos de dados com 50 inicializações 
aleatórias e eles foram executados até a sua convergência. Em seguida, o melhor 
resultado de acordo com a função de objetivo foi selecionado e o índice FR foi 
calculado comparando a partição difusa obtida por cada método de  agrupamento e 
a verdadeira partição. Após a execução das 50 reamostragens, a média e o desvio 
padrão do FR foram calculados.

Tabela 4 a média e desvio padrão (entre parênteses) do índice FR obtido pelos 
métodos para conjuntos de dados de genes. O maior valor médio da FR para cada 
conjunto de dados está em negrito.
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Tabela 4 Média e desvio padrão (entre parênteses) do índice de FR (maiores valores em 
negrito) para os métodos de  agrupamento e todos os conjuntos de dados.

A fi m de fazer uma discussão sobre a relevância de variáveis/genes, foi 
selecionado um conjunto de dados de cada  tecnologia. Esta seleção baseou-se no 
volume de informações disponíveis sobre os dados e o nível de difi culdade dos 
conjuntos. Portanto, para Affymetrix, escolhemos Chowdary e para cDNA escolhemos 
Alizadeh1.

Chowdary é um conjunto de dados que contém pares comparáveis de 104 snap 
congelados. Destes 104, 62 RNA foram conservados a partir de tecidos com tumores 
de mama (classe B) e outras 42 amostras foram de tumores de cólon do tipo Dukes’B 
(classe C). Todas as amostras são descritas por 182 genes (Chowdary et al., 2006). 
Alizadeh1 consiste em amostras de expressões gênicas de linfomas doentes de 
adultos: Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL). Tem duas formas distintas de 
DLBCL, contendo 21 amostras de DLBCL1 e 21 amostras de DLBCL2 deste conjunto 
de dados. Subgrupos de genes de DLBCL são distintos quando expresso durante a 
diferenciação de células B (DLBCL1) ou ativação (DLBCL2). Estas 42 amostras são 
descritas por 1095 genes (Alizadeh et al., 2000).

Para cada método  multivariado e conjunto de dados, as médias dos graus de 
pertinência multivariados aij foram calculadas usando o Algoritmo 1. A partir dessas 
médias, foram selecionados os cinco maiores valores para cada grupo e foram 
identifi cadas as variáveis/genes correspondentes — ver Tabela 5 e 6.
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Tabela 5 Valores selecionados de aij e correspondentes genes: Grupo 1.

Tabela 6 Valores selecionados de aij e correspondentes genes: Grupo 2.

Inicialmente serão analisados os resultados a respeito do conjunto de dados 
Chowdary e depois de Alizadeh1. Para fazer a análise, o resultado do método 
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multivariado que obteve o maior valor de FR foi selecionado, para cada conjunto 
de dados (MFCM em Chowdary e MFCM-G em Alizadeh1). No caso do Chowdary, 
quando consideramos genes no grupo 1, de acordo com estudos sobre estrógeno e 
células de câncer de mama, ZG16 é reprimido por meio de sinalização do estrogénio 
em células de câncer da mama (Hsu et al., 2010). CRIPTO3 é expresso na maioria 
dos tipos de câncer e está ausente ou apenas fracamente expresso em células 
normais. Este gene foi encontrado em tecidos da mama e câncer do pulmão 
(Sun et al.,2008). DEFA6 pertence à família Alpha Defensin. Alpha Defensins em 
humanos aumentam a produção de citocinas e quimiocinas (a superfamília de 
pequenas proteínas do tipo citocina) e pode promover a metástase do câncer de 
mama (Muller et al., 2001). CCL20 (pertence à família Chemokine Ligands) pode 
ser um fator envolvido na ontogenia (toda a sequência de eventos envolvidos no 
desenvolvimento de um organismo individual) do carcinoma da mama (Marsigliante 
et al., 2013), uma vez que a metástase do câncer da mama são as fontes de Ligands 
mais abundantes (Muller et al., 2001). AOC1 (também chamado DAO) é influenciada 
pelo ciclo menstrual, assim, as mulheres têm uma mais alta concentração de DAO 
do que os homens. Além disso, níveis de DAO estão intimamente associados com 
as mulheres saudáveis na pré-menopausa (Hamada et al., 2013). Os resultados 
obtidos estão, portanto, de acordo com a descrição da classe de tecidos de câncer 
da mama (B) de Chowdary.

Para o grupo 2, KRT14 é expresso imunocitoquimicamente tanto em SP (Side 
Population) e células não-SP e um estudo demonstrou que cânceres do sistema 
gastrointestinal contêm células SP que mostram algumas características de células-
tronco (Haraguchi et al.,2006). KRT15 pertence à mesma família de KRT14 e são 
reprimidos por Cdx2 (essencial para o desenvolvimento intestinal e desempenha um 
papel importante no câncer do cólon) (Liu et al.,2006). SCGB1D2 (ou Lipophilin B) 
é expresso no cólon (Zafrakas et al., 2006). O gene NPY1R pertence à família NPY 
onde níveis de NPY diferem entre os subgrupos de síndrome do intestino irritável 
(Simrén et al., 2003). HLA-DQA1 está fortemente associado com a doença celíaca, 
que é uma das mais frequentes doenças do intestino delgado (Rujner et al., 2001). 
Os resultados obtidos estão, portanto, de acordo com a descrição da classe de 
tecidos de câncer do cólon (C) de Chowdary. Em resumo, estes genes mostram 
ser relevantes para descrever os dois grupos de tecidos de Chowdary.

Passemos agora para a análise do conjunto de dados Alizadeh1. Quando 
se considera o grupo 1 (DLBCL1), CD83 é membro da família de genes CD, que 
pertence a uma grande família de genes chamada Cluster of Differentiation (ou 
Grupamento de Diferenciação). Genes CD permitem maturação e diferenciação de 
células em um subconjunto de DLBCL (Chang et al.,2007). CSNK1G2 é altamente 
expresso no Centro Germinativo (GC) de células normais do tipo B (Nishiu et al., 
2004). XKR6 está relacionado com a diferenciação de células (Daniels et al.,2004). 
Portanto, estes genes estão em conformidade com a descrição da classe de tecidos 
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de diferenciação de células B (DLBCL1).
Os genes relacionados com o grupo 2 (DLBCL2) têm um comportamento 

diferente. O gene com o maior valor de aij deste grupo é MEN1 que codifica menin. 
Estudos recentes revelaram que menin interage com uma variedade de proteínas, 
incluindo JunD (uma proteína de factor de transcrição) e que reprime a transcrição 
de JunD- e NF-kB-activado (Sowa et al.,2003), onde as ligações usadas por NF-kB 
é ativado em muitas grandes células do linfoma, especialmente aqueles do tipo ABC 
(Gatter e Pezzella, 2010). RNLS codifica a proteína renalase cujas funções são a 
sobrevivência e fator de crescimento (Xu et al., 2005). Além disso, renalase pode 
ativar ligações de proteínas quinase de uma forma que proteja as células contra a 
apoptose (morte celular programa) (Wang et al., 2014). Por isso, estes genes estão 
em conformidade com a descrição da classe de tecidos de ativação das células B 
(DLBCL2). Para este conjunto de dados, de acordo com a literatura, não foi possível 
concluir se os genes WHSC1 e MORC2-AS1 estão, de fato, associados a DLBCL1, 
nem se os genes DNAH1, WHSC1 e PRR3 tem relação com o grupo DLBCL2.

4 | 	CONCLUSÃO

Este trabalho propôs uma estratégia para interpretar os graus de pertinência 
multivariados. Para validar essa estratégia, uma metodologia experimental foi 
realizada utilizando dados sintéticos e reais. No contexto de conjunto de dados 
reais relativos a tecidos cancerígenos descritos por expressões gênicas e usando a 
estratégia proposta, foi possível mostrar que os genes selecionados eram relevantes 
para descrever cada grupo, em conformidade com a verdadeira partição (a estrutura 
real da classe na base de dados).
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