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Resumo

Obter o conhecimento das interações entre proteínas permite identificar as funções que elas desempenham, e serve como base para entender as funções de complexos protéicos e caminhos de reação de algumas proteínas. Neste trabalho, interações protéicas são estudadas no organismo Saccharomyces cerevisiae por ele ser amplamente estudado na área da bioinformática, e por isso, é mais fácil de encontrar dados de confiança sobre suas proteínas.

Um grande estudo [8] foi feito recentemente, com o objetivo de identificar novos complexos (aglomerados de proteínas), e interações entre complexos e complexos, e complexos e proteínas. O objetivo deste trabalho de graduação é fazer um trabalho semelhante ao do estudo referenciado, porém com a mudança de alguns métodos e com a realização de análises diferentes. Com isso, esperamos conseguir resultados possivelmente melhores e coletar informações que possam ser usadas em outros trabalhos.
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Capítulo 1 - Introdução


Bioinformática é a aplicação de estatística e ciência da computação na biologia molecular. Ela é uma área muito promissora, com muitas descobertas a serem feitas e pesquisas a serem aplicadas, como o sequenciamento do genoma humano ou o entendimento das interações biológicas como um sistema. Ela faz uso intensivo de técnicas computacionais como reconhecimento de padrões, mineração de dados, aprendizagem de máquina e visualização de dados para atingir seus objetivos. Podemos ver vários sites distribuídos na internet, de várias instituições diferentes, fornecendo ferramentas que usam tais técnicas, como: o Gene Ontology [1], MIPS [15], e muitos outros. Outro uso de fundamental importância é a manutenção e desenvolvimento de bases de dados e suas interfaces, ambas complexas.

A bioinformática possui várias áreas de pesquisa, podemos citar: anotação de genoma, expressão gênica, análise de mutações de câncer, análise de regulação, e análise de sequência.  Podemos dizer que o seu grande objetivo é melhorar a qualidade de vida das pessoas. O principal passo para isso é o profundo entendimento do código da vida, o DNA.  Ele é quem controla a biologia fundamental de todas as formas de vida. Ele codifica genes que por sua vez codificam proteínas, que determinam o aparato biológico que nós humanos, e qualquer outro ser vivo tem. São as variações e erros no código do DNA que causam doenças congênitas ou determinam a resistência para outros tipos de doenças.  As proteínas participam de inúmeras funções biológicas, inclusive em doenças (como o câncer). Por isso, o entendimento de como as proteínas interagem entre si é fundamental para se ter uma visão clara do funcionamento das doenças (congênitas ou não), e assim, desenvolver suas curas.
Isto ilustra a grande importância do sequenciamento e o entendimento do DNA, e dos elementos fortemente ligados a ele: os genes e proteínas. Além de melhorar diretamente nossa qualidade de vida, pode desempenhar um papel importantíssimo no aumento da eficiência da agropecuária e na manutenção do meio ambiente.  Com este e outros objetivos em mente, projetos de grande porte de sequenciamento evoluem cada vez mais, e vão ampliando as possibilidades de pesquisas relacionadas à bioinformática à medida que o fazem. Exemplos de projetos são: o sequenciamento do genoma humano, do chimpanzé e da Saccharomices Cerevisiae, o organismo chave abordado neste trabalho de graduação.
A área de bioinformática é relativamente nova, e por essa e outras razões apresenta vários desafios para se chegar aos seus objetivos já citados. Seus trabalhos demandam, como seu próprio nome já diz, uma equipe interdisciplinar (tipicamente biólogos, estatísticos e cientistas da computação), e com isto, a necessidade de montar tal equipe, organizar suas atividades e sua comunicação. A baixa confiabilidade de bases de dados, em parte originada na falta de informação sobre a geração dos dados de uma base específica, gera dúvida e pode comprometer severamente uma pesquisa, a depender da importância que esta base tem. Dados ruidosos são outro problema. Mesmo que a maneira como estes dados foram gerados esteja muito clara, várias bases têm seus dados gerados em laboratório por mãos humanas, e, portanto, sujeito a erros humanos. Isto gera ruídos na base dados, que podem também, a depender do processamento realizado nestes dados e de sua resistência a ruídos, comprometer a pesquisa. O considerável número de bases de dados privadas também adiciona dificuldade. Devido à escassez de bases de alta qualidade (como pudemos ver em vista aos outros problemas aqui citados), alguns grupos de pesquisa que geram bases de qualidade, as mantêm somente para si, como vantagem na “corrida” das pesquisas. Mais a frente do documento há um detalhamento das várias dificuldades enfrentadas por este trabalho.
Em meio a tantos desafios cresce cada vez mais o número de trabalhos na área. São inúmeros os ramos de pesquisa da bioinformática nos quais estes trabalhos, de variada complexidade, se dividem Exemplos: modelagem de sistemas biológicos, anotação de genoma, predição de estruturas de proteínas, entre vários outros. Uma dessas áreas é a de previsão/medição de interações entre proteínas, assunto deste trabalho de graduação. 

Quando falamos no ramo de interações, um dos organismos prediletos para estudo é a Saccharomyces cerevisiae. A razão disto é que este foi o primeiro organismo eucariótico a ter seu genoma completamente mapeado. Isto deu a este organismo um potencial de pesquisa muito grande, e por consequência, várias pesquisas, de variados temas, passaram a ser desenvolvidas para este organismo, o que acabou gerando grandes bases de confiança. Logo, a escolha deste organismo em si só contorna parte dos desafios. O artigo usado como base para este trabalho de graduação é um exemplo de pesquisa desenvolvida para este organismo. 

Estudos como: [3]-[5] fizeram contribuição para a medição destas interações, que por sua vez, serviram de base para estudos como [6] e [7], cujo objetivo era a reconstrução dos complexos protéicos da Saccharomyces cerevisiae. Como veremos mais a frente, isto também ocorre no estudo base [8] deste trabalho de graduação. Ele se utiliza de várias bases dados, de diferentes pesquisadores e instituições (inclusive dados gerados por eles mesmos), e assim têm os dados de entrada para sua pesquisa prontos.

O objetivo deste trabalho é recuperar estes dados usados pelo estudo, e realizar um estudo semelhante. O intuito é obter uma boa compreensão tanto na esfera prática como teórica do artigo, possibilitando a aplicação de tal conhecimento em problemas de outro domínio, ainda no ramo de interações protéicas. É também do interesse deste trabalho fazer novas descobertas através do uso de métodos diferentes daqueles aplicados pelos pesquisadores do estudo base deste trabalho de graduação.

Capítulo 2 – Background Biológico
Neste capítulo serão introduzidos os tópicos básicos sobre biologia molecular para o bom entendimento deste trabalho. O tratamento aqui dado será superficial, caso haja a necessidade de mais informações consulte as referências deste capítulo.

Proteínas
Proteínas, também chamadas de polipeptídios, são compostos orgânicos criados a partir de aminoácidos. As ligações entre os aminoácidos são chamadas ligações peptídicas. Entender a composição de uma proteína é tão importante quanto entender sua forma tridimensional, uma vez que estes dois em conjunto definem a função da proteína. Desta maneira, podemos, entre outros benefícios, dar importantes passos no desenvolvimento de tratamento, diagnóstico e medicamentos para doenças como, por exemplo, a AIDS. 
 Existem ao todo 20 aminoácidos (os chamados aminoácidos padrão ou comuns), o que significa que todas suas proteínas são feitas a partir destes 20 aminoácidos. Já o número de proteínas distintas encontradas nos organismos supera em muitas ordens de grandeza este número (20 aminoácidos combinados em cadeias de tamanhos, formas e composição diferentes). Suas funções variam muito, algumas delas são: composição de hormônios, anticorpos, catalisadores (enzimas), e muitas outras. 
Complexos


A maioria dos processos celulares é realizada por unidades protéicas que interagem umas com as outras. Frequentemente estas unidades são complexos estequiometricamente estáveis (ou seja, estão quase sempre presente, ao contrário dos transitórios), compostos por vários pares de proteínas que interagem entre si [8]. Portanto, não se pode entender por completo o funcionamento das proteínas sem estudar o funcionamento dos complexos formados por elas. Bem como as proteínas, vários complexos estão diretamente relacionados com doenças tais como: alguns tipos de câncer [9], neuro-degeneração, como Alzheimer [10], entre outras. Note que as proteínas integrantes deste complexo não têm uma relação direta como o complexo que elas compõem, de fato elas funcionam como uma unidade nova. Neste trabalho encontraremos dados sobre interações de complexo-complexo e proteína-complexo.

Interações


Interações entre proteínas ocorrem no organismo a todo o momento, e são de extrema importância para as funções biológicas de qualquer ser vivo. Podemos citar três tipos de interações, elas ocorrem entre: proteína e proteína, complexo e complexo, e entre complexo e proteína. A interação entre proteína e proteína pode ser inter-complexo, intra-complexo, ou singular. As interações inter-complexo fazem parte da interação maior entre os complexos. A intra-complexo contribui para a formação do complexo, e a singular são interações entre duas proteínas, sem ter uma associação clara com algum complexo. As interações que formam um complexo, como já foi dito, têm um caráter mais permanente do que todas as outras.

 Uma importante função que vem de interações protéicas é a transdução de sinal, que tem participação até mesmo no desenvolvimento de câncer [11]. Existem vários métodos para detectar estas interações, por exemplo: Tandem affinity Purification [12], Yeast Two Hybrid [13], Mass Spectrometry pode ser aplicada para análise de complexos [14], e outros. Uma combinação de vários desses métodos é usada neste trabalho de graduação. Uma outra característica importante das interações, é que elas têm uma maior tendência a ocorrerem quando as proteínas são similares, como veremos em mais detalhes na Capítulo 4, com as devidas referências.
Capítulo 3 - Artigo Base


Neste capítulo estudaremos com o devido nível de detalhe o artigo [8] entitulado “A Complex-based reconstruction of the Saccharomyces cerevisiae Interactome”, publicado no ano de 2009 usado como base para este trabalho de graduação.

Resumo do artigo


O artigo tem como foco a interação entre proteínas do organismo Saccharomyces cerevisiae, uma espécie de levedura. O diferencial em relação a outros artigos do gênero é a abordagem baseada em complexos. O autor considera complexos e proteínas como unidades básicas, e assim conclui que para se obter um entendimento fiel do que ele chama da rede de interação entre proteínas, é necessário vê-lo em termos de tais unidades básicas. Ele complementa dizendo que a maioria dos processos celulares são realizados por estas unidades proteômicas (que seriam os complexos e proteínas).

Neste artigo há dois trabalhos com uma divisão muito clara. Em primeiro lugar é apresentado o e predição de complexos, e em segundo, o de predição de interações proteína-complexo e complexo-complexo, respectivamente abreviadas de PCI (interação entre proteína e complexo) e CCI (interação entre complexo e complexo). Esta ordem é feita desta maneira porque os resultados do primeiro trabalho contribuem para o segundo trabalho.

Ambos os trabalhos são utilizados para esta monografia, no entanto, a importância dada para o segundo é muito maior, pois o objetivo deste trabalho é prever interações, e não prever complexos, que é o objetivo da primeira seção do artigo. Veremos a seguir um detalhamento dos dois, com foco maior no segundo.

Predição de Complexos


A fim de prever interações intra-complexos, e assim prever os complexos, o autor cria um algoritmo de reconstrução destes a partir de uma variedade de experimentos e dados biológicos relacionados a proteínas. Alguns deles não têm relação direta com interações entre proteínas. Um problema a ser contornado pela abordagem do autor é o alto número de falsos positivos e negativos gerados pelas abordagens convencionais.

A parte experimental do trabalho começa com a compilação de um conjunto referência de complexos, que será usado como base para o correto funcionamento do algoritmo. Este conjunto é gerado através da combinação de dados coletados manualmente do MIPS [15] e SGD [16] com dados gerados pelo autor do artigo, disponíveis em seu Web site (http://dags.stanford.edu/Complex/ e http://dags.stanford.edu/CCI/) Ele faz ainda vários processamentos até chegar à lista final.

A parte mais relevante desta seção do artigo que contribui para este trabalho de graduação é a dos dados biológicos. Isto ocorre porque todos os dados usados na predição de complexos serão também usados para a predição de interações. Para efeito de organização estes dados serão descritos em detalhes, junto com os outros dados da predição de interações, no Capítulo 4 deste trabalho de graduação.

3.1 Predição de interações


O objetivo desta vez é predizer as interações de complexo-complexo e proteína-complexo.  Inicialmente, é computada uma lista de interações de referência, uma positiva e outra negativa. Isto significa que as interações da lista positiva têm alta probabilidade de existirem, e as da negativa, baixa. As principais fontes destas interações foram os bancos de dados do MIPS e DIP [17]. Após o processamento descrito no artigo, e adição de algumas fontes, a lista disponível no site do autor é gerada.  Note que há uma distinção na forma como são geradas as listas de interações de referências de complexo-complexo e complexo-proteína. Esta diferença está descrita no artigo e consiste basicamente na adição de 6560 pares aleatórios de complexo-proteína (não contidos na lista positiva) à lista negativa, a fim de se manter a mesma proporção de positivas e negativas tanto para complexo-complexo como par complexo-proteína.

Todos os dados usados para previsão de interações CCI e PCI provêm de dados sobre interações entre pares de proteínas. Como já foi dito, todos os dados usados para previsão de complexos são também usados aqui. Estes constituem um total de treze características, derivadas de seis fontes de dados diferentes. São elas: pontuação de enriquecimento de purificação da rede de Collins (com cinco características) [18], componente celular de uma versão truncada do Gene Ontology (GO) (duas características) [1], proteínas trans-membranas (três características), cujos dados provém do SGD, co-expressão (uma característica) [19] e interações Y2H: yeast two-hybrid (uma característica) [20,21]. A sexta fonte utilizada é uma união entre dados de interações do MIPS e DIP (uma característica).

Outras quatro fontes são adicionadas para o propósito específico deste capítulo, a previsão de interações PCI e CCI. São elas: correlação da adequação do crescimento [22], correlação do perfil de fatores de transcrição [23-24], método InSite de previsão de interações proteína-proteína [25], e correlação de expressão em condições específicas. Duas delas (correlação de adequação do crescimento e correlação do perfil de fatores de transcrição) na verdade são também usadas na etapa de previsão de complexos, no entanto, com um objetivo muito diferente. Enquanto as outras eram usadas com o intuito de treino, estas têm seu uso caracterizado pela etapa de teste.

Todos os dados até então apresentados são de pares de proteína-proteína, sendo que alguns deles são apenas de proteína, e são transformados em dados de pares através de algum processamento, como o coeficiente de correlação de Pearson [29]. Estes dados precisam ser transformados para fornecer informações para interações de complexo-proteína e complexo-complexo, pois no estado em que se encontram isto não é possível. A maneira (cujo nome é uma seção do artigo) encontrada pelos autores do artigo foi a agregação de sinais entre proteínas, transformando as características em dados para CCI e PCI. Para calcular uma dada característica de um CCI ou PCI, é necessário obter os vetores de características de todos os possíveis pares de interação que existem entre um complexo e um(a) complexo/proteína.  Feito isto, todos estes vetores de características são aplicados a uma função de agregação (Exemplo: soma, média), e então transformados em um único vetor, que representará a informação relativa ao PCI/CCI específico. Cada característica tem uma função de agregação diferente, definida pelo autor, que mais se adapta a ela. Todo este processo será detalhadamente descrito na Capítulo 4 deste trabalho de graduação.

A etapa final da previsão de interações CCI e PCI consiste no uso de aprendizagem de máquina. A lista de interações PCI e CCI de referência é usada como treinamento, e as demais são usadas para teste.
Mudança proposta

A alteração no artigo proposta por este trabalho de graduação é feita na etapa de aprendizagem de máquina. Será utilizada uma rede auto-organizável, conhecida como SOM [27] ou ainda rede de Kohonen (do autor Teuvo Kohonen). Uma vez que a rede aqui desenvolvida atinja resultados com alto grau de similaridade com a rede do artigo base, serão feitos testes com remoções de algumas características, com o objetivo de analisar o efeito dos dados sobre o comportamento da rede.

Capítulo 4 - Reconstrução dos dados

Para atingirmos o objetivo desta monografia, podemos dividir o trabalho experimental aqui realizado em duas partes. A primeira consiste na reconstrução das bases de dados utilizadas pelo autor do artigo, a qual deve ser o mais fiel possível. A segunda consiste na substituição do algoritmo de aprendizagem utilizado no artigo pela rede SOM, mantendo-se fiel às bases de treino e de teste somente. Neste capítulo trataremos apenas da reconstrução dos dados.

Os dados a serem reconstruídos provêm de um total de dez fontes distintas, já citadas na Capítulo 3.3. Aqui serão descritos em detalhes os procedimentos adotados para a reconstrução dos dados. Será também aqui apresentada uma análise dos dados reconstruídos, adotada neste trabalho com uma aproximação de um índice de fidelidade. Todos os downloads relativos às fontes a seguir foram feitos na data 28/04/2010.
4.1 O Gene Ontology

Esta característica, que se baseia no fato de proteínas similares (em termos de componente celular) tendem a interagir, é inicialmente construída a partir da hierarquia de componente celular do GO (Figura 1). O autor baixou o arquivo com este conteúdo na data 25 de Junho de 2007, do próprio GO [1], enquanto nós baixamos no dia 28 de Março de 2010. Esta é a primeira divergência da base construída por este trabalho para com a base original. O outro passo essencial para esta característica é a coleta de informações das proteínas do organismo em questão, anotadas com o termo de componente celular do GO. O autor não especifica nem onde nem como conseguiu este arquivo, também não menciona data alguma. A solução aqui adotada foi a busca por um arquivo na web que contivesse essas informações. Tal arquivo foi encontrado no Saccharomyces Genome Database (SGD) [16]. O arquivo está disponível no site deste trabalho de graduação (http://www.cin.ufpe.br/~ghg/INTERACTOME_FILES/). Este arquivo é considerado como de confiança, visto que a informação nele apresentada deixa muito pouco a desejar, e pelo fato do SGD ter sido usado pelo autor do artigo em outras ocasiões. 
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Figura 1. Exemplo de hieraquia do GO, para funções moleculares, onde os termos da esquerda são mais genéricos que os da direita, de tal maneira que o todos os termos são “filhos” do termo raiz. A relação “is_a” entre dois termos indica que qualquer proteína anotada com determinado termo, pode ser também anotada com o outro par da relação. A hierarquia de componente celular é idêntica, mudando-se apenas os nomes.

Com posse do arquivo de hierarquia de componente celular do GO e do arquivo de anotações com termos, a hierarquia do GO fica enriquecida. Cada termo terá associado a ele um número, que corresponde ao número de proteínas anotadas com aquele termo, ou com termos filhos do mesmo. O autor então aplica uma redução na hierarquia, eliminando as categorias (termos) com menos de 120 proteínas. Aqui já aparece outro problema, pois, devido às diferenças ocorridas até agora, a redução nos nossos dados produz um resultado diferente, que deverá ser refletido em parte no comportamento da rede. Para o cálculo efetivo das duas características associadas ao Gene Ontology, dado um par de proteínas, é necessário descobrir o termo pai em comum entre as duas proteínas. Esta é a primeira característica, chamada de pessimista, devido a sua tendência. Para a outra característica, depois de descobrir o pai, deve-se escolher o filho daquele pai que tenha um menor número de proteínas associadas. Note que quanto menos proteínas associadas ao termo pai, melhor será o valor da característica, que tenderá a indicar a existência de uma interação. Um cálculo simples é então feito com o número de proteínas associadas ao pai escolhido, isto se aplica às para as duas características, gerando o valor final.
Hierarquia de Componente Celular


O arquivo de hierarquia de componente celular é gerado a partir de um arquivo baixado diretamente do GO, que contém informações sobre todos os termos existentes do GO, sejam de processos biológicos, funções ou componentes celulares. Cada termo tem associado expressões como “is​_a” que indica o pai deste termo, e “part_of”, que indica que ele é parte de determinado termo. Ambas as expressões são traduzidas em uma árvore de termos como uma relação de pai-filho. Se nós pegarmos o “is_a” de um termo, ou seja, o pai dele, e depois pegarmos o “is_a” deste pai e assim por diante, nós percorreremos todo o caminho do nó até a raiz, que é um termo cujo nome é “Cellular Component”. Assim é então gerado o arquivo de hierarquia de componente celular.

Cálculo do Número de Proteínas Associadas

Para isto é usado o arquivo do SGD, que contém a associação de proteínas a termos do GO. Para cada ocorrência de determinado termo, a contagem do termo em questão e todos os seus pais é incrementada em um. Isto prossegue até o fim do arquivo. Alguns poucos termos são chamados órfãos pelo autor do artigo, pois eles, estranhamente, não são filhos do termo raiz “Cellular Component”.

Neste momento é aplicada uma redução no número de termos. Todos aqueles que tiverem menos de 120 proteínas associadas serão eliminados da árvore.

Cálculo das Características

Para o cálculo da primeira característica, a chamada pessimista, basta encontrarmos o primeiro pai em comum entre o par de proteínas em questão. Feito isso, calculamos o logaritmo natural do número de proteínas associadas a este pai. Este é então o final valor da característica. O cálculo da segunda característica é exatamente o mesmo, com a diferença já mencionada na escolha do “pai”.

Resumo e Análise dos Problemas

Os problemas associados a esta fonte de dados começam pela diferença de data na hora da extração da hierarquia de termos do Gene Ontology. Há uma diferença de 1007 dias, isto implica em mudanças no número de termos e no relacionamento hierárquico entre eles, fatalmente gerando mudanças nas características originadas do GO. Outro problema acontece na associação e contagem de proteínas aos seus termos. O autor não especifica nem onde, nem como, nem quando conseguiu esta informação. A solução aqui adotada foi fazer o download de um arquivo encontrado no SGD. Esta solução é considerada boa devido à qualidade do arquivo e ao fato de o artigo fazer uso do SGD em alguns momentos. A partir daqui, a diferença gerada por estes dois problemas é propagada para as demais fases, podendo gerar uma diferença significativa para com os dados usados pelo autor.
4.2 Pontuação de PE (Purification Enrichment)
Esta fonte de dados possui cinco características, das quais quatro são de extração direta, e uma deve ser calculada a partir das outras. O autor não diz onde conseguiu tal arquivo, apenas faz a referência para um artigo relativo ao PE que ele utilizou. Após realizar uma busca neste artigo referenciado, foi encontrado um website (http://interactome-cmp.ucsf.edu/), e lá por fim, foi encontrado o arquivo em questão (disponível no nosso website). Acredita-se que este arquivo seja de alta confiança, devido a fatores importantes em comum entre o website em questão e o artigo base.
O arquivo contém quatro características por par de proteínas, que são: Pontuação PE, PE direto, PE indireto e PE de confiança. A quinta e última característica é a chamada distância de vetores de PE. Ela é calculada com base no PE de confiança, que tem este nome por ter todos os seus valores entre zero e um. Para calculá-la, precisamos inicialmente construir um vetor de PE de confiança para cada proteína (note que não são pares de proteínas agora). Para isto, dado uma proteína A, cada dimensão do vetor de PE de confiança será o valor do PE de confiança desta proteína A com cada uma das outras proteínas existentes, sendo que o PE de confiança dela com ela mesma deve ter o valor um. Neste momento surge um problema, pois as proteínas do arquivo aparecem formando pares com apenas uma parte do total de proteínas. A solução aqui adotada foi a geração desta característica com falta de dados (os chamados missing values). Se dado par de proteínas não existe no arquivo, o valor do PE de confiança para ele será arbitrariamente escolhido como zero. Outro problema está na diferença da data de download do arquivo. Apesar do artigo base não informar tal data, é muito provável que haja uma diferença de um a três anos, dado que isto ocorre com outras características.
Proteínas Transmembranas


O autor transforma em característica o fato de dado par de proteínas ser classificado como de membrana. Para isto, ele faz uso de uma fonte de dados (disponível no SGD e no site deste trabalho) que associa as proteínas com o fato delas serem encontradas em membranas ou não. Três características são derivadas desta simples informação. A primeira assume o valor de um, caso pelo menos uma das proteínas exista na membrana, e zero, caso contrário. A segunda e a terceira correspondem ao produto da primeira pela pontuação PE direta e indireta, respectivamente. A reconstrução desta fonte de dados possui dois problemas. Um deles é a diferença da data de extração (não especificada pelo autor). O outro é o fato do autor não explicar exatamente como conseguiu tais dados do SGD, ou seja, podemos ter extraído dados diferentes. Devido à pequena magnitude destes problemas esta fonte de dados é tida como confiável. Note que a confiança relativa à segunda e terceira características está atrelada à confiança das características da fonte de dados da pontuação de PE.
Y2H (Yeast two hybrid)

Esta fonte de dados provê uma medida direta de interações entre proteínas. São três os possíveis valores, decorrentes das seguintes situações. Um dado par de proteínas que interagem entre si nesta fonte tem o valor da característica como um. Se duas proteínas aparecem no experimento, mas não aparecem interagindo entre si, o valor da característica para o par será -1. Caso uma das proteínas não apareça no experimento, o valor será zero.
 O autor constrói tal fonte a partir de dados provenientes de dois artigos: Ito et al [20] e Uetz et al [21]. Aqui surge o primeiro problema, não foi encontrado nenhum dado que pudesse ser utilizado no artigo de Ito. Já no artigo de Uetz foi extraída uma pequena quantidade de dados (na forma de uma tabela suplementar).  Ao ser realizada uma análise nos dados encontrados em Uetz, descobriu-se que 99% do pares teriam o valor zero, decorrente da terceira situação, citada acima. Portanto, decidiu-se eliminar esta característica deste trabalho de graduação, visto a sua aparente impossibilidade de sua reconstrução.
Interações físicas de pequena escala


O autor usa a informação de que pares de proteínas foram identificados como interagindo em experimentos de pequena escala para construir uma característica. A partir de dados originados do MIPS e do DIP, ele constrói a fonte de dados. Os pares de proteínas que aparecem interagindo recebem 1 (um) no valor da característica, e 0 (zero), caso contrário. A dificuldade em relação a esta fonte de dados é a falta de detalhes do autor sobre como conseguir os dados do MIPS e do DIP. No caso do MIPS, um programa foi desenvolvido para fazer uma extração de tais pares de proteínas. No caso do DIP, o autor do artigo nos enviou por email conforme pedimos, junto com outras duas fontes de dados que não vêm ao caso.
4.3 Co-Expressão


Estes dados são referentes uma grande gama de experimentos cujos resultados estão disponíveis no Stanford Microarray Database (SMD) [19]. Os experimentos testam proteínas individuais e geram uma série de características numéricas por experimento, para cada uma delas. Para transformar estes dados em características, o autor primeiramente compila um perfil de expressão para cada proteína. Este perfil é gerado através da coleta de todos os dados de dada proteína em todos os experimentos. Tendo em mãos os dois perfis de um par de proteínas, o autor calcula o coeficiente de Pearson [29] centrado na média dos dois perfis, gerando um valor numérico, que é então a característica.

Um dos problemas que interferiram na reconstrução desta característica foi a diferença na data de extração. Houve uma mudança muito grande para a data de extração do autor (5/12/2006) para a nossa extração (28/04/2010). Na data do autor, existiam 902 experimentos, divididos em 16 categorias. Na nossa data, havia 1362 experimentos, divididos em 33 categorias. Algumas semanas depois de termos extraído, estes números já haviam mudado. Outro problema é o grande número de dados em um único experimento. Cada experimento tem mais de dez características, muitas delas são parecidas. Por exemplo, dado um valor qualquer A e outro B, quatro destas características seriam: a média entre A e B, o logaritmo da razão de A por B, etc. Os arquivos de experimentos diferentes encontram-se também em formatos diferentes (foram detectados pelo menos três formatos diferentes). Em face destes problemas, e a falta de maiores informações por parte do autor do artigo base, esta base de dados ficou impossibilitada de ser reconstruída.
Correlação de adequação a crescimento


Esta fonte de dados foi, de certa forma, encontrada em dois formatos, duas qualidades diferentes. Uma foi encontrada no site do autor referenciado pelo artigo base, e a outra nos foi enviada pelo autor do artigo. Naturalmente, escolhemos a enviada pelo autor. Além da vantagem de ter o máximo nível de confiança, ela veio já processada. Caso tivéssemos que usar a versão encontrada na internet, teríamos ainda que executar um processamento, que certamente demoraria muito tempo, pois o tamanho do arquivo é gigante. Curiosamente, a taxa de ausência de dados para a única característica que provém desta fonte é alta (ver Tabela 1). Detalhes do processamento que teria que ser realizado serão omitidos aqui, visto que não foram realizados, mas está facilmente disponível no artigo base deste trabalho de graduação.
InSite – Predição de interações


O método InSite [25] integra várias fontes de dados (não apresentadas aqui) para predizer interações entre proteínas. Este dado foi facilmente encontrado no artigo referenciado pelo autor do artigo base. No entanto, há uma ressalva. No artigo base, o autor faz uma mudança neste método, mais precisamente na etapa de treino dele. Dificilmente o dado coletado por este trabalho carrega consigo tal mudança. Porém, esta ressalva será ignorada, pois é inviável, dentro do tempo disposto, construir todo método InSite, unificar as bases usadas por ele, e então aplicarmos a mudança realizada pelo autor do artigo. Note que ainda que fizéssemos isto, há um dado que é necessário para realizar tal mudança, que é de posse do autor do artigo, e que não está disponível em lugar algum.
Dados de regulação da transcrição


Esta fonte de dados associa gene com proteínas transcritas por eles. O autor então cria um vetor para cada proteína, listando todos os genes que a transcrevem. O arquivo encontrado sobre esta fonte traz estas informações com clareza. No entanto, após esse processo, há uma etapa final, que consiste em um cálculo matemático tomando os dois vetores de duas proteínas como operandos. O artigo base não descreve tal cálculo, apenas indica o artigo [26] onde podemos encontrar uma descrição, contudo, nada foi achado lá que pudesse ser usado para cálculo algum. Porém, não foi encontrado nada que pudesse ser usado para o problema aqui em questão. Logo, a única característica proveniente desta fonte de dados será ignorada nas demais etapas deste trabalho de graduação.
Expressões em condições específicas

Esta pode ser considerada a mais complexa das fontes de dados, ao menos em termos de dificuldade para sua reconstrução. Ela se baseia no fato de que as proteínas têm diferentes perfis de expressão em diferentes condições. Ou seja, é possível que um determinado par de proteínas interaja em uma condição, e em outra não. A atividade de uma proteína em uma dada condição é dada pelo máximo desvio padrão da norma. Caso tal atividade seja quantificada como maior que um, a proteína é considerada como ativa. Para cada proteína é calculado o coeficiente de correlação de Pearson (CCP), separadamente em cada condição. Se uma das proteínas de um determinado par está inativa em certa condição, o CCP para aquela condição terá o valor zero. É então calculada a média entre todos os CCPs de todas as condições que têm pelo menos uma das proteínas do par como ativa.  São nove as referências a artigos externos. Tamanha foi a dificuldade que não foi possível encontrar praticamente nada que fosse útil. No entanto, esta fonte de dados nos foi enviada pela autora por email, conforme resposta ao nosso pedido, eliminando todos os problemas a que viríamos enfrentar.
4.4 Análise qualitativa dos dados reconstruídos

Esta subseção analisa a qualidade dos dados reconstruídos baseada na qualidade sua aplicação na etapa final da predição, que é uma rede neural. Mais precisamente, a análise calcula a taxa de dados ausentes na(s) característica(s) presente(s) nos dados. Por exemplo, as 5 características da fonte de dados de Purification Enrichment (PE) tem uma taxa de ausência de dados de 95.16%. Isto significa que 95.16% de todos os pares de proteínas (que por sua vez são usados para gerar pares de complexos) não possuem nenhum valor definido para as cinco características. A Tabela 1 a seguir mostra uma análise detalhada.
	 
	Presença
	Ausência
	Tx. Presença
	Tx. Ausência
	Ausência = Informação

	MIPS/DIP
	867
	225118
	38.36%
	61.64%
	Sim

	Cond. Spec.
	225985
	0
	1
	0
	Não

	GO - Pess
	199746
	26239
	88.38%
	11.62%
	Não

	GO - Opt
	200670
	25315
	88.79%
	11.21%
	Não

	PE
	10941
	215044
	4.84%
	95.16%
	Não

	InSite
	11841
	214144
	5.23%
	94.77%
	Não

	Membr - 2 e 3 
	185493
	40492
	82.08%
	17.92%
	Não

	Membr - 1
	41980
	184405
	18.58%
	81.42%
	Sim

	Growth
	18640
	207345
	8.24%
	91.76%
	Não


Tabela 1 – Análise qualitativa dos dados reconstruídos, baseada na ausência de informação nos mesmos.

Estes dados ausentes representam um problema, pois não é possível treinar a rede com eles. É preciso dar valores para ele ou removê-los para que a rede consiga trabalhar com eles. A estratégia aqui adotada foi a de substituição de valores (um valor ausente é substituído por outro, de acordo com algum critério). Esta escolha foi baseada no fato das altas taxas de ausência, de tal maneira que remover tais pares ausentes se mostra menos intuitiva que a inserção de valores. A Tabela 2 mostra as respectivas estratégias de inserção adotadas. A estratégia “média” corresponde a calcular a média aritmética de todos os dados presentes, e atribuir seu valor aos ausentes. A arbitrária nada mais é do que uma escolha baseada em heurística. No caso do InSite, 0.5 representa 50% de chance da interação existir e, naturalmente, 50% de chance dela não existir. Tal valor é intuitivo para ser atribuído aos dados ausentes. Note que há estratégias somente para as características que não carregam informação na ausência de dados. No caso especial das características 2 e 3 da fonte de dados membrana, não há estratégia de inserção para os dados ausentes. Isto ocorre porque, na verdade, todas as faltas de dados que ocorrem nestas duas características são conseqüências diretas das faltas de dados de duas das cinco características da fonte de dados PE. Portanto, ao se definir a estratégia para tais características do PE, está se definindo também a estratégia para as características de número 2 e 3 da fonte de dados membrana.
	 
	Estratégia
	Valor

	GO- Pess
	Média
	8.815

	GO - Opt
	Média
	6.874

	Growth
	Média
	0.0546

	InSite
	Arbitrário
	0.5

	PE
	Média
	Vários


Tabela 2 – Soluções de inserção para dados ausentes

Capítulo 5 – Etapa Final: Aprendizagem de Máquina

Neste capítulo será explicado o funcionamento da instância da rede de Kohonen [27] aplicada ao problema deste trabalho de graduação. Os procedimentos usados para testar os resultados da rede serão também detalhados. Esta é a etapa final, e os resultados produzidos aqui representam diretamente os pares preditos de complexos que interagem entre si. Para manter a taxa de ausência mais baixa, somente as interações CCI serão usadas para treino e teste. Esta é uma abordagem muito válida, visto que esta separação é feita inclusive pelo autor do artigo, disponível no site do mesmo.
Naive Bayes, a rede do artigo

A rede utilizada pelo artigo é chamada de Naive Bayes [32]. Ela é um classificador probabilístico que se utiliza de suposições de independência. Na prática isto significa que ele assume que cada característica do problema contribui de forma independente para que ele seja de determinada classe. Diferentemente da rede utilizada neste trabalho, a Naive Bayes tem seu treinamento supervisionado. Como vantagem desta rede, podemos citar a sua capacidade de realizar um bom treinamento com poucos dados de treino, e como desvantagem, a demasiada simplicidade das suposições de independência desta rede.
5.1 A rede de Kohonen
A rede de Kohonen, também chamada de rede SOM (Self Organizing Maps) foi escolhida devido a ser uma das únicas a ter a noção de vizinhança espacial (diferentemente da usada no artigo) como mostra a Figura 3. Ela é classificada como não-supervisionada, isto significa que o algoritmo não trabalha com rótulos nos dados de entrada. Na prática, isto permite que a rede seja treinada com dados não rotulados (ou seja, dados cuja classe nos é desconhecida), e, como desvantagem, não há método de teste bem definido para esta rede, e não é possível realizar validação durante o treinamento.
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Figura 2. A área retangular do Começo é o grid de neurônios da rede. Eles têm um vetor tridimensional, que, para facilitar a visualização, é colorido no formato RGB. Os dados de treino utilizados são os da paleta de cores mostrada em Classes. Por fim podemos ver como neurônios próximos uns dos outros têm vetores (também representados visualmente por cores) próximos, e como a divisão das classes é clara.

Como praticamente toda rede neural, a de Kohonen também conta com parâmetros ajustáveis. Tanto o número de parâmetros quanto os possíveis valores que eles podem assumir variam de acordo com a necessidade. Exemplos de problemas onde esta rede foi aplicada com sucesso são: padrões de correntes oceânicas [30] e aumento de vida de bateria em sensores [31]. A depender do problema, a SOM pode precisar de muitos testes e ajustes nos seus parâmetros, dada à sua forte característica de parametrização.  Na rede implementada, ver Figura 4, neste trabalho de graduação, foram adotados cinco parâmetros. São eles: taxa inicial de aprendizagem, dimensão no eixo X do grid de neurônios, dimensão no eixo Y do grid de neurônios, número máximo de interações, e teto da inicialização dos pesos. A explicação detalhada da rede SOM não será mostrada aqui, mas seguem breves descrições dos parâmetros e do efeito que eles tendem a causar na rede:
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Figura 3. Desenho esquemático da SOM. O grid de neurônios está pintado em vermelho, com conexões com seus vizinhos. Em verde estão os nodos de entrada, neste caso, indicando que o vetor dos neurônios e dos dados de treino tem duas dimensões.
1. Taxa inicial de aprendizagem: Define o quanto cada dado de entrada irá mudar na rede (ou seja, o quanto ela irá aprender para cada dado). Quando muito alto, gera overfitting (rede serve somente para os dados de treino), e muito baixo, underfitting (rede não conseguiu aprender).

2. Dimensão no eixo X e Y do grid dos neurônios: O grid dos neurônios usado neste trabalho é retangular. Estas duas dimensões definem não só o formato, mas também o número de neurônios que a rede conterá. Problemas mais complexos tendem a precisar de mais neurônios que outros. O formato tem forte interferência na rede, porém é mais difícil definir o que ocorre quando ele é mudado.
3. Número máximo de interações: Consiste no número de vezes que todo o conjunto de dados será apresentado à rede. Valores altos podem gerar overfitting, e baixos underfitting.

4. Teto de inicialização dos pesos: A SOM tem uma etapa de inicialização dos pesos. Estes pesos, normalmente, são inicializados com valores de zero até um teto (algum número maior que zero e maior que um), que é o parâmetro aqui em questão. Valores baixos podem viciar a rede em determinados dados, e valores altos podem dificultar a aprendizagem. Este parâmetro é, no entanto, considerado de pouca importância, visto que estes efeitos ocorrem com uma magnitude muito pequena.

Outros parâmetros podem ainda ser usados, como: funções de alteração da taxa de aprendizagem e da vizinhança, geometria do grid da rede (o grid hexagonal é também muito usado, mas pode ser qualquer forma, até mesmo 3-dimensional ou n-dimensional) e raio de vizinhança inicial.

Conjuntos de Treino e de Teste


Para se treinar a rede é necessário um conjunto de treinamento, e para testar a qualidade destes resultados, faz-se necessário um conjunto de teste. O artigo base informa qual o conjunto de treino a ser usado, que é denominado o conjunto de interações de referência. Nós adicionamos ao conjunto de treino pares de interações que foram considerados como não existentes pela rede do artigo, pois para este trabalho foram consideradas a existência de duas classes (a sim-interação e a não-interação). Contudo, o artigo não informa qual o conjunto de teste a ser usado. Isto gerou problemas e um consumo adicional de tempo, pois a cada conjunto de teste que era gerado por este trabalho de graduação, era necessário recompilar todas as características. Por fim, o conjunto de teste aqui usado foi gerado através do seguinte procedimento: Dado um par A-B e B-C, o par A-C é criado como elemento de teste.
Procedimento de Classificação e Teste

Como vimos no tópico anterior, o fato da rede SOM ser não-supervisionada faz com que ela não tenha um método definido de teste, pois não há uma maneira óbvia de classificar novos dados.

Após o treinamento da rede SOM, o que nós temos é um conjunto de neurônios dispostos de tal maneira que neurônios próximos tendem a ter seus vetores de pesos parecidos (é o que chamamos de vizinhança). A dificuldade de realizar a classificação na rede de Kohonen está então no fato de não sabermos a classe (presença ou ausência de interação) que cada neurônio representa. Para resolver este problema, foi adotada uma etapa de clusterização após o treinamento da rede. Há inúmeros métodos de clusterização disponíveis, sendo que o escolhido aqui foi o k-médias, mais conhecido como k-means [28]. 

O processo de clusterização é responsável por definir classes para os neurônios (grid) da rede. As classes aqui em questão são a da sim-interação e a da não-interação. Note que a classe de não-interação é irrelevante para este artigo, servindo somente como auxílio para a classe da interação. Mesmo assim, duas abordagens diferentes foram adotadas, visando a melhor rede possível. Uma delas reconhece apenas a existência da classe sim-interação, e a outra reconhecendo as duas. Note que a escolha da abordagem influencia diretamente no treinamento da rede, pois elementos de todas as classes devem estar obrigatoriamente presentes na etapa de treinamento da rede. 
Após a clusterização ter sido realizada (e por conseqüência as classes do grid terem sido definidas), o procedimento para classificação adotado foi o k-NN [29], com k tendo o valor um (na prática isto significa que um dado de teste terá a classe do neurônio cujo vetor mais se aproxima do dele). Assim podemos classificar os novos dados (bem como os usados no treinamento), e consequentemente, realizar testes. Note que o procedimento de classificação pode ser feito de várias maneiras, e que, naturalmente, diferentes maneiras resultarão em diferentes, piores ou melhores, resultados. Os pontos em que podemos realizar alterações são dois: algoritmo de clusterização e algoritmo de classificação. Vale ressaltar que estes algoritmos por si possuem parâmetros ajustáveis (por exemplo, o k-Médias necessita que seja informado o número de clusters desejados, e o k-NN, o número de vizinhos mais próximos a serem observados).

Para realizar uma análise quantitativa da qualidade do resultado da rede, foi criado um sistema de pontuação simples, que se baseia em: taxa de verdadeiro positivo e porcentagem de cobertura das predições do artigo. A taxa de verdadeiro positivo nada mais é do que a porcentagem das predições feitas pela rede que são de fato verdade. As predições são consideradas verdadeiras caso tenham sido também preditas pelo artigo. A porcentagem de cobertura das predições do artigo é simplesmente quantas (percentualmente) das predições do artigo a rede fez. Tal sistema faz-se necessário, pois o procedimento de parametrização da rede é parcialmente automatizado. Isto gera um número de resultados muito grande, cuja total avaliação seria muito trabalhosa a olho nu.
Capítulo 6 – Análise dos Resultados

Primeiramente, lembro que os resultados obtidos pela rede foram obtidos em meio a uma condição muito desfavorável, com taxas altíssimas de ausências de dados, em fontes de dados importantes. Observado isto, os resultados da rede variam de acordo com vários fatores. Um deles é a mudança de parâmetros, já detalhada no Capítulo 4, e o outro é a estratégia de classe (somente sim-interação ou sim-interação com não-interação). Os resultados foram primeiramente divididos em duas categorias, referentes às duas estratégias de classe. Dentre destas divisões, há várias divisões referentes às diferentes variações dos parâmetros. Outros fatores podem perfeitamente ser incluídos, como estratégia de solução para dados ausentes, algoritmos de clusterização e algoritmos de classificação (ambos citados no Capítulo 4). Estes foram excluídos do escopo deste trabalho de graduação devido ao tempo limitado. Devido à maior qualidade dos resultados referentes a abordagem de duas classes frente a de uma classe apenas, serão aqui exibidos somente os de duas classes.

Na Tabela 3 veremos os melhores resultados para a abordagem de duas classes, a sim-interação e não-interação, bem como os parâmetros usados na rede para tal. Na Figura 1 estão os pares de complexos que foram preditos.
	 
	Valor Absoluto

	Verdadeiro Positivo
	72.57% (82)

	Falso Positivo
	27.43% (31)

	Taxa de Cobertura do Artigo
	14.56% (82)

	Número de Predições
	113


Tabela 3 – Análise dos resultados da rede para a abordagem de duas classes
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Figura 4 – Pares de complexos preditos pela rede usando a abordagem de duas classes. As identificações dos complexos estão disponíveis no site do autor.
Comparação com o Artigo

A rede do artigo predisse 563 pares de complexos (CCI), dos quais a rede aqui desenvolvida previu 82. Isto corresponde a um percentual de 14.56% de cobertura do artigo, como já mostrado na Tabela 3. Note que não foi calculada a chance destes pares previstos por nossa rede existirem de fato. Para isto, é necessário um processo de verificação manual para cada par. Entre as atitudes que podem ser tomadas para tal estão: analisar as anotações dos complexos em variados bancos de dados, comparar suas funcionalidades, fazer as mesmas análises para suas proteínas, entre outras ações. Caso isto tivesse sido feito, haveria, provavelmente, um aumento considerável na taxa de acerto da rede, de acordo com a métrica aqui adotada

Conclusões


Este ramo da bioinformática é, assim como vários outros, repleto de desafios e obstáculos (como dados ruidosos e bases privadas). Aqui foram encontradas dificuldades adicionais, devido à importância que o artigo base teve durante todas as etapas deste trabalho. Cada omissão de informações por parte dos autores gerou problemas, que nem sempre tiveram uma solução de qualidade (como ocorreu com a base de transcrição, co-expressão e Y2H, que foram completamente ignoradas deste trabalho). Lembro, no entanto, que este artigo em questão é de altíssima qualidade e complexidade. O objetivo de reconstruí-lo, mesmo que em parte, gera, naturalmente, desafios dos mais variados portes. 
Em meio a tais dificuldades, um dos objetivos dispostos por este trabalho de graduação foi cumprido com êxito. O entendimento desde como o autor construiu sua base de dados até como realizou suas previsões finais é valioso e pode facilmente ser estendido para outros problemas. De fato, um trabalho paralelo a este já vislumbra essa possibilidade. A maneira como o autor unifica várias bases de dados, dos mais variados tipos e semântica é de grande interesse, pois estamos tratando de um artigo de alta qualidade. As altas taxas de ausência de dados confirmam um dos desafios clássicos da bioinformática, que é a falta de dados, muitas vezes por motivos de privatização, de garantia de privilégio. Houve a compreensão dos dados, mas faltaram informações de onde encontrá-los ou processá-los. As taxas foram altas a tal ponto que seguramente pode-se afirmar que não há estratégia boa o suficiente para mitigar o efeito delas sobre a rede.
Os resultados da rede são de fato diferentes da rede do artigo. Se considerarmos esta métrica a única (uma outra opção é analisar manualmente a probabilidade dos pares preditos existirem) a avaliar a rede aqui construída, ela de fato deixa a desejar. Porém, há uma real possibilidade de que predições feitas aqui possam se confirmar, predições essas não realizadas pela rede do artigo. Independente disto, as diferenças entre as duas redes nos compromete em relação a um dos objetivos a que este trabalho de graduação se predispõe. 

Por fim, noto, ainda, que há muito o que se explorar neste trabalho para melhorar os resultados do mesmo. Idealmente devem-se encontrar os dados que faltam, mas também há uma gama muito grande parâmetros a serem ajustados. Infelizmente, o ajuste destes parâmetros necessita de tempo demais comparado ao disponível para este trabalho de graduação, que foi em grande parte consumido para cumprir o objetivo de reconstruir os dados e de uma compreensão, valiosa, complexa e trabalhosa, de um artigo de grande qualidade.
Trabalhos Futuros

Conforme dito anteriormente, muitos fatores ainda podem ser explorados. Se mantivermos os dados reconstruídos como aqui explicados, teremos vários parâmetros a ajustar. Desde as estratégias de soluções para dados ausentes até os parâmetros da rede, os algoritmos de clusterização e de classificação. Podemos também acrescentar novos, como a geometria de seu grid e mudar as funções usadas na etapa de treinamento da rede. Pode-se também buscar por melhores dados, algo que certamente irá melhorar os resultados da rede. Além de melhoras e variações do trabalho aqui apresentado, o conhecimento adquirido no desenvolvimento deste trabalho também pode originar novas abordagens relacionadas ao tema.
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