
[slide de título]
O tema do meu TCC é o aprimoramento de uma ferramenta de predição de ncRNAs.

O que é essa ferramenta?

É um programa cuja entrada é uma sequência de caracteres 'A', 'C', 'G' e 'U's e a saída é “sim, é um ncRNA” ou “não, não é um ncRNA”

Mas o que é um ncRNA? 
[slide mostrando os processos da transcrição e tradução]
Lembrando um pouco dos processo de transcrição e tradução.

Aqui vocês podem ver uma sequência de DNA, que será transcrita para RNA. Observem que a mesma informação contida no DNA passa então para a nova molécula RNA (a diferença é que agora teremos  Uracilas no lugar de Timinas, ou seja, U no lugar de T). Depois de alguns processamentos biológicos, esse RNA então é traduzido para uma proteína. Cada 3 bases nitrogenadas, o que chamamos de códon, então vão dar origem a um aminoácido. Essa cadeia de aminoácidos vai então formar uma proteína.

[slide mostrando origem do ncRNA]
No entanto, existem algumas sequências que não passam pelo processo de tradução, sendo apenas transcritas mas não traduzidas. A essas sequências damos o nome de RNAs não codificantes ou ncRNAs. Nesse trabalho nos focamos na predição de um tipo específico de ncRNA, o microRNA.

[slide da hierarquia de RNAs]
Há uma grande variedade de tipos de RNAs como vocês podem observar na figura. 

O MicroRNA é um RNA não codificante curto (com apenas dezenas de bases nitrogenadas). 

Escolhemos começar pelos microRNAs exatamente por serem sequências curtas e que têm um arranjo espacial bem característico. 

Geralmente assumindo uma forma parecida com a de um grampo de cabelo.

Ok. Já sabemos o que é um microRNA, mas para que serve? Qual a sua função? 

[slide mostrando papers sobre microRNA]
Recentemente, várias descobertas têm sido feitas sobre os microRNAs. Por exemplo, sua relação com a diferenciação das células (que possuem um conjunto específico de microRNAs sendo expressos), envolvimento em infecções virais (no caso do HIV, por exemplo, em que o vírus codifica microRNAs capazes de interferir nos mecanismos de defesa da célula, criando um ambiente favorável para invasão e replicação), e sua relação com diversos tipos de câncer (com terapias envolvendo microRNAs já sendo desenvolvidas inclusive). 

Por isso, é fundamental uma identificação eficiente e precisa dos microRNAs.

[slide “como funciona o preditor”]
O nosso preditor é baseado na estrutura secundária das sequências, que é o arranjo espacial que a molécula assume devido às forças de atração que existem entre bases complementares. Geralmente, é difícil prever exatamente qual será a estrutura secundária de uma molécula. 

Então, a Prof Ariane e o ex-aluno de mestrado Vitor Onuchi tiveram a ideia de representar todas as prováveis estruturas secundárias de uma sequência como um grafo. Assim, o processo de predição consistiria basicamente em encontrar pelo menos um subgrafo desse grafo que fosse isomorfo a algum dos grafos de estruturas típicas já conhecidas. O Vitor, então, implementou o preditor durante seu mestrado e apesar do problema ser NP-completo, o  que implica que não se conhece uma solução em que no pior caso não leve tempo exponencial, o programa se mostrou eficiente para as instâncias  do problema testadas.
[slide mostrando representação da estrutura secundária]
Aqui vocês podem ver como representamos uma estrutura secundária de uma molécula com um grafo direcionado, onde cada nó representa uma subsequência e temos arestas dois tipos de arestas: arestas de pareamento e arestas de ordem entre nós (i,j), onde i ocorre antes de j na sequência.
[slide mostrando o que precisava ser melhorado]
Os objetivos desse trabalho, então, eram: 

· otimizar os parâmetros para o modelo atual, pois vários deles foram estimados apenas na observação de algumas das sequências

· comparar com pelo menos um outro preditor

· Implementar uma extensão do preditor para realizar o treinamento automático. Que no caso, consitia em fazer um programa que encontrasse subestruturas típicas dado um conjunto de sequências.

[slide mostrando os parâmetros]
 Variando os valores dos parâmetros: limiar de probabilidade de pareamento, comprimento de hélice mínimo e os comprimentos de hélices e arcos de cada padrão.

E usando dois conjuntos: um com microRNAs de verdade e outro com microRNAs embaralhados. Pudemos assim traçar curvas ROC e verificar para que valores o preditor funcionava melhor. 

[slide mostrando curvas ROC]
Curvas ROC são curvas em que você tem um plano cartesiano com medidas de sensibilidade e especificidade em seus eixos. Sensibilidade é a proporção dos microRNAs reais que o preditor disse que eram microRNAs e especificidade é a proporção dos microRNAs falsos que o preditor disse que eram falsos.

No gráfico, vocês podem observar que ao aumentar o limiar de probabilidade, a especificidade tende a aumentar, enquanto que diminuindo tanto o limiar de probabilidade quanto o comprimento de hélice mínimo, aumentamos a sensibilidade.

Ok, mas esse gráfico é só para uma subestrutura e variando apenas 2 dos parâmetros. E os outros parâmetros e subestruturas? Existem diversas combinações que poderiam ser feitas.

[slide mostrando arvore de decisão]
Na tabela cada padrão é uma subestrutura com certos valores.

Foram testados mais de 600 padrões diferentes. 

Nos restava então encontrar um subconjunto do conjunto desses padrões que obtivesse a melhor acurácia. Por ser computacionalmente inviável testar cada um dos  2^600 subconjuntos, um programa chamado QUEST foi utilizado. Esse programa usa aproximações para construir uma árvore de decisão.

A árvore encontrada foi semelhante à do slide, equivalente a expressão booleana Padrão i OU padrão j. Isto é, se o preditor encontrar pelo menos um desses padrões, ele dirá que a sequência é de microRNA.

[slide mostrando os padrões novos]
Então, chegamos a esses padrões. Passamos utilizar apenas 2 padrões em vez de 3, o que intuitivamente deixa nosso modelo mais generalista e menos específico. Os comprimentos máximos para os arcos aumentaram e comprimentos mínimos de arco dimunuiram.

[slide mostrando tabela comparativa antes x depois da otimização]
Com isso, obtivemos uma pequena queda de aproximadamente 3% de especificidade, mas aumento de quase 11% em sensibilidade. Resultando em um aumento de acurácia de quase 4%. 

[slide mostrando tabela comparativa com o miPred]
O MiPred é um outro preditor de microRNAs considerado como um dos melhores atualmente. E na comparação que fizemos obtivemos medidas bem próximas como podem observar na tabela. Diferença de apenas 4% em especificidade, 2% em sensibilidade e menos de 1% em acurácia.

[slide de treinamento automático do preditor]
Ler os slides.
[slide com a redução para o problema do clique maximal]
Ler o slide.
[slide do exemplo e caso ruim]
Na imagem retirada do artigo de Koch, podemos ver melhor como a redução é feita.

Mas notem que um clique no grafo do produto de arestas não necessariamente está

relacionado a grafos isomorfos em G1 e G2. Por esse ser o único caso em que isso não é verdade, é necessário um passo de verificação dos graus dos nós.

De qualquer forma o problema leva no pior caso tempo exponencial, pois o problema é NP-difícil.

[slide com desenhinho de como funciona o algoritmo]
Para encontrar as subestruturas automaticamente em um conjunto de sequências, o nosso programa procura por um subgrafo comum máximo entre os dois primeiros e vai iterativamente tentando encontrar outros. 

[slide com figuras e resultados do experimento família A x família B]
Um experimento que realizei foi treinar o preditor em uma amostra de sequências da família A e em seguida usar as subestruturas resultantes para fazer a predição tanto na família A quanto na B.

Em um dos testes, observamos uma sensibilidade de aproximadamente 50% e apenas 2% de falsos positivos.

[conclusões]
· Com otimização dos parâmetros, conseguimos uma discreta melhora, mas suficiente para alcançar um nível de acurácia comparável a um dos melhores preditores de microRNA atualmente.

· Apesar de ter apresentado um bom resultado em um teste, o algoritmo de treinamento ainda precisa de melhorias.
[parte subjetiva]
Coisas que mais me ajudaram nesse trabalho foram:

· Matéria de Algoritmo em grafos

· Matéria de Data mining (feita durante intercâmbio)

· Iniciação cientifica onde aprendi sobre medidas de validação de um preditor e participei de um projeto que resultou em um artigo científico em uma revista internacional de grande importância (PLOS).

