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RESUMO

O objetivo deste estudo é entender profundamente as técnicas utilizadas atualmente no
alinhamento 6timo de sequéncias de DNA e analisar a viabilidade da criacdo de uma nova
abordagem logica capaz de garantir o resultado 6timo, levando em consideracdo os problemas
existentes no alinhamento 6timo como: (i) as inimeras possibilidades de alinhamento de duas
sequéncias, (ii) a grande necessidade de espaco e memdria das maquinas, (ii) o tempo de
processamento para computar os dados 6timos e (iv) seu crescimento exponencial. O presente
estudo permitiu o inicio da criacdo de uma nova abordagem logica para o alinhamento 6timo
global, demonstrando resultados promissores de maiores pontua¢ées com menos necessidades
de célculos, onde o dominio destas novas técnicas pode conduzir a utilizacdo da busca de

resultados 6timos no alinhamento global de sequéncias biolégicas em grandes bases de dados.

Palavras-chave: DNA, Alinhamento Otimo Global, Alinhamento de sequéncias, Algoritmos.



ABSTRACT

The objective of this study is to deeply understand the techniques currently used in optimal
alignment of DNA sequences, focused on the strengths and limitations of these methods.
Analyzing the feasibility of creating a new logical approach able to ensure optimal results ,
taking into account existing problems in optimal alignment as: (i ) the numerous alignment
possibilities of two sequences , (ii ) the great need for space and memory the machines, ( ii)
processing time to compute the optimal data and (iv ) exponential growth. This study allowed
the beginning of the creation of a new logical approach to the global optimum alignment,
showing promising results in higher scores with less need for calculations where the mastery of
these new techniques can lead to use search of excellent results in the global alignment optimal

in large data bases.

Keywords: DNA, Global Alignment Optimal, Sequence Alignment, Algorithm.
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1. CAPITULO 01

1.1. Introducao

No final do século XIX muitos fisicos acreditavam gue na fisica ndo havia mais nada
para ser descoberto, porém sugiram teorias como a Teoria da Relatividade e a Mecanica
Quantica e revolucionaram a fisica ajudando a conhecer muito da estrutura da matéria. Muitos
elementos foram descobertos, tornando possivel formular novas hipoteses sobre a origem do
Universo. (ROHDEN, 2015).

Muitos consideram hoje que a genética esta para o século XXI como a fisica esteve para
0 século XX, onde suas descobertas transformarédo cada vez mais a forma que vivemos. (ZATZ,
2011).

Com a descoberta da estrutura do DNA por James Watson e Francis Crick em 1953 e 0
fim do sequenciamento do genoma humano em 2003, grandes desafios foram trazidos para a
area da genética devido a grande quantidade de informacGes extraidas do genoma humano
(SNUSTAD, SIMMONS, 2011) com cerca de 3.4 bilhdes de pares de bases em uma molécula
de DNA (DARNELL, BALTIMORE, 1990). A descoberta das sequéncias do genoma humano
foi apenas o primeiro passo para o entendimento de como as instrucdes codificadas no DNA
funcionam, a préxima etapa da pesquisa genémica deriva do conhecimento significativo destas

funcBes a partir das sequéncias de DNA. (COLLINS, 2003).

A cada vez que olhamos o genoma humano descobrimos mais perguntas sobre
a nossa intrigante biologia. Mesmo agora existem regides nao sequenciadas do

genoma e genes a serem descobertos. (ZATZ, 2011,109).

O grande problema da anélise destes dados ¢ a quantidade de informacg6es contidas nos
genomas, tornando extremamente essencial a aplicacdo de procedimentos I6gicos para auxiliar

na interpretacdo destes dados. O grande desafio é transformar o genoma bruto em informacéo



16

atil para a medicina, ou seja, em correlacionar estas informagdes com genotipos e fendtipos.
(BOLOURI, 2008).

A érea da biologia esta cercada por problemas complexos e computacionalmente de
dificeis solucGes, onde ainda existem muitos problemas sem solucdes. A grande classe de
problemas de otimizacdo ainda ndo possuem algoritmos conhecidos que sejam rapidos e
eficientes na sua solucdo, e por esse motivo a solucdao préxima do 6timo tem sido aceita. A
abordagem na busca de tais soluc¢des tem sido a utilizacdo de algoritmo probabilistico, devido
seu tempo de retorno para encontrar solucdes aceitaveis (LOPES, 1995).

A computacdo tem sido fortemente utilizada para demonstrar que os problemas da area
de biologia computacional sdo bem complexos e de dificeis solugdes, pois a grande maioria se
encaixa nos problemas NP-Complexos.

Resolver os problemas préaticos da biologia exige uma forte relacdo interdisciplinar, esta
relacdo pode gerar resultados de grande relevancia tanto para a biologia, medicina quanto para
a computacdo. A ciéncia da computacdo pode e deve contribuir para auxiliar na solucéo destes
problemas. (RIBEIRO, 2007), porém ainda existe uma falta de sinergia entre a area da
computacéo e as necessidades reais da biologia.

A necessidade de sinergia entre as areas da computacdo e da biologia foi analisada e
levada em consideracdo na analise da proposta criada neste projeto, onde inimeros livros foram
lidos, entrevistas feitas com especialistas da area da genética e cursos na area da biologia.

O objetivo foi fazer uma imerséo e identificar o real ponto de onde a computagdo seria

essencial para auxiliar na compreensdo dos dados extraidos da “linguagem da vida”, 0 DNA.
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1.2. Justificativa

Existem muitos métodos de comparacdo de sequéncias genéticas e a decisdo da escolha
de qual é a melhor técnica ndo é uma tarefa facil, pois todos possuem vantagens e desvantagens,
e a escolha depende muito da real necessidade da pesquisa.

As solugdes com resultados 6timos para a comparagdo de sequéncias de DNA ainda ndo
possuem algoritmos que sejam eficientes e eficazes na sua solucao.

A heuristica por ser um método de resultado mais rapido tem sido fortemente utilizada
com o objetivo de proporcionar agilidade nas respostas e identificar as variagcdes nas sequéncias
genéticas; porém a falta de sensibilidade deste método pode gerar outros problemas devido sua
abordagem de busca por proximidade como: a omisséo de resultados relevantes, podendo
induzir o pesquisador a uma analise em um falso positivo; ou seja, a uma resposta equivocada.

Entretanto se o caminho adotado for através de processos mais precisos, 0S
pesquisadores se deparam com o tempo que seria necessario para buscar resultados 6timos em
grandes bases de dados nas soluc¢des conhecidas atualmente, inviabilizando totalmente a busca.

Apesar de todo progresso nos alinhamentos de sequéncias ao longo das ultimas quatro
décadas, ainda existem muitos desafios a serem enfrentados pela comunidade (usuéarios e
desenvolvedores). (ROSEMBERG, 2009).

Desta forma, ainda se faz necessario o desenvolvimento de algoritmos de alinhamento

gue produzam resultados 6timos de forma eficiente e eficaz.

1.3. Objetivo

O objetivo deste estudo € entender profundamente as técnicas existentes de busca por

resultados 6timos focados nos seus pontos fortes e limitagcdes e a partir deste conhecimento
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analisar a viabilidade da criacdo de uma abordagem logica capaz de garantir o resultado 6timo
com as rupturas dos conceitos utilizados atualmente para a busca destes resultados.

As técnicas utilizadas atualmente pelos algoritmos Otimos serdo meticulosamente
estudadas com objetivo de identificar os processos mais custosos destes algoritmos.

Este novo método l6gico de alinhamento 6timo global de sequéncias de DNA tem como
premissa levar em consideracao os problemas existentes no alinhamento 6timo de sequéncias
genéticas, como: (i) as inumeras possibilidades de alinhamento, (ii) a grande necessidade de
espaco e memdria das maquinas, (iii) o tempo de processamento para computar os dados 6timos

e (iv) seu crescimento exponencial, visando resolver ou minimizar estes problemas.

1.4. Metodologia

A metodologia utilizada na pesquisa foi a exploratoria e baseada nos seguintes topicos:
(i) Entendimento de como sdo representados os codigos genéticos que formam o DNA; (ii) A
guantidade de informacdes genéticas que sao trabalhadas nas pesquisas; (iii) Algoritmos 6timos
existentes; (iv) Entrevistas com profissionais da genética;(v) Criacdo da nova técnica de loste;
(vi) Analises dos resultados e viabilidade do processo.

Seguem os detalhes de cada item:

(i) Entendimento de como séo representados os cadigos genéticos que formam o DNA,;

Os estudos e interesse sobre o tema iniciaram-se bem antes do ingresso no mestrado e
durante os dois anos de curso foram realizadas atividades paralelas focadas na area da genética
no Brasil e no exterior, onde foram realizadas 212 horas extras em cursos na area da biologia
com foco em genética.

No exterior foram dois meses de estudos através do GenForen no Campus Online de

Genética Forense da Faculdade de Medicina da UCM - Universidad Complutense de Madrid -
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Espanha. Neste curso foi obtido aprovacdo com Matricula de Honor, com aprovacao média nas
oito provas de 94%. O certificado esta representado no apéndice.

No Brasil também foram feitos outros cursos, como DNA Forense 80 horas e
Biotecnologia 100 horas, através do Portal Educacdo de Campo Grande.

(i)  Aquantidade de informacOes genéticas que sao trabalhadas nas pesquisas - Genoma
Humano;

Durante os cursos e os estudos foi feito um levantamento da grande quantidade de
informac@es as quais compde 0 genoma humano.

Aproximadamente 3.4 bilhGes de bases foram extraidas quantitativamente e segregadas
nos 23 cromossomos do genoma humano.

O levantamento foi feito através do site da NCBI - National Center for Biotechnology
Information, instituto de referéncia mundial em biotecnologia.

(iii)  Algoritmos étimos existentes;

Foram feitos vérios estudos nos algoritmos 6timos com capacidade de efetuar os
alinhamentos das sequéncias de DNA, capazes de exibir resultados precisos, onde foram
encontrados os algoritmos de Needleman-Wunsch e Smith-Waterman. Estes algoritmos estdo
disponiveis nos sites dos maiores centros de biotecnologia mundial, o NCBI - National Center
for Biotechnology Information e EMBL - European Molecular Biology Laboratory.

O algoritmo Needleman-Wunsch € utilizado para o alinhamento global 6timo de duas
sequéncias e o de Smith-Waterman para o alinhamento 6timo local.

Estes algoritmos foram utilizados neste projeto como ferramentas de comparacao dos
resultados do loste.

(iv)  Entrevistas com profissionais da genética;
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No Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG - Universidade Federal de Minais Gerais
foram realizadas algumas entrevistas com a Prof&. Dr* Ana Lucia Brunialti Godard,
coordenadora do curso de pos-graduacdo em genética da universidade. Por meio destas
entrevistas foi possivel ampliar a visdo sobre os problemas que a genética tem enfrentado e
como funcionam as analises dos genomas pelos especialistas.

Durante a pesquisa a Prof2. Ana teve participacdes importantes com o envio de amostras
de DNA para testes no algoritmo de loste. As amostras utilizadas foram dos organismos Homo
Sapiens (homem) e Mus Musculus (camundongo).

A professora também contribuiu respondendo algumas questdes que foram aparecendo
durante a pesquisa sobre 0 processo da area e sugestdes de literatura focadas nestas questdes.
Validou alguns textos escritos sugerindo melhorias focadas nos termos genéticos. A
participacdo da professora Ana foi essencial para garantir a sinergia entre a area da computacéo

e a area da genética.

(v) Criacédo da nova técnica de loste;

Com entendimento da importancia do alinhamento das sequéncias de DNA para as
pesquisas genéticas e considerando as limitacbes computacionais com a necessidade dos
pesquisadores em testar as sequéncias em mais de um programa, foi analisada a viabilidade de
criagdo de uma nova abordagem processual capaz de buscar o alinhamento entre duas
sequéncias de DNA com precisdo, prevalecendo o melhor alinhamento, ou seja, 0 que encontrar
0 maior nimero de similaridade, levando em consideracdo 0s processos de mutagdes que as

sequéncias podem ter sofrido durante sua evolugéo.

(vi)  Analises dos resultados e viabilidade do processo.
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Os resultados obtidos tiveram como ponto de partida os genomas de referéncias e as
sequéncias disponibilizadas pela Dr* Ana Lucia Brunialti Godard, para a busca do resultado
Otimo com mais sentido bioldgico e também algumas simulacdes que serdo demonstradas
durante a dissertacéo.

Foram usadas para testes do algoritmo 6timo as amostras de referéncia dos organismos
do Homo Sapiens e Mus-Musculus, comparando com as amostras de referéncias internacionais
disponiveis no site da NCBI.

Estas validacGes foram feitas para certificar a capacidade de identificacdo dos pontos
exatos das mutacOes através do loste.

A maior motivacdo deste estudo foi a busca por resultados mais precisos nos
alinhamentos das sequéncias genéticas minimizando a necessidade de célculos para obter a
solucdo Gtima. A pesquisa descrita nesta dissertacdo teve duracdo de 4 semestres os quais foram

executados conforme cronograma abaixo:

Cronograma:

Fases Semestre

Descricdo

Estudos dos codigos genéticos

Estudos da quantidade de informagdes genéticas

Andlises computacionais dos algoritmos genéticos

Criacéo do algoritmo 6timo loste

Viabilidade dos processos de paralelismos dos algoritmos de étimos

Criacdo do novo método

Testes do algoritmo

Anélise e testes do loste

Concluséo da dissertacéo

Depdsito e defesa na banca

Tabela 1 Cronograma da pesquisa
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2. CAPITULO 02

2.1. Algoritmo

O conceito de algoritmo foi formalizado em 1936 pela Maquina de Turing criada
por Alan Turing, onde se formaram as primeiras funda¢6es da Ciéncia da Computacéo. Naquele
ano foi formalizado o termo de algoritmo como um conjunto finito de instrucdes simples
descritas com um numero finito de simbolos. (AZAMBUJA, RAMOS, 2011).

Um algoritmo pode ser visto como sequéncias de aces executaveis por um periodo de
tempo finito com o objetivo de alcancar um resultado (ZIVIANI, 2011), sendo qualquer
procedimento computacional bem definido com um valor ou conjunto de valores de entrada
que produzam um valor ou conjunto de valores de saida. Podendo ser expressado por
um fluxograma por meio da programacdo imperativa ou por pseudocodigo. (CORMEN,
LEISERSON, RIVEST, STEIN, 2012).

O problema abordado nesta dissertacédo esta focado no alinhamento de duas sequéncias
de DNA de comprimento m e n, encaixando-se nos problemas dos algoritmos exponenciais.

O alinhamento de sequéncias genéticas pode ser implementado através da recursividade
com complexidade exponencial. A técnica da programacdo dindmica é utilizada para trazer
mais eficiéncia aos algoritmos 6timos atuais.

O desenvolvimento de um algoritmo baseado na programacdo dinamica tem como
premissa as etapas abaixo: (CORMEN, LEISERSON, RIVEST, STEIN, 2012, pg 262).

Q) Caracterizar a estrutura de uma solucdo 6tima;

(i) Definir recursivamente o valor da solucdo 6tima;

(iii)  Calcular o valor de uma solugéo 6tima, normalmente de baixo para cima;

(iv)  Construir uma solucéo 6tima com as informagdes calculadas.

Os algoritmos 6timos encontram na maioria das vezes uma resposta exata, porém

existem os algoritmos de aproximacdo que procuram a resposta mais proxima da solugéo
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verdadeira, seja através da estratégia deterministica ou aleatoria. Estes resultados de
aproximacéao sdo utilizados para exibir respostas a problemas complexos, onde a resposta exata
seria invidvel devido sua complexidade computacional. (CORMEN, LEISERSON, RIVEST,

STEIN, 2012).

2.2. Complexidade do Algoritmo

A Complexidade de um algoritmo pode ser medida segundo 0s recursos computacionais
necessarios para sua execucdo, como por exemplo, memoria e tempo computacional.
(MARTINEZ, ALMEIDA, 1999).

Um problema pode ter varios algoritmos disponiveis para soluciona-lo e por meio da
analise de complexidade destes algoritmos pode-se identificar qual € o mais eficiente.
(MARTINEZ, ALMEIDA, 1999).

A complexidade do algoritmo pode ser expressada por uma férmula matematica que
represente o tempo de execucdo do algoritmo. Esta formula deve omitir detalhes ndo relevantes
e mostrar o comportamento do algoritmo quando executado. (MARTINEZ, ALMEIDA, 1999).

Geralmente o tempo de execucdo de um algoritmo é representado por uma funcao de
fn , onde n é o tamanho da entrada. A fungdo deve expressar 0 numero de operagdes
fundamentais, ou passos, executados pelo algoritmo. (MARTINEZ, ALMEIDA, 1999).

2.3. Algoritmo no contexto biol6gico

Os algoritmos genéticos inspiram-se no processo de evolucdo natural e sdo utilizados
para resolver problemas de otimizacao encontrados no mundo real. (FERNANDES, 2005).

Buscando a melhor solugéo para os problemas de otimizagéo por um processo iterativo
de busca da melhor solugéo para o problema. (FILITTO, 2008).

Nos algoritmos bioldgicos destacam algumas aplicaces:

i.  Comparagdo de bio-sequéncias;
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Montagem de fragmentos de DNA,;

iii.  Mapeamento Fisico de Cromossomo ou Mapeamento Fisico de DNA,;
iv.  Construcio de Arvores Filogenéticas;

v.  Predicdo de Estruturas.

O desenvolvimento de algoritmos capazes de auxiliar qualquer uma destas vertentes tem
alta complexidade computacional.

Relacionado ao item (i) de comparacdo de bio-sequéncias, dois fatores sdo responsaveis
por tamanha complexidade: a grande quantidade de informacdes e a grande possibilidade de
alinhamentos.

Devido esta complexidade a solugdo adotada muitas vezes tem sido os algoritmos
aproximados, devido sua forma mais rapida de apresentar resultados, porém podem apresentar
solugdes longe da solugéo correta.

Entretanto a viabilidade de chegar a solucdo correta deve ser avaliada no ambito
computacional, onde existem dois tipos de problemas, os que podem ser resolvidos por um
computador e 0s que nao podem ser resolvidos. Problemas considerados intrataveis por um
computador ou de dificeis solugdes sdo comuns na natureza.

Os problemas que podem ser resolvidos por algoritmos polinomiais séo considerados
“faceis”, enquanto problemas que requerem solugdes com algoritmos exponenciais s&o
considerados “dificeis”. (ZIVIANI, 2011).

O problema abordado nesta dissertacdo tem o crescimento exponencial, ou seja, a
complexidade de tempo de processamento e espaco de memoria aumentam conforme seus
dados de entrada. Normalmente no grupo dos algoritmos exponenciais existem problemas

menores, que podem ser divididos e tratados em problemas polinomiais. (ZIVIANI, 2011).



25

Algoritmos de complexidade de tempo ndo polinomial demandam grande quantidade
de tempo de execucdo mesmo quando se tratam de problemas pequenos a moderados, ndo sendo
resolvidos por um processo performatico devido a sua alta necessidade de processamento.

Um problema da natureza dos complexos so pode ser resolvido em tempo polinomial,
ou seja, se todas as fases necessarias para a solucao do problema forem obtidas neste tempo. Se
qualquer uma das fases nao puder ser resolvida neste tempo, o problema ndo pode ser resolvido

computacionalmente. (ZIVIANI, 2011).

2.4. Viabilidade do processo

Um dos grandes desafios para a biologia € compreender como a vida se estabelece a
partir do codigo genético. Para que haja esta compreensdo é necessario o conhecimento do
codigo genético, conhecendo principalmente como estes codigos codificam as proteinas e quais
suas relacGes com os fendtipos e doencas. (HARTL, JONES, 2003).

Este conhecimento possibilita o desenvolvimento de métodos de prevencao de doencas
e maior entendimento de como a vida é codificada. (ZAHA, 2000).

Para maior compreensdo de como a computacdo tem sido essencial para auxiliar 0s
estudos genéticos desde o inicio do processo até a sua compreensao, observe a l6gica usada no
sequenciamento genético e os procedimentos Idgicos adotados para a montagem de fragmentos
de DNA.

O processo computacional é fortemente utilizado no inicio do sequenciamento genético
auxiliando na montagem da sequéncia completa, visto que, atualmente ndo existem maquinas
capazes de fazer o sequenciamento completo do genoma de uma unica vez, devido a sua grande

quantidade de informagdes. (GRIFFIHS, 2013).
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Para extrair uma sequéncia completa € necessario obter varias cpias do genoma,
denominados de clones, cortar os pedagos que serdo sequenciados, chamados de fragmentos. A
montagem completa da sequéncia apos sua fragmentacdo é feita da seguinte forma:

Todos os fragmentos s@o lidos e sobrepostos com o objetivo de encontrar as partes
idénticas em diferentes fragmentos e unir os fragmentos que forem sobrepostos corretamente.
Este processo continua até que sejam lidos todos os fragmentos, construindo uma sequéncia
consenso de cada dupla hélice do DNA no genoma. (GRIFFIHS, 2013).

O enfoque € fragmentar a molécula de DNA em milhares de pequenos fragmentos de
segmentos aleatdrios, ler cada sequéncia destes pequenos fragmentos buscando com o auxilio
do computador a sobreposicdo correta nos quais as sequéncias sdo idénticas, continuar a
sobreposicdo em pedacos maiores até que todos os segmentos estejam ligados, concluindo
assim a sequéncia genémica completa. (GRIFFHIS, 2003).

Observe a representacdo grafica do processo extraido do site do NHGRI - National

Human Genome Reasearch Institute.

Large DNA molecule

\/

J, fragmentation

7|

J sequenced
/’// » Sy .
~—-// —— ATACACGTAGCTATACG
Assembly of /// (
overlapping 5 : {
DNA sequencing GCTATCAGGCTAGGTTA
{
pasembled GCTATCAGGCTAGGTTACAGTGCATG ﬁ \ACGTAGCTATACG

sequence

Figura 1: Representacéo do sequenciamento de DNA — Fonte NHGRI
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Neste processo € possivel identificar a evidente necessidade do auxilio da automacéo
computacional para garantir ao maximo a precisao da montagem correta da sequéncia consenso.
Para assegurar e minimizar as chances de erros 10 leituras sdo feitas em cada analise visando
garantir a precisdo e evitar uma falsa reconstrucao.

Para ter uma visdo quantitativa desta automacao e do tempo computacional necessario
para a criagdo completa de uma sequéncia gendmica, considere uma sequéncia de 300 bases em
um genoma de 3 bilhdes de bases, com uma cobertura de 10 vezes seriam necessarias 3 milhdes
de leituras independentes bem sucedidas, portanto considere que nem todos os processamentos
resultaram em uma leitura bem sucedida, entdo para garantir a cobertura média de 10 vezes, o
namero de leituras necessarias seriam bem maiores que 3 milhdes. (GRIFFHIS, 2003).

Neste processo € possivel ter uma visdo da complexidade e do alto consumo
computacional necessario para garantir a qualidade do sequenciamento.

A montagem das sequéncias genémicas € o inicio do processo, apos 0 sequenciamento
0 objetivo é efetuar as analises destas sequéncias visando obter o entendimento significativo e
a interpretacéo destes dados.

Cerca de 3 bilhdes de variantes sdo responsaveis por determinar as diferencgas entre 0s
individuos, determinando suas caracteristicas fisicas, como altura, cor da pele, cabelos, olhos,
formato do rosto, entre outros fatores como a contribuicdo de maiores ou menores risco de
desenvolver certos tipos de doengas (GRIFFITHS, 2013), (NIH, 2014), (HARTL, JONES,
2003).

O problema consiste em analisar esta grande quantidade de variacdes de dados, em
média 3 bilhdes por individuo e por meio destas analises correlacionar quais seriam as variantes
responsaveis por determinar uma simples caracteristica fisica ou quais seriam 0s genes ou 0s

conjuntos de genes responsaveis por estas variagdes. (HARTL, JONES, 2003).
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Para esta analise é necessario o sequenciamento do DNA de relevancia para a pesquisa,
sendo essencial que haja o alinhamento destas sequéncias. Alinhamento este que considere as
mutacdes que podem ter sofrido no processo evolutivo, minimizando erros de analises.

(HARTL, JONES, 2003).

2.5. Estrutura dos dados genéticos

A estrutura do DNA possibilita a transmissdo exata de informacg6es genéticas da célula
mée para células filhas de uma geracdo préxima. No genoma humano, o tamanho dessas
moléculas lineares variam de aproximadamente 250 milhdes de bases no maior cromossomo a
50 milh&es no menor. (THOMPSON, MCINNES, WILLARD,1993).

Conceitualmente os genomas estdo organizados por cromossomos, 0S genes estao
localizados nestes cromossomos e 0s genes sao formados por DNA. (WALKER, RAPLEY,
1999).

Sendo assim, a estrutura genética é formada por genoma, cromossomo, gene e DNA.

Genoma

Genoma em humano
1

Células em um corpo
humano 75-100 trilhdes

Cromossomos cromossomo

em uma célula
humana 46

Genes em um
genoma
humano

20000 - 25000

Figura 2: Estrutura genética - Fonte: NHGRI. Incrementado pela autora.
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Uma analogia detalhada do sistema natural versus o que seria a sua representacao

algoritmica esta representada na tabela abaixo: (PACHECO, 1999).

Natureza Algoritmo
Cromossomo Palavra binria
Gene Caracteristica do problema
Alelo Valor da Caracteristica
Loco Posicdo na palavra
Genotipo Estrutura
Fenotipo Estrutura submetida ao problema
Individuo Solucao
Geracao Ciclo

Tabela 2: Sistema Natural e Algoritmo- Fonte (Pacheco,1999) — Tabela criada pela autora.

Os seres humanos tém 22 pares de cromossomos autossémicos e um par de cromossomo
sexual (X e Y). Os cromossomos autossomicos sdo numerados mais ou menos em relacao ao

seu tamanho e a quantidade de genes em cada cromossomo varia. (GRIFFITHS, 2013).
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Figura 3 Cromossomos Genoma Humano — Fonte: Genome.gov
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A tabela abaixo foi criada com o mapeamento da quantidade aproximada de genes e

nucleotideos encontrados em cada cromossomo do genoma humano no site da NCBI, com

objetivo de proporcionar uma visdo quantitativa das informacbes contidas em cada

Cromossomao.

Mapeamento do genoma humano quantitativo.

Cromossomo

Quantidade de Genes

Quantidade de bases

1

Contém cerca de 3.000 genes

Com aproximadamente 240 milhGes de pares de bases

2

Contém cerca de 2.500 genes

Com aproximadamente 240 milhGes de pares de bases

Contém cerca de 1.900 genes

Com aproximadamente 200 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 1.600 genes

Com aproximadamente 190 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 1.700 genes

Com aproximadamente 180 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 1.900 genes

Com aproximadamente 170 milhGes de pares de bases

Contém cerca de 1.800 genes

Com aproximadamente 150 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 1.400 genes

Com aproximadamente 140 milhGes de pares de bases

Contém cerca de 1.400 genes

Com aproximadamente 130 milhdes de pares de bases

10

Contém cerca de 1.400 genes

Com aproximadamente 130 milhdes de pares de bases

11

Contém cerca de 2.000 genes

Com aproximadamente 130 milhes de pares de bases

12

Contém cerca de 1.600 genes

Com aproximadamente 130 milhdes de pares de bases

13

Contém cerca de 800 genes

Com aproximadamente 110 milhes de pares de bases

14

Contém cerca de 1.200 genes

Com aproximadamente 100 milhdes de pares de bases

15

Contém cerca de 1.200 genes

Com aproximadamente 100 milhdes de pares de bases

16

Contém cerca de 1.300 genes

Com aproximadamente 90 milhdes de pares de bases

17

Contém cerca de 1.600 genes

Com aproximadamente 80 milhdes de pares de bases

18

Contém cerca de 600 genes

Com aproximadamente 70 milhdes de pares de bases

19

Contém cerca de 1.700 genes

Com aproximadamente 60 milhdes de pares de bases

20

Contém cerca de 900 genes

Com aproximadamente 60 milhdes de pares de bases

21

Contém cerca de 400 genes

Com aproximadamente 40 milhdes de pares de bases

22

Contém cerca de 800 genes

Com aproximadamente 40 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 800 genes

Com aproximadamente 150 milhdes de pares de bases

Contém cerca de 200 genes

Com aproximadamente 50 milhGes de pares de bases

Tabela 3: Mapeamento quantitativo do genoma humano — Criado pela autora Fonte NCBI.
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3. CAPITULO 03

3.1. Alinhamento de sequéncias de DNA
Uma sequéncia de DNA ou também conhecida como sequéncia genética é representada
por um conjunto de “letras” quando se trata de DNA (A, C, G e T), ou seja, por quatro bases
nitrogenadas, (A)denina, (C)itosina, (G)uanina e (T)imina, representando a estrutura primaria

de uma cadeia de DNA. (DARNELL, BALTIMORE, 1990).

Chromosome . Cell
I~ cytoplasm

nucleus with
46 chromosomes

Tightly RS @ 86

packed . (

DNA ‘%%\@/\”
LN b

DNA double helix

DNA sequence of a gene

Figura 4: DNA- Fonte Seminarios do Instituto de Informatica: Computagéo Bioldgica

Estas sequéncias sdo impressas uma ap6s a outra.
5’ GACTTAACTATGGAATTTTACTTCACATTGGCT 3’
O IUPAC- International Union of Pure and Applied Chemistry € o 6rgdo responsavel

pela padronizacdo da nomeacéo das letras apresentadas nas sequéncias. (IUPAC, 2015)

Adenina
Citosina
Guanina
Timina
Uracila
Tabela 4: Letras que compdem o DNA - Fonte IUPAC

C|H|®|0|>

Podendo ser representada matematicamente por:



Equacdo 1: Conjuntos de letras que representadas no alinhamento — Criado pela autora

zz — {(AC,T,G -}
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Ondeo ), é o conjunto finito de caracteres ou simbolos, incluindo o simbolo especial

‘> utilizado para identificar lacunas nos alinhamentos das sequéncias genéticas. (VIANA,

MOURA, 2010).

Em alguns casos outras letras além de A, T, C e G podem estar presentes em uma

sequéncia. Estas letras representam ambiguidade, ou seja, haquela posi¢édo existem mais de um

tipo de nucleotideo.

Estas letras sdo:

Purina (A ou G)

Pirimidina (C, T, ou U)

CouA

T,U,ouG

T,U,ouA

CouG

C,T,U,ouG (excetoa A)

A, T,U,ouG (excetoa C)

A, T, U, ou C (exceto a G)

A, C,ouG (excetoa T e U)

ZI<|T|omn S| XIZ|<|T

Qualquer base (A, C, G, T, ou U)

Equacéo 2:

Tabela 5: Letras que comp&em o DNA - Fonte IUPAC

z = {R,Y,M,K,W,S,B,D,H,V,N}

Conjunto de letras que representam ambiguidade — Criado pela autora.

Conceitualmente o alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparar duas

ou mais sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos com objetivo de analisar suas similaridades

e a partir delas identificar os pontos em comuns destas sequéncias. Uma busca por padrdes ou

por uma série de caracteres individuais que estejam relacionadas na mesma ordem. (FARIA,

2012).
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Os caracteres idénticos séo alinhados na mesma coluna, representados por “casamento
com €éxito”, 0s ndo idénticos sdo representados por “casamento sem éxito” ou por lacunas.
(BRITO, 2003).

No conceito biolégico o alinhamento de sequéncias é a forma de organizacdo primaria
do DNA, RNA ou proteinas com objetivo principal de encontrar suas similaridades e suas

relacBes funcionais, estruturais e evolutivas. (FARIA, 2012).

Copyright © The McGraw-Hill C ies. Inc. jon required for or display.

Translation

Central Dogma
of Gene
Expression

Protein

Figura 5: Dogma principal da genética- Fonte Faculty.southwest.tn.edu

O alinhamento das sequéncias tem extrema importancia para o conhecimento da
formacao funcional, estrutural e evolutiva das sequéncias bioldgicas, mas para que seja possivel
esta analise é necesséario descobrir o melhor alinhamento destas sequéncias, ou seja, 0
alinhamento 6timo ou o alinhamento aproximado entre a sequéncia alvo e a sequéncia de
referéncia. (MAIA, OLIVEIRA, 2015).

Sequéncias muito parecidas provavelmente possuem a mesma funcdo, mesmo quando
sdo extraidas de organismos distintos. Neste caso elas sdo definidas como homologas,

sequéncias do mesmo ancestral. (FARIA, 2012).
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Estas similaridades resultam em indicios de relacdes de ancestralidade, inclusive uma
origem comum, onde a evolucao génica acontece apés a duplicacdo do mesmo gene, seguida
por mutacGes evolutivas. (FARIA, 2012).

O alinhamento busca por estas similaridades indicando uma homologia entre as
sequéncias ou ao menos uma similaridade estatisticamente significante. (ALBRECHT, 2005).

Podendo apresentar:

Identidade: O numero que indica a quantidade de nucleotideos alinhados.

Similaridade: A medida que considera a probabilidade do alinhamento ter ocorrido por
acaso, considerando todos os outros possiveis alinhamentos.

Homologia: A similaridade entre sequéncias que dividem a mesma ancestralidade

possuindo um significado evolutivo. (CARAZZOLLE, 2008).

3.2. Complexidade do alinhamento das sequéncias de DNA
Alinhar duas sequéncias significa colocar uma sobre a outra de modo que todo caractere
faca correspondéncia com o outro ou com um gap (lacuna). (KOONIN, GALPERIN, 2002).
Para facilitar a identificacdo das igualdades e diferencas das sequéncias no alinhamento
foi adotado nesta dissertacdo o esquema de identificacdo por cores, onde as igualdades seréo
representadas pela cor verde, mutacGes pela cor azul e os gaps (insercdes e delecbes) pela cor

vermelha.

Exemplo do alinhamento com a identificagdo por cores:
Sequéncia de Referéncia | A

AlA
Sequéncia de Alvo A AlA

Figura 6: Alinhamento simples identificacdo por cores — Criado pela autora.

As igualdades “casamentos com éxito” estdo com as bases destacadas de verde, as
substituicdes “casamentos sem éxito” de azul e as inser¢des e/ou dele¢des de vermelho.

A andlise deste alinhamento por célula seria:
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[1,1] = Igualdade nas bases da sequéncia referéncia “A” com a sequéncia alvo “A”.
[2,2] = Mutacdo na base da sequéncia referéncia “C” para “T” na sequéncia alvo.
[3,3] = Mutagdo na base da sequéncia referéncia “T” para “G” na sequéncia alvo.
[4,4] = Insercao da base “A” na sequéncia alvo.

[5,5] = Igualdade nas bases da sequéncia referéncia “A” e na sequéncia alvo “A”.
[6,6] = Igualdade nas bases da sequéncia referéncia “A” e na sequéncia alvo “A”.
[7,7] = Mutagdo na base da sequéncia referéncia “A” para “T” na sequéncia alvo
[8,8] = Mutacdo na base da sequéncia referéncia “T” para “G” na sequéncia alvo

[9,9] = Dele¢ao da base da sequéncia alvo “G”.

Existem diversas possibilidades de alinhar duas sequéncias de comprimento variado. O
calculo abaixo pode computar a quantidade de alinhamentos possiveis entre duas sequéncias.

(VIANA, MOURA, 2010).

_(2ny (2n)! _ 4n
n= (?) “ @) - Vmn

Equacdo 3: Possibilidade do alinhamento de 2 sequéncias — Fonte (Viana, Moura, 2010).

4in

O racional de é de modo que:

¢

mn

2n) _ 2n)P\2m0@n). 2 Y o 4"

(D)) (s 2mn g7 (n2mm g ) A A/

Equacéo 4: Racional da possibilidade de alinhamento. (VIANA, MOURA, 2010).

Por exemplo, para n = 20:

4:20
——— ~ 1,387 x 10"
v 20T

Equacdo 5: Quantidade de alinhamentos possiveis de n=20 — Fonte (VIANA, MOURA, 2010).

n=20 — n =
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No alinhamento de apenas 20 bases existem mais de 138 bilhdes de possiveis
alinhamentos. Com tantas possibilidades de alinhamento algumas premissas foram definidas
para determinar qual dentre estes alinhamentos seria considerado o melhor.

Observe abaixo duas possibilidades de alinhamento das mesmas sequéncias.

Sequéncia de Referéncia

Sequéncia Alvo
Figura 7: Alinhamento 01— Criado pela autora.

Sequéncia de Referéncia [A JEN T [T1C G el G
Sequéncia Alvo AR GENG

Figura 8: Alinhamento 02— Criado pela autora.

> >

Na figura 8, o alinhamento 02 possui maior quantidade de bases iguais deixando mais
evidente o que as sequéncias ttm em comum, sendo considerado um alinhamento melhor do
que o apresentado na figura 7.

Os eventos de substituicdo, delecdo e insercdo das bases possuem interpretacdo
bioldgica durante o processo evolutivo das sequéncias, as bases podem ser substituidas,
inseridas ou deletadas. (BRITO, 2003).

O alinhamento considerado 6timo e com mais sentido bioldgico é o que destaca mais
“casamentos com éxitos”, ou seja, o que expde da melhor forma possivel a estrutura das
sequéncias, evidenciando suas similaridades e diferengas. Estas evidéncias facilitam a
comparacéo e traducédo do alinhamento. (FARIA, 2012).

De modo geral, o processo comparativo de alinhamento atribui o conceito de qualidade
ou pontuacdo analisada para cada alinhamento, baseado no critério de interesse da busca do
melhor alinhamento entre as sequéncias. (BRITO, 2003).

Com a grande possibilidade de alinhamentos e seu crescimento exponencial, a
complexidade dos algoritmos de alinhamento aumentam; podendo ser medidos por seu

comportamento: polinomial ou exponencial.
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Polinomial: A medida que n aumenta, o fator que estiver sendo analisado (tempo ou
espago) aumenta linearmente.

Exponencial: A medida que n aumenta, o fator que estiver sendo analisado (tempo ou
espaco) aumenta exponencialmente.

O alinhamento de sequéncias tem a complexidade exponencial e os algoritmos com esta
complexidade ndo sdo executaveis para valores de n muito grande (ZIVIANI, 2011), e este é 0

principal problema dos algoritmos de alinhamentos 6timos conhecidos atualmente.

3.3. Tipos de alinhamento das sequéncias de DNA.

Para analisar uma sequéncia de DNA ¢ necessario definir alguns tipos de alinhamento
obedecendo a seguinte ordem: Simples ou Multiplo, Local ou Global e Heuristico ou Otimo.
(CARAZZOLLE, 2008).

Simples ou Multiplo:

Alinhamento simples: E o alinhamento realizado entre duas sequéncias de DNA ou
proteinas;

Alinhamento multiplo: E o alinhamento realizado em mais de duas sequéncias de DNA
ou proteinas simultaneamente.

Local ou Global:

Alinhamento Local: E a anélise de fragmentos da sequéncia, ou seja, analise de pontos
especificos;

Alinhamento Global: E a analise de sequéncias alinhadas de ponta a ponta, ou seja,
analise completa da sequéncia.

Heuristico ou Otimo:

Alinhamento Heuristico: Traz o resultado mais préximo encontrado, mas ndo o

resultado preciso;
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Alinhamento Otimo: Traz como resultado o melhor alinhamento computacional
possivel.

A comparacao entre sequéncias de DNA de organismos diferentes é baseada no conceito
de que estes organismos originaram-se de um ancestral comum. No contexto da evolugéo estas
sequéncias de DNA podem sofrer mutagdes compostas por: Insercdes, Delecbes e
Substituicbes. (CARAZZOLLE, 2008).

Insercdes: insercao de uma base ou varias bases na sequéncia;

Delecdes: delecdo de uma base ou varias bases na sequéncia;

Substituicdes: substituicdo de uma ou varias bases na sequéncia.

Em uma pesquisa genética que busca identificar a mutacdo responsavel por uma
determinada doenca genética, certamente a busca pelas igualdades sdo extremamente
importantes, porém o que determinard a possivel causa da doenca estudada é a mutagdo
encontrada, seja atraves de substituicdo, insercdo ou delecdo de bases, podendo estar presente
em qualquer posicéo da sequéncia.

O método de diagnostico de doencas genéticas consiste na identificacdo da mutagéo
precisa que pode levar a um determinado disturbio. (THOMPSON, MCINNES,
WILLARD,1993).

Um programa de alinhamento de sequéncias biolégicas tem como premissa considerar

estas mutagGes comparando-as par a par. (CARAZZOLLE, 2008).
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4. CAPITULO 04

4.1. Métodos de alinhamento existentes

As técnicas estudadas para o alinhamento de duas sequéncias de DNA foram: os
algoritmos de forca bruta; matrizes de pontos; algoritmos de programacdo dinamica e 0s
métodos heuristicos.

Para o alinhamento o6timo de sequéncias foram encontrados os algoritmos de
Needleman-Wunsch e Smith-Waterman.

Os algoritmos de Needleman-Wunsch e Smith-Waterman foram baseados na
programacdo dinamica (uma técnica de recursividade que busca trazer mais eficiéncia para 0s

algoritmos) muito utilizada para aperfeicoar problemas de otimizacdo. (FERREIRA, 2011).

Si—l,j—l + S(ai; aj);
S(i,j) = Max maxx>1(5i—x,j - M/x)'

maxy>, (Si,j—y - W})

Equacéo 6: Programacdo Dinamica - fonte (CARAZZOLLE,2008)

Com o grande numero de possibilidades de alinhar duas sequéncias, gerar e analisar
todos os possiveis alinhamentos exige muito tempo de processamento com a complexidade de
n™. (CARAZZOLLE, 2008).

Com programacéo dinamica o tempo de processamento deixa de ser exponencial e fica
quadratico, n?.

O alinhamento completo no genoma da Saccharomyces que tem o tamanho de 10 Mpb,
exigiria neste método um tempo de processamento de 377 anos. (CARRAZZOLLE, 2008),
inviabilizando esta técnica quando a necessidade é a comparagdo com “grandes” quantidades

de informagdes.

1969 - Alinhamento Global.
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O algoritmo criado por Saul Needleman e Christian Wunsch, denominado de
Needleman-Wunsch é utilizado na bioinformatica para alinhar as sequéncias de proteinas ou
nucleotideos de forma global. Este algoritmo foi a primeira técnica proposta de comparacao de
sequéncias bioldgicas com resultados 6timos.

Baseado na programacédo dinamica o algoritmo penaliza os gaps e encontra o0 melhor
alinhamento através do calculo matricial percorrendo o caminho de maior pontuacéo.
(NEEDLEMAN, WUNSCH, 1970).

Representacdo matematica do algoritmo de Needleman-Wunsch.

( Fio=dxi
Foj=dx*j
Needleman — Wunsch M (i, j) Fi_1j-1+S(Ai-1,Bj—1)
| Max Fi,j—l —-d
Fiyj—d

Equacdo 7: Formula de Needleman-Wunsch. Fonte CARAZZOLLE,2008.

O algoritmo de Needleman-Wunsch traz como resultado o alinhamento global,
calculando a pontuacdo do alinhamento de M(i, j) pontuando e numerando todas as formas de
alinhamento. (NEEDLEMAN, WUNSCH, 1970).

Com estes calculos é possivel chegar ao alinhamento 6timo das sequéncias i e j. Todos
os alinhamentos possiveis sdo analisados baseados em um esquema de pontuacao representados
em uma matriz bidimensional. As etapas para este alinhamento séo:

(i) Atribuir pontuacdes de similaridade: os valores numéricos (score) sdo atribuidos a
cada celula na matriz dependendo da semelhanca e diferenca de cada posicao das sequéncias.

(if) Marcar os caminhos da matriz: para cada célula é definido uma pontuagdo maxima,
onde esta pontuacdo determina o caminho a ser trilhado através da matriz. Considerando como

0 melhor caminho aquele que obtiver a melhor pontuacéo.
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(iii) Construir o alinhamento: Por meio do melhor caminho é construido o alinhamento
das sequéncias. (NEEDLEMAN, WUNSCH, 1970).

O algoritmo de Needleman-Wunsch foi a primeira técnica proposta de alinhamento de
sequéncias e ainda ¢ muito utilizado quando o objetivo € a busca por resultados étimos, ndo
havendo nenhum outro algoritmo conhecido que seja capaz de extrair resultados 6timos de
alinhamento global tdo preciso como Needleman-Wunsch. O alinhamento de sequéncias neste
algoritmo esta disponivel gratuitamente no site de um dos maiores centros de biotecnologia do
mundo o NCBI (National Center for Biotechnology Information).

No exemplo abaixo serd demonstrado como € exibido o retorno do alinhamento da
sequéncia de referéncia com a sequéncia alvo no site da NCBI através do alinhamento 6timo

do algoritmo de Needleman-Wunsch.

Sequéncia referéncia: (nucleotideos) — Organismo MusMusculus — PKp2.

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTCCCTA
ATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTTTTCCTTTCTCTT
TCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCAT
GTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAG
CAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGG
AGTTTTAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTTTGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGG
GAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGG
AAAGGTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTA
GGA

Figura 9: Sequéncia de DNA Referéncia — Criada pela autora

Algumas alteracdes foram feitas na sequéncia de referéncia para simular possiveis
mutacdes que a sequéncia poderia ter sofrido durante o processo evolutivo.
As alteracdes simuladas foram: a perda das 3 bases T,T,T (Timina) e C,C,C (Citosina)

e as mutagdes das 2 bases de T,T (Timina) por A,A (Adenina).

Sequéncia referéncia — Pontos que serdo alterados: (nucleotideos)

Os gaps estdo destacados de vermelho e as mutagdes de azul.



42

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTECECTA
ATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTHHCCTTTCTCTT
TCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCAT
GTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAG
CAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGG
AGTTTTAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTH-GATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGG
GAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGG
AAAGGTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTA
GGA

Figura 10: Sequéncia de DNA Referéncia com pontos de alteracdo — Criada pela autora

Sequéncia alvo alterada: 6 gaps e 2 mutac6es. Organismo MusMusculus — PKp2 com
mutacao.

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTTAATT
AGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTCCTTTCTCTTTCCAT
ATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCT
GAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAAT
AAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGGAGTTT
TAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTAAGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGGGAAC
TAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGGAAAG
GTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTAGGA
Figura 11: Sequéncia de DNA alvo — Criada pela autora

Teste no algoritmo de Needleman-Wunsch disponivel no site da NCBI.

< — O | nih.gov,
-
" Home RecentResuls  Saved Straogies
» NCEIl BLAST/ Global Alignment Needleman-Wunsch Global Align Nucleotide Sequences

J‘_ Nucleotide Protein |

Enter Query Sequence

of two

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Query subrange &)
CTGAGATTACAGACATGGECTGCGTTTACTCIGGAT CCARGCTTAGRGACRAGEARACTGAGCARATA

AR RCAGTCARGATTCCAGRCAGRARCTGGCATAGGT GGTATATARRAGCCARARTGTGGAGTTTTAAS From I:l
TCEATCATGAGTTARCATATTARGTSTTTGATTACTAACACARRATGARATTACTTGGGAACTARACT
TCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTARAACTAAGGANGT TCTARGAGGATGGARAGGTTTACAC To |:|
AGEARAGAACTGCTTTAGTTCCTGETGAGARGARAARGCARACCTTAGGETTASGA

Or, upload file Examinar... | &

Job Title ‘

Enter a descriptive fitle for your BLAST search &)

Enter Subject Sequence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Subject subrange &
TTACAGACATGGGCIGGGTTITACTGIGEATCCARGCT TAGAGACARGGARACTGAGCARATARAACAG ~
TCARGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATARAAGCCARAATGTGGAGTTTTARGTCGATC From[ |
A TGAGTTAACATATTAAGTGTALGATTACTAACACAARATGAANTTACTTGGGAACTARACTTCCCTS
TAACGACTCCTTTTCCTCTAMGTARAACTALGGAAGT TCTAAGAGGATGGARAGGTT TACACAGEARR To[ ]
GRACTGCTTTAGTTCCTGATGAGAAGARRARGCAAACCTTAGGATTAGGA
Or, upload file Examinar... | &

Alig] [] Show resutts in a new window

Figura 12: Teste no algoritmo de Needleman-Wunsch — Fonte NCBI
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A figura 13 demonstra o resultado do alinhamento de Needleman-Wunsch, encontrando
exatamente as alteragdes que foram simuladas na sequéncia, identificando as 6 bases que
sofreram os gaps (sinalizadas de vermelho) e as duas bases que sofreram mutacdes (sinalizadas
de azul).

As sinalizagdes por cores ndo sdo nativas do site da NCBI, estas marcacfes foram
incluidas na figura 13 para facilitar a identificacdo dos pontos onde o algoritmo de Needleman-

Wunsch identificou as mutagdes e gaps.

Range 1: 1 to 594 Graphics

NW Score Identities Gaps Strand

1156 592/600(95%) 6/600(1%) Plus/Plus

Query 1 ATAGCAGAGTCTGEEAGECTETCCGCTTTTCAGTTTGTCTAR MGG TTAGGGCAGTTGATE &0
Frrerrerrrrrrrrerrreerrrr et e e e e et r e e ey

Skbijct 1 ATAGCAGAGTCTGEEAGECTETCCGCTTTTCAGTTTGTCTAA MGG TTAGGGCAGTTGATE &0

Cuery 61 TTTGECATACTTGARARGTARNGAGETEGTTTAATGATTGCARGCTCATGTAAGTGAGTGCC 120

creerrrerrerrrrerrerrrrrrerrerrrer e et et e e e
Sbjct €1  TTTGCATACTTGRRAARGTARAGAGGTGTTTAATGATTGCARGCTCATGTAAGTGAGTGCC 120

Query 121 TGTAACGTECHTAATTAGGCTATETGETTCGCACTTTATATTATCTTCTTARARTGRAACT 180
Sbijct 121 TETRAACGT-TAATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTOTTARARTGAACT 177

TTT
RERRRRRN FEEETTErrrre et et e e e e e ety
TTT

CQuery 181 GTGTATTTYTTYCCTTTCTCTTTCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTARGATGCE 240
I
Sbjct 178 GTGTATTTY-—CCTTTCTCTTTCCATATGTCTAGATATAGATACGATTTTTARGATGCA 234

Query 241 GCOCTCRAACTTCCCGETCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATTACRAGRCATGGGCTGGGTTTA 300

FEEEErrrrr ettt e et e e e e e et e et e
Sbjct 235 GCOCTCARACTTCCCETCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATTACAGRCATEGGCTGGETTIE 294

Qusry 301 CTGTGGATCCAARGCTTACAGACARGGAARCTGAGCAARATARARCAGTCARGATTCCAGRAC 360

creerrrerreerrrerrrrrrrrrerrerr e e et e e e e
Sbjct 295 CTGTGGATCCARGCTTAGAGACALGGARACTGAGCAARTARAACRGTCARGATTCCAGAC 354

Query 36l AGRAAGTGGCATAGETGGTATATARAAGCCRAAATGTGGAGTTTTAAGTCGATCATGAGT 420

ctrrerreerreerrrerrrrrrrrrerrerr e e et et e e e
Sbjct 355 AGRAAGTGGCATAGETGGTATATALRAAGCCARARTGTGGAGTTTTAAGTCGATCATGAGT 414

Skjct 415 TRACATATTAAGT

Query 421 TARCATATTAAGT TTARCTALCACRARATGRARATTACTTGSCARCTARRCTTCCC 480
TTACTRACACAARATGARATTACTTGGGAACTARRCTTCCC 474

Query 481 TGETAACGACTCCTTTTCCTCTARGTARARCTAAGGRAGTTCTARGAGGATGGARAGGTTT 540
crrerreerrerrrrerrrrrrrrrerrerr e e et e e e e
Sbjct 475 TGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTARARCTRAAGGARGTTCTAAGAGGATGGARAGETTT 534

Query 541 ACRCAGGAAAGRACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGRAGRRAAAGCARRCCTTAGGSTTAGGR 600

FEEEEErr et et e e e e e e e e e et et e e el
Sbjct 535 ACRCAGGARRGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGRAGARARMGCARACCTTAGGGTTAGGE 594

Figura 13: Resultado de Needleman-Wunsch — Fonte NCBI alterado pela autora.

Outro algoritmo capaz de efetuar o alinhamento 6timo € o de Smith-Waterman criado

em 1981.
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1981 - Alinhamento Local.

O algoritmo de Smith-Waterman executa o alinhamento da sequéncia local,
determinando as regides semelhantes entre duas sequéncias de nucleotideos ou de proteina.
Baseado no algoritmo de Needleman—Wunsch, o algoritmo de Smith-Waterman néo analisa a
sequéncia na sua totalidade, ele compara os segmentos e escolhe 0s pontos que otimizara na
medida de suas similaridades. (AYGUADE, NAVARRO, GONZALEZ, JIMENEZ ,2007).

Representacao matematica do algoritmo de Smith-Waterman.

( Mi'o = 0
MO,j = 0
Smith — Waterman M(i, j) Mi—1j-1+ Ssiej if sitj

| Max M;;_,+d if si—
Mi_ij+d  if —tf

Equacdo 8: Algoritmo de Smith-Waterman — (Ayguade, Navarro, Gonzalez, Jimenez, 2007).

O algoritmo foi proposto pela primeira vez por Temple F. Smith and Michael S.
Waterman em 1981 sendo uma variagdo do algoritmo Needleman-Wunsch. (SMITH,
WATERMAN, 1981).

O algoritmo de Smith-Waterman também é baseado na programacdo dinamica,
propondo encontrar o alinhamento local 6timo utilizando o sistema de pontuacéo através da
matriz de substituigéo.

A principal diferenca entre o algoritmo de Needleman-Wunsch é o tipo de alinhamento,
sendo 0 Smith-Waternan, o alinhamento local e o Needleman-Wunsch, o alinhamento global.

No calculo matricial também tem uma particularidade, no Needleman-Wunsch as pontas
da matriz sdo penalizadas e no Smith-Waternan as pontas da matriz sdo atribuidas com os

valores zerados.
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O algoritmo de Smith-Waterman também esta disponivel no site da NCBI para testes e
no site da EMBL - European Molecular Biology Laboratory.
Com o objetivo de comparar os resultados foi testada a mesma sequéncia no site da

EMBL no algoritmo de Smith-Waterman.

[N ®) ‘ebl.ac‘uk"ao;-‘psaismb:ss,water,’mdeat\de‘h'"“\ *‘

EMBOSS Water

Protein alignment = Nucleotide alignment = Web services Help & Documentation <. Share . ® Feedback]

Tools > Pairwise Sequence Alignment > EMBOSS Water

Pairwise Sequence Alignment (NUCLEOTIDE)

EMBOSS Water uses the Smith-Waterman algorithm (modified for speed enhancements) to calculate the local alignment of two sequences.

STEP 1 - Enter your nucleotide sequences

Enter or paste your first nucleotide sequence in any supported format:
ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCECTTTTCAGTITGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCATACT TGAAAAGTARAGAGGT GTTTAATGATTGCAAGCTCAT GTAAGTGAGTGCCTGTAACGTCCCTAATTAG
GCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTTTTCCTTTCTCTTTCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATT
ACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAATAAAACAGT CAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAAT GTGGAGTTTTAAGTCGATCATGA
GTTAACATATTAAGTGTTTGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGGGAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACT TICT. T TTTACAC/ TGCT
TTAGTTCCTGGTGAGAAGAARAAGCAAACCTTAGGGTTAGGA

Or, upload a file: Examinar__.

AND

Enter or paste your second nucleotide sequence in any supported format

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTICAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCATACTTGAAAAGTAAAGAGGT GTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTTAATTAGGCTA|
TGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTCCTTTCTCTTTCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATTACAGAC

ATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAATAAAACAGT CAAGATTCCAGACAGAAAGT GGCATAGGT GGTATATAAAAGCCAAAATGTGGAGTTTTAAGTCGATCATGAGTTAAC
ATATTAAGTGTAAGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGGGAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACT) TTCT. T TTTACAC TGCTTTAGTT

CCTGGTGAGAAGAAMAAGCAACCTTAGGGTTAGGA

Or, upload a file Examinar.__

Figura 14: Teste no algoritmo de Smith-Waterman — EMBL

A figura 15 demonstra o resultado extraido do site da EMBL. A identificacdo por cores
foi acrescentada para facilitar a identificacdo dos pontos onde o algoritmo de Smith-Waternan

identificou os gaps e mutagdes.


http://www.embl.org/

EMEQIE D01
EME033_001
EME033_D01
EMEQIE D01
EMEOS3_D01
EME033_D01
EME033_001
EMEOS3_D01
EME033_001
EMEOS3_D01
EME033_D01
EME033_001
EMEOS3_D01
EMEQIE D01
EME033_001
EME033_D01
EME033_001
EMEOS3_D01
EMEQIE D01
EME033_001
EME033_D01
EME033_001
EMEOS3_D01

EMBEO33 001

51

51

101

101

151

143

201

185

251

2435

201

2593

251

2435

401

285

4351

445

S0l

4835

=51

545

ATRGCRGARTCT CRER R eI ET COECTTTICRSTITGICTARRGETTARS

FREERTEERT T e e e e e e e et
ATRGCRCA T T R eI ET COECTITICASTITGICTARRGETTAGS

GCRGTIGATCTTIG ATACTTEAR RACT AR CAGETEGTITTARTEATTECR
TREERTEER e e e e e e e e e
GCRETIGAT T I IR AT AT TEAR R ACT AR CAGETGITTARTGATTECR

AT AT e AR T EAC T e CTETA R CT CCCTAR TTAGECTATETEETIC
AGCTCATET ARG T EAG TGO CTETARCGT— TAATTAGECTATETGETIC

SR CTITATATTAT T T T T AR AR TEARCTGTSIRTTIITITCCTITTCIC
TRETRTTER R e e et RERRRARRARY
GCRCTITATATTATCTICTI AR AR TERRCTGTET——[TTICCTITTCIC

TITCCATAT T eI AGAT AT AGATACGATTTITAAGAT GCAGCCT CARACT

FREERTTERE T e e e e r e et
T AT AT T eI AR TATACATACGATTT T TAAGAT GCAGOTT CRARCT

TG I T OO CT O AT G TG T GAGRTTACAGRCATEEGCTEEETT IR

TOCERTEER T e e e e e e e e vl
T I T COET CT AT G TS T EAGATTACAGRCATEEECTEEETTIR

CIGTGERTOCRAGCTTRCAGRCARCERA R R CTEAGCRARTARARRCRETCRR
TREERTEER e e e e e e e e e
CIETGERT O AT AGAGR AR GEA R R CT CAGCRAR TARRRCRCTCRR

AT TR GACR R R A TEEC AT AGET GETATATARAACGOCARRATETEER
TREERTEER e e e e e e e e e
EATTCCRGACRER R A TEECRTAGET GETATRATARRAGCCARRATETEER

SITTIARGTOGATCAT GAGT TRACATATTARCT ATTACTARCACH
TREERTEERT T e erin TERETRRTTNTL
GITTIARGTCGATCAT GRET TRACRTATTARET ATTRCTARCACE
AR TGN AT TR I TG ERACTARRCTT OO CTFTARCGACTCCTTITCCTIC

TREERTEERr T e ee e e e e e et
AR TR AT TR I T A RACTARR CTTOCCTCTARCERCTCCTITTCCIC

TARGTARRACTARCGARCTICTARCAGEAT GEARRGETTTACRCRGEARR
TREERTEER e e e e e e e e e
TARGT AR AR CTARCEA T T T AR CACEAT GEARREETTTACRCACEARR

GARCTCCTTTRGTI T CTCET EAGR AGAR RAR CC R RACCTTACEETTAGER
TRLERETERT TR e e e e e e e e et
GARCTECTTTRGITCCTGET GAGR RGAR AL BC A RRCCTTACGET TREER

50

50

100

100

150

147

200

250

244
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254

250

244

450

444

500

454

550

544

600

554

Figura 15: Resultado no algoritmo de Smith-Waterman — fonte EMBL alterado pela autora.
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Como ndo houveram mutacfes nas pontas das sequéncias, tanto o alinhamento global

(Needleman-Wunsch) como o local (Smith-Waterman) apresentaram os mesmos resultados. O

alinhamento de Smith-Waterman também encontrou exatamente as alteracfes efetuadas na

sequéncia, identificando os 6 gaps e as 2 mutagdes.

Os esquemas de pontuagdes destes algoritmos permitiram que eles encontrassem o

alinhamento 6timo de duas sequéncias, calculando o melhor alinhamento através das suas

pontuacdes. Os alinhamentos com pontuacBes mais altas indicam que as sequéncias podem ser

homdlogas, o que significa que podem compartilhar 0 mesmo ancestral.

NAVARRO, GONZALEZ, 2007)

(AYGUADE,



47

O seu resultado é baseado no melhor caminho encontrado na matriz de pontos muito
semelhante ao de Needleman-Wunsch. (AYGUADE, NAVARRO, GONZALEZ, 2007).
A figura 16 demonstra a diferenca dos alinhamentos. O global alinha a sequéncia por

completo e o local somente os pontos de maior similaridade.

U Alinhamento Global

--T—CC-C-AGT—-TATGT-CAGGGGACACG—A-GCATGCAGA-GAC

I Y e R A B N 8 A N

AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG- ---CA-GTTATG—T-CAGAT--C

U Alinhamento Local

tccCAGTTATGTCAGgggacacgagcatgcagagac

RERRRARARRN

aattgccgecegtegttttcagCAGTTATGTCAGatc

Figura 16: Alinhamento global X Alinhamento Local — Fonte Centro de Gendmica — FAEM.

As principais diferencas destes algoritmos sao:

Needleman-Wunsch, Alinhamento Global: Compara duas sequéncias em toda a sua
extensdo. O alinhamento maximiza as regides de semelhanga e minimiza os espagamentos. E
apropriado para comparar sequéncias cujas semelhancas sejam esperadas em toda a sua
extensdo. (MAIA, OLIVEIRA, 2015).

Smith-Waterman, Alinhamento Local: Procura locais de semelhanca entre as sequéncias
sem considerar todo o comprimento. E muito Util para pesquisas em base de dados onde n&o
existe qualquer conhecimento sobre a semelhanca entre as sequéncias. (MAIA, OLIVEIRA,
2015).

A grande quest&o € que estes algoritmos 6timos como o Smith-Waterman e Needleman-
Wunsch exigem muito tempo de processamento para alinhar duas sequéncias de comprimentos

demen.
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Na prética, a sua utilizacdo é inviavel em grandes bases, devido o tempo e 0s recursos

de memorias necessarios. (EHU,2015).

4.2. Andlise dos algoritmos 6timos

Existem diversas técnicas para alinhar sequéncias (NEEDLEMAN; WUNSCH, 1970),
(SANKOFF, 1975), (SMITH; WATERNAM, 1981), (ISHIKAWA, 1993), (KIM; COLE,
1993), (NOTREDAME; HIGGINS, 1996), (ZHANG; WONG, 1997), (ZALIZ, 2001).
(PERANCONI, 2005).

Portanto quando a busca é pelo resultado 6timo o processamento destes resultados
requerem muitos calculos, sendo necessario muito tempo de processamento e computadores
com grande capacidade de memodria. (YAP, FRIEDR; MARTINO, 1998).

Para minimizar este problema duas alternativas foram adotadas: a reducdo da
sensibilidade do alinhamento ou a utilizacdo de hardwares altamente especializados.
(PERANCONI, 2005).

Na reducdo de sensibilidade do alinhamento foram criados os algoritmos mais utilizados
no mundo, o FASTA criado em 1985 por David J. Lipman e William R. Pearson (PEARSON,
LIPMAN, 1988).e 0 BLAST criado por Stephen Altschul, Warren Gish, Webb Miller, Eugene
Myers, and David J. Lipman no National Institutes of Health com a publicag&o no Journal of
Molecular Biology em 1990. (STATES, GISH, ALTSCHUL,1991).

Estes algoritmos sdo baseados no método heuristico sendo 40 vezes mais rapidos do que
as melhores implementacdes até hoje conhecidas dos algoritmos 6timos, porém sua falta de
sensibilidade pode ocasionar perdas de resultados relevantes. (LAU, 2000). (PERANCONI,
2005).

Para que nédo haja perda de sensibilidade a opcdo é a criagdo de hardwares especificos

de otimizacdo do tempo necessario para a busca de resultados 6timos. Hardwares com a
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capacidade de executar com maior velocidade o processo de busca do alinhamento 6timo. O
Paracel’s GeneMatcher e Compugen’s Bioaccelerator s80 exemplos de hardwares especificos
com a capacidade de executar milhGes de comparacdes por segundo podendo ser expandido e
atingir velocidades bem mais superiores (YANG, 2002). (PERANCONI, 2005).

Um trabalho de mestrado feito na UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, em 2010 apresentou uma proposta de implementacdo de hardware em FPGA - Field-
Programmable Gate Array, especifica para o algoritmo de Smith-Waterman que obteve como
resultado a aceleracdo do algoritmo em 275 a 494 vezes, sendo de 52 a 113% mais rapidos do
que as arquiteturas publicadas com este objetivo segundo o estudo. (WALLMANN, 2010).

Entretanto a utilizacdo de hardwares especificos tem a limitacdo da aquisicdo de
maquinas altamente potentes com um alto investimento financeiro, inviabilizando esta op¢éo
para muitos centros de pesquisas. (PERANCONI, 2005).

Para facilitar o entendimento da grande necessidade de tempo de processamento e
memoria das maquinas nos alinhamentos 6timos, observe o processo nos dois grupos de
palavras: “BIOMEDICINA, MEDICO” e¢ “BORBOLETARIO, BOLETO”. As palavras nio
foram acentuadas propositalmente para que haja maior similaridade entre as elas.

Apenas colocando uma palavra sobre a outra ndo é possivel analisar suas semelhancas

e diferencas.

Grupo 01

Sequéncia de referéncia

Sequéncia alvo
Figura 17: Alinhamento grupo 01 — Imagem criada pela autora

Grupo 02

Sequéncia de referéncia | B

Sequéncia alvo B
Figura 18: Alinhamento grupo 02 — Imagem criada pela autora
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Os exemplos demonstrados seguirdo o esquema de cor adotado nesta dissertacao, onde
as mutacdes encontradas serdo destacadas de azul e os gaps de vermelho e as igualdades de
verde.

Por meio de uma andlise totalmente visual percebe-se que os dois grupos de palavras
possuem algumas letras idénticas que podem ser alinhadas.

Um possivel alinhamento intuitivo deste grupo de palavras pode ser feito da seguinte

forma.

Grupo 01

Sequéncia de referéncia M|E|D|I|C
Sequéncia alvo M|E|D|I|C

Figura 19: Alinhamento grupo 01 — Imagem criada pela autora

Grupo 02
Sequéncia de referéncia IEBROLA B IO |L|[E|T
Sequéncia alvo SRR B O|L | E|T

Figura 20: Alinhamento grupo 02 — Imagem criada pela autora

Com estes alinhamentos intuitivos € possivel perceber no grupo 01: 5 gaps, 5 Igualdades
e 1 mutacdo e no grupo 02: 6 gaps, 5 Igualdade e 1 mutacéo.

Os algoritmos de Smith-Waterman e Needleman-Wunsch definem pontos para o célculo
da matriz e a partir destes valores outros scores sdo calculados para as células posteriores.
(NEEDLEMAN, WUNSCH, 1970), (SMITH, WATERMAN, 1981).

Baseados na programacdo dinamica o calculo matricial obedece as dependéncias de
M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i -1 ,j].

Sendo o trace da matriz e o traceback definido pelos elementos de:

try ji{e<, 1,5}

As representacOes das dependéncias da matriz sdo: (BACKOFEN,2010).

M[i-1,j-1]: ~

N E tri,j (=4 Di,j = Di—l,j—l + W(ai, b])



MI[i,j-1]; «

« € tT'i,j = Di,j:

M[i-1,j]: 1

Dij_4+W(=,b;)

TE€ tri‘j = Di,j = Di_l‘j-f-W(ai,—)

Para o célculo de cada célula da matriz € necessario seguir as regras da programacao

dindmica.

i.  Leraposicdo superior da coluna anterior da célula alvo [i-1,j-1]
ii.  Leraposicdo superior da célula alvo na mesma coluna [i, j-1].
iii.  Leraposicdo da coluna anterior da célula alvo [i-1,j].
A figura 21 demonstra as células dependentes destacadas de vermelho nas células

da matriz para o célculo da posicéo [4,4].

Figura 21: Dependéncia do calculo matricial, imagem criada pela autora.

As dependéncias do calculo matricial sdo M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i -1 ,j], entdo para

calcular a célula da posicéo [4,4], as células [3,3], [4,3] e [3,4] devem estar previamente

calculadas.

0 0 0 0 0 0 0 0

0 1,1 ([ 21|31 || 4a1||51||61 || 71
0 1,2 (|22 || 32|32 ]||52]|]|62]] 72
0 1,3 (|23 |[33 (|43 ||53 |63 || 73
0 14 (|24 ||34| 24 |54 ||64]|]| 74
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i-1,j-1 || i1 3,3 4,3

i-1,] ij 3,4 4,4

Figura 22: Dependéncia das células, imagem criada pela autora.

O processo da busca pelo melhor alinhamento é feito com a analise da estrutura de
dependéncias matricial e pontuac6es dos calculos da matriz bidimensional.

Nos algoritmos de Smith-Waterman e Needleman-Wunsch as pontua¢bes que podem
ser utilizadas séo: 1 para bases iguais, -1 para bases diferentes e -2 para uma base alinhada a
uma lacuna. (NETO, 2008).

Este esquema de pontuacdo é usado na pratica pelos alinhadores de sequéncias.
(MEIDANIS, 1994).

MATCH (lgualdade)=1;

MISMATCH (Mutacdo) = -1;

Gaps (Insercao/Delecdo)= -2.

As pontuagdes sdo distintas para igualdades, mutacbes e gaps, por meio destas
pontuacdes é feito o célculo de cada célula da matriz. Ap6s o calculo completo da matriz pode-
se identificar as igualdades, mutacdes e gaps, analisando a matriz de baixo para cima.

Os procedimentos necessarios para o calculo da matriz séo:

Q) Célculo das pontas da matriz.

As pontas da matriz podem ser penalizadas ou ndo, depende do alinhamento utilizado.
No caso de Needleman-Wunsch as pontas sdo penalizadas e no de Smith-Waterman nédo séo
penalizadas.

Nos exemplos abaixo sdo representados o alinhamento das palavras “BIOMEDICINA,
MEDICO”. O célculo com a penalizagao das pontas da matriz € feito no alinhamento Global de

Needleman-Wunsch.
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M[i, 0] =1 *d e M[0,j] =i * d, onde neste caso o gap tem o valor de -2.

N
[IsN

M[i, 0] e M[O, j]
Célculo das pontas da matriz

2~
=

o
|
N
|
[IsN
|
o)
|
@
|
o
|
N

=2
-4

=@
-10
-12
-14
-16
-18
-20
=22

M[i, 0] =1 * -2

©O© oW Jo Ul WN P o
OO O OO0 O0OOOO O Nwm
O OO OO0 OO0 ok oo

PZ2HOQOHOMROHWD
O 0000000000
O 0000000000
O 0000000000
O 0000000000

=
= o

0
M[ 0 ’ j ] = ] * -2
Figura 23: Calculo das pontas da matriz, imagem criada pela autora.

Com as pontas da matriz penalizadas, o processo de andlise de cada base da sequéncia
se inicia. Esta verificacdo é necessaria para calcular o peso que sera usado para o calculo de

cada célula da matriz.

(i)  Calculo do peso

O processo de analise se inicia comparando as sequéncias par a par, onde as sequéncias
iguais recebem o peso da igualdade; peso = MATCH e para as sequéncias diferentes o peso da
mutacao; peso= MISMATCH.

(iii)  Calculo do valor intermediario

Nesta fase é necessario calcular o valor maximo da posicéo [i, j -1] com a posicao [i -1,

j] as duas posicdes sdo somadas ao valor das penalidades para gaps.

varAux = Max(Mi, j - 1] + gaps, M[i - 1, j] + gaps.

(iv)  Célculo da posicédo
Cada posicao da matriz € calculada através do valor maximo da posicao [i — 1, j- 1] mais

a soma do peso com o valor calculado do valor intermediario.
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M[i, j] = Max(M[i - 1, j - 1] + peso, varAux)

Célculo de todas as posi¢des da matriz.

0 1 2 3 4 5 6
M E D I C 0 Cadlculo as células da matriz

0 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12
1 B -2 Sl -3 -5 | -7 -9 | -11
2 [T] -2 -3 -2 -4 | -4 -6 -8
3 0 -6 -5 -4 -3 -5 -5 -5
4 M -8 -5 -6 -5 | -4 -6 -6
5 E -10 -7 -4 -6 -6 -5 -7
6 D -12 -9 -6 =3 | -5 | =7 -6 M[i, Jj]=Max(M[i - 1, J - 1]
7 I -14 -11 -8 -5 | -2 -4 -6 * peso, varAux)
8 [c|-16] -13 | -10 | -7 | -4 —1 -3
9 I -18 -15 ~-12 -9 -6 —3 -2
10 N -20 -17 ~-14 ~-11 -8 -5 -4
11 A -22 -19 -16 -13 -10 -7 -6

Figura 24: Célculo da matriz, imagem criada pela autora.

Tanto no algoritmo de Smith-Waterman (local) como no de Needleman-Wunsch
(Global) no calculo de cada posicdo da matriz € armazenado o maior valor encontrado.

(V) Caélculo da célula de maior valor.

Esta etapa € muito importante para o alinhamento local, pois a partir da identificacdo
desta célula iniciam-se as andlises dos itens com maior nimero de similaridade.

(vi)  Calculo da maior distancia entre o maior score e o final da matriz.

Com este valor é calculado a maior distancia entre a maior posicdo e o final da matriz.
No alinhamento global parte da Gltima posi¢do da matriz e no alinhamento local da célula de
maior valor.

As células de maior valor sdo analisadas de baixo para cima percorrendo as posi¢des
méaximas da matriz levando em consideracao suas dependéncias de M[i-1,j-1], M[i-1,j] e M[i,j-
1].

Na figura 25 demonstra o melhor caminho encontrado seguindo o caminho com as

células de maior valor pelo método de Needleman-Wunsch.
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0 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12
1 B -2 -3 -5 -7 -9  -11
2 I -4 -2 -4 -4 -6 -8
3 0 -6 -4 -3 -5 -5 -5
4 M -8 -5 -6 -5 -4 -6 -6
5 E -10 -7 =40 -6 -6 | -5 -7
6 D -12 -9 -6 =8 -5 -7 -6
7 I -14 -11 -8 -5 (=2 -4 -6
8 € -16 -13 -10 -7 -4 =1 -3
9 I -18 -15 -12 -9 -6 -3 [E2
10 N -20 -17 -14 -11 -8 -5 |
11 A -22 -19 -16 -13 -10 -7 |ER

Figura 25: Melhor caminho encontrado, imagem criada pela autora.

(vii)  Resultado do alinhamento global

O alinhamento da figura 26 segue o melhor caminho encontrado na matriz da figura 25.

Sequéncia de referéncia MIE[D[I[Cc|T INEN
Sequéncia alvo M|E|D|I|C - -

Figura 26: Resultado do melhor alinhamento, imagem criada pela autora.

Os algoritmos de Smith-Waterman e de Needleman-Wunsch foram projetados para o
calculo matricial com dependéncias das trés células das posicdes anteriores de [i-1,j-1] , [i, j-1]
e [i-1,j].

Estes métodos de busca pelo alinhamento 6timo néo séo eficientes quando a necessidade
é a analise em grandes quantidades de informacdes, problema este que deu origem a utilizacédo
de algoritmos de retornos aproximados que ndo garantem o alinhamento 6timo, mas sdo
significantemente mais rapido.

Os métodos de alinhamentos aproximados deram origem ao programa de busca por
resultados similares de alinhamento local: o BLAST- Basic Local Align Sequence Tool, que é
atualmente o algoritmo mais utilizado mundialmente para o alinhamento de sequéncias.

(CARAZZOLLE, 2008).
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O algoritmo BLAST identifica uma série de palavras curtas nas sequéncias alvo
realizando a busca por essas palavras nos genomas, retornando 0s possiveis genes de maior
similaridade com a sequéncia alvo. (ORHMEN, BAXTER, 2013), (OEHMEN, NIEPLOCHA,
2006).

Os métodos de buscas por “palavras” usados pelo BLAST ou pelo FASTA procuram
por pequenas regides idénticas das sequéncias e as unem em um alinhamento pelo método de
programacdo dinamica. (STATES, GISH, ALTSCHUL,1991). Esses métodos sdo rapidos o
suficiente para fazer uma busca em um banco de dados inteiro pela sequéncia que melhor se
alinhe com a consulta. (FARIA, 2010), porém por serem algoritmos aproximados ndo garantem
o melhor alinhamento.

Nos métodos estudados foi identificada a mesma esséncia do calculo matricial efetuado
nos algoritmos 6timos se mantendo parcialmente nos algoritmos de busca por aproximacao,
criados posteriormente como 0 FASTA e o BLAST.

O objetivo da andlise destes algoritmos foi entender profundamente como foram
projetados, quais foram seus métodos de alinhamento, suas limitacGes e vantagens. Este
entendimento proporcionou maior subsidio para a analise da viabilidade da criagdo de uma nova

abordagem para a busca de alinhamentos 6timos, sem a perda de sensibilidade do método.
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5. CAPITULO 05

5.1. Algoritmo loste

Com os estudos nos algoritmos apresentados é possivel concluir que: (i) existem
algoritmos aproximados eficientes em relacdo ao tempo de busca em grandes quantidades de
informacdes, mas ndo eficazes em relacdo a busca do alinhamento 6timo e (ii) existem
algoritmos 6timos capazes de garantir a solucdo 6tima, porém néo eficientes quando a exigéncia
é a analise em grandes quantidades de informacdes.

As desvantagens destes algoritmos sdo: os algoritmos “rapidos” ndo garantem o melhor
alinhamento das sequéncias e os algoritmos “6timos” exigem alto tempo de processamento e
memoria das maquinas.

O alinhamento de sequéncias com resultados 6timos nos métodos conhecidos
atualmente tem uma grave limitacdo em relacdo ao tempo necessario de processamento, sendo
ainda necessario o desenvolvimento de novos algoritmos capazes de trazer resultados em tempo
habil, buscando sempre solugdes proximas da solucao étima. (VIANA, MOURA, 2010).

Uma das maiores motivacdes para a busca de boas implementac6es de alinhamento em
uma sequéncia genética ¢ a dificuldade de obter alinhamentos 6timos com eficacia e eficiéncia,
principalmente em regides com baixa similaridade, ou seja, entre sequéncias distantemente
relacionadas com muitas mutacdes. O alinhamento local evita alinhar estas regides
concentrando-se apenas nas posi¢des similares das sequéncias (SMITH, WATERMAN, 1981).
Com estas exclus@es de bases, o alinhamento pode deixar de exibir resultados que tenham
algum significado relativo para alguns nichos de pesquisas genéticas.

Por meio dos estudos nas técnicas utilizadas na busca pelo alinhamento 6timo é possivel
iniciar a anélise da viabilidade da criagdo de um algoritmo capaz de trazer resultados 6timos

com eficacia e eficiéncia, por meio desta nova abordagem denominada de loste.
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A primeira fase do estudo para a criacdo do algoritmo iniciou-se com o estudo da
influéncia do esquema de pontuacdo no célculo da matriz e no processo de traceback dos
alinhamentos 6timos.

O alinhamento global simples foi escolhido para garantir ao loste a capacidade de
analisar a sequéncia completa, ndo excluindo as regides de baixa similaridade, visto que estas
regides também podem ser importantes para determinados segmentos de pesquisas.

O alinhamento de loste analisa a sequéncia completa ndo excluindo as regifes de baixa
similaridade, caso o pesquisador queira comparar estas regides o resultado demonstrado sera o
melhor alinhamento entre elas; ou seja, um alinhamento global, visto que os alinhamentos locais
evitam as regides de baixa similaridade.

Os estudos para a implementacdo do loste foram divididos em duas fases. A primeira
focada nos métodos que garantem aos alinhadores os resultados 6timos e a segunda nas rupturas

necessarias para garantir ao loste a eficiéncia e eficacia.

5.2. Primeira fase de implementacéo do loste — Eficacia.

O objetivo principal desta primeira fase é o entendimento da interferéncia do esquema
de pontuacdo do célculo matricial nos resultados étimos.

A andlise através da matriz de pontos mostra 0s possiveis alinhamentos podendo revelar
a presenca de insercGes, delecdes ou repeticdes que sdo mais dificeis de encontrar por métodos
mais automatizados. (FARIA, 2010).

Na programacao dindmica, um alinhamento é gerado comecando nos terminais das duas
sequéncias estendendo por todo seu comprimento buscando casar todos os pares possiveis de
caracteres entre as sequéncias, conforme seu esquema de pontuacdo. A matriz numérica €

gerada exibindo um conjunto de pontuac@es que definem o alinhamento 6timo. (FARIA, 2010).



59

A principio o esquema de pontuacdo da matriz foi analisado sob outro ponto de vista,
visando manter o método sob analise do calculo pela menor pontuacéo.

As insercdes e delecdes representadas por lacunas (gaps) serdo penalizadas com uma
pontuacdo de maior valor, as mutagfes com uma pontuacdo mediana e as igualdades ndo séo
pontuadas.

O raciocinio utilizado foi: MATCH=0; MISMATCH=1; GAPS=2.

O objetivo é analisar os resultados do alinhamento excluindo a necessidade de analise
dos maiores valores da matriz, alterando a busca para os menores valores, desta forma o
algoritmo tem como pressuposto que 0 é melhor que 1 e 2; que 1 € melhor que 2equeo2éo
pior cendrio encontrado, sendo assim, o algoritmo s6 percorrera o caminho pontuado com 2 se
ndo encontrar nenhum outro caminho melhor.

Desta forma, baseado neste esquema de pontuacao o algoritmo busca o menor caminho
mantendo a andlise recursiva das células M[i-1,j-1],M[i,j-1] e M[i"-1,j], usando a técnica da
programacéo dinamica na seguinte ordem, Match, MisMatch e Gaps.

Na comparacao da posicdo M[i-1,j-1] é somado com o resultado da analise da igualdade
ou diferenca das bases, se s[i] é igual a t[j], as igualdades recebem o valor de Match=0 e caso
negativo recebem o valor de MisMatch=1.

No caso dos gaps, delecdo em j s[i,-], inser¢do em i s[i,-], delecdo em i s[-,j], ou insercéo
em j s[-,j], 0 gap tem a pontuacao de 2.

O processo de pontuacdo funciona penalizando os gaps com o maior valor, as mutacfes
com valor mediano e as igualdades ndo sdo pontuadas.

O caminho segue pelas células de menor valor buscando o caminho com maior niUmero
de igualdades, partindo de baixo para cima da matriz. Com busca do melhor caminho seguindo

0 processo de traceback, na diagonal, para cima e para a direita com inicio na célula de ultima
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posicao da matriz M[m,n]. Onde m é o tamanho da sequéncia 1(s) e n € o tamanho da sequéncia
2(t).

As alteracdes dos métodos usados nos algoritmos de alinhamento global e local
conhecidos atualmente foram feitas para analisar a interferéncia destas pontuagdes no
alinhamento 6timo e a necessidade real da analise pelas pontuagdes de maiores valores na busca
do melhor alinhamento, visando a possibilidade de ruptura destes métodos no alinhamento
global de loste.

Com as alteracGes dos métodos existentes, o loste tem a seguinte representacao:

( Mo — i
| Mo =]
Toste M[i, j] { Mi_1j-1 +Ssitj  ifsitj si=tj>0,siztj—>1
LMin M- +d if si — si—— 2
M +d  if—tj— —tj -2

Equacdo 9: Representacéo do algoritmo de loste — Criado pela autora

O processo de célculo das pontas da matriz de M[i,0] e M[0,j] séo calculados recebendo

os valores das posicdo i e j de cada posicao.

Mo 2 1Mg; =]

Equacao 10: Processo de calculo das pontas da matriz — Criado pela autora

O processo de célculo das células da matriz de M[i,j] é calculado conforme

representacdo da equagao 11.

loste —» Min(M[i — 1][j — 1] + s[si, tj], Min(M[i — 1][j] + d, M[i][j — 1] + d)

Equacdo 11: Processo de calculo das células da matriz
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O processo de traceback para encontrar o melhor alinhamento estd representado na

equacéo 12.
NE tri’j = Mi,j = Mi—l,j—l + S[Sl] [t]]
Te tri’j = Mi,j = Mi—l,j +d
«— € tri_]- = Mi,j = Mi,j—l +d
Equacéo 12: Processo de traceback — Criado pela autora
Onde:

s = Sequéncia 01;

t = Sequéncia 02;

M[i,j] = Matriz bidimensional de i e j;

M[i,0] = penalizada por i;

MIO,j] = penalizada por j;

S[si][tj] = peso de igualdade ou diferenca das bases.

Se si==tj = 0; Se si<>tj=1,

d= gaps, insercdes e delecdes para si, - e -, tj, penalidade = 2.
Seguindo o processo de traceback M[i-1,j-1], M[i-1,j] e M[i,j-1]:
Representado pelas setas, <, T, \.

Onde:

Representacao da dependéncia de MJi-1,j-1]:

N E tri‘j (=4 Mi,j = Mi_l‘j_l‘l'S[Si][tj]

Equacao 13: traceback na diagonal
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Representacdo da dependéncia de M[i-1,j]:

Te t’ri’j = Mi,j = Mi—l,j +d
Equacéao 14: Processo de traceback para cima

Representacdo da dependéncia de M[i,j-1]:

«— € tri’j (=4 Mi,j = Mi,j—l +d
Equacdo 15: Processo de traceback a direita

Para melhor entendimento da montagem da matriz bidimensional pelo menor caminho
observe 0 processo de busca do melhor alinhamento no grupo de palavras “BIOMEDICINA,
MEDICO” ¢ “BORBOLETARIO, BOLETO”.

Teste nas palavras “BIOMEDICINA/MEDICO”.

i.  Célculo das pontas da Matriz

Penaliza todas as pontas da matriz com o célculo M[i, 0] =i e M[0,j] =]j. As pontas da

matriz sdo calculadas por dois loops que calculam de i=0 até i=m e j=0 até j=n, onde m é o

tamanho da sequéncial e n e o tamanho da sequéncia2.

0 1 2 3 4 5

M E D I C O M[i,0] m[0,7]
0O B 0 1 2 3 4 5
1 I 1 0 0 0 0 O
2 0 2 0 0 0 0 0
3 M 3 0 0 0 0 O
4 E 4 0 0 0 0 O
5 D 5 0 0 0 0 0

6 I 6 0 0 0 0 o M[i, 0] =1
7 € 7 0 0 0 0 O
8 I 8 0 0 0 0 O
9 N 9 0 0 0 0 O
10 2 10 0 0 0 0 O
M[O0,3J] = 3

Figura 27: Matriz com o calculo das pontas - Imagem criada pela autora.
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Neste ponto o algoritmo de loste ndo penaliza as pontas da matriz como o algoritmo de
Needleman-Wunsch, M[i, 0] =i * gaps, nem deixa as pontas da matriz com os valores sem
penalizacdo como no algoritmo de Smith-Waterman, M([i, 0] = 0. Com todas as pontas da matriz
pré-calculadas (M[i, 0] =i e M[0,j] =) as outras células da matriz podem ser calculadas
obedecendo as dependéncias recursivas das trés células para o calculo de [i-1,j-1], [i -1, j] e [i,
j-1].

ii.  Caélculo do peso

O calculo ¢ feito analisando a sequéncia par a par, verificando se as bases das sequéncias
sdo iguais ou diferentes. Esta analise é necessaria para calcular o peso que sera usado para o
calculo de cada célula da matriz. O peso sera calculado conforme as igualdades e diferencas
das sequéncias.

MATCH: s[i]=t[i]; Caso seja igual: peso recebe valor da igualdade= 0;

MISMATCH: s[i]#t[i]; Caso seja diferente: peso recebe valor da mutacdo= 1;

iii.  Caélculo da posicéao
Baseado na recursividade da programacao dindmica para o calculo de cada posi¢do da

matriz € necessario que as células dependentes estejam calculadas [i-1,j-1], [i-1,j] e [i,j-1]

i-1,j -1 i-1,]

Ny

ij-1— . "

Figura 28: Dependéncia de célculo da célula da matriz, imagem criada pela autora.

O valor minimo é calculado a partir da posic¢éo [i,j -1] + 2, [i -1,j] + 2 e [i-1,j-1] + peso.
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O peso € encontrado devido a comparacdo das bases da sequéncia conforme as posi¢oes
de i e j; como descrito na etapa ii € considerado como MATCH quando as bases séo iguais e
peso igual a MISMATCH para bases diferentes.
Para cada célculo da posicao da matriz é guardado o menor valor.
M[i, j] = Min(M[i-1,j-1]+ peso,

Min(M[i,j-1] + 2, M[i-1,j] + 2))

Equacdo 16: Calculo da posicao da matriz - Criado pela autora

0| 1| 2]3][4]s M[i,5]
M E D I c o0 Célculo para cada célula da matriz
o [B]o |1 ]| 2] 3 |[4]5
1 [T 1] 1|2 ]2 ]4]5s
2 /0 2 2 2 3 3 4
3 M 3 3 3 3 4 4 M[i, j]=Min(M[i-1,j-1]+peso,
4 E 4 3 4 4 | 4|5 Min(M[i,3-1] + 2, M[i-1,3] + 2))
5 | b 55|35 [5]5
6 I 6 6 5 3 5 6
7 lel 7] 775 [3]5
8 I 8 8 8 7 5 4
9 N 9 9 9 9 7 6
10 A 10 10 10 10 9 8
Figura 29: Célculo das células da matriz - Imagem criada pela autora.
iv.  Inicio do alinhamento
O processo de traceback comeca a partir da célula M[m,n]. Neste caso pela célula
M[10,5].
0 [1 |2 |3 [4]5
M E D I C O
0 [Blo [1 [2 [3 [4]5
1 I 1 1 2 2 4 5
2 0 2 2 2 3 3 4
3 M 3 3 3 3 4 4
4 E 4 3 4 4 4 5
5 D5 5 3 5 55
6 I 6 6 5 3 5 6 Mmn]
7 ¢ 7 7 71 5 35
8 I 8 8 8 7 5 4
9 N 9 9 9 9 7 6
10 A 10 10 10 10 9 |ER
[

Figura 30: Inicio do processo de traceback - Imagem criada pela autora.



65

v.  Analise do melhor alinhamento
O processo de traceback parte do principio da analise das células de menores pontuacfes
seguindo pelas dependéncias de [i-1,j-1],[i,j-1]e [i-1,j].
Representado pelas setas, <, T, \.
NE try; © M;j= M;_;_4+ S[si][t]]
Tetn; © M= M;_,;+2

«— € tri‘j = Mi,j= Mi,j—1+2

Equacdo 17: Célculo Matricial com traceback

0 |1 |2 |3 |[4]5
M E D I CO
o B FlM:1 2 3 4 5
1 1l 2 2 4 5
2 o Fl: 2 3 3 4
3 M3 3 3 3 4 4
4 E 4 3 4 4 4 5
5 D5 5 [8 5 55
6 I 6 6 5 /3 5 6 Min([i-1,j-1],[i,3-11, [i-1,3])
7 ¢ 7 7 7 5 185
8 I 8 8 8 7 58
9 N 9 9 9 9 71 H
10 A 10 10 10 10 9 |ER
Figura 31: Caminho das células de menor valor - Imagem criada pela autora.
0 |1 |2 [3 [4]5
M E D I CO
o B pll: 2 3 4 5
1 Il : 2 2 4 s
2 o2 2 3 3 4
3 M X 3 3 3 4 4
4 E 4 KN 4 4 4 5
5 D5 5 K 5 5 5
6 I 6 6 5 N 5 6 Min([i-1,3J-1]1,[4i,3-1]1, [i-1,3])
7 ¢ 7 7 7 5 K S
8 I8 8 8 7 5N
9 N9 9 9 9 7KB
10 & 10 10 10 10 9 [N

Figura 32: Representa

“©Q
an

0 por setas - Imagem criada pela autora.
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vi. Resultado do alinhamento

Sequéncia de referéncia [EJIllRI M E D 1 ¢ IV
Sequéncia alvo BEEveEDI cloEE

Figura 33: Melhor alinhamento encontrado- Imagem crlada pela autora.

Por meio deste procedimento logico foi possivel chegar ao melhor alinhamento das
palavras BIOMEDICINA e MEDICO, através de um processo de busca pelos menores valores

da matriz, visto que o esquema de pontuacdo norteou a busca do melhor caminho.

Segunda analise nas palavras BORBOLETARIO e BOLETO:

i.  Calculo das pontas da Matriz

N O -
SH N
o M w
o 1
o Ul

10 M[i,0] m[0,7]

BHooawsnvowo

12
14 M[i, 0] =1
16
18
20
22

Fhoomuauwswnro
OH®XWYMPAEREO©W®™WOWW

M[Orj] = j

Figura 34: Matriz com o célculo das pontas, imagem criada pela autora.

ii.  Célculo do peso
s[i]=t[i] MATCH=0;
s[iJ#t[i] MISMATCH= 1.

iii.  Célculo da posicéo

M[i, j] = Min(M[i-1,j-1]+peso,
Min(M[i,j-1] + 2, M[i-1,j] + 2))
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0 1
B ¢}
0 2
2 0
4 2
6 4
8 6
10 8
12 10
14 12
16 14
18 16
20 18
22 20

iv. Inicio do alinhamento

M[m,n].

2 3 4
L E T
4 6 8
2 4 6
1 3 5
3 2 4
5 4 3
6 6 5
8 6 7
10 8 6
12 10 8
14 12 10
16 14 12
18 16 14

Figura 35: Calculo das células da matriz, imagem criada pela autora.

o u»

=
(@}

O ~J 0 o Oy J @

11
12

Neste caso a célula M[11,5].

0 o N O o

10
12
14
16
18
20
11 O 22

© W Jdo U WN PO
WP HAHEHBHODXWOW

=
(@)
H

Figura 36: Inicio do processo de traceback, imagem criada pela autora.
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16
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10
12
14
16
18

M[1i,]]

Célculo para cada célula da matriz

j]1=Min (M[i-1,J-1]+peso,

16

Min (M[i,3-1] + 2,

H»-b

O 1 O W > U1 oY ©
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v. Analise do melhor alinhamento

R P W oo Jo Ul WP O

= o
OHX»PAHEOWX
H
)

10
12
14
16
18
20
22

R P O 0 J o U b W NP O

=[S
OHI®W » A HBP OWT ™ O|ET

o BN O DN

8

10
12
14
16
18
20

oy U1 W N WD

8

10
12
14
16
18

Figura 37

10
12
14
16
18
20

10
12
14
16
18

16

4 5

T @)
8 10
6 8

5 7

4 6

3 4

5 4

7 6 Mln([l—l,j_l],[l,j_l] [l_lrj])
6 8

s il
10 [EM
12
14 12

: Melhor caminho pelo menor valor, imagem criada pela autora.

10
12
14
16

4 5
T @)
8 10
6 8
5 7
4 S
3 4
5 4
7 ¢ Min([i-1,3-1],[1i,3-1] [1i-1,3])
N 8
:
10 [l
12 il
14 N

Figura 38: Representacéo do melhor caminho por setas, imagem criada pela autora.

vi. Resultado do alinhamento

Sequéncia de referéncia [ERISIIEE B O 'L E T NI ©

Sequéncia alvo
Figura 39: Melhor alinhamento encontrado, imagem criada pela autora.

ElENENc o L £ 7 ENEEE O
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Neste caso também foi possivel encontrar o alinhamento de maior pontuacédo

considerado como alinhamento 6timo.
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Nos dois testes foram obtidos resultados relevantes, demonstrando que € possivel
efetuar a busca do alinhamento global étimo pelos menores valores das células da matriz, onde
0 esquema de pontuacdo definido no algoritmo norteia 0 melhor caminho para o alinhamento
otimo.

O teste a seguir demonstra o algoritmo de loste em teste com a mesma sequéncia testada

nos algoritmos de alinhamento 6timos de Needleman-Wunsch e Smith-Waterman.

Sequéncia referéncia: (nucleotideos) - Organismo MusMusculus — PKp2 com
mutacé&o.

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTCCCTA
ATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTTTTCCTTTCTCTT
TCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCAT
GTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAG
CAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGG
AGTTTTAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTTTGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGG
GAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGG
AAAGGTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTA
GGA
Figura 40: Sequéncia de referéncia, imagem criada pela autora.

Alteracdo na sequéncia de referéncia para a sequéncia alvo serd a mesma testada nos
algoritmos de Smith-Waterman e Needleman-Wunsch, onde ocorreram as perdas das 3 bases

(Timina e 3 bases (C)itosina e mutacdes das 2 bases (T)imina por (A)denima.

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTEECTA
ATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTHFHCCTTTCTCTT
TCCATATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCAT
GTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAG
CAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGG
AGTTTTAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTFHGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGG
GAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGG
AAAGGTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTA
GGA

Figura 41: Sequéncia de referéncia com marcacgdes das alteracoes, imagem criada pela autora.
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Sequéncia alvo alterada: Organismo MusMusculus — PKp2 com mutacéo.

ATAGCAGAGTCTGGGAGGCTGTCCGCTTTTCAGTTTGTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATGTTTGCAT
ACTTGAAAAGTAAAGAGGTGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTTAATT
AGGCTATGTGGTTCGCACTTTATATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTATTTTCCTTTCTCTTTCCAT
ATGTGTAGATATAGATACGATTTTTAAGATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCT
GAGATTACAGACATGGGCTGGGTTTACTGTGGATCCAAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAAT
AAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATAAAAGCCAAAATGTGGAGTTT
TAAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTAAGATTACTAACACAAAATGAAATTACTTGGGAAC
TAAACTTCCCTGTAACGACTCCTTTTCCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGGAAAG
GTTTACACAGGAAAGAACTGCTTTAGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTAGGA
Figura 42: Sequéncia de alvo, imagem criada pela autora.

Resultado do alinhamento.

B file:///C:/Users/Aline/Downloads/ 13102015/ ConsoleApplication3/ ConsoleApplication3/bin/Debug/ConsoleApplication3.EXE

CTGGGAGGCTGTCCGC CAG GTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATG GCATACTTGAAAAGTAAAGAG
CTGGGAGGCTGTCCGC CAG GTCTAAAGGTTAGGGCAGTTGATG GCATACTTGAAAAGTAAAGAG

TG AATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGTCCCTAATTAGGCTATGTGGTTCGCAC AT
TGTTTAATGATTGCAAGCTCATGTAAGTGAGTGCCTGTAACGT ---TAATTAGGCTATGTGGTTCGCACTTTAT

ATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTA cC CTC CCATATGTGTAGATATAGATACGA AA
ATTATCTTCTTAAAATGAACTGTGTA ===LC CTC CCATATGTGTAGATATAGATACGA AA

ATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGG ACTGTGGATC
ATGCAGCCTCAAACTTCCCGTCTCCGTCTCCCATGTGCTGAGATTACAGACATGGGCTGGG ACTGTGGATC

AAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATA
AAGCTTAGAGACAAGGAAACTGAGCAAATAAAACAGTCAAGATTCCAGACAGAAAGTGGCATAGGTGGTATATA

AAAGCCAAAATGTGGAG AAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTTTGATTACTAACACAAAATGAAAT
AAAGCCAAAATGTGGAG AAGTCGATCATGAGTTAACATATTAAGTGTAAGATTACTAACACAAAATGAAAT

ACTTGGGAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCC CCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGGAA
ACTTGGGAACTAAACTTCCCTGTAACGACTCC CCTCTAAGTAAAACTAAGGAAGTTCTAAGAGGATGGAA

AGG ACACAGGAAAGAACTGC AGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTAGGA
AGG ACACAGGAAAGAACTGC AGTTCCTGGTGAGAAGAAAAAGCAAACCTTAGGGTTAGGA

Figura 43: Resultado do alinhamento extraido do loste — Imagem criada pela autora.

O loste encontrou as alteragdes simuladas na sequéncia de referéncia com a sequéncia
alvo, encontrando os 6 Gaps e 2 mutacdes destacadas na figura 43.

Mesmo com métodos de calculos distintos dos algoritmos de Smith-Waterman e
Needleman-Wunsch, o loste chegou aos mesmos resultados, exibindo também o resultado

Otimo para este alinhamento.
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5.3. Andlise da precisdo dos resultados

Varios testes foram efetuados no loste durante a fase de estudo da interferéncia do
esquema de pontuacdo no calculo matricial em sequéncias similares e seus resultados
apresentaram boas implementacdes de alinhamentos.

Durante o processo de analise da interferéncia do esquema de pontuacéo utilizados pelos
algoritmos 6timos pode se concluir que a base destes algoritmos séo calculos matematicos que
norteiam o melhor resultado, visando encontrar 0 maior nimero de bases iguais, ndo tendo
nenhum controle biolégico do resultado. S&o alinhamentos simples que buscam
matematicamente encontrar o alinhamento com maior nimero de bases iguais, e por meio destes
calculos todos os algoritmos independentemente de seus métodos tem como premissa principal
a de encontrar o alinhamento de maior score, ou seja, 0 de maior nimero de bases iguais.

Na figura 44 esta representada uma suposta mutacdo que ocorreu na sequéncia. Esta
simulacdo foi criada propositalmente para demonstrar que os alinhadores 6timos estudados
buscam resultados de maior sentido matematico, ou seja, buscam alinhar o maior nimero de
bases igual.

GCCACGGGGTCCAGC
GCCACCcCCC GC

Figura 44:Mutacgao (substituicdo e Delecdes) — Imagem criada pela autora.

As ferramentas de alinhamento apresentam dificuldades em obter alinhamentos iguais
ao da simulacdo, visto que esta simulacao foge da sua premissa principal.

Para dificultar a interpretacdo e o calculo dos algoritmos 6timos foram feitas alguns
simulacOes em cendrios de dificil interpretacdo para os algoritmos.

A figura 45 destaca as posigdes onde a sequéncia sofreu alteragdes havendo mutagoes

de bases nas posicoes (6,7,8,9) e a perda de base nas posi¢oes (10,11,12,13).
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1123|456 |7 |8|91|10|11|12|13 (14|15
Referéncia: |G| C|[C | A | C G |C
Alvo: G|C|C|A|C G |C

Figura 45: Mutac&o e perdas de bases em regides proximas, criada pela autora.

Com mutacdes e perdas de bases em posicGes proximas do mesmo nucleotideo C, a
dificuldade de chegar ao alinhamento apresentado na figura 45 por meio de procedimentos
l6gicos e passos pré-determinados matematicamente na busca da solugdo Otima s&o
praticamente nulas. O problema esta na mutacéo das bases nas posicGes 8,9 de (G)uanima para
(C)itosina e nas posic¢des 11,12 com as perdas das bases (C)itosina.

Intuitivamente ao buscar o maior numero de bases iguais nas sequéncias demonstradas

na figura 45 o melhor alinhamento destas sequéncias seria da seguinte forma.

112|13|4|5|6(7|8|9]10|11|12|13|14 |15
Referéncia: |G| C|[C |A|C CcC|C G|C
Alvo: GICIC|A|C c|C G| C
Figura 46: Alinhamento Intuitivo, imagem criada pela autora.

Score = Match (9 * 1) + MisMatch (2 * -1) + Gaps (4 *-2) =-1
O melhor alinhamento encontrado pelo procedimento l6gico pré-definido do loste, esta

apresentado na figura 47.

112|13/4|5|6|7(8|9]10|11]12/13|14]15
Ref.  G|C|C|A|C cC|C G |C
Alv: | G|C|C|A|C C|C G |C

Figura 47: Resultado do alinhamento extraido do loste, imagem criada pela autora.

Score = Match (9 * 1) + MisMatch (2 * -1) + Gaps (4 *-2) = -1

O loste apresentou exatamente o mesmo alinhamento que foi feito intuitivamente,
encontrando as mutacgdes nas posicoes (6,7,8,9,10,13), pois foi projetado para encontrar o
alinhamento 6timo baseado no resultado de maior similaridade. Observe os trés alinhamentos
abaixo:

Figura 48, Alinhamento 01: Simulacdo das mutacfes que supostamente ocorreram no

organismo.

Figura 49, Alinhamento 02: O melhor alinhamento extraido do loste.
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Figura 50, Alinhamento 03: O melhor alinhamento extraido do site da NCBI através do
alinhamento global de Needleman-Wunsch.
Simulagao de mutacéo:

Alinhamento 01: Match=7, MisMatch=4; Gaps: 4

GCCACGGGGTCCAGC
GCCACCCCC----GC

Figura 48: Simulacdo de mutagdo, imagem criada pela autora.

Score = Match (7 * 1) + MisMatch (4 * -1) + Gaps (4 *-2) =-5
Melhor alinhamento encontrado pelo loste:

Alinhamento 02: Match=9, MisMatch=2; Gaps: 4

GCCACGGGGTCCAGC
GCCACCC---CC-GC

Figura 49: Resultado no loste, imagem criada pela autora.

Score = Match (9 * 1) + MisMatch (2 * -1) + Gaps (4 * -2) = -1
Melhor alinhamento encontrado no site da NCBI- Needleman-Wunsch:

Alinhamento 03: Match=9, MisMatch=2; Gaps: 4

GCCACGGGGTCCAGC
GCCACC----CCCGC

Figura 50: Resultado Needleman-Wunsch extraido do NCBI, criada pela autora.

Score = Match (9 * 1) + MisMatch (2 * -1) + Gaps (4 *-2) =-1

A quantidade de Match encontrada pelos alinhamentos tanto no loste como no
Needleman-Wunsch foi maior do que a simulagéo, isso aconteceu pelo simples motivo de que
todos os alinhamentos étimos buscam encontrar o maior numero de bases iguais seguindo seus

processos logicos distintos.
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As quantidades de Match, MisMatch e Gaps, demonstradas nas figuras 49 e 50, tanto o
algoritmo de loste como no de Needleman-Wunsch obtiveram os mesmos scores, exibindo
alinhamentos exatamente com a mesma quantidade de Match, MisMatch e Gaps, porém observe
que mesmo tendo encontrado 0 mesmo numero de variagdes entre Match, MisMatch e Gaps,
os alinhamentos séo distintos.

Compare na figura 51, somente o pedaco da sequéncia onde ocorreram as mutacdes,

Match (Verde), MisMatch (Azul) e Gaps (Vermelho).

Mutacdo simulada
Resultado loste
Resultado na NCBI

Nenhum algoritmo que se baseie na busca do alinhamento de maior nimero de
similaridades apresentard o alinhamento igual ao da mutacdo simulada, pois este tipo de
alinhamento foge da premissa de que o melhor alinhamento é o que retorna o maior nimero de
bases iguais.

Os alinhadores buscam pela premissa as quais foram projetados, premissas estas
essenciais para que seja possivel o inicio e o término do seu processamento, visto que conforme
citado no decorrer desta dissertacdo existem um alto nimero de possibilidades de alinhamentos
de duas sequéncias. Entretanto na natureza esta premissa l6gica matematica nao existe e este
tipo de simulagéo certamente pode ocorrer e por isso foi abordado e simulado nos testes e no
estudo das interferéncia dos esquemas de pontuac6es nos alinhamentos de sequéncias de DNA.

O artigo da biologa geneticista Juliana Ameérico, titulado de “Homologia ou
Similaridade? Nem tudo é o que parece”, cita um exemplo da proteina ribossomal L36 que sdo
homologas em organismos distintos mesmo apresentando grandes diferengas entre as espécies,
um caso que foge da regra estabelecida nos algoritmos de alinhamento. Onde nem todos 0s

genes homologos apresentam altos valores de similaridade, sendo necessario a utilizagdo de
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outros recursos para analise de outras informac6es, como por exemplo, as suas similaridades
estruturais. (ALMEIDA, 2009).

Visto que existem cenarios que certamente os algoritmos de alinhamento ndo serdo
capazes de identificar, é essencial a analise profunda do pesquisador baseado também em outras
informacdes.

O entendimento destas limitacdes foi importante para a identificacdo do motivo da
divergéncia nos resultados dos alinhamentos.

O algoritmo de loste durante a analise dos possiveis alinhamentos certamente encontrou
o0 alinhamento da mutacdo simulada, mas como o resultado deste alinhamento foi de score -5

este alinhamento foi descartado, encontrando um alinhamento de melhor score -1.

GCCACGGGGTCCAGC

GCCACCC---CC-GC

Figura 52: Alinhamento extraido do loste, imagem extraida do loste.

O algoritmo de Needleman-Wunsch devido sua abordagem que analisa todos os
possiveis alinhamentos supostamente também o encontrou e o desconsiderou pelo mesmo

motivo, visto que foi encontrado um alinhamento melhor com o score maior.
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= Alignments

mDownload ~ Graphics

Sequence ID: [cl|Query_225609 Length: 11 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 11 Graphics
NW Score Identities Gaps Strand
-1 9/15(60%) 4/15(26%) Plus/Plus

Query 1 ?TTTTGGGGT?TQ?? 15

Sbjct 1  GCCACC----CCCGC 11

Figura 53: Alinhamento do Needleman-Wunsch, imagem extraida do site da NCBI.

Os dois algoritmos atenderam as premissas as quais foram projetados.

O estudo e o entendimento aprofundado das limitagdes matematicas no alinhamento de
sequéncia e o real motivo causador das divergéncias proporcionaram maior compreensdo destas
lacunas. A figura 55, apresenta a simulagdo 02 com quantidades iguais de mutagdes e gaps nas
mesmas posic¢oes apresentadas na simulagéo 01.

A simulagdo 2 é muito similar, tendo a mesma quantidade de Match, MisMatch e Gaps
que a simulagdo 01, podendo ser comparadas nas figuras 54 e 55.

GCCACGGGGTCCAGC
GCCACCccC----GC

Figura 54: Simulagéo de mutagdo 01, imagem criada pela autora.

GCCACGGGGTCCCGC
GCCACAAAA----GC

Figura 55: Simulagéo de mutagdo 02, imagem criada pela autora.

As alteracbes das bases também estdo concentradas nas mesmas posicoes
(6,7,8,9,10,11,12,13), mas com mutacdes distintas, com substitui¢cbes da Guanina nas posi¢oes
(6,7,8,9) pela Adenina, a perda da Timina na posicao (10) e as perdas da Citosina nas posi¢oes
(11,12 e 13). Desta forma nédo ocorrera uma analise divergente nos calculos matematicos da
busca pelo resultado 6timo, pois ndo ha outra melhor forma de alinhamento de maior score que

o0 alinhamento apresentado na simulacéo.
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A figura 57 demonstra o resultado extraido do calculo do loste neste cenario:

1123|415 14 | 15
Ref. [G|C|C[A]C G| G |[C
Alv: | G|C|C|A|C G |C

Figura 56: Alinhamento do loste, imagem criada pela autora.

GCCACGGGGTCCCGE
GCCACARAR--—-GC

Figura 57: Resultado do alinhamento extraido no loste, imagem criada pela autora.

Neste caso o loste exibiu como retorno um alinhamento com 100% de assertividade em
uma sequéncia com o mesmo grau de similaridade de 47% da simulagédo 1. Este resultado foi
possivel porque o resultado simulado é o melhor alinhamento entre as duas sequéncias.

As divergéncias matematicas ocorrem nos alinhadores que buscam pelo resultado 6timo
guando ocorrem perdas e substituicbes das mesmas bases em posicdes proximas, gerando a
possibilidade matematica de alinhamento destes gaps com as mutacdes. Quando ocorre este
tipo simulacéo os alinhadores tendem a buscar o alinhamento destas regides, alinhando as bases
onde ocorreram as perdas com as substituicdes, conforme demonstrados na simulacédo 01.

Os alinhadores 6timos por terem como premissa a busca do alinhamento das sequéncias
com o maior numero de bases iguais, nunca chegaram ao resultado simulado na figura 45, pois
esta simulacdo ndo é considerada matematicamente o melhor resultado, tendo em vista que
existe outro alinhamento matematico de maior score.

Ndo sendo possivel prever matematicamente ou de qualquer outra forma ldgica

computacional o processo evolutivo e as transformacoes exatas que ocorreram de fato em uma
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sequéncia biologicamente, visto que uma sequéncia de apenas 20 pares de bases pode ter mais
de 138 bilhdes de possiveis alinhamentos (VIANA, MOURA, 2010).

Baseada nesta analise é possivel concluir que os alinhadores baseado em esquemas de
pontuacdes e com a premissa de retornar resultados o maior numero de bases iguais, sendo
resultados 6timos ou aproximados tem como retorno alinhamento de mais sentido matematico,
visto que ndo foram identificados nos seus metodos 6timos nenhuma andlise bioldgica no
alinhamento das sequéncias.

No algoritmo do BLAST foi identificado outros calculos além do score que ddo mais
subsidios para andlise do especialista sendo: Max score: Score maximo resultante de um Unico
HSPs (High-scoring Segment Pairs) e E-value- Parametro de confianca.

O E-Value é utilizado como uma forma conveniente de criar um limite de significancia
esperado de HSPs com uma pontuacéo de pelo menos x de score. Na pratica o BLAST utiliza
estimativas de: E-value 10~*e de valores mais baixos que indicam uma homologia
significativa; E-value entre 10~*e 10~2deve verificar (dominios semelhantes, talvez néo
homdloga) e E-value entre 1072 e 1 ndo indicam uma boa homologia. (IFSC/USP, 2015).

Os estudos destas interferéncias foram feitos nas sequéncias de DNA dos organismos
Mus Musculus e Homo Sapiens enviadas pela Dr? Ana Lcia Brunialti Godard com as amostras
do CRH: Horménio liberador de corticotrofina, DRD2: Receptor de Dopamina, Sequéncia Pkp2
, Pkp2 com Exons e Isoforma BPAG1.

Por meio destes estudos foi possivel evidenciar que os alinhamentos exibidos sdo
resultados de processos matematicos, tendo como premissa encontrar o alinhamento que obtiver
0 maior nimero de bases iguais segundo seus metodos especificos.

Quando se trata de alinhamentos de sequéncias genéticas a maior premissa é a busca

pelo maior numero de bases iguais, identificando o maior numero de similaridades possiveis
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entre as sequéncias. (CARAZZOLLE, 2008), (FARIA, 2010). Esta premissa foi mantida no
algoritmo de loste, assim como em todos os algoritmos estudados.

Estes estudos tiveram como objetivo o entendimento das limitacGes dos alinhadores
Otimos proporcionando maior subsidios para a analise da viabilidade das rupturas dos métodos
utilizados atualmente responsaveis pelo alto tempo de processamento para a busca do resultado
otimo.

Os métodos heuristicos foram citados e analisados somente para entendimento de como
buscam seus resultados, mas ndo sdo o foco principal desta pesquisa, visto que trazem
resultados aproximados.

A parceria com a Dr? Ana Lucia Brunialti Godard foi de extrema importancia para o
entendimento de como sdo feitas as analises das sequéncias e para o entendimento da
guantidade de informacGes genéticas disponiveis nos bancos de dados de referéncia

internacionais, onde por meio desta parceria as analises puderam ser feitas em amostras reais.

5.4. Medidas de desempenho

O ponto crucial e limitante para o uso dos algoritmos 6timos € o seu baixo desempenho
na busca do resultado 6timo. Identificados também durante as analises da interferéncia do
esquema de pontuacdo, que exigiu uma alta necessidade de memoria em sequéncias maiores,
principalmente nos testes das amostras enviadas pela Dr* Ana Ldcia Brunialti contra as
sequéncias extraidas do site do NCBI.

A eficiéncia tedrica de um algoritmo é medida por seu trabalho e duracgdo. O trabalho é
0 tempo total para executar o0 processamento completo, sendo a soma de todos 0s tempos gastos
para cada um dos processos. E a duracdo é o tempo mais longo de execucdo do processo mais

custoso. (CORNEN, LEISERSON, RIVEST, STEIN, 2012).
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Com objetivo de analisar a viabilidade de criar no loste a ruptura deste grande tempo de
processamento necessario dos algoritmos étimos foi estudado o método de execucdo sob trés
pontos de vista: como razdo, como um limite superior e como um limitante de aceleracéo.

Como razdo: Determina a quantidade média de trabalho que pode ser realizada em cada
etapa.

Como um limite superior: Determina o maximo de aceleracdo possivel que pode ser
atingida independentemente do numero de processadores existentes na maquina.

Como um limite de aceleracdo: Determina um limite para a possibilidade de conseguir

um fator de aceleracéo linear perfeito. (CORNEN, LEISERSON, RIVEST, STEIN, 2012).

5.5. Estudos de paralelismo em algoritmos 6timos

O objetivo principal deste tdpico foi estudar o ponto limitante do processo paralelo para
a execucdo dos algoritmos oOtimos, visto que é conhecido que mesmo as melhores
implementacdes relacionadas a otimizacéo dos algoritmos 6timos ndo foram satisfatorias, ainda
sendo necessario a utilizacdo de hardwares especificos para garantir o ganho de eficiéncia
destes métodos. Durante os estudos foi analisado todas as fases de processamento dos
algoritmos 6timos com o objetivo de identificar as fases que exigem mais tempos de execucao.

O calculo da matriz de pontos inicia-se com o processo do calculo de todas as pontas da

matriz, destacado em vermelho na representacdo do algoritmo de loste.

Mo —i*d|i
My; — j*d|j
loste M[i, ] Mi_1j-1+Ssitj  if sitj si=tj->0,si#tj—>1
| Min M;;_,+d if si— Si—— 2
M;_,;+d if —tj— —tj -2

Equacdo 18: loste, destaque calculo das pontas da matriz — Criada pela autora
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Estes calculos podem ser feitos por processo paralelo na vertical ou na horizontal, pois

ndo possuem dependéncias. As pontas da matriz sdo as células M[i,0] e M[0,j].

Processo do célculo das pontas da matriz com paralelismo na vertical.

488848l

j 0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

1,0

2,0

3,0

4,0

Figura 58: Paralelismo do calculo das pontas da matriz, imagem criada pela autora.

Como razdo: O paralelismo na vertical pode ser executado simultaneamente até o

namero de processamento do tamanho de i.

Como um limite superior: O maximo de paralelismo também sera o tamanho de i.

Como um limite de aceleracdo: A aceleracdo do paralelismo na vertical teria um ganho

somente do céalculo paralelo da primeira coluna, executando na primeira thread a quantidade de

processos do tamanho de j.

Analise do processo do calculo das pontas da matriz com paralelismo na horizontal.



82
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Figura 59: Paralelismo do calculo das pontas da matriz, imagem criada pela autora.

Como razdo: O paralelismo na horizontal pode realizar a quantidade de processos
simultaneos do tamanho da quantidade de j.

Como um limite superior: O maximo de paralelismo também sera o tamanho de j.

Como um limite de aceleracdo: A aceleracdo do paralelismo na horizontal teria um
ganho também somente na primeira thread executando a quantidade de processos do tamanho
dei.

Os ganhos de paralelismo na horizontal e na vertical tem ganhos de aceleracdo somente
nas primeiras threads, visto que 0s outros processos seriam iniciando para calcular uma Unica
posicao.

Para obter um aproveitamento maximo de cada método de execucao foi considerado

iniciar duas threads, uma na horizontal e outra na vertical.
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i
i 00|l 01| 02]]| 03 04 || 05 || 06 || 07

1,0

2,0

3,0

4,0

Figura 60: Célculo das pontas da matriz, imagem criada pela autora.

Fase 02: Andlise do calculo das células da matriz.
Esta fase € o processo mais custoso dos algoritmos 6timos que € o calculo de todas as
posicOes da matriz. O processo do célculo das células da matriz esta destacado em vermelho na

representacdo do algoritmo de loste. Nesta fase é feito o célculo de cada posi¢do da matriz.

Mo —i*d|i
Mo,; — j+d|j
loste M[i, ] Mi_1j-1+Ssitj  if sitj si=tj->0,si#tj—>1
| Min M;j1+d if si— si—— 2
Mi_y;+d if —tj — —tj 52

Equacao 19: Representagéo calculo da matriz, imagem criada pela autora.

Este processo € bem custoso dos algoritmos 6timos, tendo a dependéncia da
recursividade da programacéo dinamica de M[i-1,j-1], M[i,j-1] e MJi-1,j]. O céalculo matricial
obedece estas dependéncias e devido estas dependéncias o primeiro processamento paralelo s
pode calcular uma posicéo.

Na figura 61, as células de M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i-1,j] estdo pré-calculadas [0,0],
[0,1] e [1,0] permitindo o calculo da posicdo [1,1]. Outras posicdes ainda ndo podem ser

calculadas devido a falta de outras células dependentes pré-calculadas.



0 0 0 0 0 0 0 0

0 1,1 21 || 31 || 41 || 5 61 || 7,1
0 1,2 22 |1 32 || 42 || 52 6,2 || 7,2
0 1,3 || 2,3 33 || &3 5,3 6,3 7,3
0 1,4 || 24 || 34 || 438 || 54 64 || 7,4
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Figura 61: 12 posicdo do célculo paralelo de M[i,j], imagem criada pela autora.

Com a primeira célula calculada o poder de paralelismo aumenta. Sendo possivel

calcular simultaneamente as células [1,2] e [2,1] obedecendo as dependéncias de M[i-1,j-

1],M[i,j-1] e M[i-1,].

0 0\ 0 0 0 0 0 0
\
0\ 1T‘-¥2,1 3,1 4,1 51 6,1 7,1
N
0 1,2 2,2 3,2 4,2 5,2 6,2 7,2
0 1,3 2,3 3,3 4,3 5,3 6,3 7,3
0 1,4 2,4 3,4 4,4 5,4 6,4 7.4

Figura 62: 22 posicao do calculo paralelo de M[i,j], imagem criada pela autora.

No segundo processamento o cenario melhora em relacdo a quantidade de processos

disponiveis para calculo paralelo das proximas células.

No terceiro célculo o processamento permite o calculo de trés posigoes.
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0 0 0 0 0 0 0 0
N
0 11 | 21?--, 3,1 4,1 51 6,1 7,1
\\.
0 1,714.,2,2 3,2 4,2 5,2 6,2 7,2

0 1,1,3 2,3 3,3 4,3 5,3 6,3 7,3

0 1,4 2,4 3,4 4,4 54 6,4 7,4

Figura 63: 32 posicéo do calculo paralelo de M[i,j], imagem criada pela autora.

No processo de paralelismo foi identificado um processo repetitivo e crescente,
aumentando o nimero de processos simultaneos possiveis com a seguinte repeticdo: O Ultimo
namero de processos paralelos + 1.

Para garantir as dependéncias necessarias dos célculos das células a melhor forma de
paralelizar o calculo matricial obedecendo as dependéncias da programacéo dinamica é pelo
processo paralelo na diagonal.

Por exemplo, em uma matriz bidimensional de 5 por 4, a matriz tem 20 posic¢Ges, onde

0s processos paralelos sdo calculados da forma crescente iniciando da seguinte forma:

000102 03
1,0 | 1,1 | 1,2 | 1,3
20 | 21| 22| 23
30| 31 32| 33
40 | 41 | 42 | 43

Figura 64 Exemplo M[5,4] processo 01 - criado pela autora.

00|01 02| 03
1,0 | 1,1 | 1,2 | 1,3
20| 21| 22| 23
30|31 32| 33
40 | 41 | 42 | 4,3

Figura 65: Exemplo M[5,4] processo 02 - criado pela autora.



0001|0203
101,112 |13
20| 21 22|23
303132 33
40 | 41 | 42 | 43

Figura 66: Exemplo M[5,4] processo 03 -

criado pela autora.

00 0102 03
10 | 11| 1,2 | 13
20| 21| 22 | 23
30 31 32 | 33
40 | 41 | 42 | 43

Figura 67: Exemplo M[5,4]- Mantém o valor maximo- criado pela autora.
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A partir deste ponto a forma de paralelismo comeca o processo de contagem regressiva.

00|01 |02]| 03
10 11| 12 | 1,3
2,0 | 21| 2,2 | 2,3
30| 31| 32| 33
40 | 41 | 4,2 | 43

Figura 68: Exemplo M[5,4]- Processo decrescente- Criado pela autora.

Chegando a ultima posicdo da matriz com 1 processo.

00[ 010203
10| 1,112 13
20 [ 21|22 23
30 (313233
40 | 41 | 42 | 43

Figura 69: Exemplo M[5,4]- Ultimo célculo, posicdo maxima da matriz - Criado pela autora.

A partir deste processo de paralelismo é possivel garantir as dependéncias necessérias

para o calculo matricial de M[i-1,j-1],M[i,j-1] e M[i-1,j].

A figura 70 representa o calculo na diagonal da matriz no seu processamento maximo

de célculos simultaneos.
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1,2 2,2 3,2 4,2 5,2 6,2 71,2
1’ 3 2‘ 3 3‘ 3 5’ 3 ?J 3
1,4 2’4 514 ?:4

Figura 70: Representacéo do calculo paralelo de M[i,j], imagem criada pela autora.

Portanto mesmo com a melhor forma de execucdo paralela nos algoritmos 6timos
identificada respeitando as dependéncias do calculo matricial ndo € possivel atingir a eficiéncia
necessaria para busca em grandes quantidades de dados disponiveis nos sites de referéncias
mundiais.

Esta analise foi demonstrada para deixar evidente o0 motivo da necessidade da criagao
de hardwares especificos para minimizar e garantir a eficiéncia adequada e o porqué do
nascimento dos algoritmos baseados na heuristica, capazes de apresentar resultados 40 vezes
mais rapidos do que as melhores implementacGes de otimiza¢des conhecidas dos algoritmos
6timos.

O objetivo desta analise foi identificar a causa raiz desta limitacdo ficando evidente que
é causada devido as técnicas utilizadas da programacdo dindmica em trés pontos: (i) Das
dependéncias das 3 células no célculo matricial; (ii) Da necessidade do célculo de todas as

posicdes da matriz e (iii) da analise do processo de traceback em todas as posi¢oes.

A partir do conhecimento destas limitacdes o objetivo é iniciar o processo de ruptura

das técnicas utilizadas nos alinhamentos 6timos conhecidos atualmente.
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6. CAPITULO 06

6.1. Analises da possibilidade de rupturas

O conhecimento das interferéncia do esquema de pontuacdo no alinhamento das
sequéncias e o entendimento dos pontos responsaveis pelo alto tempo de processamento
motivaram a continuidade dos estudos visando dar inicio ao processo de rupturas destes
métodos.

O principal objetivo da andlise de sequéncias de DNA é a identificacdo de homologias,
e em uma sequéncia desconhecida é o de associa-la a uma familia de proteinas com funcdes
conhecidas. Para isto € necessario comparar as sequéncias com bancos de dados de referéncia
internacionais através dos algoritmos de alinhamentos (ALMEIDA, 2009).

Estes bancos possuem grandes quantidades de informacdes tornando essencial que o
algoritmo de alinhamento retorne resultados com eficiéncia e eficacia.

Para trazer a eficiéncia aos algoritmos Otimos as rupturas dos métodos utilizados
atualmente foram avaliadas, visando resolver e/ou minimizar a necessidade de alto tempo de
processamento dos algoritmos 6timos.

Os estudos da primeira fase demonstraram que € possivel chegar ao melhor alinhamento
partindo da busca dos valores minimos das células da matriz e iniciando o processo de
traceback na ultima posicdo da matriz, uma informacdo importante visto que o objetivo é
quebrar a necessidade da busca do calculo matricial em todas as células da matriz e outros
conceitos existentes atualmente.

Da mesma forma que os algoritmos de Needleman-Wunsch, Smith-Waterman, FASTA
e BLAST, os resultados do loste exibem a similaridade das sequéncias, ou seja, a forma
“simples” de expressar o quanto as duas sequéncias sdo parecidas. Com esta informacgao os
pesquisadores podem afirmar que a sequéncia alvo apresenta X % de similaridade contra a

sequéncia de referéncia.
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O loste mede a porcentagem numérica que a sequéncia alvo esta relacionada a sequéncia
de referéncia, ficando sob responsabilidade do especialista da area da genética analisar se estas

sequencias podem possuir uma homologia ou nao.

6.2. Eficiéncia algoritmica

Em relacdo a precisdo os resultados foram positivos; porém sem o processo de ruptura
o0 algoritmo de loste manteve a mesma complexidade dos algoritmos 6timos de Needleman-
Wunsch e Smith-Waterman, exigindo a mesma quantidade de calculos para chegar ao melhor
alinhamento.

Sem a aplicacdo do processo de ruptura a complexidade algoritmica relacionada ao
tempo de processamento e espaco de memoria necessario ndo apresentaram melhoras, devido
a utilizacao de técnicas similares dos algoritmos 6timos.

Os estudos da busca de resultados 6timos do alinhamento alterando o esquema de
pontuacdo e a busca pelos valores minimos da matriz induziram estudos mais aprofundados
relacionados ao caminho que o processo de alinhamento percorre. Estudos estes com o objetivo
de criar o processo de ruptura da necessidade do célculo de todas as posi¢des da matriz por
meio da identificacdo de padrdes.

Estudos de aprimoramento neste sentido foram feitos para proporcionar ao loste maior
eficiéncia do que os algoritmos 6timos disponiveis nos sites de referéncias mundiais, mantendo
a precisao dos seus resultados.

Os aprimoramentos implementados no loste criaram uma ruptura da dependéncia do
calculo matricial de M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i-1,j], pois esta dependéncia traz uma limitacéo do
calculo de todas as posi¢fes da matriz e limitam a quantidade de processos paralelos

simultaneos.
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A ruptura desta dependéncia foi cautelosamente estudada visando a identificacdo de
padrdes nos caminhos da matriz que os alinhamentos 6timos percorrem com intuito de
minimizar a quantidades de calculos necessarios.

As implementacdes foram cuidadosamente estudadas para manter a eficacia do
algoritmo sem que houvesse perdas de sensibilidades.

Todos os algoritmos 6timos baseado na programacdo dindmica tem a dependéncia de
M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i-1,j], no céalculo matricial e durante o processo de traceback esta
técnica garante o resultado 6timo, mas demanda muito tempo de processamento inviabilizando
a utilizacdo em grandes quantidades de informacoes.

As melhorias aplicadas estdo focadas no calculo matricial retirando esta dependéncia e
as utilizando somente no processo do traceback conforme algumas premissas.

O algoritmo de loste eliminou suas dependéncias das trés células no calculo matricial,
reduzindo dramaticamente a quantidade de calculos necessarios para chegar ao alinhamento
6timo.

A quantidade de calculos necessarios na matriz é calculado pela soma das bases
separadamente multiplicada pela soma das bases da outra sequéncia.

Os pontos calculados (pc) em uma sequéncia de DNA séo:

Yi;jA = A multiplicagdo das somas das bases (A)denina de cada sequéncia;,
2ij T = A multiplicagdo das somas das bases (T)imina de cada sequéncia;
2i+jC = A multiplicacdo das somas das bases (C)itosina de cada sequéncia;

%ijG = A multiplicagdo das somas das bases (G)uanina de cada sequéncia.

e - (ZA>X<ZA> ; (ZT>X<ZT> ; (Zc)x(Zc) ; (zc)x<zc>

Equacdo 20: Pontos calculados da matriz — Criado pela autora
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O esquema de pontuacdo utilizado por todos os algoritmos estudados também foi
eliminado devido sua influéncia negativa em alguns cenarios na busca do resultado 6timo, onde
em alguns casos podem induzir o algoritmo a apresentar resultados menos eficazes devido a
premissa de seguir os caminhos atraves de pontuacoes, seja por células de maior ou menor
valor.

A influéncia negativa do esquema de pontuacédo identificada durante este estudo sera
demonstrada nos resultados comparativos do algoritmo de loste com o algoritmo 6timo
disponivel nos sites de referéncias mundiais através do algoritmo de Needleman-Wunsch.

A representacdo do loste ap6s as rupturas do esquema de pontuacdo e do calculo de
todas as posicdes é representada da seguinte forma.

M([i, j1{if si= tj > x
loste _
Mij =N€Mit1j41, TEMiyg), < €Mjjq

Equacéo 21: Otimizacao de loste — Criada pela autora

Nos métodos 6timos conhecidos atualmente para o alinhamento de duas sequéncias de
15 por 11, seria criada uma matriz bidimensional de M[15,11] sendo necessario o calculo das
165 células obedecendo a dependéncia de M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i-1,j] para obter o melhor
alinhamento.

A ruptura desta dependéncia no céalculo matricial e a criacdo do processo de traceback
analisando os caminhos por N\, T, <, M[i-1,j-1] , M[i,j-1] e M[i-1,j] resultou em uma quantidade
bem inferior de calculos necessarios para o alinhamento 6timo.

Muitas analises foram feitas para que esta ruptura fosse implementada mantendo a
precisao e o alinhamento 6timo do loste.

Para maior compreensdo de como o loste busca o melhor alinhamento, observe o
alinhamento de Needleman-Wunsch e o de loste no conjunto de letras “HEAGAWGHEE” e

“PAWHEAE”.
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O Needleman-Wunsch efetua o célculo de todas as posi¢es da matriz analisando todos
0s caminhos possiveis independente da probabilidade de ser o melhor caminho ou ndo. A

varredura acontece em todas as posi¢des da matriz, conforme apresentado na figura 71.

Figura 71: Calculo Matricial de Needleman-Wunsch - Fonte Alvarenga, 2006

O processo de ruptura do loste cria a matriz bidimensional marcando somente os pontos

que podem formar alinhamentos com paridades.

Figura 72: Pontos calculados da matriz de loste — Criado pela autora
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A varredura acontece nas posic¢des da matriz, onde os pontos foram marcados analisando
possibilidades distintas de alinhamento conforme regras pré-definidas no algoritmo,
seguindo os caminhos de N,«—,1 nestes pontos da matriz.

A melhoria de performance é baseada na quantidade de paridades, podendo variar
conforme os dados de entrada, porém se comparada aos algoritmos 6timos conhecidos
atualmente sempre apresentara um ganho de eficiéncia, pois ndo sera necessario o calculo de
todas as posicdes da matriz.

No cenario apresentado na figura 72, a quantidade de calculos necessarios na matriz foi
de aproximadamente 14%, otimizando neste caso 86% dos calculos matriciais que seriam
necessarios nos métodos atuais de alinhamento dos algoritmos étimos conhecidos.

No algoritmo étimo de Needleman-Wunsch neste cenario foram necessarios 88 calculos

e no loste foram necessarios 13 calculos.

88 00 . e A s ,
Sendo SX = 14,77 , o algoritmo apresentou uma melhora na eficiéncia do calculo

1
x
matricial de aproximadamente 86 %.

Foi pesquisado se existia algum método que efetuasse o processo do calculo matricial
somente pelas posicBes similares da matriz e foi encontrado a matriz de pontos (dot plot) que
comparar duas sequéncias buscando possiveis alinhamentos de caracteres entre as elas.
(CRISTINO, 2015).

A matriz é criada marcando somente as células com paridades da mesma forma que esta
sendo estudado no algoritmo de loste.

A matriz de ponto (dot plot) é um método visual que detecta os possiveis alinhamentos
entre duas sequéncias. Este método ndo efetua o alinhamento das sequéncias, ficando sob

responsabilidade do investigador determinar quais alinhamentos sdo relevantes.

(EHU,2015).
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alpha |q¢§ru1bumen p.0-00025

" A e T4 »
. .

chicken lysozyme
{3

Fig.4. The diagram oblained from a comparison of chicken
lysozyme (left margin, N terminus at lop) and bovine alpha
lactalbumen (upper margin, N terminus at left end)

Figura 73: Resultado da matriz de pontos (dot plot) - Fonte EHU

A figura 74, demonstra o resultado do calculo matricial na matriz de pontos (dot plot)

com filtro e sem filtro.

Sem filtro Com filtro
(L2 ] HE i[5] S t1] g 100 200 300 00 500 600
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Figura 74: Demonstracdo da Matriz de pontos - Fonte EHU

A figura 75, demonstra como a matriz pode ser melhorada visualmente pela aplicagédo
da regra do rigor da quantidade minima de alinhamentos que devem haver entre as posicdes

alinhadas.
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100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
ogtubuptlpano oo luogdy 4
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Figura 75: Matriz de pontos (dot plot) Sem filtro, com filtro, aplicado rigor - Fonte EHU

Este método ndo proporciona o alinhamento das sequéncias, mas demonstra visualmente
as regides que tem a maior probabilidade de conter alinhamentos. Portanto para determinar
qual o melhor alinhamento das sequencias é necessario a utilizacdo de outros métodos de
alinhamento 6timo. (EHU,2015).

No alinhamento de loste € possivel determinar o melhor alinhamento a partir da sua
matriz de pontos. Para que este calculo seja possivel alguns padrées foram estudados
cautelosamente e pré-definidos no seu processo de traceback.

O processo de traceback analisa as dependéncias das trés células da matriz para a busca
do melhor alinhamento seguindo o caminho por N, T, « .

NE trj; & Mj;= Mj_1j4
TE trj; & M;= Mj_y;

« € tri‘j = Mi,j = Mi,j—l

Equacdo 22: Processo de traceback — Criado pela autora baseado na programacéo dinamica
Para maior entendimento da diferenca dos algoritmos de loste e Needleman-Wunsch
observe o0s seus calculos matriciais e seus resultados.
A matriz de pontos do algoritmo de Needleman-Wunsch calcula todas as células e o seu

processo de traceback analisa todos os caminhos da matriz.



‘3\2-24 32 |40 | 48 |56 | 84
9

= Ambas

= gap em cima

= gap embaixo

Alinhamento:

HEAGAWGHE-E
-—-P-AW-HEAE

Figura 77: Matriz de Needleman-Wunsch- melhor resultado — Fonte Alvarenga, 2006.

Determinando o melhor alinhamento pelo caminho na matriz de maior pontuacéo.

911011
Referéncia; E E
Alvo: E E

Figura 78: Resultado do Alinhamento 6timo de Needleman-Wunsch — Criado pela autora
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Score: MATCH (5 * 1) = 5 + MISMATCH (1 * -1) =-1 + GAPS (5 * -2)= -10;

Score =5 + (-1) + (-10) = -6.

Neste caso de score -6.

O loste cria a matriz de pontos marcando somente as células com paridades e efetua o

processo de traceback buscando um caminho linear diagonal de maior nimero de paridades.

HEAGAWGHEE” ¢ “PAWHEAE”.

= Ambas

= gap emcima

= gap embaixo

Alinhamento:

HEAGAWGHE-E
P———AW-HEAE

Figura 79: Célculo da Matriz de IOSTE - Criado pela autora

= Ambas

= gapem cima

= gap embaixo

Figura 80: Melhor caminho de loste. Criado pela autora



98

112(3|4|5|6 |7]|8|9]|10(11
Referéncia: E E
Alvo: E E

Figura 81: Resultado do Alinhamento 6timo de loste — Criado pela autora:

Score: MATCH (5 * 1) =5 + MISMATCH (1 * -1) =-1 + GAPS (5 * -2)= -10;

Score =5 + (-1) + (-10) = -6.

Os dois apresentaram resultados com 0 mesmo score de -6. Este score € considerado o
melhor alinhamento matematico entre as duas sequéncias.

Observe o teste comparativo nas sequéncias de DNA abaixo.

ACTGATTCA
ACGCATCA

No Needleman-Wunsch:

A C T G A T T c A
0 -2 4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18

A 2[@.lo]-2]4]-6]-8]-10]-12]-14
cC 4| 0 [@4@2)L 2| -4|-6|-8|-10
G 6 |-2|2/1[@|2|0]2]-4]-6
c 8 |-4|0[-1[@]1|1]-3|0]-2
A 10| -6 |-2|3|o|@ 2|0 ]-2]2
T 128|402 2 [®@| 2| 0
c 14|-10|-6|-2|-4al 0] 4|2 @ 4
A 16|l-12|8|lals]2|2]1]4

Figura 82: Célculo da Matriz de Needleman - Fonte BCB410 — Course Notes

ACTG-ATTCA

| Ay
AC-GCAT-CA

Figura 83: Alinhamento de Needleman - Fonte BCB410 — Course Notes

112(3|4|5|6|7|8]9]10
Referéncia: | A | C G A|lT C| A
Alvo: A|C G A|T C| A

Figura 84: Alinhamento de Needleman — Criado pela autora Fonte: BCB410
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No loste:

AICITIGIA|T|T|C|A
Al X X X
C X X
G X
C X X
Al X X X
T X X
C X X
Al X X X

Figura 85: Matriz loste — Criado pela autora

Melhor caminho

ACTG-ATTCA
AC-GCA-TCA

Figura 86: Melhor caminho encontrado pelo loste — Criado pela autora

112(3|4|5|6|7|8]9]10
Referéncia: | A | C G A|T C| A
Alvo: A|lC G AlT C| A

Figura 87: Alinhamento de loste- Criado pela autora

Neste teste os dois encontraram o mesmo alinhamento.

Outro ponto importante com a viabilidade da quebra da dependéncia do célculo
matricial das trés células MJi-1,j-1], MJi,j-1] e MJi-1,j] é que todo processo pode ser
executado em paralelo atingindo um alto poder de processamento, uma limitacdo existente
atualmente nos algoritmos 6timos. Esta ruptura visa eliminar a necessidade da criacdo de

hardwares especificos para garantir a performance adequada.

6.3. Teste de eficacia e eficiéncia.
Com a matriz marcada somente nos pontos com paridades, algumas regras tiveram que
ser aplicadas para que o loste chegasse ao melhor alinhamento analisando somente estes

pontos.
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As regras adotadas no processo de traceback do loste seguem as premissas de atingir o
alinhamento com o maximo de células na diagonal MJi-1,j-1] seguindo um caminho linear.

No decorrer da analise do processo de traceback linear nem todos os pontos estardo
marcados com paridades, encontrando pontos da matriz sem marcacgédo, podendo ser um gap
(insercédo ou delecdo) ou um MisMatch (mutacéo).

O célculo dos scores demonstrados foram calculados utilizando o conceito de: Match x
(1) + MisMatch x (-1) + Gap + (-2) através da funcdo de mérito.

No contexto da bioinformatica o objetivo é obter o alinhamento com o maior significado
bioldgico, atribuindo a cada alinhamento calculado um valor utilizando a seguinte expressao:

(ALVARENGA, 2006).
5= Z s(s,(7),5,(7) + G(g)

Figura 88: Funcao de Mérito- Fonte (ALVARENGA,2006)

Sendo s(s1(i), s2(i)) o valor associado ao alinhamento dos caracteres i das sequéncias
sl e s2, e G(g) o valor associado aos espagamentos existentes, sendo a soma dos valores
correspondentes a todos os caracteres alinhados mais os valores correspondentes aos
espacamentos. (ALVARENGA, 2006).

A qualidade de cada par de sequéncias alinhadas é representada por um valor (score). O
score € o valor associado ao alinhamento baseado nas punicGes e premiacfes. As puni¢oes
estdo relacionadas aos gaps e as substituicdes, e as premiacGes estdo relacionadas as
identidades. (ALVARENGA, 2006).

Os valores das punicGes e premiagdes sdo obtidos conforme a alinhamento das

sequéncias par a par que determina o valor do score do alinhamento.
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Dez importantes testes foram escolhidos para demonstrar a identificacdo de padrdes
utilizadas no algoritmo de loste que proporcionaram o alinhamento a partir do seu calculo

matricial reduzido.

Teste 01:

As sequéncias apresentadas sdo de alta similaridade sendo encontrado 12 Match. Na
matriz de pontos calculada no loste € visivelmente facil identificar um caminho linear de
maior quantidade de paridades na diagonal.

O algoritmo de loste é capaz de identificar este caminho com grande quantidade de
paridades na diagonal e a partir dele efetuar o processo de traceback buscando o alinhamento
6timo. O resultado obtido teve a mesma pontuacdo (score) do algoritmo 6timo de
Needleman-Wunsch; portanto para atingir o melhor alinhamento o loste necessitou de
aproximadamente 70% a menos de célculos na matriz comparado com a quantidade de

calculos necessarios pelo algoritmos 6timos de Needleman-Wunsch.

Needleman-Wunsch loste Otimizado

R - O0TIMIZADO
R IR R e 1 7 TG GTTATGGCCAT
Sbict 1 TT-GGT-ATG-CCAT 12 _TTGG_THT_GCCHT
Match:12 MisMatch:0 Gaps: 3: Score:3 Match:12 MisMatch:0 Gaps:3: Score:3
Pontos calculados na matriz: 180 Pontos calculados na matriz: 55
T|T|T|G|G|T|T|A|T|G|G|C|C|A|T T|T|T|G|G|T|T|A|T|G|G|C]|C
TIX[X|X[X[X|X[|X|X[X|X]|X[X|X]|X]|X T|X[X]|X XX X
TIX[X|X[X[X|X[|X|X[X|X]|X[X|X]|X]|X T|X[X]|X XX X
G X | XX XXX X[ X]|x]| X[ x|x|Xx]|x]|X G
G X|X|X|X|X|X[X[X]|Xx]|X|X|X|X]|X]|X G
TIX[X|X[X[X|X[|X]|X[X|X]|X[X|X]|X]|X T|X[X]|X XX X
Al X Ix I I xxxdx I x I x I x x| x| x A X
TUX XXX XXX x| x x| x| x| x| x T X|X]|X X | X X
GX[X[X[X|X]|X]|X|X|X|X|[X[X[X]|X[X G X | X X | X
CIX[X|X|X|X[X[X[X[X|X[X]|X]|X]|X]|X C
CUXIxIxIxIxIx|x| x| x|x|x|x|x]|x]|x C
Al X Ix I x I x I x I x I x x| x| x A X
TUX XXX X x| x | x x| x| x| x| x|x]|x TX|[X]|X X | X X

Figura 89: Analise do teste 01 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch
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Needleman-Wunsch
TITREG| G TRRA T/IGRIC|C|A|T
TITIBG|GTI A TIGIBCIC|A|T

IOSTE
TITIGIGRE T/ A TENG|C|C|A|T
TIT|IGIGIBET/A|TIBG|C|C|IA|T

Figura 90: Demonstracéo do resultado por cores - Criado pela autora

Match:12; MisMatch:0; Gaps: 3. Score=3 (Needleman-Wunsch).

Match:12; MisMatch:0; Gaps: 3. Score=3 (loste).

Os algoritmos de Needleman-Wunsch e o loste apresentaram as mesmas pontuacoes,
porém com alinhamentos distintos. Neste caso ndo existem regras matematicas nos
alinhamentos que possam avaliar qual seria 0 melhor alinhamento, visto que os dois tem o
mesmo score; sendo assim, os dois algoritmos apresentaram resultados de alinhamento

otimo.

Teste 02:

O teste 2 € um caso que demonstra que 0 esquema de pontuacdo utilizado pelos
alinhadores de sequéncias existentes pode influenciar negativamente na busca pelo
alinhamento 6timo.

A ruptura do esquema de pontuacdo aplicada no loste proporcionou a capacidade de
encontrar um alinhamento com score superior ao do algoritmo de Needleman-Wunsch,
apresentando um alinhamento de maior score, de 0 contra o melhor score encontrado por

Needleman-Wunsch de -1.
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Needleman-Wunsch loste Otimizado
Query 1 ATGGC 5 - OTIMIZADO
| |
Shijct 1 AGSCT 5

Match:2 MisMatch:3 Gaps: 0: Score:-1 | Match:4 MisMatch:0 Gaps:2: Score:0

Pontos calculados na matriz; 25 Pontos calculados na matriz; 7
A|lT|G|G]|C A|lT|G|G|C
A|X|X[X[X][|X A|X
G|X|X|Xx|x|x G
G|X|X|Xx|x|x G
clx|x|x|x]|x C X
T|X[X|X]|X|[X T X

>
N

Figura 91: Analise do teste 02 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch
A G
A G

IOSTE
ARBB G| G|C
AN G| G| CH

Figura 92: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:2; MisMatch:3; Gaps: 0. Score=-1 (Needleman-Wunsch).

Match:4; MisMatch:0; Gaps: 2. Score=0 (loste).

Por meio do esquema de pontuacdo da analise de todos os pontos da matriz o algoritmo
de Needleman-Wunsch ndo conseguiu atingir um alinhamento superior a -1 e o loste através
da sua analise nos caminhos com paridades da matriz conseguiu atingir um alinhamento com

score 0.
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Este é um dos exemplos onde o esquema de pontuacéo utilizado pelos algoritmos 6timos
para 0 busca do melhor alinhamento pode confundir o algoritmo fazendo com que retorne
um alinhamento de menor score do que o alinhamento 6timo.

Este esquema de pontuacéo néo é utilizado pelo loste, visto que durante os estudos nos
algoritmos existentes foi identificado este efeito negativo em alguns cenarios; sendo assim a
busca no loste é feita através dos pontos da matriz com paridade e o alinhamento baseado
nas suas regras pré-definidas. Método este que pdde proporcionar maior eficacia neste caso,
visto que encontrou um alinhamento de maior score com a necessidade de somente 30% de
calculos em toda matriz.

O esquema de pontuacdo € responsavel por nortear a analise dos caminhos para a busca
do melhor alinhamento, mas neste caso este esquema de pontuacdo teve um efeito negativo
impedindo o algoritmo de encontrar o alinhamento de maior score encontrado no algoritmo
de loste.

A figura 93, demonstra os resultados das matrizes criadas por Neddlemam-Wunsch e
pelo loste e como chegaram aos alinhamentos apresentados. Note que através do calculo
baseado no seu esquema de pontuacdo com busca pelas células de maiores pontuacbes o
algoritmo de Needleman-Wunsch ndo seria capaz de encontrar o alinhamento encontrado

pelo loste, alinhamento este que teria 0 maior nimero de match.

Needleman-Wunsch loste

0|1|2|3|4a]|s 0|1|2|3]a

AlT|G|G| C AlT|G|G|C

0 0|-2|-4|6|-8]|-10 0la|x
1la|2]2|-2|-4|-6]|-8 1lg X | x
26|42 3|5 -7 2|6 X | x
3/G|6|-4|-3|3|-4]|-6 3|c X
4lc|-8|-7]|5]|4 -5 At .
5/1|-10|-9|-7|-6]|-5

e et
A \ A c |G| c

Figura 93: Matrizes dos melhores alinhamentos do Needleman-Wunsch e loste
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Teste 03:

No teste 3, a sobreposicdo das sequéncias resultaram em um melhor alinhamento, néo
sendo necessaria a aplicacdo de nenhum gap.

Neste cenario tanto o loste como o Needleman-Wunsch conseguiram fazer a mesma
analise chegando as mesmas pontuacdes e 0 mesmo alinhamento; porém o loste chegou a

esta conclusdo com aproximadamente 65% de menos calculos.

Needleman-Wunsch loste Otimizado
Range 1: 1 to 8 Graphics
i Seore EUSIE | 0STE - OTIMIZADO
! R TTGATTG

Query 1 TquaﬂTTl:la 8 ATTGTARG
Shjct 1 ATTGTAAG B
Match:5 MisMatch:3 Gaps: 0 Score:2 Match:5 MisMatch:3 Gaps:0 Score:2

Pontos calculados na matriz: 64 Pontos calculados na matriz: 22
A|T|T|G|A|T|T|G A|T|T|G|A|T|T|G
AlX XXX X X][x]x A|X X
TIX XXX [X[X|X]|X T X
TIX XXX [X[X|X]|X T X
G X [X|X[X[X]|X][x]|X G X X
TIX XXX [X[X|X]|X T X | X X | X
AlX XXX X]X][x]x A
ALX X XXX ]X][X]X A
GX[X|X[X]|X]|X]|x]|Xx G X X
Figura 94: Andlise do teste 03 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch
AlT|T|G G
AT IT|G G

IOSTE
AlT|T|G G
AT IT|G G

Figura 95: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:5; MisMatch:3; Gaps: 0. Score=2 (Needleman-Wunsch).

Match:5; MisMatch:3; Gaps: 0. Score=2 (loste).
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Os proximos testes ndo exibirdo quais foram os pontos calculados na matriz,
demonstrardo somente a quantidade de pontos e o melhor alinhamento encontrado pelos

algoritmos.

Teste 04:

O teste 4 apresenta uma sequéncia com 4 perdas de bases “TATA”. O loste e 0

Needleman-Wunsch chegaram as mesmas pontuac6es, porém com alinhamentos distintos.

Needleman-Wunsch loste Otimizado

I0STE - OTIMIZADO
GTATATAGTACA

Query 1 GTATATAGTACA 12
] 1111
ACA

Sbijct 1 GTA----GT

® G----TAGTACA

Match:8 MisMatch:3 Gaps: 4 Score:0 Match:8 MisMatch:0 Gaps:4 Score:0
Pontos calculados na matriz: 96 Pontos calculados na matriz: 28
loste: Pontuagdes iguais com aproximadamente 70% de menos calculos

Figura 96: Andlise do teste 04 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch
GIT ARBENABEN G| T|A[C|A
GIT AEEIEIEN G T|A[C|A
IOSTE
G TIA[G|T|A[C|A
G TIA|G|T/A[C|A

Figura 97: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:8; MisMatch:0; Gaps: 4. Score=0 (Needleman-Wunsch).

Match:8; MisMatch:0; Gaps: 4. Score=0 (loste).

Em relacdo a eficicia neste caso ndo hd como mensurar matematicamente qual é o
melhor alinhamento, pois os dois algoritmos apresentaram as mesmas pontuacfes e gaps
lineares. Porém em relacdo a eficiéncia, o loste chegou ao alinhamento de score 0 com

aproximadamente 70% de menos calculos.
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Teste 05:

O teste 5 é um teste em uma sequéncia de baixa similaridade. O loste chegou a um
alinhamento de maior score, conseguindo atingir um alinhamento com maior nimero de
bases iguais.

Neste caso 0 esquema de pontuacdo utilizado por Needleman-Wunsch novamente
demonstrou uma influéncia negativa na identificacdo do alinhamento 6timo, visto que ndo
conseguiu alinhar a base Guanina na posicao 7, considerando uma mutacao na posicao 2,
conforme serd demonstrado na figura 99.

Os algoritmos existente de alinhamento 6timo ndo possuem nenhuma regra de
ponderacdo de mutacdo e gap, eles sdo baseados em calculos matematicos para identificar o
alinhamento com maior nimero de bases iguais; porém conforme demonstrado estes calculos
matematicos utilizados com esquema de pontuacdo em alguns casos podem influenciar
negativamente o processo da busca pelo melhor alinhamento.

Os algoritmos 6timos baseados nos seus esquemas de pontuacdes sdo conhecidos como
os algoritmos capazes de atingir alinhamentos de maior score, portanto conforme
demonstrado este esquema em alguns cenarios pode ter uma influéncia negativa no resultado

ndo exibindo o alinhamento 6timo.

Needleman-Wunsch loste Otimizado
12

Query 1 GTATATAGTACA

Sbjct 1 GG--------CA 4

Match:3 MisMatch:1 Gaps: 8 Score:-14 Match:4 MisMatch:0 Gaps:8 Score:-12
Pontos calculados na matriz: 48 Pontos calculados na matriz: 10

loste: Alinhamento com maior pontuacdo com aproximadamente 80% de menos calculos
Figura 98: Analise do teste 05 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch
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Needleman-Wunsch

Figura 99: Demonstracao do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:3; MisMatch:1; Gaps: 8. Score=-14 (Needleman-Wunsch).

Match:4; MisMatch:0; Gaps: 8. Score=-12 (loste).

O loste atingiu um alinhamento de score -12 contra -14 de Needleman-Wunsch com
aproximadamente 70% a menos de célculos.
Neste cenario 0 esquema de pontuacao teve novamente uma influéncia negativa para a

busca do alinhamento 6timo demonstrado na matriz de pontos da figura 100.

Needleman-Wunsch
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 G T A T A T A G T A C A
0 2 |-4|-6]|-8]|-10 -12 | -14 | -16 | -18 | -20 | -22 | -44
1({G6G|-2-1|-3(-5]|-7]-9 -11 | -13 | -15 | -17 | -19 | -21 | -23
2|1 G|-4]-3 4 0 4 6 8 -20 | -22
3| C| -6 5|1-4|-3]|-5]|-6 -9 -10 | -12 | -14 | -16 | 19 | -21
4 | A | -8 7| -61|-5 -6 -7 -10 | -11 | -13 | -15 | -17 | -20
G A A A A I
G C|A
loste
0 1 2|3 4 |5 6|7 8 9 10 | 11 12
0 G| T TI|A|T G A C A
1[G | x X
2| G| x X
3|C X
4 | A X X X X X
G C A
G C A

Figura 100: Matriz de pontos e alinhamentos de Needleman-Wunsch e loste - Criado pela autora
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Os dois algoritmos atingiram os mesmos resultados com score de 4, porém o loste

encontrou o melhor alinhamento com 73% de menos calculos que Needleman-Wunsch.

Needleman-Wunsch

loste Otimizado

NW Score Identities
- 8/12({67%)

Query 1 TCTT@GTEA{?T?T 12

Sbijct 1 AGAACAADGCGT 12

TOSTE - OTIMIZADO
ACAAGACAGCGT

AGAACAAGGCGT

Match:8 MisMatch:4 Gaps: 0 Score:4

Match:8 MisMatch:4 Gaps: 0 Score:4

Pontos calculados na matriz: 144

Pontos calculados na matriz: 38

loste: Atingiu 0 mesmo resultado com aproximadamente 73% de menos calculos

Figura 101: Anélise do teste 06 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch

AlC A
A[G|A

AlG A G|IC|G|T
AlC A G|C|G|T

IOSTE

A A
A A

A G|C|G|T
A G|C|G|T

Figura 102: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:8; MisMatch:4; Gaps: 0. Score=4 (Needleman-Wunsch).

Match:8; MisMatch:4; Gaps: 0. Score=4 (loste).

Teste 07:

O teste 7 foi escolhido para demonstrar a necessidade de medir os pesos do gap e

mutacOes para 0 aumento de precisdo do algoritmo de loste, visto que houve a ruptura do

processo do esquema de pontuagdo responsavel por efetuar esta analise.

O esquema de pontuacdo utilizado pelos algoritmos 6timos induzem o resultado de que

uma mutacdo é melhor que um gap no alinhamento da sequéncia. O algoritmo de

Needleman-Wunsch com seu esquema de pontuacgdo apresentou um alinhamento de maior
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score, Vvisto que neste cenario o algoritmo de loste ndo esta com a regra de ponderacdo de

gaps e mutacdo implementada.

Needleman-Wunsch loste Otimizado
ooy 1 cecemaocs o TOSTE - OTIMIZADO
AN GCC-CTAGCG
Sbjct 1 GCGCAAT-G 8 G-CGCAAT-G

Match:5 MisMatch:3 Gaps: 1 Score:0 | Match:5 MisMatch:2 Gaps: 3 Score:-3
Pontos calculados na matriz: 72 Pontos calculados na matriz: 17

loste: Calculo com uma pontuagdo inferior.

Figura 103: Analise do teste 07 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Sem esta implementacdo, o loste ndo conseguiu prever que uma mutacgdo resultaria em
um melhor alinhamento do que um gap, apresentando um erro na andlise das posi¢des
destacadas de amarelo da matriz, onde usou um gap para alinhar a proxima base, porém neste

caso, uma mutacdo teria um melhor resultado.

clelc]/c|t][ala[c]a
G | X X X
l x | x| x X
x| N X X
c x| x| x X
A X
A X
T X
G | X X X

Figura 104: Pontos da matriz com a identificacdo da falha — Criada pela autora

Needleman-Wunsch

0|1]2|3/4]5]6|7|8
G|C C A G
G|C C A G

IOSTE

0(1/2]3|4|5|6]7]8]9
G C C A G
G C C A G

Figura 105: Demonstragéo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:5; MisMatch:3; Gaps: 1. Score=0 (Needleman-Wunsch).

Match:5; MisMatch:2; Gaps: 3. Score=-3 (loste).
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Para que o loste atingisse um resultado melhor foi aplicada a regra de ponderacédo
responsavel por analisar 0s casos em que uma mutacdo em uma base resulta em um melhor
alinhamento.

O esquema de pontuacdo utilizado pelos algoritmos de alinhamento considera a mutagao
de penalidade inferior ao gaps, porém o loste ndo adota estes esquemas de pontuacdo para
identificacdo do melhor alinhamento; visto que este método pode ter influéncia negativa.
Uma regra de ponderacdo de mutacao foi aplicada para suprir a necessidade de ponderagédo
por meio de uma analise cautelosa da identificacdo de padr6es em alinhamentos onde uma
mutacdo em uma base resulta em um melhor alinhamento do que um gap.

A regra de ponderacdo da mutacdo foi implementada por meio da identificacdo de
padrdes onde as mutacdes tendem a resultar em um melhor alinhamento.

A figura 104 demonstra o padrdo identificado para a aplicacao da regra de ponderacao
da mutacéo.

As células marcadas nas posicGes destacadas de amarelo tem uma paridade na diagonal
na posigdo de M[i,j,j-1] e M[i-1,j]. O caminho linear na diagonal de M[i-1,j-1] demonstra a
identificacdo de uma paridade e a marcacdo na célula de MJi-1,j] demonstra que a proxima
posicdo possui a mesma base de nucleotideos, nestes casos uma mutagdo nesta base resultara
em um melhor alinhamento. Este exemplo evidéncia o padréo identificado para a regra de
ponderacdo da mutacéo.

Observe o resultado na figura 106 apds a aplicacdo da regra de ponderacdo de mutagéo

(as outras regras foram mantidas).
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Needleman-Wunsch loste Otimizado
Guery 1 GCCCTAGES 9 TOSTE - OTIMIZADO
, RN GCCCTAGCG
Sbjct 1 GCOGCRAT-G 8 GCGCHHT_G
Match:5 MisMatch:3 Gaps: 1 Score:0 | Match:5 MisMatch:3 Gaps: 3 Score:-4
Pontos calculados na matriz: 72 Pontos calculados na matriz: 17
loste: Atingiu 0 mesmo resultado com aproximadamente 76% de menos célculos

Figura 106: Analise do teste 07 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Needleman-Wunsch

ol
sH:

cIALR

alinhamento por cores - Criado pela autora

C
G|C

G
G
¢do do

Figura 107: Demonstra

Match:5; MisMatch:3; Gaps: 1. Score=0 (Needleman-Wunsch).

Match:5; MisMatch:3; Gaps: 1. Score=0 (loste).

Com a regra de ponderacéo aplicada o loste conseguiu atingir o alinhamento 6timo com

0 mesmo score de Needleman-Wunsch.

Teste 08:

O teste 7 demonstrou o padrao identificado para a ponderacéo da mutagcdo em uma célula
sem marcacdo, porém ndo temos regras definidas de ponderacdo em células sem marcacao
para gaps. O teste 8 foi escolhido para demonstrar que a regra de ponderacdo também deve
ser aplicada para os gaps.

A figura 108 demonstra o resultado sem a aplicacdo da regra de ponderagéo de gaps no

algoritmo de loste.
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Needleman-Wunsch loste Otimizado

ranreme 1 0S5TE - OTIMIZADO
(|3||: ; GCCACGGGGTCCAGC
' G-C-CA———-CCCGC

Match:9 MisMatch:0 Gaps: 6 Score:-3 | Match:7 MisMatch:2 Gaps: 6 Score:-7

Pontos calculados na matriz: 77 Pontos calculados na matriz: 17

loste: Atingiu a maior pontuacdo com aproximadamente 77% de menos calculos
Figura 108:Analise do teste 08 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Sem a aplicacdo da ponderacdo de gaps essencial neste alinhamento, o loste néo foi
capaz de atingir o resultado do melhor alinhamento, visto a necessidade da ponderagédo

também de gaps para células sem marcacao.

Needleman-Wunsch
0/1|2(3(4|5|6|7|8|9|10|11(12|13|14
G|C|IC|A c|C G|C
G|C|C|A c|C G|C

IOSTE
0(1/2|3|4|5|6|7|8|9|10(11|12|13|14
G C C c|C G|C
G C C c|C G|C

Figura 109: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:9 MisMatch:0 Gaps: 6 Score:-3 (Needleman-Wunsch).

Match:7 MisMatch:2 Gaps: 6 Score:-7 (loste).

No caso apresentado na figura 109, o algoritmo teria que deixar de alinhar as bases
Citosina na posicao 4, para considerar um gap nas posicoes 4 e 5 garantindo um resultado de
maior score.

Identificados alguns padrdes foram acrescentadas regras de ponderacdo de gaps no

algoritmo de loste, onde apesar do gap nos algoritmos que utilizam o esquema de pontuacédo
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apresentarem a maior penalidade -2, em alguns cenarios esta penalizacdo pode resultar em
um alinhamento de maior score.

Com as duas regras de ponderacdo definidas ndo no esquema de pontuacéo de -1 para
MisMatch e -2 para gap, mas nos seus padrdes identificados onde um MisMatch ou um gap
resultam em um melhor alinhamento, o loste foi capaz de encontrar o melhor caminho.

Baseado nestas regras observe alguns alinhamentos analisados pelo loste na figura 110.

B filef T Usersflenowaf
Caminho 82

GCCACGGGGTCCAGC
G-C-CA--——-CCCGC

Caminho 03

GCCACGGGGTCCAGE
GCCACCCGC

Caminho B4

GCCACGG-GGTCCAGE
GCCACCC-GC

Caminho B85

GCCACGGGGTCCAGE
CC-GC

Melhor caminho

GCCACGGGGTCCAGC
GCCAC CC-GC

Figura 110: Caminhos percorridos pelo IOSTE — Criado pela autora

A figura 110 demonstra no caminho 02 que o loste encontrou o alinhamento apresentado
anteriormente como o de maior score; porém com o0 aumento de ponderagdo de gaps e
MisMatch o loste conseguiu encontrar outro alinhamento de maior score no caminho 05.
Alinhamento este igual ao encontrado pelo algoritmo de Needleman-Wunsch.

Com a aplicacao da ponderagdo maior dos efeitos de gaps e MisMatch em células sem
marcacdes, o loste chegou ao alinhamento de maior pontuagéo, assim como o algoritmo de

Needleman-Wunsch.
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Needleman-Wunsch
G|C|C C
G|C|C C
G|C|C C
G|C|C C

Figura 111: Demonstracdo do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:9 MisMatch:0 Gaps: 6 Score:-3 (Needleman-Wunsch).

Match:9 MisMatch:0 Gaps: 6 Score:-3 (loste).

Com a aplicagao destas regras o algoritmo de loste manteve a sua necessidade de calculo
de 70% a menos comparado com os algoritmos de alinhamentos étimos e aumentou a sua

precisdo analisando estes pontos em uma escala dos 5 melhores caminhos.

Teste 09:

No teste 09, 4 andlises distintas do loste nos caminhos da sua matriz apresentaram os
mesmos resultados, demonstrando que neste caso o melhor alinhamento nos 5 melhores
caminhos analisados pelo loste, 4 deles resultaram no mesmo alinhamento, dando uma maior
confiabilidade de que este é o melhor alinhamento de maior score ndo havendo outro melhor

alinhamento.

Needleman-Wunsch loste Otimizado
12 Melhor caminho

Query 1  ACCGTAT

Sbjct 1  A--GTAC

ACCGTATGCGTA
A--GTACGCGTA

Match:9 MisMatch:1 Gaps: 2 Score:4 Match:9 MisMatch:1 Gaps: 2 Score:4

Pontos calculados na matriz: 120 Pontos calculados na matriz: 30

loste: Atingiu a mesma pontuagdo com aproximadamente 75% de menos célculos
Figura 112: Analise do teste 09 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch




A--GTACGCGTA

Melhor caminho

ACCGTATGCGTA
A--GTACGCGTA

Figura 113: Possiveis melhores alinhamentos estudados pelo loste- Criado pela autora

Needleman-Wunsch
A GITIA|T|IG|IC|G|T|A
A G|ITIA|C|G|IC|G|T|A
IOSTE
A G| TIA|T|IG|C|G|T|A
A G|ITIA|C|G|IC|G|T|A

Figura 114: Demonstracao do alinhamento por cores - Criado pela autora

Match:9 MisMatch:1 Gaps: 2 Score:4 (Needleman-Wunsch).

Match:9 MisMatch:1 Gaps: 2 Score:4 (loste).
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Os dois algoritmos encontraram os mesmos alinhamentos e 0 mesmo score, portanto o

loste encontrou com 75% a menos de calculos necessarios.
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Teste 10:

O teste 10 foi escolhido para fechar os cenarios importantes que deram ao loste as regras
para garantir a sua precisao. Este teste demonstra como o loste pode chegar a alinhamentos
de maior score gque o algoritmo de Needleman-Wunsch devido a sua busca do alinhamento

Otimo por regras pré-definidas e ndo por esquemas de pontuagdes na matriz.

Needleman-Wunsch loste Otimizado
Range 1: 1 to 11 Graphics
NW Score Identities H .
B elhor caminho
-3 10/16(63%)
Query 1 AATTGGATCCGGTTAA 16 ARTTGGATCCGGTTAA
, IR AR-T-GAT-CGG--AA
Sbjct 1  AAT--GATCGG---2A 11
Match:10 MisMatch:1 Gaps: 5 Score:-1 Match:11 MisMatch:0 Gaps: 5 Score: 1
Pontos calculados na matriz: 176 Pontos calculados na matriz: 49
loste: Atingiu uma pontuagdo maior com aproximadamente 72% de menos célculos

Figura 115: Anélise do teste 10 - Criado pela Autora- Fonte loste e Needleman-Wunsch

Conceitualmente o algoritmo de Needleman-Wunsch exibe como retorno o alinhamento
6timo através de sua analise de todos os pontos da matriz; ou seja, o resultado mais preciso,
onde sdo analisados todos os possiveis alinhamentos e exibido o alinhamento de maior
pontuacdo, que neste caso foi de -1, porém o loste foi capaz de apresentar um alinhamento
com o score maior de 1, evidenciando que o esquema de pontuacdo utilizado pelos
algoritmos de alinhamento de sequéncia podem ter influéncia negativa na busca pelo

resultado 6timo.

Needleman-Wunsch
0(1(2|3|4|5|6|7|8[9|10|11|12|13|14 |15
AlA|T G|IA|T|C G Al A
AA|T G|A|T|C G AlA

IOSTE
0 617819101112 |13(14 |15
A AlT CIG|G AlA
A AT C|G|G Al A

Figura 116: Demonstra¢éo do alinhamento por cores - Criado pela autora
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Match:10 MisMatch:1 Gaps: 5 Score:-1 (Needleman-Wunsch).

Match:11 MisMatch:0 Gaps: 5 Score: 1 (loste).

O algoritmo de Needleman-Wunsch com seu esquema de pontuacédo nédo foi capaz de
encontrar o alinhamento de maior score encontrado pelo loste, considerando uma igualdade
na posicdo 9 e uma mutacdo na posi¢do 10. O loste foi capaz de prever que um gap na posi¢do
9 poderia causar uma igualdade na posi¢cdo 10, com esta andlise o loste conseguiu alinhar as

posicdes 10,11 e 12, alinhamento este que o algoritmo de Needleman-Wunsch nédo pdde

identificar.

Needleman-Wunsch
112|13|4|5|6|7|8[9|10(11|12(13|14|15|16
AlA|T G|A|T|C G Al A
AlA|T G A|T C. G Al A

IOSTE
1121345678910 11 12\13 14 | 15| 16
A AT C|G]|G Al A
A AT C|IG]|G AlA

Figura 117: Destaque das posices com divergéncias - Criado pela autora

Note que o algoritmo de Needleman-Wunsch alinhou as bases das posi¢fes 9, desta
forma acabou gerando um mutacéo na posicédo 10 e um gap na posi¢éo 12, perdendo neste
alinhamento -3 pontos e ganhando 2 pontos na posi¢do 9 e 11. Total -3 + 2 =-1.

O esquema de ponderacdo do loste foi capaz de atingir maior precisdo do que o
algoritmo de Needleman-Wunsch.

Note que o algoritmo de loste conseguiu prever gue um gap na posic¢éo 9 resultaria em
3 paridades na posicdo 10,11,12. Desta forma com o gap na posicdo 9 resultou de -2 e as
igualdades nas posicdes 10,11 e 12 de 3 pontos. No total de -2+3 =1 ganhando 1 ponto a

mais no score.
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Este exemplo demonstra que as regras definidas no loste podem apresentar maior
eficiéncia e eficacia do que os alinhamentos 6timos existentes baseados em esquemas de
pontuacao.

Com todas as regras pré-definidas foi analisado mais uma melhoria em termos de
expressar um alinhamento simples de maior score e com mais sentido biolégico.

O alinhamento encontrado pelo loste com o score de 1 pode ser melhorado com a

implementacao da ultima regra que garante ao loste um alinhamento 6timo de mais sentido

bioldgico.
7181910111213 |14|15|16
AT C|G|G AlA
AlT C|G|G AlA

Figura 118: Resultado do loste de maior score- Criado pela autora

Matematicamente um gap na posi¢cdo 3 ou 4 da base T, ndo faz nenhuma diferenca
matematica, pois as duas formas de alinhamento atingem as mesmas pontuaces.
Portanto este alinhamento pode ser alterado com o gap da posicdo 3 para a posicao 4

mantendo o0 mesmo score 1 da seguinte forma.

112(3|/4|5/6|7(8[9|10]11|12|13|14|15|16
AlA|T G|A|T C|G|G AlA
AA|T G A|T C|G|G Al A
Figura 119: Resultado do loste com alteracéo da posicéo dos gaps - Criado pela autora

Os dois alinhamentos apresentados na figura 118 e 119 possuem o mesmo score de 1 e
neste caso para identificar qual deles tem mais sentido biolégico devem ser analisados seus
gaps lineares. O alinhamento da figura 118 possui gaps nas posi¢des 3 e 5 e 0 alinhamento

da figura 119 os gaps estdo nas posicoes 4 e 5 seguindo um padréo linear.
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E mais provavel que durante o processo evolutivo haja uma introducdo de um grande
gap do que de pequenos gaps; segundo este conceito, 0 alinhamento de maior score com
gaps lineares tem mais sentido bioldgico (WILL, FALL, 2011). Sendo assim, apesar de
apresentarem o mesmo score o alinhamento da figura 119 € considerado como o alinhamento
de mais sentido bioldgico.

Para garantir ao loste um alinhamento 6timo com mais sentido biolégico mais duas
regras foram aplicadas no algoritmo proporcionando a capacidade de analisar o melhor
alinhamento buscando por alinhamentos com gaps lineares, concluindo os padrdes e regras

para a busca do melhor alinhamento pelo loste.

6.4. Padroes identificados e pré-definidos no algoritmo de loste
O algoritmo comeca a analise pela ultima posicao da matriz com paridade M[i,j] = X e inicia

0 processo de traceback da seguinte forma:

Anélise 01: Para cada par de bases € analisado se a célula de M[i - 1, j - 1] est4 marcada,
caso esteja ¢ considerado um ‘““‘casamento com €xito” para as bases iguais, € ““ casamento sem
éxito” para bases diferentes.

Caso 0 algoritmo ndo tenha encontrado marcacao da posicdo de M[i - 1, j - 1] é analisado
se a célula de MJi - 1, j] tem paridade (Gaps em j). Caso o algoritmo siga pelo caminho de M,
j - 1] (Gaps em i) a verificacdo de ponderacdo dos efeitos dos gaps em j € analisada antes de
seguir pelo gap em i.

Caso o algoritmo ndo tenha encontrado o melhor caminho em MJi - 1, j] é analisado se a
célula de MJi, j - 1] tem paridade; (Gaps em i). Caso o algoritmo siga pelo caminho de M[i-1,
j1 (Gaps em j) a verificacdo de ponderacdo dos efeitos dos gaps em i € analisada antes de seguir

pelo gap em j.
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Caso nenhum destes caminhos seja considerado o melhor, o algoritmo considera esta base
COmMO uma mutacao.

Analise 02: Para cada par de bases ¢ analisado se a célula de M[i - 1, j - 1] esta marcada,
caso esteja € considerado um “casamento com €xito” paras as bases iguais e “ casamento sem
€xito” para bases diferentes.

Caso o0 algoritmo nédo tenha encontrado marcagéo da posicdo de M[i - 1, j - 1] € analisado
se a célula de M[i - 1, j] tem paridade (Gaps em j). Caso o algoritmo siga pelo caminho de M[i,
j - 1] (Gaps em i). A verificacdo de ponderacédo dos efeitos dos Gaps em j € analisada antes de
seguir pelo gap em i.

Caso o0 algoritmo ndo tenha encontrado o melhor caminho em MJi - 1, j] é analisado se a
célula de MJi, j - 1] tem paridade; (Gaps em i). Caso o algoritmo siga pelo caminho de M[i-1,
j1 (Gaps em j) a verificacdo de ponderacao dos efeitos dos Gaps em i é analisada antes de seguir
pelo gap em j.

Caso nenhum destes caminhos seja considerado o melhor, o algoritmo considera esta base
como um gap.

Analise 03: E analisado a sobreposicdo das duas sequéncias, ndo penalizando nenhuma
base com gaps.

Anélise 04: Tem as mesmas regras da andlise 01, porém com uma analise a mais quando
encontra uma paridade.

Este caminho analisa se a célula de M[i - 1, j] est4 marcada e a célula da posi¢édo M[i - 1,
- 1] ndo estd marcada, caso o cenario seja positivo o algoritmo considera esta base um gap em
Jj ao invés de uma paridade.

Esta regra faz com que o algoritmo penalize com um gaps, caso a proxima sequéncia seja
um gaps. Fazendo um alinhamento com gaps lineares, visto que os gaps lineares tem mais

sentido bioldgicos do que os gaps ndo lineares.
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Analise 05: Tem as mesma regras da analise 02, com uma regra a mais da ponderacédo dos
gaps lineares.

Esta ponderacdo € a mesma aplicada na andlise 4 dos gaps lineares. Analisa se a célula de
M[i - 1, j] estd marcada e a célula da posi¢do M[i - 1, j - 1] ndo esta marcada, caso o cenario
seja positivo o algoritmo considera esta base um gap em j ao invés de uma paridade.

Esta regra faz com que o algoritmo penalize com um gaps a base caso a préxima sequéncia
seja um gap, fazendo um alinhamento com gaps lineares.

Analise 06: Tem as mesmas regras da analise 01, mais as regras da analise 4 com a
ponderacdo dos gaps lineares, com a adicdo da regra da analise quando encontro de igualdades
ou mutacdo na diagonal M[i - 1, j - 1].

Verificar se M[i - 2, j - 2] esta marcado na matriz, caso esteja considerar como “casamentos
com €xito” caso as bases sejam iguais ou ‘“casamentos sem €xitos” caso as bases sejam
diferentes. Caso M[i - 2, j - 2] ndo esteja marcada verificar gap em M[i - 1, j] e M[i, j - 1].

Anélise 07: Tem as mesmas regras da analise 2, mais as regras da analise 5 com a
ponderacao dos gaps lineares, mais a adi¢do da regra da analise quando encontro de igualdades
ou mutacdo na diagonal M[i - 1, j - 1]

Verificar se M[i - 2, j - 2] esta marcado na matriz, caso esteja considerar como “casamentos
com éxito” caso as bases sejam iguais ou “casamentos sem €xitos” caso as bases sejam
diferentes.

Caso M[i - 2, j - 2] néo esteja marcada verificar gap em M[i - 1, j] e M[i, j - 1].

6.5. Regras definidas para analise dos pontos calculados na matriz.
Na analise do melhor alinhamento das sequéncias “ATTGGATCGGTTAA” e

“AATGATCGGAA” a matriz ¢ marcada da seguinte forma:
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AAATT G ATCGG T T A A

>> 000600 -4>»060 4> >

Figura 120: Pontos calculados da matriz - Imagem criada pela autora

Com todos estes pontos analisados e marcados o algoritmo de loste analisa os pontos da
matriz com marcagdes com maior probabilidade de atingir alinhamentos lineares com maior
namero de paridades. Os pontos da matriz com baixo nimero de marcacdes de caminhos
lineares na diagonal séo excluidos, pois este fator indica que estes caminhos certamente ndo

possuem alinhamentos de maior score, ndo sendo necessario a analise destes pontos.

AATTGATCGG T T A A

> 0606 0 4> 604 > >

A
Figura 121: Eliminag&o dos pontos distantemente relacionados na diagonal - Imagem criada pela autora

Os pontos destacados de cinza foram eliminados devido sua probabilidade proxima da nula
de apresentarem alinhamentos 6timos. O loste analisa somente as células com caminho linear

de maior nimero de paridades baseado nas paridades marcadas na diagonal. Este fator indica
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que neste caminho o algoritmo encontrard um alinhamento com maior nimero de bases
alinhadas.
Com este caminho identificado, o algoritmo inicia a analise do melhor alinhamento baseado
nas suas regras pré-definidas.
Segue o exemplo da analise interna do caminho identificado pelo loste nas sequéncias
“ATTGGATCGGTTAA” e “AATGATCGGAA”.
Anélise 01: Caminho 01.

AATTGATCGGTTAA

>P>O6OO-A>»0-PD>

Figura 122: Matriz do Caminho 1 encontrado - Criado pela autora

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
N A RElEED A TIRICIGIGIT T A A
B ~ABEE A~ TEATTclele A A

Figura 123: Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 01 - Imagem criada pela autora

Caminho 01

AATTGAT-CGGTTAA
-A——ATGATCGGAA
score=—10

Figura 124: Melhor alinhamento - Caminho 01 - Imagem criada pela autora.
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Analise 02: Caminho 02.

A ATTGATU CGGTTAA

Figura 125: Matriz do Caminho 2 encontrado - Criado pela autora

> > 60 060 4> 060 4> >

9 10 11 12 13 14
G G il A A
G ¢ BN A A

Figura 126: Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 02 - Imagem criada pela autora

> >~
> >N
i N
@6 o
> > o
— -~
00

3
[=]

Caminho B2

AATTGATCGGTTAA

AA-TGATCGG--AA
SCore=9
Figura 127: Melhor alinhamento - Caminho 02 - Imagem criada pela autora.

Anélise 03: Caminho 03.

A ATTGAT CGGTTAA

> > 60600 4> 60 4> >

Figura 128:Matriz do Caminho 3 encontrado - Criado pela autora



126

1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
TGATCGGIT T AA
BERAATGATCGIGE AA

Figura 129: Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 03 - Imagem criada pela autora

BE -

Caminho B3

AATTGATCGGTTAA
———AATGATCGGAA
score=—13

Figura 130: Melhor alinhamento - Caminho 03 - Imagem criada pela autora.

Andlise 04: Caminho 04.

A ATTGATICGGTTAA

> >0 6060 4> 6 - > >

Figura 131: Matriz do Caminho 4 encontrado - Criado pela autora

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AATHEIGATCGIEEERET A A
AATIEBIcGATCGEIEG A A

Figura 132: Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 04 - Imagem criada pela autora

(@)

Caminho 04

AATTGATCGGTTAA
AAT-GATCG--GAA

score=J
Figura 133: Melhor alinhamento - Caminho 04 - Imagem criada pela autora.
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Analise 05: Caminho 05.

A ATTGATU CGGTTAA

> > 60 060 4> 060 4> >

Figura 134: Matriz do Caminho 5 encontrado - Criado pela autora

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AATHEIGATCG IR A A
AATHEBIcATCG BB A A

Figura 135: Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 05 - Imagem criada pela autora

AATTGATCGGTTAA
AAT-GATCGG——-AA

SCOore=9
Figura 136: Melhor alinhamento - Caminho 05 - Imagem criada pela autora.

Anélise 06: Caminho 06.

A ATTGATT CGGTTAA

> > 60600 4> 60> >

Figura 137: Matriz do Caminho 6 encontrado - Criado pela autora
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AATIHEEIGATCGIEEET A A
AATIEIGATCGIEEIEG A A

Figura 138 Melhor caminho encontrados pela regras do caminho 06 - Imagem criada pela autora

Caminho 86

AATTGATCGGTTAA
AAT-GATCG--GARA
score=3

Figura 139: Melhor alinhamento - Caminho 06 - Imagem criada pela autora.

Anélise 07: Caminho 07.

AATTGAT CGGTTAA

> > 60 60 4> 60 -4 > >

Figura 140: Matriz do Caminho 7 encontrado - Criado pela autora

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
AATHEIGATCG IR A A

AATEBIcATCG G I A A

Figura 141: Melhor caminho encontrado pelas regras do caminho 07 - Imagem criada pela autora

aminho @7

ARTTGATCGGTTAA
AAT-GATCGG--AA

Figura 142: Melhor alinhamento - Caminho 07 - Imagem criada pela autora.
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Os scores encontrados nos 7 caminhos analisados nos pontos da matriz com maior
probabilidade de conter o melhor alinhamento foram:
Score =5 (Caminho 02, Caminho 05 e Caminho 07); Score=3: (Caminho 04 e Caminho
06); Score=-10: (Caminho 01) e Score= -13: (Caminho 03).

Os alinhamentos dos caminhos 2, 5 e 7 foram os alinhamentos de maiores pontuacdes.

Melhores alinhamentos

Caminho 02

AATTGATCGGTTAA AATTGATCGGTTAA

AR-TGATCGG--AA AAT-GATCGG—-AA

score=5

Figura 143: Alinhamentos de maior score - Criado pela autora

Neste caso o0 alinhamento 6timo das sequéncias “AATTGATCGGTTAA” e
“AATGATCGGAA” sdo os alinhamentos de score 5, podendo ser alinhados conforme as
figuras 144 e 145. Neste caso ndo ha como mensurar qual dos dois € o melhor alinhamento visto

gue os dois apresentaram 0S mesmos scores e gaps lineares.

SequénciaRef [AJA|TIHRBGIA|TICIGICGEREREA|A
Sequénciaalvo: [A|A (TR G| A |T|C |G |G ElEN A A
Figura 144: Alinhamento 6timo5 e 7 - Criado pela autora
SequénciaRef |A/ABBT GIA|T|C | G|C HEER A | A
Sequénciaalvo: A |A BT | G/A|T|C | G| GC ElEN A |A

Figura 145: Alinhamento 6timo 2 - Criado pela autora

AAA T TG ATCG G T T A A
N

K
< J

N

> 000 4A>0 4> >
A

Figura 146: Pontos calculados da matriz - Imagem criada pela autora
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O alinhamento no algoritmo de Needleman-Wunsch com a analise em todas as posi¢oes

da matriz encontrou 0 mesmo resultado encontrado pelo algoritmo de loste.

14
11

Figura 147: Melhor alinhamento de Needleman-Wunsch - Fonte NCBI

O loste foi capaz de encontrar o mesmo alinhamento 6timo de Needleman-Wunsch com
a anélise somente nos pontos de paridades da matriz por meio das suas analises incrementais

distintas.

6.6. Analises finais do algoritmo de loste

Todas as andlises e testes demonstrados foram estudados para analisar a viabilidade de
identificacdo do alinhamento 6timo por meio das rupturas das técnicas utilizadas atualmente
pelos algoritmos étimos existente.

Os resultados foram promissores e deram embasamento para a criacdo deste novo
método denominado de loste para o alinhamento de sequéncias de DNA.

Esta nova abordagem visa a capacidade de atingir o alinhamento 6timo com uma
porcentagem bem inferior de célculos e resultados em alguns casos de maiores scores que 0sS
métodos atuais responsaveis por encontrar o alinhamento 6timo simples das sequéncias.

O célculo da matriz bidimensional marcando somente as posi¢cbes com paridades e
analise destes pontos deram ao loste a sua capacidade de alinhamento étimo de sequéncias.

Em um alinhamento de uma sequéncia com maior nimero de bases estas regras podem
estar presente em varias partes do alinhamento, podendo ser encontradas mais de uma regra
em pontos diferentes do alinhamento.

Exemplo:

Regra 01 Regra 02 Regra 02 Regra 07 Regra 03
AATTTCCGT | GGGGTGTCC | TTAACCAC | TACTACTA | TATATA
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O estudo e a identificacdo destes padrbes proporcionaram o conhecimento necessario
para a criacdo da implementacéo final do algoritmo de loste, fazendo a Gltima ruptura do
algoritmo que foi a retirada do processo de traceback baseado nas 7 regras individuas.

Estas regras foram incorporadas coletivamente, concluindo desta forma a anélise deste

novo método para a busca do alinhamento étimo simples de sequéncias de DNA.

6.7. Método de alinhamento
O célculo da matriz de pontos do loste se manteve com a criacdo da matriz
bidimensional analisando seus eixos x e y, marcando todas as células que tiverem paridades.

Exemplo na figura 148.

>0 > o> >

Figura 148: Matriz de pontos do loste - Criado pela autora

Sendo implementado as seguintes rupturas: (i) do esquema de pontuacdo, (ii) das
dependéncias do célculo de todas as posi¢Ges da matriz e (ii) do céalculo de cada célula com
as dependéncias de MJi-1,j-1], M[i-1,j] e M[i,j-1].

Com estas rupturas o loste tem um alto poder de execucgéo paralela, visto que houve a

quebra da dependéncia dos célculos das 3 células de posigdes antecessoras.
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Processo de identificacdo do melhor caminho

O processo de traceback analisa os caminhos lineares de maior numero de paridades,
esta analise € feita na diagonal nos eixos x e y.

Para determinar o melhor caminho é feita a analise da quantidade de paridades
encontradas menos a quantidade de posi¢fes sem alinhamento nestes caminhos seguindo um
caminho linear por \,«—e¢ 1.

Com o melhor caminho identificado na matriz de pontos inicia-se 0 processo de
alinhamento das sequéncias.

O loste tem a capacidade de analisar o melhor caminho seguindo o caminho linear na
diagonal seguindo o processo de traceback com as regras de M[i-1, j -1] , M[i, j-1] e M[i-
1,j], de baixo para cima da matriz.

Com o melhor caminho identificado na matriz € iniciado o processo de alinhamento das

sequéncias.

Processo de alinhamento das sequéncias

Nesta fase o loste tem todas as posi¢des do melhor caminho com paridades identificadas
e todas as posicdo das sequéncias i e j ndo alinhadas também identificadas. Iniciando o
processo de alinhamento simples das sequéncias por meio das analises de padrbes pré-
definidos.

Por meio deste método foi possivel identificar em alguns cenarios alinhamentos de
maiores score do que os encontrados pelos algoritmos étimos conhecidos atualmente em
alguns cenarios.

Seguem alguns exemplos:
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Exemplo 01:
O algoritmo de Needleman-Wunsch apresentou como o alinhamento de maior score de -1 e 0

loste de 1.

Needleman-wunsch loste

A A

I N . R
Sbjct 1 AAT--GATCGE-—--AA 11 AATTGGATCCGGTTAA
AAT - -GATC-GG- -AA

score = 1

Figura 149: Resultado de Needleman-Wunsch - Fonte NCBI e loste, extraido o alinhamento de loste.

Needleman-Wunsch — score: -1
A|A|T G|A|T
A|A|T G|A|T
1|1(1(-2|-2|1]|1]1
loste -score: 1
A|lA|T G|A|T|C G|G A
A|lA|T G|A|T|C G|G Al|A
i1|11(1|-2|-2|1(1|1f1|-2|1|1|-2|-2|1]|1

Na figura 150, observe o resultado aumentando o nimero de pares de bases.

Needleman ~Wunsch

Query 1 AATTGEATCCGETTARRATCGATCGEARRATGATCGEARAATTGGATCCGETTAR 54

Frr e FEErrrerrrerrrerrreerrrerer el Il
Sbjct 1  AAT--GATCGG---RAAATGATCGGAARATGATCGERAAAT--GATCGG---AR 44

Match = 42; MisMatch = 2; Gaps= 10.
loste

AATTGGATCCGGTTAAAATGATCGGAAAATGAT CGGAAAAT TGGATCCGGTTAA

AAT - -GATC -GG - - AAAATGATCGGAAAATGATCGGAAAAT - -GATC -GG - - AA

Match = 44; MisMatch = 0; Gaps= 10.

Figura 150: Resultado de Needleman-Wunsch - Fonte NCBI e loste, extraido o alinhamento de loste.

Exemplo 02:
Neste exemplo o melhor alinhamento encontrado por Needleman-Wunsch foide 0 e o

loste de 2.

Needleman-wunsch loste

Cusry 1 ACTGATTCR 2

[ R
Sbjct 1 RCGCAT-CR 8

Figura 151:Resultado de Needleman-Wunsch - Fonte NCBI e loste, extraido o alinhamento de loste.



Needleman-wunsch — score: 0
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Note o resultado aumentando o nimero de pares de bases, misturando as sequencias do

exemplo 01 e 02.

Needleman-Wunsch

Cuery 1 ALTTGGATCCGETTARRATGRATCGGARREATGATCGEARRATTGEATCCGETTARRCTCGAT &0

Ler e frrerreerreerreerrrrrreerrr rree e
Sbjct 1  AAT--GATCGG-——ARRATGATCGGRARRTGATCGGARRAT--GATCGG-——-RARACGCAT 50

Cuery &1 TCRACTGATTCR 72

NERERRNARE
Sbjct 51 -CARCTGATTCA 61

Match = 57; MisMatch = 4; Gaps= 11. Score = 31.

loste
AATTGGATCCGGTT TGGATCCGGTT

--GATC -GG - - AAAATGATCGGAAAATGATCGGAAAAT - -GATC - GG - -AAAC-GCAT - CAACTGATTCA

Match = 59; MisMatch = 0; Gaps= 13. Score = 33.

Figura 152: Resultado de Needleman-Wunsch - Fonte NCBI e loste, extraido o alinhamento de loste.

Podendo ser representado por:

MIi, jI{if sitj —» x
loste _
Mj; =NE€Mj_1j-1, TEMi_1;, < €M,

Equacao 23: Representagdo de loste — Criada pela autora
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7. CAPITULO 07

7.1. Conclusédo

Por meio deste estudo alguns pontos importantes puderam ser evidenciados em relacéo
aos itens abaixo:

i) O significado bioldgico do alinhamento de sequéncias genéticas;

Os métodos conhecidos atualmente para o alinhamento de sequéncias sdo baseados em
calculos matematicos, onde através destes calculos os algoritmos buscam obter o alinhamento
com maior nimero de paridades, de acordo com seus métodos especificos.

Nos métodos 6timos estudados nao foi encontrado um processo que garanta o sentido
biolégico dos seus alinhamentos, havendo a analise de paridades puramente matematica,
esséncia esta que também foi identificada nos algoritmos heuristicos, visto que utilizam um
método similar para a busca do alinhamento das sequéncias genéticas (a programacao dindmica
e 0s esquemas de pontuacdes).

A base destes algoritmos sdo calculos matematicos, calculos estes que sdo responsaveis
por nortear a busca do alinhamento 6timo, ndo tendo nenhum controle biolégico destes
alinhamentos pelos algoritmos, sendo alinhamentos simples que buscam matematicamente
encontrar o alinhamento com maior indicio de similaridade.

No alinhamento de loste houve a ruptura do processo de nortear o melhor alinhamento
por meio de calculos matematicos, onde esta analise é feita na matriz analisando o caminho que
obtiver o maior nimero de bases iguais.

Portanto, mesmo com esta ruptura os resultados dos alinhamentos exibidos devem ser
apenas utilizados como um dado importante de similaridade, onde a sua significancia bioldgica
deve ser analisada com critério por um profissional da area da biologia, ndo podendo ser

considerado sindnimo de homologia.



136

Os critérios utilizados por estes especialistas serdo responsaveis por determinar a
significancia biologica de similaridade resultante do alinhamento exibido, ndo devendo ser

puramente observado sem nenhum critério biologico.

i) Os esquemas de pontuagdes;

Em todos os algoritmos de alinhamento estudados foram encontrados esquemas de
pontuacdes, onde estas pontuacdes sdo responsaveis pelo célculo que auxilia na identificagdo
do melhor resultado ou do resultado aproximado.

Os algoritmos étimos baseados nos seus esquemas de pontuacdes sao conhecidos como
os algoritmos capazes de atingir alinhamentos de maior score; entretanto conforme
demonstrado durante este estudo, este esquema em alguns cenarios pode ter uma influéncia
negativa no resultado, limitando os algoritmos de encontrar um alinhamento de maior score.

O algoritmo de loste criou uma técnica que permite a ruptura deste esquema de
pontuacao para a busca do melhor alinhamento e devido a esta ruptura o algoritmo teve o
ganho de precisdo encontrando alinhamentos de maiores scores do que os algoritmos 6timos,
até entdo responsaveis por exibir como resultado o melhor alinhamento computacional

possivel.

iii) Anélise baseada em padroes;

Por meio das regras pré-definidas no algoritmo de loste, foi possivel atingir
alinhamentos de maiores scores sem a necessidade de analisar todos os caminhos da matriz,
visto que o algoritmo de loste identifica 0 melhor caminho através do caminho matricial na
diagonal com maior nimero de paridades, onde suas regras norteiam o alinhamento 6timo

das sequéncias.
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Com um alinhamento baseado em regras, o algoritmo de loste péde exibir alinhamentos
com mais sentido bioldgico.

Uma regra aplicada e demonstrada durante este estudo foi a regra do gap linear, onde
gaps lineares tem mais sentido biologico do que gaps curtos. Regra esta que nao pode ser
aplicada nos algoritmos 6timos atuais, pois se baseiam em calculos matematicos,
dificultando esta analise quando os alinhamentos a serem comparados tiverem 0 mesmo
score. Portanto o algoritmo de loste pode identifica esta variagdo mesmo em alinhamentos
com score iguais, pois analisa as regras além do seu score, podendo dar mais sentido
bioldgico para os seus alinhamentos.

Neste ponto podem ser aplicadas outras regras para garantir mais significancia biolégica
para o alinhamento de loste, visto que atualmente os alinhadores 6timos ndo possuem
nenhuma regra capaz de garantir esta significancia, ficando sob responsabilidade do
especialista da area da biologia.

O objetivo do aumento da significancia bioldgica nos alinhamentos do loste ndo € eximir

a analise do especialista, seria uma fonte a mais para auxiliar o pesquisador a inferir homologia

ou ndo nos alinhamentos exibidos.

O loste demonstrou que é possivel chegar a alinhamentos globais 6timos de maiores
score matematicos com uma necessidade bem inferior de calculos por meio de regras no
processo de traceback.

Demonstrando 4 importantes rupturas dos métodos de alinhamento étimos atuais sendo:

)} Da necessidade do calculo matricial em todas as posi¢des da matriz;

i) Da necessidade do calculo matricial por meio da dependéncia do calculo das

posicdes de M[i-1,j-1], M[i,j-1] e M[i-1, j].
iii) Da necessidade de penalizagdes e premiacdes das bases no calculo matricial.

iv) E da andlise de todos os possiveis alinhamentos para identificacdo do melhor.
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Em relacdo a eficiéncia e eficacia pdde-se concluir que:

Eficacia: Os algoritmos Otimos existentes atualmente podem ndo apresentar 0s
melhores resultados; sendo possivel encontrar resultados mais precisos em alguns cenarios,
conforme demonstrado por meio deste estudo através do algoritmo de loste.

Eficiéncia: A ruptura da necessidade do calculo matricial de todas as posi¢Ges da matriz
pode proporcionar grandes ganhos de eficiéncia, diminuindo dramaticamente a necessidade de

calculos para exibir o alinhamento 6timos das sequéncias.

7.2. Projetos futuros

Os resultados obtidos foram promissores onde estudos mais aprofundados destas
técnicas podem proporcionar novos estudos e boas implementacGes de procedimentos
I6gicos, tendo a capacidade de encontrar resultados étimos iguais ou melhores que os
algoritmos 6timos conhecidos, com o diferencial da necessidade de célculos bem inferior e
de ndo sofrer com a influéncia negativa do esquema de pontuagéo.

A continuidade dos estudos das rupturas apresentadas neste trabalho podem trazer aos
alinhadores 6timos um alto poder de paralelismo, podendo ser executados em todas as suas
fases com processos paralelos desde o calculo da marcacgdo das posi¢des com paridades da
matriz até a analise do melhor caminho no processo de traceback, visando criar um sistema
de alinhamento 6timo de relevancia para anélise de sequéncias com um grande potencial de

expansdo e melhorias.
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7.3. Consideragdes finais

Neste trabalho foi apresentado o inicio do surgimento do alinhamento 6timo de loste,
demonstrando quais foram as linhas de raciocinio que deram origem ao inicio do algoritmo,
expondo as rupturas dos métodos utilizados atualmente.

O presente estudo permitiu 0 conhecimento das limitacdes dos métodos Otimos
utilizados atualmente e a demonstracdo de uma nova abordagem para o alinhamento de
sequéncias, onde o dominio destas técnicas pode conduzir a utilizacdo da busca de resultados
6timos no alinhamento de sequéncias em grandes bases de dados.

Nestes estudo foi possivel analisar os problemas existentes no alinhamento 6timo de
sequéncias genéticas e a criacdo de novas técnicas para resolvé-los ou minimizéa-los,
conforme descrito abaixo:

Q) As inmeras possibilidades de alinhamento;

O método adotado para minimizar este problema foi a analise através do caminho com

a maior quantidade de paridade, excluindo os caminhos de probabilidade préxima de nula de
conter alinhamentos 6timos, reduzindo a quantidade de andlises dos possiveis alinhamento.

(i) A grande necessidade de espaco e memdria das maquinas;

O método adotado para minimizar este problema foi a analise das posi¢des da matriz
com paridade e a partir delas efetuar o processo de traceback baseado nas suas regras pré-
definidas para o alinhamento.

A criacdo da matriz bidimensional foi mantida havendo ainda a necessidade da criagdo
da matriz em memoria, mas ndo ha a necessidade do calculo e analise em todas as posic¢oes da
matriz.

(ili)) O tempo de processamento para computar os dados 6timos;
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O método adotado para minimizar este problema foi a reducao da necessidade do calculo
em todas as posicdes da matriz, reduzindo a quantidade de calculos necessarios para computar
o0 alinhamento 6timo das sequéncias.

(iv) O seu crescimento exponencial.

Neste ponto, o algoritmo tem a necessidade da criacdo da matriz bidimensional de m x

n. (m = tamanho da sequéncia 1 e n = tamanho da sequéncia 2).

O objetivo deste estudo foi atingido com o profundo entendimento dos métodos atuais
de alinhamento 6timo focados nas suas vantagens e limitagoes.

Este conhecimento foi utilizado para a criacdo da nova abordagem logica de loste com
as rupturas dos conceitos utilizados atualmente para o alinhamento de sequéncias de DNA,
visando resolver ou minimizar os problemas existentes nos métodos de alinhamento 6timos
atuais, demonstrando a promissora oportunidade da criacdo de um sistema de alinhamento
6timo de relevancia para analise de sequéncias genéticas.

Para que estas técnicas tenham uma certificacdo de eficiéncia e eficicia testes exaustivos
de performance e precisdo necessitam ser feitos juntamente com especialistas da area da
genética para avaliar a significancia bioldgica dos resultados dos alinhamentos do loste, visto
que os programas de alinhamento de sequéncias genéticas sao responsaveis somente por exibir

os melhores alinhamentos matematicos.
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Contenido del curso:
INTRODUCCION A LA GENETICA FORENSE

Médulo 1: Introduccién a la biologfa forense.

1.1. Definicién y &mbitos de la biologfa forense. W

1.2. Biologfa forense sobre el vivo. I GENFOREN
1.3. Biologfa forense humana sobre el cadéver. PUS ON LINE DE GENETICA FORENSE

1.4. Biologfa forense no humana.
1.5. Nuevas tendencias en biologfa forense.

Médulo 2: Muestras forenses: tipos, recogida, envio y analisis en laboratorio.
2.1. Indicios.

2.2. Tipos de evidencias bioldgicas.

2.3. Etapas en la investigacién pericial de un indicio bioldgico.

2.3.1 Toma de muestras en la escena de los hechos.

2.3.2. Tipos de indicios: Muestras dubitadas e indubitadas.

2.3.3. Anélisis criminalistico en el laboratorio.

Mbddulo 3: Polimorfismos de ADN aplicados a la genética forense.
3.1. Ventajas del analisis de ADN.

3.2. Marcadores genéticos.

3.3. Marcadores cromosémicos.

3.4. Marcadores de linajes.

3.5. Investigacién forense.

3.6. Bases de datos.

Mbdulo 4: Técnicas de laboratorio aplicadas a la investigacién genético forense (parte 1).
4.1. Extraccién de ADN.

4.2. Cuantificacién de ADN.

4.3. Amplificacién por PCR (parte 1).

4.3. Amplificacién por PCR (parte L1).

4.4. Secuenciacion.

Médulo 5: Técnicas de laboratorio aplicadas a la investigacién genético-forense (parte 2).
5.1 Electroforesis capilar.

5.2. Andlisis de fragmentos.

5.3. MiniSTRs.

5.4. Artefactos biolégicos de los STR.

5.5. Interpretacién de perfiles mezcla.

Médulo 6: Estudio de muestras forenses criticas y muestras forenses de interés arqueolégico y antropoldgico.
6.1. Introduccién.

6.2. Muestras criticas y fuentes de ADN critico.

6.3. Dificultades en estudio de ADN en casos forenses: marcadores genéticos y protocolos.

6.4. Limitaciones de la técnica y estrategias (parte 1).

6.4. Limitaciones de la técnica y estrategias (parte 2).

6.5. Criterios de autenticidad.

6.6. Diseno de un laboratorio de ADN critico.

Médulo 7: Estrategias de anélisis de ADN degradado.

7.1. Métodos de prospeccién molecular.

7.2. Cuantificacién de ADN degradado.

7.3. Aplicacién de La clonacién bacteriana en el andlisis de ADN degradado.
7.4. ldentificacién y “correccién’ de las modificaciones del ADN.

7.5. Deteccién de inhibidores de La PCR en los extractos.

Médulo 8: Utilidad de La genética forense: ejemplos y casos.

8.1 Identificacion por ADN; Cédigo personal de certificacion:
8.2. Ejemplo de identificacion: La familia Romanov.
8.3. Ejemplo de identificacién: Cristébal Colén. apEy7Z8Lno

8.4. Ejemplo de identificacion: Thomas Jefferson.
8.5. Ejemplos de investigacién criminal.
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