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Resumo

Alinhamento múltiplo de genomas e sequências de proteínas com repetições e rear-
ranjos.

Neste trabalho, foram abordados o problema de alinhamento de sequências menores, correspon-
dentes a genes ou proteínas individuais, como para sequências grandes do tamanho de cromossomos.
Assim, uma proposta desse trabalho foi implementar um alinhador de sequências de granularidade
variável, chamado de Multigran. Nesse alinhador, implementamos o algoritmo de alinhamento anco-
rado e baseando em segmentos, para possibilitar o alinhamento de sequências grandes. Apresentamos
duas modificações nesse algoritmo: utilização do algoritmo de sequence annealing para manter a
consistência entre os segmentos ou âncoras alinhadas e o algoritmo de refinamento dos segmen-
tos para evitar que ocorra intersecção ou sobreposição entre os segmentos. Para o alinhamento de
sequências com multidomínios, implementamos o algoritmo de alinhamento baseado em repetições
e rearranjos. Esse algoritmo é utilizado para alinhar sequências de proteínas com domínios recom-
binantes, embaralhados ou repetidos. As modificações nesse algoritmo visam manter a consistência
dos alinhamentos locais dos domínios e filtrar as partes conservadas do alinhamento. Em parti-
cular, implementamos uma versão modificada da técnica de refinamento iterativo discriminativo
para melhorar a qualidade dos alinhamentos construídos pelo Multigran. Mostramos que as mo-
dificações citadas acima melhoram estatisticamente os resultados dos alinhamentos em relação as
técnicas originais. Para evidenciar as melhorias, utilizamos benchmarks para avaliar as ferramentas
de alinhamento múltiplo. Finalmente, por nossa ferramenta permitir o alinhamento de sequências
com granularidade variável e os erros que podem ser gerados na construção dos alinhamentos, o
Multigran foi integrado com uma ferramenta de edição, visualização e análise de alinhamentos de
sequências conhecida como Jalview.

Palavras-chave: alinhamento múltiplo, multidomínios, âncoras, segmentos, refinamento iterativo.
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Abstract

Multiple alignment of genomes and protein sequences with repetition and rearran-
gement.

This study has addressed the alignment problem smaller sequences corresponding to individual
genes or proteins, such as for large size sequences of the chromosomes. Thus, a proposal of this study
was to implement a variable granularity sequences aligner, called Multigran. In this aligner, imple-
ment the alignment algorithm based on segments and anchored to enable the alignment of large
sequences. Here two changes in this algorithm: using the sequence annealing algorithm to maintain
consistency between the line segments or anchors and refinement algorithm of segments to avoid
the occurrence intersection or overlapping between segments. For sequence alignment with multi-
domain implement alignment algorithm based on repetition and rearrangement. This algorithm is
used to align sequences with recombinant protein, shuffled or repeated domains. The changes in
this algorithm are intended to maintain the consistency of local alignments of fields and filter parts
preserved alignment. In particular, we implemented a modified version of discriminative iterative
refinement technique to improve the quality of alignments built by Multigran. We show that the
changes mentioned above statistically improve the results of alignments regarding the original tech-
niques. To demonstrate the improvements, we use benchmarks to evaluate the multiple alignment
tools. Finally, our tool allows you to align sequences with variable granularity and errors that can
be generated in the construction of alignments, the Multigran has been integrated with an editing
tool, visualization and analysis of sequence alignments known as jalview.

Keywords: multiple alignment, multi-domain, anchors, segments, iterative refinement.
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Capítulo 1

Introdução

O alinhamento múltiplo de sequências (MSA, Multiple Sequence Alignment) é uma técnica
essencial para a biologia molecular, a biologia computacional e a bioinformática. Alinhamentos
múltiplos são usados na anotação genômica, na predição de estruturas de proteínas e na detecção
de homologia entre novas sequências e famílias de sequências existentes (Russell, 2014). Essa técnica
envolve o alinhamento de duas ou mais sequências de nucleotídeos ou aminoácidos, onde resíduos
são pareados e os eventos mutacionais são inferidos, como as substituições e indels (exclusões e
inserções) que ocorrem durante a evolução dos organismos.

A construção de um alinhamento com mais de duas sequências é um problema NP-completo
(Just, 2001) (Wang e Jiang, 1994). Por essa razão, os alinhamentos múltiplos de sequências são em
geral construídos através de algum tipo de heurística. O algoritmo progressivo é a heurística mais
utilizada para alinhar sequências, onde pares e grupos de sequências são sucessivamente alinhados
para construir o MSA. Outras heurísticas utilizam pares de segmentos conservados (Rausch et al.
, 2008) (Subramanian et al., 2005) ou pares de resíduos (Bradley et al., 2009) (Sahraeian e Yoon,
2010) das sequências que se deseja alinhar, e assim constroem o alinhamento através de similaridades
locais.

Com a grande quantidade de dados genômicos e proteômicos que precisam ser analisados, pro-
cessados e avaliados, além da necessidade de se extrair informações desses dados, o interesse por
técnicas de alinhamento múltiplo tem aumentado (Ortuño et al., 2013). Além disso, alinhamento
múltiplo de sequências tem sido utilizado na comparação de estruturas de proteínas (Gelly et al.,
2011) e na reconstrução de árvores filogenéticas (Wang et al., 2011).

Os métodos tradicionais de alinhamento múltiplo têm complexidade de tempo proporcional
ao produto do comprimento das sequências para o alinhamento de pares de sequências, o que
é muito lento para o alinhamento de sequências genômicas grandes e o consumo de memória é
demasiadamente alto (Russell, 2014). O alinhamento ancorado é uma técnica para alinhar sequências
grandes e reduzir a complexidade de tempo e memória, onde são criados segmentos alinhados entre
pares ou múltiplas sequências chamados de âncoras, e as regiões entre essas âncoras são alinhadas
de maneira independente. Entre as ferramentas que implementam o alinhamento ancorado para
alinhar sequências genômicas grandes, estão: FSA (Bradley et al., 2009), MAVID (Bray e Pachter,
2004), Pecan (Paten et al., 2009) e DIALIGN (Morgenstern et al., 2006).

O alinhamento baseado em segmentos permite segmentos alinhados (âncoras) com substituições
e indels. Assim, um segmento alinhado pode ser encontrado utilizando-se um algoritmo para ali-
nhamento local entre pares de sequências. Entre as ferramentas que se beneficiam dessa heurística
para alinhar sequências com blocos conservados, estão: T-Coffee (Rausch et al., 2008) e DIALIGN
(Morgenstern et al., 1998)

Grande parte das heurísticas de alinhamento múltiplo inferem eventos mutacionais que podem
ocorrer durante a evolução das sequências, e assumem implicitamente que as sequências são glo-
balmente alinháveis (Phuong et al., 2006). No entanto, famílias de proteínas com arquitetura de
multidomínios podem ter domínios recombinantes, embaralhados (domínios em ordem diferente em
diferentes proteínas) ou domínios repetidos (Raphael et al., 2004). Entre as ferramentas de MSA
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2 INTRODUÇÃO 1.0

que abordam o problema de alinhar sequências de proteínas com uma arquitetura de multidomínios,
estão: ABA (Raphael et al., 2004) e ProDA (Phuong et al., 2006).

Nos últimos anos, o grupo de pesquisa do Prof. Alan Durham, meu orientador, vem desenvol-
vendo um arcabouço computacional para a implementação de modelos probabilísticos markovianos
visando análise e classificação de sequências (Kashiwabara et al., 2013). Esse arcabouço, chamado
de ToPS (do inglês Toolkit of Probabilistc Model of Sequence), foi estendido pelo mestrando Vitor
Onuchic para inclusão de modelos que permitem a construção de alinhamentos (Onuchic, 2012). O
ToPS utiliza diversas técnicas da literatura para alinhar sequências, tais como uma variação dos mo-
delos ocultos de Markov (HMM) conhecida como PairHMM (Durbin et al., 1998), alinhamento de
máxima precisão esperada, transformações de consistência probabilística e implementa o algoritmo
de sequence annealing. Estes modelos permitem o desenvolvimento de ferramentas de alinhamento
de proteínas ou genes individuais. O problema de alinhamento de sequências grandes, do tamanho
de cromossomos em eucariotos não é coberto por estas técnicas.

Neste trabalho apresentamos um alinhador de sequências, chamado de Multigran, que pode
ser aplicado tanto a sequências menores, correspondentes a genes ou proteínas individuais, como
a sequências grandes, do tamanho de cromossomos. Multigran foi integrado com o ToPS, assim
os modelos probabilísticos do arcabouço ficam disponíveis para serem utilizados nos algoritmos
do alinhador. Além disso, esta ferramenta apresenta resultados competitivos em relação a outras
ferramentas de MSA e resolve vários problemas típicos de alinhamento de sequências.

Para possibilitar que nossa ferramenta possa alinhar sequências grandes, implementaremos no
Multigran o algoritmo de alinhamento baseado em segmentos. O algoritmo é divido em 6 passos e
pode ser utilizado para alinhar sequências genômicas utilizando âncoras ou alinhar sequências de
nucleotídeos e proteínas utilizando o alinhamento local entre pares de sequências como segmentos
alinhados. A diminuição da complexidade de tempo fornecida pelo alinhamento ancorado permite
que nossa ferramenta trabalhe com grandes sequências de nucleotídeos e sequências genômicas, e
tenha resultados competitivos em relação a outras ferramentas de alinhamento múltiplo.

Para sequências de proteínas com multidomínios implementamos o algoritmo baseado em re-
petições (repetição de um domínio em uma proteína) e rearranjos (mudança na ordem de dois
domínios em uma única sequência). O algoritmo é divido em 6 passos baseados no algoritmo do
alinhador ProDA. Em particular, implementamos a técnica de refinamento iterativo para melhorar
a qualidade dos alinhamentos construídos pelo Multigran.

Além dos algoritmos implementados, nossa ferramenta é beneficiada pela implementação de
duas versões do algoritmo de sequence annealing e 6 variações de algoritmos de consistência de
alinhamentos desenvolvidas no trabalho de Vitor Onuchic (Onuchic, 2012), fornecendo várias opções
para melhorar a qualidade dos alinhamentos. O usuário pode alinhar sequências combinando a
versões do algoritmo de sequence annealing com as versões das transformações de consistência.
Além disso, poderá utilizar os novos algoritmos implementados. Devido a quantidade de opções
para alinhar sequências e aos erros que podem ser gerados pelos mais acurados algoritmos de
alinhamento (Blackshields et al., 2006), integramos o Multigran com uma ferramenta de edição,
visualização e análise de alinhamentos de sequências conhecida como Jalview (Waterhouse et al.
, 2009).

Finalmente, comparamos as implementações entre diferentes ferramentas de MSA. Assim, ava-
liamos em um mesmo contexto computacional, diferentes heurísticas implementadas por outras
ferramentas, como alinhamento progressivo e sequence annealing, que utilizam ou não técnicas para
melhorar a qualidade dos seus alinhamentos, como refinamento iterativo e as transformações de
consistência probabilísticas.



Capítulo 2

Algoritmos de alinhamento

Nesta sessão será feita uma revisão de alguns métodos para alinhar pares e múltiplas sequências.
Além disso, discorreremos sobre as propostas feitas neste projeto, e sobre os conjuntos de teste para
avaliar a qualidade dos alinhamentos construídos por ferramentas de MSA.

2.1 Alinhamento de pares de sequências

As sequências divergem umas das outras durante o curso da evolução dos organismos, no qual
ocorrem substituições, remoções e inserções de nucleotídeos no genoma. O alinhamento de sequên-
cias pode ser utilizado para inferir o processo mutacional que ocorre entre as sequências. Para
construir e avaliar o resultado de um alinhamento, é necessário definir um sistema de pontuação.
Assim, uma maneira de pontuar um alinhamento é usar uma matriz de substituição, como a BLO-
SUM50 (Durbin et al., 1998). Para as proteínas, a BLOSUM50 forma uma matriz 20 x 20, com
s(x

i

, y
j

) sendo a pontuação na posição x
i

e y
j

da matriz, onde x
i

é o i
th

aminoácido da sequência
x e y

j

é o j
th

aminoácido da sequência y.
Dado um sistema de pontuação, é preciso ter um algoritmo para encontrar um alinhamento ótimo

para um par de sequências. Um dos algoritmos que utiliza a técnica de programação dinâmica para
resolver esse problema é conhecido como algoritmo de Needleman e Wunsch (1970). Neste algoritmo
a pontuação para o melhor alinhamento das sequências x = x1, x2, ..., xn e y = y1, y2, ..., ym, é dada
por F

x,y

(n,m), que pode ser calculada pela recursão abaixo:

F
x,y

(i, j) = max

8
><

>:

F
x,y

(i� 1, j � 1) + s(x
i

, y
j

),

F
x,y

(i� 1, j)� d,

F
x,y

(i, j � 1)� d.

onde s(x
i

, y
j

) são valores encontrados na matriz de substituição e d é uma penalidade para os gaps
(correspondentes a inserções e remoções).

Pair Hidden Markov Models (PairHMM) fornecem uma abordagem probabilística para o pro-
blema de alinhar sequências (Durbin et al., 1998). Estes modelos trabalham com duas fitas de lei-
tura/emissão e a geração do alinhamento está modelada como um processo de Markov de primeira
ordem associado a emissões de resíduos e pares de resíduos associadas a cada estado. A Figura 2.1
mostra um modelo de PairHMM de três estados, sendo M um estado que emite dois símbolos (um
para cada cadeia) e que corresponde a um pareamento de nucleotídeos (match), e os estados I

x

e
I
y

emitem um símbolo (em uma das cadeias) e um gap que corresponde as inserções ou remoções.
As probabilidades são atribuídas para as emissões de símbolos e para transições entre os estados.

Neste modelo, duas sequências alinhadas x = x1x2...xL e y = y1y2...yL são geradas. O estado
M emite o par alinhado x

i

:y
j

com probabilidade P
xiyj , o estado I

x

emite o par x
i

:gap, sendo x
i

da sequência x e o gap da sequência y com probabilidade q
xi e o estado I

y

emite o par y
j

:gap
com o símbolo y

j

sendo emitido da sequência y e o gap da sequência x, com probabilidade q
yj

(Durbin et al., 1998). As transições pelos estados desse modelo serão, portanto, alinhamentos entre
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4 ALGORITMOS DE ALINHAMENTO 2.1

Figura 2.1: Exemplo de modelo PairHMM. Figura extraída de Durbin et al. (1998).

um par de sequências e terão valores de probabilidade associados a eles.
O modelo de PairHMM calcula as probabilidades dependendo dos valores dos parâmetros no

modelo (transição e emissão). Desta maneira, precisamos ajustar os parâmetros (otimizar as pro-
babilidades de transição entre os estados e emissão), de modo que o modelo represente a variação
observada em um grupo de sequências de proteínas ou de DNA (Durbin et al., 1998).

É possível encontrar o alinhamento mais provável entre duas sequências utilizando o modelo
de PairHMM através do algoritmo de programação dinâmica chamado de Viterbi (Durbin et al.
, 1998). Outra forma de alinhar duas sequências utilizando esse modelo é encontrar o alinhamento
que maximize o número esperado de bases alinhadas corretamente ou o alinhamento de máxima
precisão esperada (Durbin et al., 1998) como definido na equação abaixo:

E[prec(A)] =

X

8xi⇠yj2A
P (x

i

⇠ y
j

|x, y),

onde A é o alinhamento entre as sequências x e y.
Para encontrar o alinhamento que maximiza o número esperado de bases alinhadas corretamente

entre duas sequências x e y, é necessário estimar as probabilidades P (x
i

⇠ y
j

|x,y) de cada par
de bases x

i

e y
j

estar corretamente alinhada. O algoritmo forward-backward pode ser utilizado
para calcular essas probabilidades (Durbin et al., 1998). Podemos agora encontrar o alinhamento
de máxima precisão esperada para o alinhamento de um par de sequências através do algoritmo de
Needleman e Wunsch (1970), mas que usa a probabilidade P (x

i

⇠ y
j

|x,y) como o seu sistema de
pontuação, como mostra a equação de recursão abaixo:

F (i, j) = max

8
><

>:

F (i� 1, j � 1) + P (x
i

⇠ y
j

|x,y),
F (i� 1, j),

F (i, j � 1).

Outra abordagem para alinhar um par de sequências consiste em encontrar similaridades locais,
como domínios repetidos em sequências de proteínas, sem a necessidade de alinhar toda a extensão
das sequências. Smith e Waterman (1981) definiram um algoritmo que encontra o alinhamento
com maior pontuação entre subsequências das duas sequências que desejamos alinhar. A diferença
desse algoritmo em relação ao algoritmo de Needleman e Wunsch está no preenchimento da matriz,
como mostra a recorrência baixo:
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F (i, j) = max

8
>>>><

>>>>:

0,

F (i� 1, j � 1) + s(x
i

, y
j

),

F (i� 1, j)� d,

F (i, j � 1)� d.

Assim, a recuperação do alinhamento local pode ser feita traçando o caminho a partir da célula
com a maior pontuação até a célula com valor zero na matriz preenchida pela recursão acima.

Waterman e Eggert (1987) descreveram um algoritmo para calcular um alinhamento subótimo
local entre duas sequências que não compartilha pares de resíduos com alinhamentos encontrados
previamente. Em cada iteração desse algoritmo os seguintes passos são executados:

1. Um alinhamento subótimo local distinto é encontrado (não compartilha pares de resíduos com
outros alinhamentos).

2. As células que representam o caminho do alinhamento anterior (1) na matriz de pontuação
são atualizadas para zero.

3. A matriz de pontuação é recalculada.

A grande vantagem do algoritmo de Waterman e Eggert é que não existe a necessidade de
recalcular toda a matriz de pontuação em cada iteração, pois somente as células do alinhamento
subótimo encontrado na iteração anterior são atualizadas para zero. Isso evita que o pares de
resíduos de um alinhamento contribuam para o próximo alinhamento encontrado.

2.2 Alinhamento progressivo

O alinhamento progressivo foi um dos primeiros algoritmos utilizados para construir alinha-
mentos múltiplos (Hogeweg e Hesper, 1984). Esse algoritmo consiste em alinhar as sequências pro-
gressivamente segundo um critério de proximidade que determina uma matriz de distâncias. Esta
matriz de distâncias é utilizada para o estabelecimento de uma árvore guia. Esta árvore é utilizada
para determinar a ordem em que sequências (ou alinhamentos de sequências) são agrupadas. Vários
algoritmos para alinhamento progressivo têm sido propostos e as variações entre essas propostas
ocorrem em relação às seguintes etapas:

1. Alinhamento de cada par de sequências.

2. Cálculo da matriz de distâncias entre as sequências.

3. Construção da árvore guia utilizando algum algoritmo de clusterização.

4. Construção do alinhamento múltiplo.

Cada uma das etapas acima podem ser implementadas com diferentes algoritmos. O alinha-
mento entre pares de sequências, por exemplo, pode ser encontrado utilizando o algoritmo de
Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970). Assim, as pontuações dos alinhamentos entre
pares de sequências são convertidas para uma medida de distância e os valores dessa medida são
utilizados para preencher a matriz de distâncias.

A árvore guia é construída através de algum algoritmo de clusterização que é aplicado na matriz
de distâncias, para assim gerar uma árvore binária enraizada. Os algoritmos UPGMA (Mount, 2004)
e Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) são os mais utilizados para construir a árvore. As folhas
da árvore guia representam cada uma das sequências sendo alinhadas e o nós internos representam
alinhamentos entre pares de sequências (ou alinhamentos) dos seus nós filhos.
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Uma vez que a árvore guia foi construída, o alinhamento múltiplo de sequências é iniciado a
partir do alinhamento entre pares de sequências (folhas da árvore), e segue alinhando sucessivamente
as sequências até a raiz da árvore (sequências com menor distância até as mais distantes).

Os algoritmos de cada etapa do alinhamento progressivo são, em geral, simples de implementar
e têm bom desempenho em relação ao alinhamento de até 10.000 sequências (Sievers et al., 2011).
No entanto, um dos problemas do alinhamento progressivo está no fato de se construir o alinha-
mento com base no alinhamento entre pares e grupos de sequências e não levar em conta todas as
informações comuns do conjunto de sequências que desejamos alinhar. Na sessão 2.6, descrevemos
outros problemas e duas técnicas para minimizar erros que podem ocorrer durante qualquer etapa
do alinhamento progressivo e que são propagados para o alinhamento final.

Entre as ferramentas que constroem o alinhamento múltiplo utilizando o alinhamento progres-
sivo estão: ProbCons (Do et al., 2005), Probalign (Roshan e Livesay, 2006), MAFFT (Katoh et al.,
2005), GLProbs (Ye et al., 2013), MAVID (Bray e Pachter, 2004), Pecan (Paten et al., 2009), Clus-
tal Omega (Sievers et al., 2011), entre outras.

2.3 Sequence annealing

O algoritmo de sequence annealing, em cada etapa da construção do alinhamento, se compro-
mete em alinhar somente um par de resíduos, ao invés de levar em conta pares de sequências (ou
alinhamentos). Assim, a chance de erros serem propagados para o resultado final do alinhamento é
reduzida em relação ao alinhamento progressivo.

Em qualquer etapa do alinhamento, o par de resíduos selecionado para ser adicionado no ali-
nhamento é aquele com o maior peso. Esse peso pode ser definido como a probabilidade a posteriori
de um par de resíduos estar alinhado corretamente no alinhamento ótimo entre duas sequências.
Essas probabilidades podem ser calculadas a partir de diferentes modelos probabilísticos, como:
PairHMM (Do et al., 2005) e função de partição (Roshan e Livesay, 2006).

Para evitar conflitos entre o próximo par a ser alinhado e os pares de resíduos previamente ali-
nhados é utilizado um grafo acíclico direcionado para representar o alinhamento, onde cada vértice
corresponde a uma coluna do alinhamento e as arestas representam a ordem das colunas do alinha-
mento final (Figura 2.2). Um conflito significa, neste contexto, que a inserção de um par de resíduos
leva ao aparecimento de um ciclo no grafo como mostra a Figura 2.2F. Existem três maneiras de
adicionar um par de resíduos no grafo, são elas: adicionar uma nova coluna (Figura 2.2C), estender
uma coluna que já existe (Figura 2.2G) e mesclar duas colunas (Figura 2.2I).

O grafo representa os gaps do alinhamento de forma implícita e não impõe a ordem topológica
dos vértices. Isso implica em um relacionamento de um-para-muitos entre o grafo e a matriz do
alinhamento (Figura 2.2O e Figura 2.2P). O mapeamento do grafo para a matriz do alinhamento
múltiplo pode ser feito de maneira linear no número de vértices e arestas do grafo (Bradley et al.,
2009).

Por iniciar o alinhamento pelas regiões mais confiáveis (maior probabilidade) e ir gradualmente
progredindo para regiões menos confiáveis (menor probabilidade), esse algoritmo tem bons resulta-
dos quando o conjunto de sequências que desejamos alinhar tem alta similaridade local. Ferramentas
que implementam esse algoritmo são: AMAP (S. Schwartz e Pachter, 2007), FSA (Bradley et al.,
2009), PicXAA (Sahraeian e Yoon, 2010), ToPS (Kashiwabara et al., 2013).

2.4 Alinhamento ancorado e baseado em segmentos

Os métodos tradicionais de alinhamento múltiplo têm complexidade de tempo O(L2
) para o

alinhamento de pares de sequências (onde L é o tamanho das sequências), o que é muito lento
para o alinhamento de sequências genômicas grandes (Russell, 2014). Uma técnica utilizada para
reduzir essa complexidade é o alinhamento ancorado, onde são criados segmentos alinhados entre
pares ou múltiplas sequências chamados de âncoras. O alinhamento ancorado consiste em encontrar
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Figura 2.2: Algoritmo de sequence annealing: (A) sequências que desejamos alinhar, (B) pares de resídios
em ardem decrescente em relação ao peso, (C) adicionado um novo vértice para o par de resíduos V-F,
(D) adicionado um novo vértice para o par de resíduos Y-D, (E) adicionado um novo vértice para o par
de resíduos P-N e a aresta redundante entre os vértices c1 e c2 é excluída, (F) o par de resíduos G-H é
descartado por introduzir um ciclo no grafo, (G) o vértice c1 é estendido para adicionar o par de resíduos
F-W, (H) adicionado um novo vértice para o par de resíduos L-M, (I) os vértices c2 e c5 são mesclados para
adicionar o par de resíduos D-L, (J) adicionado um novo vértice para o par de resíduos G-A, (K) adicionado
um novo vértice para o par de resíduos R-H e a aresta redundante entre os vértices c1 e c3 é excluída, (L)
adicionado um novo vértice para o par de resíduos S-K, (M) os vértices c3 e c9 são mesclados para adicionar
o par de resíduos P-S, (N) grafo do alinhamento, (O) ordem topológica do grafo e (P) alinhamento múltiplo
final. Figura extraída de Sahraeian e Yoon (2010)

.

e selecionar um conjunto consistente dessas âncoras que são utilizadas como um mapa de restrições.
Assim, regiões entre as âncoras são alinhadas de maneira independente (Figura 2.3).

Inúmeras ferramentas utilizam o alinhamento ancorado para alinhar sequências genômicas. FSA
utiliza uma heurística de "anchor annealing" (Bradley et al., 2009), MAVID e Pecan alinham pro-
gressivamente as sequências respeitando as restrições impostas pelas âncoras (Bray e Pachter, 2004)
(Paten et al., 2009) e o alinhador DIALIGN permite que os usuários especifiquem as âncoras ma-
nualmente (Morgenstern et al., 2006).

O alinhamento baseado em segmentos difere do alinhamento ancorado por permitir segmentos
alinhados com várias substituições e indels. Segmento alinhado, neste caso, é definido como um
alinhamento local entre pares de sequências encontrado por algoritmos de alinhamento local, como
o algoritmo de Smith-Waterman (Smith e Waterman, 1981).

T-Coffee (Rausch et al., 2008) e DIALIGN (Morgenstern et al., 1998) são duas ferramentas que
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Figura 2.3: Alinhamento ancorado: (1) âncoras são encontradas entre um par de sequências (2) refinamento
das âncoras (sem intersecção) e (3) alinhamento das regiões entre as âncoras. Figura extraída de Rausch
(2010).

se beneficiam do alinhamento baseado em segmentos para identificar e alinhar sequências com blocos
conservados. T-Coffee melhorou significativamente seus resultados ao utilizar segmentos em vez de
resíduos individuais no alinhamento (Rausch et al., 2008). DIALIGN, na maioria das casos, tem
os melhores resultados em relação a outras ferramentas de MSA quando as sequências têm regiões
localmente conservadas ou pouca similaridade (Subramanian et al., 2008).

Com a grande quantidade de dados biológicos disponibilizados através de banco de dados de
sequências de nucleotídeos, famílias e anotação de sequência de proteínas, fontes externas também
podem ser utilizadas para melhorar a qualidade dos alinhamentos construídos pelos algoritmos
baseados em âncoras ou em segmentos, como domínios homólogos às sequências que se deseja
alinhar encontrados no Pfam (Ait et al., 2012) e âncoras encontradas com o pós-processamento de
consultas Blast (Thompson et al., 2000).

2.5 Alinhamento baseado em repetições e rearranjos

Uma limitação das ferramentas de alinhamento múltiplo é assumir implicitamente que as sequên-
cias são globalmente alinháveis ou que as regiões localmente conservadas entre as sequências ocor-
rem na mesma ordem (Phuong et al., 2006)(Do e Katoh, 2008). Essas ferramentas inferem eventos
mutacionais que ocorrem durante a evolução das sequências, tais como: substituições e indels. No
entanto, famílias de proteínas com multidomínios podem ter domínios recombinantes, embaralhados
(domínios em ordem diferente em diferentes proteínas) ou repetidos (repetição de um domínio em
uma proteína) (Raphael et al., 2004).

Domínios repetidos em uma única sequência de proteína podem ser encontrados e alinhados
através dos algoritmos de Repeat finding. Repetições e rearranjos em várias sequências de proteí-
nas são detectados por Motif finders que constroem o alinhamento múltiplo local com blocos de
segmentos pequenos e conservados (com mesmo tamanho e sem gaps).

Algumas ferramentas de alinhamento múltiplo abordam o problema de alinhar sequências com
repetições e rearranjos. O algoritmo consiste basicamente em dois passos: (1) dividir as sequências
em blocos de fragmentos, onde cada bloco contém um conjunto de fragmentos de um domínio
qualquer e (2) construir o alinhamento múltiplo de cada bloco (Figura 2.4).

ABA é uma ferramenta de MSA que utiliza um grafo de A-Bruijn que permite ciclos e detecta e
alinha sequências de proteínas com multidomínios (Raphael et al., 2004). ProDA é um alinhador de
domínios de proteínas que encontra repetições e rearranjos e retorna o alinhamento múltiplo local
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Figura 2.4: Alinhamento baseado em repetições e rearranjos: (A) quatro sequências de proteínas, onde os
fragmentos A, B e C representam um domínio e (B) fragmentos do mesmo domínio são alinhados (blocos).
Figura extraída e modificada de Raphael et al. (2004).

dessas regiões (Phuong et al., 2006).
Para sequências de proteínas com multidomínios, ProDA tem resultados significativamente me-

lhores que outras ferramentas de alinhamento múltiplo e Motif finders. No entanto, quando o ali-
nhamento é de fato global, ferramentas que levam em conta repetições e rearranjos têm menor
acurácia em relação ao algoritmos de alinhamento global.

2.6 Técnicas para melhorar a qualidade dos alinhamentos múltiplos

O aspecto guloso dos algoritmos de alinhamento múltiplo e as características das sequências que
desejamos alinhar podem propagar erros para o resultado final do alinhamento (Chakrabarti et al.,
2010). O refinamento iterativo é uma técnica de pós-processamento que é aplicada após a construção
do alinhamento e que torna o resultado do alinhamento mais acurado.

Outro problema dos algoritmos de MSA advém do fato de se basearem no alinhamento de
pares ou grupos de sequências e não levarem em conta todas as informações das sequências que
estão sendo alinhadas. A transformação de consistência é uma técnica de pré-processamento que é
aplicada antes do alinhamento das sequências e que torna os alinhamentos entre pares de sequências
consistentes uns com os outros.

Apresentaremos estas duas técnicas para melhorar a qualidade dos alinhamentos múltiplos de
sequências.

2.6.1 Refinamento iterativo

O aspecto guloso dos algoritmos de alinhamento múltiplo influencia diretamente no resultado do
alinhamento. No algoritmo progressivo, por exemplo, em cada etapa do alinhamento se compromete
com o alinhamento de pares ou grupos de sequências; assim, se um gap é adicionado de forma
incorreta em uma etapa do alinhamento, esse mesmo gap não pode ser mais corrigido em qualquer
outra etapa (Russell, 2014). Já o algoritmo de sequence anneling tem menor acurácia quando os
pares de posições têm probabilidades pequenas, fazendo com que a seleção do par mais provável a
ser alinhado tenha muitos outros pares de posições concorrentes (Sahraeian e Yoon, 2010).

As características das sequências que desejamos alinhar também podem influenciar os algoritmos
de MSA a propagar erros para o alinhamento. Os alinhamentos de sequências com baixa porcen-
tagem de identidade ou com similaridades locais tendem a ter menor acurácia quando alinhados
com algoritmos que assumem que as sequências são globalmente alinháveis (Subramanian et al.
, 2008). Já quando as sequências têm similaridade global ocorre o contrário, ou seja, algoritmos de
alinhamento local tendem a ter menor acurácia.

O refinamento iterativo é uma técnica aplicada após a construção do alinhamento que corrige
ou minimiza erros propagados para o resultado final do alinhamento. A finalidade dessa técnica é
aumentar a pontuação da função objetivo do alinhamento, tal como a soma de pares (Durbin et al.,
1998).
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Alguns algoritmos de refinamento iterativo, como remove primeiro, melhor primeiro e refina-
mento iterativo aleatório foram comparados no trabalho de Hirosawa et al. (1995) e revisados no
trabalho de Wallace et al. (2005). Os algoritmos remove primeiro e melhor primeiro são descritos
abaixo:

1. Remove primeiro

(a) Seja S = {S1, ..., Sm

} o conjunto de sequências que foram alinhadas e A o alinhamento
entre as sequências.

(b) Uma sequência S
x

é retirada do alinhamento A. Colunas do alinhamento compostas
somente por gaps também são removidas.

(c) A sequência S
x

é realinhada com o restante das sequências do alinhamento R(= A �
{S

x

}), construindo assim o alinhamento A0.
(d) O alinhamento A0 é mantido se sua pontuação aumenta em relação a pontuação do

alinhamento anterior A. Em outro caso o alinhamento A0 é descartado. Os passos (b) e
(c) são repetidos.

2. Melhor primeiro

(a) Seja S = {S1, ..., Sm

} o conjunto de sequências que foram alinhadas e A o alinhamento
entre as sequências.

(b) Cada uma das sequências S
x

2 S são retiradas do alinhamento A e realinhadas com
o restante das sequências R(= A � {S

x

}), construindo assim novos alinhamentos A0
=

{A0
1, ..., A

0
N

}, onde N é a quantidade de sequências do alinhamento A.
(c) Se A0

x

é o alinhamento com maior pontuação do conjunto A0 e tem pontuação maior que
o alinhamento anterior A, então A0

x

é mantido como novo alinhamento A. Em outro caso
o alinhamento A0

x

é descartado.
(d) Os passos (b) e (c) são repetidos.

Ferramentas como ProbCons (Do et al., 2005), Probalign (Roshan e Livesay, 2006), MAFFT
(Katoh et al., 2005) e GLProbs (Ye et al., 2013) implementam o refinamento iterativo aleatório,
onde o MSA é dividido em dois grupos aleatoriamente e o algoritmo de alinhamento de perfil é
utilizando para realinhar esses grupos (Durbin et al., 1998). O algoritmo aleatório é formalmente
definido abaixo:

3. Refinamento iterativo aleatório

(a) O alinhamento A é particionado aleatoriamente em dois grupos de sequências disjuntos
G1 e G2.

(b) Os dois grupos G1 e G2 são realinhados um com o outro e, se a pontuação desse reali-
nhamento for maior do que a pontuação do alinhamento anterior A, o mesmo é mantido
para a próxima iteração.

(c) Os passos (a) e (b) são repetidos.

Outra abordagem, chamada de refinamento iterativo discriminativo é implementada no trabalho
de Sahraeian e Yoon (2010), onde o algoritmo de clusterização k-means é utilizado para particionar
o alinhamento em grupos de sequências similares e o algoritmo de alinhamento de perfil alinha
os distintos grupos encontrados (Theodoridis e Koutroumbas, 2009) (Durbin et al., 1998). Dessa
forma, a pontuação do alinhamento aumenta em regiões com baixa similaridade (entre os grupos)
e é preservada em regiões com alta similaridade (nos grupos).

Em relação ao refinamento iterativo aleatório, a versão discriminativa é capaz de aumentar de
5% a 10% a acurácia de um alinhamento (Sahraeian e Yoon, 2010). Formalmente, o refinamento
iterativo discriminativo é descrito abaixo.
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3. Refinamento iterativo discriminativo

(a) Seja S = {S1, ..., Sm

} o conjunto de sequências alinhadas. Para cada sequência S
x

2 S é
encontrado um grupo de sequências similares G

x

e um grupo de sequências que não são
similares a S

x

, utilizando o algoritmo de clusterização k-means.
(b) S

x

é alinhada com seu respectivo grupo G
x

, construindo assim o alinhamento A0
(=

G
x

[ {S
x

}).
(c) A0 é alinhado com grupo R(= S � {G

x

}) de sequências alinhadas que não são similares
a S

x

.
(d) Outra sequência é escolhida e o passo (b) é repetido para cada sequência S

x

2 S.

A iteração dos algoritmos descritos acima pode ser finalizada quando a pontuação do alinha-
mento convergir ou pode ser executada um número predefinido de vezes. O refinamento iterativo
pode ser utilizado em alinhamentos construídos por qualquer heurística de MSA.

2.6.2 Transformações de consistência

Os algoritmos de MSA, descritos até agora, constroem o alinhamento utilizando as pontuações
ou probabilidades entre pares de resíduos, e não levam em conta toda a informação contida nas
sequências que estão sendo alinhadas. Dessa forma, erros podem ser propagados para o resultado
do alinhamento múltiplo final, pois a pontuação ou probabilidade de dois resíduos estarem alinhados
corretamente no alinhamento entre duas sequências pode não ser a mesma quando consideramos o
alinhamento de três ou mais sequências (Onuchic, 2012).

A transformação de consistência é uma técnica aplicada antes da construção do MSA que torna
os alinhamentos entre pares de sequências consistentes uns com os outros. Isso significa que, se
x
i

está alinhado com z
k

no alinhamento entre as sequências x e z com pontuação w(x
i

, z
k

), e
se z

k

está alinhado com y
j

no alinhamento entre as sequências z e y com pontuação w(z
k

, y
j

),
então x

i

está alinhado com y
j

no alinhamento entre x e y, com pontuação w(x
i

, y
j

) = w(x
i

, y
j

) +

min{w(x
i

, z
k

), w(z
k

, y
j

)} .
A ferramenta T-Coffee foi uma das primeiras a implementar a técnica de transformação de

consistência utilizando as pontuações do alinhamento entre pares de sequências (Notredame et al.,
2000). Do et al. (2005) introduziram uma abordagem probabilística, onde são utilizadas as proba-
bilidades a posteriori P (x

i

⇠ y
j

2 a⇤|x, y) de cada par de resíduos x
i

e y
j

no alinhamento ótimo
a⇤ entre as sequências x, y 2 S. Essas probabilidades podem ser calculadas através de diferentes
métodos, como PairHMM implementado pela ferramenta ProbCons (Do et al., 2005) e função de
partição implementado pela ferramenta Probalign (Roshan e Livesay, 2006).

Dadas probabilidades a posteriori, a transformação de consistência probabilística visa atualizar
as probabilidades de cada par de resíduos x

i

2 x e y
j

2 y incorporando informações de outras
sequências que estão sendo alinhadas z 2 S � {x, y}. Assim os alinhamento entre os pares de
sequências serão consistentes uns com os outros. Essa transformação é dada por:

P ⇤
(x

i

⇠ y
j

) =

1

|S|
X

z2S

|z|X

k=1

P (x
i

⇠ z
k

)P (z
k

⇠ y
j

) (2.1)

onde S é conjunto de sequências sendo alinhadas, |S| é a quantidade de sequências e |z| é o tamanho
da sequência z.

Um problema específico da transformação acima é quando o conjunto de sequências S contém
sequências pouco similares ou que pertencem a diferentes subfamílias, assim se a sequência z não é
similar em relação às sequências x e y a tendência é que ocorra uma deterioração na qualidade do
alinhamento.

Para contornar esse problema, Sahraeian e Yoon (2010) implementaram uma nova versão dessa
técnica na ferramenta PicXAA, em que pesos são calculados para cada par de sequências x, y 2 S.
O cálculo do peso é dado por:
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P (x <> y) =
1

|A|
X

xi⇠yj2A
P (x

i

⇠ y
j

), (2.2)

onde A é alinhamento de máxima precisão entre x e y e |A| é a quantidade de pares de resíduos
do alinhamento A. Assim, o peso P (x <> y) é calculado baseando-se na probabilidade do pares de
resíduos e representa a probabilidade das sequências x e y serem similares. A nova transformação
de consistência com os pesos é dada por:

P ⇤
(x

i

⇠ y
j

) =

P
z2S P (x <> z)P (z <> y)

P|z|
k=1 P (x

i

⇠ z
k

)P (z
k

⇠ y
j

)P
z2S P (x <> z)P (z <> y)

(2.3)

A transformação acima tem melhores resultados que a formulação original da equação 2.1, pois
evita que os pares de resíduos x

i

2 x e y
j

2 y incorporem probabilidades de sequências que não
são similares a x e y. Assim, essa nova formulação permite que os alinhamento entre os pares de
sequências sejam consistentes uns com os outros, baseando-se na similaridade ou características das
sequências.

Na dissertação de Onuchic (2012), foram apresentadas duas inovações que corrigem o problema
de negligenciar as probabilidades do alinhamento com gaps da formulação original da técnica de
transformação de consistência. A primeira inovação foi levar em conta as probabilidades do alinha-
mento com gaps em posições específicas nas sequências intermediárias. A segunda inovação torna as
probabilidades consistentes com gaps quaisquer nas sequências intermediárias. Os pesos definidos
na equação 2.2, também podem ser adicionados nas duas inovações citadas acima.

Comparações entre as versões das transformações de consistência citadas nesta sessão, utilizando
os benchmarks BaliBase e IRMBASE, mostraram que a transformação que leva em conta gaps
quaisquer nas sequências intermediárias é a melhor opção para ser aplicada antes da construção
do alinhamento. Devido as melhorias significativas ao utilizar as transformações de consistência
modificadas, foi sugerido que outras ferramentas as implementem, e assim possam melhorar os
resultados dos seus alinhamentos (Onuchic, 2012).

Apesar da técnica de transformação de consistência deixar os algoritmos de MSA lentos, devido
aos cálculos das transformações, essa técnica tem permitido que os algoritmos de MSA construam
alinhamentos mais acurados. Assim como o refinamento iterativo, cada uma das formulações citadas
acima podem ser executadas iterativamente um número predefinido de vezes.

2.7 Avaliação de alinhamentos múltiplos

A qualidade do alinhamento de sequências tem influência direta no estudo sobre anotação de
genomas, comparação de estruturas de proteínas e reconstrução de árvores filogenéticas como men-
cionado anteriormente neste documento. Sendo assim, benchmarks são utilizados para avaliar a
qualidade dos alinhamentos construídos pelos algoritmos de MSA. Entre os benchmarks para ali-
nhamento de proteínas podemos citar: BaliBase e IRMBASE.

O BaliBase foi um dos primeiros benchmarks para avaliação de alinhadores de sequências de
proteínas (Thompson et al., 1999). Na sua versão 3.0, é fornecido um conjunto de teste com 218
alinhamentos divididos em seis categorias (Thompson et al., 2005). Cada categoria avalia a perfor-
mance e a qualidade dos alinhamentos construídos pelas ferramentas de MSA em diferentes cenários.
Abaixo são descritas cada uma das categorias:

• RV11: Contém alinhamentos em que as sequências têm menos de 20% de identidade.

• RV12: Contém alinhamentos em que as sequências compartilham entre 20% a 40% de identi-
dade.

• RV20: Contém alinhamentos com sequências de alta similaridade e sequências órfãs.
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• RV30: Contém alinhamentos em que sequências dentro de uma subfamília têm mais de 40%
de identidade, mas sequências de subfamílias diferentes têm menos de 20% de identidade.

• RV40: Sequências com longas inserções nas extremidades N/C-terminal.

• RV50: Sequências com longas inserções internas.

A versão 2.0 do benchmark BaliBase contém conjuntos de testes para problemas específicos,
como proteínas com repetições e permutação circular (Bahr et al., 2001). Esses conjuntos podem
ser utilizados para avaliar algoritmos de alinhamento múltiplo que levam em conta repetições e
rearranjos. A categoria 6 desse benchmark está organizada em sete conjuntos de acordo com as
repetições de domínios nas sequências: C1a contém sequências com a mesma quantidade de repe-
tições e C1b contém sequências com a quantidade de repetições variável; C2a tem sequências com
a mesma quantidade de repetições com subtipos diferentes, na mesma ordem, C2b tem sequências
com a mesma quantidade de repetições, em ordem diferente e C2c tem uma quantidade variada de
repetições com subtipos diferentes; C3 contém sequências com domínios repetidos e um domínio
não repetido e C4 tem sequências com várias repetições com subtipos diferentes. Os subtipos das
repetições são definidos de acordo com a similaridade dos seus resíduos.

O IRMBASE é um benchmark utilizado para avaliar a capacidade das ferramentas de MSA
em capturar similaridades locais (Subramanian et al., 2008). Esse benchmark foi construído através
da inserção de segmentos altamente conservados gerados pelas ferramentas de simulação de evo-
lução ROSE (Stoye et al., 1998), em longas sequências aleatórias. São 192 alinhamentos divididos
em quatro conjuntos de referência, onde os segmentos conservados e as sequências aleatórias têm
diferentes tamanhos.

Várias medidas de qualidade podem ser utilizadas para avaliar a similaridade entre esses alinha-
mentos. As duas medidas mais utilizadas são: a pontuação SP (Sum of pairs), que é a porcentagem
de pares de resíduos presentes no alinhamento referência que estão corretamente alinhados no ali-
nhamento que desejamos avaliar, e a pontuação CS (Column Score), que é a porcentagem de colunas
idênticas em ambos os alinhamentos.

Para avaliação de alinhamentos de sequências genômicas são geralmente utilizados conjuntos de
dados que simulam regiões gênicas (Bradley et al., 2009). Outra forma de avaliar esses alinhamen-
tos foi definida no estudo de Chen e Tompa (2010), onde as ferramentas para o alinhamento de
sequências genômicas Pecan, MAVID, TBA e MLAGAN alinharam 1% do genoma humano contra
27 outros mamíferos. Nesse teste foi utilizada a ferramenta StatSigMA-w para medir a acurácia
e a cobertura do alinhamento em quatro categorias de localização genômica: codificante, UTR,
intrônica e intergênica.
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Capítulo 3

Visualização dos alinhamentos

O alinhamento múltiplo de sequências é representado como uma matriz, onde cada linha repre-
senta uma sequência e as colunas são os resíduos alinhados. Novas abordagens para visualização de
alinhamentos têm surgido, como a representação do alinhamento como um grafo acíclico direcionado
(Grasso et al., 2003) (Sahraeian e Yoon, 2010) ou como um perfil, onde resíduos do alinhamento são
visualizados de acordo com sua frequência (Roca et al., 2013). O estudo de Procter et al. (2010),
mostrou que a visualização de alinhamentos com várias sequências ainda é problema em aberto e
que exite uma carência de novas formas de visualizar esses alinhamentos. Nesse mesmo estudo, as
ferramentas de visualização foram divididas em 4 categorias, são elas: renderizadores, visualizadores,
edição e análise, e os workbenchs.

3.1 Renderizadores

Os renderizadores foram as primeiras ferramentas para visualização gráfica e formatação dos
alinhamentos múltiplos de sequências. Essas ferramentas recebem um conjunto de parâmetros que
controlam como o alinhamento vai ser renderizado, como por exemplo, a fonte, a coloração e o
sombreamento do alinhamento (Barton, 1993). Os alinhamentos renderizados podem ser gerados
em diferentes formatos e utilizados em publicações, posters e apresentações.

3.2 visualizadores

Os visualizadores surgiram como uma ferramenta de interface gráfica para visualização de ali-
nhamentos integrada com algum algoritmo de MSA, como o ClustalX, que é um visualizador de
alinhamentos construídos pela ferramenta ClustalW (Larkin et al., 2007) (Figura 3.1). Mais re-
centemente, foi desenvolvido o primeiro visualizador interativo de alinhamentos com interface web
(Gille et al., 2014). Essas ferramentas diferem dos renderizadores por terem uma interface gráfica e
facilitarem a navegação por regiões dos alinhamentos utilizando recursos como coloração, gráficos
e recursos para ampliar e reduzir a matriz do alinhamento.

Com os visualizadores é possível destacar regiões do alinhamento utilizando esquemas de cores,
como o de Taylor (LIN et al., 2002) e do Clustal (Larkin et al., 2007). Esses esquemas são estáti-
cos e atribuem uma cor para cada aminoácido ou nucleotídeo do alinhamento. O visualizador da
ferramenta FSA (Fast Statistical Alignment) utiliza uma abordagem dinâmica, onde cada resíduo
do alinhamento é classificado de forma binária por meio de cinco medidas: acurácia, sensibilidade,
especificidade, certeza e consistência (Bradley et al., 2009). Essas medidas são calculadas com as
probabilidades a posteriori de um resíduo x

i

estar alinhado com outros resíduos em uma mesma
coluna de um alinhamento. Com essas medidas, o visualizador consegue destacar as regiões mais
confiáveis do alinhamento. Outros recursos fornecidos pelos visualizadores são a geração de gráficos
de qualidade, consenso e conservação do alinhamento, e o sombreamento de regiões não conserva-
das. Devido à integração com algoritmos de MSA, as sequências podem ser alinhadas e realinhadas
diretamente na interface gráfica.
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Figura 3.1: ClustalX: visualizador de alinhamentos.

3.3 Edição, visualização e análise

Mesmo os algoritmos de MSA mais acurados podem propagar erros para o resultado final do
alinhamento; assim, as ferramentas de edição, visualização e análise fornecem recursos para editar
os alinhamentos interativamente. Edição significa, neste contexto, que gaps podem ser inseridos e
removidos em uma única sequências ou em um grupo delas, todas as sequências ou partes delas
podem ser selecionadas e editadas, colunas e sequências podem ser escondidas da visualização
do alinhamento e grupos podem ser criados para rotular sequências, regiões ou subfamílias de
sequências que pertencem ao alinhamento.

Os esquemas de cores das ferramentas de edição e visualização permitem que os usuários restrin-
jam suas análises a regiões mais confiáveis e editem regiões não confiáveis manualmente (Figura 3.2).
Outros recursos são a análise e construção de árvores filogenéticas, integração com bancos de da-
dos de proteínas e a combinação entre alinhamento e a estrutura 3D das sequências. Ferramentas
que se enquadram na categoria de edição, visualização e análise são: CINEMA (Lord et al., 2002),
GeneDoc (Nicholas et al., 1997), Base-By-Base (Hillary et al., 2011), PFFAT (Caffrey et al., 2007),
JEvTrace (Joachimiak e Cohen, 2002), SeaView (Gouy et al., 2010) e Jalview (Waterhouse et al.,
2009).
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Figura 3.2: Ferramenta de edição, visualização e análise Jalview.
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Capítulo 4

Multigran: um sistema de alinhamento

de granularidade variável

Neste capítulo apresentaremos as propostas feitas neste projeto. O objetivo geral é implemen-
tar um alinhador de sequências de granularidade variável, chamado de Multigran, para resolver
problemas típicos de alinhamento de sequências, suportar algoritmos de MSA e técnicas para me-
lhorar a qualidade dos alinhamentos. Multigran utiliza o arcabouço ToPS para manipular o modelo
probabilístico de PairHMM. Em particular, implementaremos os algoritmos de alinhamento anco-
rado, baseado em segmentos e baseado em repetições e rearranjos de proteínas, além da técnica de
refinamento iterativo.

Integramos também o Multigran com uma ferramenta de interface gráfica para edição, visuali-
zação e análise de sequências e alinhamentos. Os alinhamentos e os resultados obtidos pela nossa
ferramenta serão comparados com outras ferramentas de MSA existentes.

4.1 TOPS

O ToPS é arcabouço orientado a objetos que oferece uma grande variedade de modelos pro-
babilísticos, que podem ser combinados e utilizados para analisar sequências (Kashiwabara et al.,
2013). O arcabouço implementa o algoritmo de sequence annealing, onde inicialmente é calculada a
probabilidade posterior de cada par de resíduos para cada par de sequências utilizando um modelo
de PairHMM. Através dessas probabilidades e do modelo de PairHMM o arcabouço encontra o
alinhamento de cada par de sequências que maximiza o maior número esperado de resíduos ali-
nhados corretamente, baseado no alinhamento de máxima precisão esperada, definido por Durbin
(Durbin et al., 1998). Antes de alinhar as sequências, qualquer uma das transformações de consis-
tência probabilísticas que serão apresentadas mais à frente na sessão 2.6.2, podem ser calculadas.
Utilizando um grafo acíclico direcionado e as probabilidades atualizadas, as sequências são alinhadas
através do algoritmo de sequence annealing.

A arquitetura de classes do ToPS (Figura 4.1) é dividida em três níveis, onde a classe abstrata
ProbabilisticModel está no primeiro nível e fornece uma interface que possibilita a construção de
instâncias dos modelos através do polimorfismo. O segundo nível é composto pelas seguintes classes
abstratas:

• FactorableModel representa modelos em que a verossimilhança de uma sequência é fatorável
em um produto de termos, com um termo para cada posição da sequência.

• InhomogeneousFactorableModel representa modelos não homogêneos.

• DecodableModel representa modelos decodificadores.

• DiscriminativeModel representa modelos discriminativos, como Linear-Chain Conditional Ran-
dom Field.
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• GenerativeModel representa modelos geradores, como HMM e GHMM.

• PairDecodableModel representa modelos decodificadores que trabalham com um par de sequên-
cias.

Figura 4.1: Primeiro e segundo nível da arquitetura de classes do ToPS e a classe MultipleAlignment.

O terceiro nível contém as implementações dos modelos abstratos e a implementação da classe
MultipleAlignment. Entre os modelos implementados estão: cadeias ocultas de Markov, cadeias
generalizadas ocultas de Markov, cadeias de Markov não homogêneas e cadeias de alcance variável
de Markov:

• DiscreteIIDModel.

• VariableLengthMarkovChain.

• InhomogeneousMarkovChain.

• LinearChainCRF.

• HiddenMarkovModel.

• GeneralizedHiddenMarkovModel.

• PairHiddenMarkovModel.

• ProfileHiddenMarkovModel.

• MultipleAlignment é a classe que implementa o algoritmo de sequence annealing.

4.2 Modificações na construção de alinhamentos múltiplos

Nesta sessão apresentaremos as modificações nos algoritmos de alinhamento, que foram imple-
mentados no Multigran.

4.2.1 Alinhamento ancorado e baseado em segmentos

Um dos desafios desse algoritmo é manter a consistência entre os segmentos, ou seja, manter a
ordem e a posição na qual os segmentos serão adicionados no alinhamento. Para manter a consis-
tência usaremos o algoritmo de sequence anneling citado na sessão 2.3. Outro desafio é evitar que
ocorra intersecção ou sobreposição entre os segmentos. Para permitir somente segmentos alinhados
disjuntos utilizaremos o algoritmo de refinamento de segmentos.

O algoritmo para alinhamento baseado em segmentos descrito nas subseções seguintes é divido
em 6 passos e pode ser utilizado para alinhar sequências genômicas utilizando âncoras ou alinhar
sequências de nucleotídeos e proteínas utilizando o alinhamento local entre pares de sequências
como segmentos alinhados.
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Geração dos segmentos

Para cada par de sequências é encontrado um conjunto de segmentos alinhados, que são armaze-
nados no conjunto M = {M1,M2, ...,Mm

}. Os segmentos alinhados podem ser encontrados através
do alinhamento local, e para sequências genômicas grandes, âncoras são encontradas utilizando
MuMMer (Kurtz et al., 2004) ou exonerate (Slater e Birney, 2005).

MuMMer encontra a subsequência localmente mais longa, sem substituições ou indels, que
ocorre apenas uma vez entre um par de sequências. Essa subsequência é chamada de maximal
unique matches (MUM) e é encontrada de forma eficiente por uma árvore de sufixo. Para espécies
distantes o MuMMer encontra poucos MUMs, assim o exonerate será utilizado para encontrar
subsequência localmente mais longa com substituições.

Refinamento dos segmentos

Os segmentos alinhados podem se sobrepor ou se intersectar, sendo necessário definir um con-
junto de segmentos alinhados entre pares de sequências que são consistentes com todas as sequências
e não se sobrepõem. Usamos o algoritmo de refinamento de múltiplos segmentos alinhados para en-
contrar uma subdivisão mínima de segmentos, tal que os segmentos possam ser adicionados ao
alinhamento.

Dado o conjunto de segmentos alinhados M = {M1,M2, ...,Mm

}, existe a possibilidade de
sobreposição entre M

x

,M
y

2 M . O algoritmo de refinamento encontra um conjunto de refinamento
R = {M 0

1,M
0
2, ...,M

0
n

}, onde n é a quantidade de segmentos alinhados sem sobreposição. Cada
segmento alinhado M 0

x

2 R é disjunto de qualquer outro segmento alinhado M 0
k

2 R (Figura 4.2).

Figura 4.2: Refinamento dos segmentos alinhados. Figura extraída de Gogol-Döring e Reinert (2009).

O algoritmo de refinamento para pares de sequências foi inicialmente definido por Halpern e seus
colaboradores (Halpern et al., 2002) e estendido para várias sequências pela ferramenta T-Coffee
(Rausch et al., 2008). Usaremos a versão definida por Rausch e seus colaboradores (Rausch et al.,
2008) para encontrar o conjunto de refinamento R para qualquer número de sequências.

Construção do grafo do alinhamento

O algoritmo de refinamento dos segmentos retorna um grafo G = (V,E) que só permite ali-
nhamentos entre segmentos do mesmo tamanho (Figura 4.2). O grafo contém todos os segmentos
refinados R = {M 0

1,M
0
2, ...,M

0
n

}, onde cada v 2 V corresponde a um segmento sem gaps e cada
aresta e 2 E representa um segmento alinhado (Figura 4.2).

Cada aresta e = (v1, v2) 2 E com v1, v2 2 V recebe um peso que pode ser definido de acordo
com a ferramenta ou algoritmo utilizado para encontrar os segmentos.
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Transformações de consistência

Dados os pesos para cada aresta do grafo G = (V,E) construído no passo anterior, a transforma-
ção de consistência visa transformar esses pesos de forma que os alinhamentos entre os segmentos
sejam consistentes uns com os outros.

Consistência neste caso significa que, se existe a aresta e1 = (v1, v2) 2 E com os vértices
v1, v2 2 V e peso w(e1) entre as sequências x e y, e se existe a aresta e2 = (v2, v3) 2 E com os
vértices v2, v3 2 V e peso w(e2) entre as sequências y e z, então o peso e3 = (v1, v3) dos vértices
v1, v3 2 V será incrementado com min{w(e1), w(e2)}. Se a aresta e3 não existe, ela é criada com
o peso min{w(e1), w(e2)}. Essa transformação foi inicialmente definida pela ferramenta T-Coffee
(Rausch et al., 2008) e será utilizada neste algoritmo.

Assim, temos um novo grafo G0
= (V,E0

), com E0 2 E. O pesos transformados serão utiliza-
dos para construir o alinhamento com os segmentos alinhados utilizando o algoritmo de sequence
annealing no passo abaixo.

Alinhamento dos segmentos

O algoritmo de sequence annealing será utilizado para a construção do grafo do alinhamento
final. Para isso, o conjunto P = {w(e1), w(e2), ..., w(en)} é construído com os pesos das arestas do
grafo G0

= (V,E0
) em ordem decrescente, onde w(e1) é o maior peso de uma aresta do grafo G0 e

w(e
n

) é o menor peso.
O alinhamento inicia do maior peso para o menor. Seja w(e1) o peso para aresta e1 = (v1, v2),

então e1 é adicionado ao grafo do alinhamento final A(V,E00
), desde que seja compatível com as

arestas de E00. Ser compatível significa que os vértices v1 e v2 não pertencem a E00. Esse processo é
repetido para cada w(e

i

) 2 P .

Alinhamento das regiões entre os segmentos

A partir do passo anterior, temos um conjunto de segmentos alinhados entre pares de sequências
que são consistentes com todas as sequências. Esses segmentos alinhados são utilizados como um
mapa de restrições para alinhamento das regiões entre os segmentos. Nesse passo assumimos que
os segmentos alinhados têm probabilidade ⇠ 1 (Bradley et al., 2009) e as regiões entre os segmen-
tos serão alinhadas com a versão do algoritmo de alinhamento múltiplo implementado pelo ToPS
definido na sessão 2.3 sobre o algoritmo de sequence annealing. Os resíduos entre os segmentos con-
sistentes podem ser adicionados ao alinhamento final sem a necessidade de alinhá-los. Esse passo
pode ser definido como uma opção para o usuário.

O algoritmo de sequence annealing retorna um grafo que precisa ser mapeado para o alinha-
mento múltiplo final. Existe um relacionamento de um-para-muitos entre o grafo e o alinhamento.
Encontrar a ordem topológica dos vértices e arestas é feita de maneira linear, como descrito na
sessão 2.3.

4.2.2 Alinhamento baseado em repetições e rearranjos

Um dos desafios desta heurística é manter a consistência entre os pares de fragmentos alinhados,
pois domínios da mesma família podem ter diferentes graus de conservação e diferentes tamanhos
entre as sequências. Utilizaremos o algoritmo de sequence annealing para manter a consistência
entre pares de alinhamentos locais e filtrar as partes conservadas desses alinhamentos. O resultado
final do alinhamento é um conjunto de regiões alinhadas com um comprimento mínimo (Figura 4.3).

Nas subseções seguintes descrevemos os passos do algoritmo que leva em conta repetições e
rearranjos, e será integrado no ToPS. São 6 passos baseados no algoritmo do alinhador ProDA. Os
passos para geração e alinhamento de um bloco, extração do alinhamento final e remoção de PLAs
usados, são executados iterativamente enquanto existirem pares de fragmentos alinhados que não
pertencem a qualquer bloco.
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Figura 4.3: Alinhamento baseado em repetições e rearranjos: (i) quatro sequências de proteínas, com domí-
nios repetidos (SH3 na sequência CRKL_HUMAN) e rearranjos (SH2-SH3 na sequência CRKL_HUMAN e
SH3-SH2 na sequência ABL1_HUMAN), e (B) fragmentos do mesmo domínio são alinhados em um mesmo
bloco (A-D). Figura extraída de Phuong et al. (2006).

Construção do alinhamentos locais entre pares de sequências

As sequências de proteínas podem ter diferentes domínios, com diferentes tamanhos e diferentes
graus de conservação uns com os outros (Raphael et al., 2004). Poucos alinhamentos exatos são
encontrados em sequências de proteínas distantemente relacionadas, assim nos alinhamentos locais
são permitidas substituições e indels.

Dado s sequências de proteínas S = {S1, ..., Ss

} e o comprimento mínimo de um alinhamento
local L

min

. Para cada par de sequências x, y 2 S, são calculados todos os alinhamentos locais de
comprimento no mínimo L

min

. Os alinhamentos podem ser calculados através dos algoritmos viterbi
deconding, Smith e Waterman, e Waterman e Eggert descritos na sessão 2.1 sobre alinhamento de
pares. Esses algoritmos retornam um conjunto de alinhamento locais M = {M1,M2, ...,Mm

} entre
todas as sequências de S, onde m é a quantidade de alinhamentos encontrados.

Domínios grandes podem ter regiões pouco conservadas, fazendo com que os alinhamentos locais
encontrados sejam somente fragmentos de domínios e domínios pequenos próximos uns dos outros
podem fazer com que os alinhamentos locais encontrados sejam uma concatenação de domínios
vizinhos (Phuong et al., 2006).

ProDa utiliza o modelo de PairHMM específico, para calcular o alinhamento local de cada
par de sequências x, y 2 S. ToPS é mais flexível por permitir que os modelos sejam especificados
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em arquivos de configuração, em que é possível alterar qualquer parâmetro sem a necessidade da
alteração do código do arcabouço. Assim, diferentes modelos de PairHMM podem ser definidos para
modelar tanto sequências com domínios grandes como sequências com domínios pequenos.

Inferência de repetições dos alinhamentos de pares de sequências

Os alinhamentos locais encontrados no passo anterior são pós-processados para que seja possível
encontrar alinhamentos que se sobrepõem entre um par de sequências. Essa sobreposição pode
ocorrer devido aos alinhamentos locais pequenos e próximos uns dos outros inferidos como um único
alinhamento, como mencionado anteriormente. Com este pós-processamento, os alinhamentos locais
que contêm vários outros alinhamento pequenos, podem ser divididos em alinhamento menores.

Este processamento é executado para cada par de sequências. Após a inferência das repetições
os passos subsequentes são executados.

Geração de um bloco de fragmentos das sequências

Bloco é definido como um conjunto B de alinhamentos locais que representam um domínio
específico. O conjunto de sequências S pode ter uma arquitetura com multidomínios e assim vários
blocos podem ser inferidos.

Dado m alinhamentos locais que ainda não pertencem a nenhum bloco M = {M1,M2, ...,Mm

},
dois segmentos de um par de sequências são alinháveis se pertencem a qualquer alinhamento local
M

x

2 M ou ambos os fragmentos de M
x

2 M são alinháveis com um terceiro fragmento M
y

2 M .
O bloco B é calculado com o número máximo de segmentos alinháveis, no qual pelo menos um
dos segmentos é alinhável com todos os outros segmentos diretamente ou através de um terceiro
segmento (Phuong et al., 2006).

Os alinhamentos locais do bloco B podem ser inconsistentes uns com os outros e ter diferentes
tamanhos, assim o alinhador ProDa implementa um filtro para definir o limite inicial e final de
cada segmento do bloco B. Utilizaremos somente o alinhamento de um bloco descrito abaixo para
manter a consistência entre os alinhamentos locais do bloco B e encontrar as similaridades locais
entre os alinhamentos sem a necessidade de definir filtros heurísticos.

Alinhamento de um bloco

Em vez de alinhar sequências inteiras, somente os alinhamentos locais encontrados no passo an-
terior são alinhados. Para cada par de alinhamentos locais M

x

2 B são calculadas as probabilidades
posteriores utilizando o modelo de PairHMM. As probabilidades são reestimadas com qualquer uma
das transformações de consistência fornecidas pelo ToPS e descritas na sessão 2.6.2.

Após o cálculo das probabilidades e das transformações de consistência, todos os alinhamentos
locais do bloco B são alinhados usando o algoritmo de alinhamento múltiplo implementado pelo
arcabouço ToPS e descrito na sessão 2.3 sobre o algoritmo de sequence annealing.

Extração do alinhamento final

As colunas iniciais e finais do alinhamento construído pelo passo anterior podem conter gaps,
indicando erros no cálculo dos limites do bloco. O algoritmo refina o alinhamento retornando a
maior fração do bloco, em que a coluna inicial e final não contêm gaps.

Remoção de alinhamentos locais usados

Dois fragmentos iguais de alinhamentos locais distintos não podem pertencer a mais de um bloco,
pois cada bloco possui um conjunto de PLAs alinhados que representam um domínio específico.
Seja M = {M1,M2, ...,Mm

} o conjunto de alinhamentos locais que não ainda não pertencem a
nenhum bloco e N = {N1, N2, ..., Nn

} o conjunto de alinhamentos locais que pertencem ao bloco
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construído no passo anterior. O algoritmo verifica se algum alinhamento local N
x

2 N compartilha
algum par de fragmentos com M .

A Figura 4.3 mostra um exemplo, onde um par de fragmentos é compartilhado por um ali-
nhamento local N

x

2 N e um alinhamento local M
y

2 M . O par de fragmentos compartilhado é
removido de M

x

e o restante do alinhamento local é mantido se o seu comprimento é maior que
L
min

. Se ainda existirem alinhamentos locais o passo 4.2.2 é executado novamente.

Figura 4.4: Remoção de fragmento de um alinhamento local já utilizado usado. Figura extraída de
Phuong et al. (2006).

4.2.3 Refinamento iterativo

O algoritmo de sequence annealing pode não gerar um alinhamento acurado ao alinhar sequên-
cias que pertencem a diferentes subfamílias, pois poderão existir vários pares de posições com
probabilidades pequenas concorrendo entre si e a seleção do par mais provável e consistente a ser
alinhado entre esses pares concorrentes pode produzir resultados ruins (Sahraeian e Yoon, 2010).

Para alinhamentos que contêm subfamílias de sequências o algoritmo progressivo separa cada
subfamília em grupos, utilizando algum algoritmo de clusterização, depois as sequências de cada
grupo são alinhadas e por fim os grupos são alinhados entre si, usando o algoritmo de alinhamento de
perfil. Por alinhar inicialmente as sequências similares que pertencem a cada grupo e depois alinhar
os grupos de cada subfamília, algumas ferramentas que implementam uma variação do algoritmo
progressivo produzem os melhores resultados para esse conjunto de dados (Sahraeian e Yoon, 2010)
(Altschul et al., 1997). Sendo assim, para o Multigran, que implementa o algoritmo de sequence an-
nealing, ter resultados competitivos em relação às outras ferramentas é necessária a implementação
da técnica de refinamento iterativo para melhorar a qualidade dos alinhamentos.

Baseado no algoritmo de refinamento iterativo discriminativo (Sahraeian e Yoon, 2010) e na
desvantagem do algoritmo de sequence annealing citada acima, propomos a seguinte variação da
heurística de refinamento iterativo.

Dado m sequências S = {S1, ..., Sm

} e o número máximo de sequências C
max

que serão reali-
nhadas com seus respectivos grupos:

1. Divisão de S em grupos. Usando o algoritmo de clusterização k-means (Theodoridis e Koutroumbas
, 2009), para cada sequência S

x

2 S é encontrado um conjunto de sequências similares
N

x

. Baseado nos conjuntos de sequências similares, o conjunto S é particionado em gru-
pos G = {G1, ..., Gn

}, sendo n a quantidade de grupos que representam cada subfamília
ou conjunto de sequências similares que pertencem a S. R é o conjunto de sequências que
não pertencem a nenhum grupo. A definição de máxima precisão esperada é utilizada como
medida de similaridade entre duas ou mais sequências em um alinhamento A. Se A for um
alinhamento múltiplo é necessário considerar todos os pares de posições alinhadas.

E[prec(A)] =

X

8xi⇠yj2A
P (x

i

⇠ y
j

|x, y)
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2. Repetição para cada S
x

2 S. São escolhidas no máximo C
max

sequências de S.

(a) Cada uma das sequências escolhidas são realinhadas com seus respectivos grupos.
(b) Os grupos que representam cada uma das sequências escolhidas e o grupo R são alinha-

dos. A definição de máxima precisão esperada citada acima é utilizada para definir a
similaridade e a ordem dos alinhados de cada grupo.

(c) Outras C
max

sequências são escolhidas e o passo (a) é repetido.

O ciclo de iteração é finalizado quando a pontuação do alinhamento converge, ou se um limite
de 2N2 iterações é atingido, onde N é o número de sequências.

4.3 Implementação

A arquitetura do ToPS foi construída em cima de padrões de projeto, como Factory Method e
Composite, descritos por Gamma E. et al. (1994). Essa característica permite que novos modelos
sejam adicionados mais facilmente no arcabouço.

Nossa proposta consistiu em transformar a classe concreta MultipleAlignment, que implementa
o algoritmo de sequence annealing, em uma classe abstrata que será utilizada para facilitar a adi-
ção de algoritmos de alinhamento múltiplo. Outra modificação na arquitetura é a construção da
classe abstrata PairwiseAlignment que funcionará como uma interface para a implementação dos
algoritmos para alinhamento de um par de sequências.

A implementação dos algoritmos de MSA e de alinhamento de pares envolve a extensão das
classes abstratas MultipleAlignment e PairwiseAlignment, como mostra Figura 4.5. Abaixo, estão
as classes concretas dos algoritmos que estão sendo implementados e que foram descritos neste
documento:

• Sequence annealing (2.3),

• Anchored (4.2.1),

• RepeatsAndRearrangements (4.2.2),

• IterativeRefinement (4.2.3),

• NeedlemanWunsch (2.1),

• SmithWaterman (2.1),

• WatermanEggert (2.1).

Figura 4.5: Modelagem proposta para a adição dos algoritmos de alinhamento múltiplo e alinhamento de
pares de sequências. As classes abstratas MultipleAlignment e PairwiseAlignment dependem de um modelo
probabilístico para o cálculo das probabilidades a posteriori, das transformações de consistência, entre outros.
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Outra modificação, na classe concreta MultipleAlignment, será a extração do código das versões
de transformações de consistência e do grafo acíclico direcionado do algoritmo de sequence annealing
para classes específicas.

4.4 Visualização

Multigran tem duas versões do algoritmo de sequence annealing. Uma é a formulação original
deste método definida no artigo de Sahraeian e Yoon (2010) e a outra é uma versão modificada
que maximiza a função de precisão esperada levando em conta gaps no alinhamento (Onuchic
, 2012). A ferramenta também fornece opções para melhorar a qualidade dos alinhamentos, como
seis versões de transformações de consistência (todas as transformações da sessão 2.6.2), sendo que
quatro dessas versões são inovações que modificam a formulação original deste método (Onuchic,
2012). As outras duas versões são definidas nos artigos de Do et al. (2005) e de Sahraeian e Yoon
(2010). Portanto, o usuário pode alinhar sequências de 14 formas diferentes, além disso, pode utilizar
as técnicas de refinamento iterativo, alinhamento ancorado e alinhamento baseado em segmentos,
repetições e rearranjos formuladas neste documento.

O algoritmo de sequence annealing usa diferentes critérios matemáticos para encontrar uma
solução aproximada para o problema de alinhamento de sequências, sem levar em conta as carac-
terísticas bioquímicas das sequências. Isso pode gerar erros difíceis de serem corrigidos automati-
camente, através das transformações de consistência e refinamento iterativo. Esses erros podem ser
corrigidos manualmente com ajuda de informações sobre as sequências, tais como estrutura das
famílias de proteínas e genes.

Devido à quantidade de opções para alinhar sequências fornecidas pelo Multigran e aos erros
que podem ser gerados pelos mais acurados algoritmos de alinhamento (Blackshields et al., 2006),
integramos nossa ferramenta com uma ferramenta de edição, visualização e análise de alinhamentos
de sequências.

Dentre as ferramentas sobre visualização de alinhamentos múltiplos, CINEMA e GeneDoc não
parecem estar em desenvolvimento ativo, pois não são atualizadas desde 2004 e 2007 respectiva-
mente. Base-By-Base é uma ferramenta com foco no alinhamento de genomas, enquanto PFFAT,
JEvTrace e SeaView focam na visualização e análise de proteínas e árvores filogenéticas. Jalview
fornece recursos para edição, visualização e análise de sequências de proteínas e árvores filogenéticas,
mas também inclui recursos específicos para análise de sequências e alinhamentos de DNA.

Dessa maneira, integramos o ToPS com à ferramenta Jalview (Figura 3.2). A escolha se deve ao
foto de a nossa ferramenta alinhar sequências de DNA e proteínas e a ferramenta Jalview fornecer
recursos para edição, visualização e análise desses tipos de alinhamentos. Através da integração do
Multigran com JalView, o usuário pode editar os alinhamentos e utilizar as diferentes opções de
alinhamento fornecidas pela nossa ferramenta (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Opções fornecidas para o alinhamento de sequências utilizando os algoritmos de sequence
annealing do Multigran. O usuário pode escolher a versão do algoritmo e informar o número de vezes que
as transformações de consistência, o algoritmo iterativo e o treinamento das sequências serão executados.



Capítulo 5

Validações e comparações

Neste capítulo descreveremos como foram feitas as validações e as comparações com outras fer-
ramentas em relação aos algoritmos de alinhamento ancorado e baseado em segmentos, alinhamento
baseado em repetições e rearranjos, refinamento iterativo e sequence annealing.

Como mencionado na sessão 4.4, ToPS implementa as transformações de consistência clássicas
e as modificadas, além da versão original do algoritmo de sequence annealing e uma versão modifi-
cada desse método que leva em conta o posicionamento correto dos gaps. Comparações feitas entre
os pares de versões da ferramenta (qualquer versão do algoritmo de sequence annealing mais qual-
quer versão das transformações de consistência), utilizando os benchmarks BaliBase e IRMBASE,
mostraram que a transformação de consistência que considera o alinhamento entre uma base e um
gap qualquer na outra sequência tem as melhores performances utilizando os critérios de avalia-
ção citados na sessão 2.7 (Onuchic, 2012). Já o algoritmo de sequence annealing modificado tem
uma melhora significativa, em relação à versão original, quando o critério de qualidade maximiza o
posicionamento correto dos gaps.

O motivo de comparar pares de versões implementados pelo ToPS foi avaliar as técnicas indepen-
dentemente de outras heurísticas e melhorias de performance implementadas por outras ferramentas,
fazendo assim uma comparação honesta em uma única plataforma. Devido às melhorias significati-
vas ao utilizar as transformações de consistência modificadas, foi sugerido que outras ferramentas
pudessem implementá-las, e assim melhorarem o resultados dos seus alinhamentos (Onuchic, 2012).

Neste trabalho, faremos uma comparação dos resultados entre diferentes ferramentas de MSA.
Assim, serão avaliadas diferentes heurísticas implementadas por outras ferramentas, como alinha-
mento progressivo e sequence annealing que utilizam ou não as transformações de consistência e o
refinamento iterativo.

Em estudo recente, o Clustal Omega superou outras ferramentas de alinhamento múltiplo em
relação ao tempo de execução e à qualidade do alinhamento quando são alinhadas mais de 10000
sequências (Sievers et al., 2011). Utilizaremos as ferramentas que tiveram seus resultados avaliados
no artigo do Clustal Omega e os benchmarks BaliBase2.0, BaliBase3.0 e IRMBASE para avaliar os
resultados do ToPS em relação ao alinhamento de sequências de proteínas, utilizando os algoritmos
já implementados e os algoritmos propostos neste documento. Os critérios de qualidade definidos
na sessão 2.7 serão usados para a avaliação dos resultados.

Nos trabalhos de Chen e Tompa (2010) e Kim e Sinha (2010) a ferramenta Pecan é a que tem
os melhores resultados no alinhamento de sequências genômicas. Utilizaremos o teste, as ferramentas
e os resultados encontrados por Chen e Tompa descritos na sessão 2.7, para avaliar o alinhamento
ancorado 4.2.1 e o alinhamento baseado em segmentos 4.2.1 em relação ao alinhamento de sequências
genômicas.
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Capítulo 6

Conclusões e considerações finais

Neste trabalho propomos novas abordagens para lidar com os problemas de alinhamentos de
múltiplas sequências. Essas propostas envolveram modificações em técnicas para construção de
alinhamento múltiplo e na forma de editar, visualizar e analisar o alinhamento de sequências.

Em relação ao alinhamento de sequências grandes, propusemos duas modificações no algoritmo
de alinhamento ancorado e baseado em segmentos. Essas modificações envolviam a utilização do
algoritmo de sequence annealing para manter a consistência entre os segmentos ou âncoras alinhadas
e o algoritmo de refinamento dos segmentos para evitar que ocorra intersecção ou sobreposição entre
os segmentos. Confirmamos que a utilização dessas modificações de fato melhora o resultado final
dos alinhamentos.

Agora tratando de alinhamentos de sequências com multidomínios, apresentamos uma modifi-
cação no algoritmo de alinhamento baseado em repetições e rearranjos. Mostramos que utilizar o
algoritmo sequence annealing na construção do alinhamento melhora a consistência dos alinhamen-
tos dos domínios e filtra as partes conservadas do alinhamento.

Mostramos que o alinhamento progressivo tem bons resultados no alinhamento de sequências
que contêm subfamílias, e que utilizando o algoritmo de refinamento iterativo modificado nos ali-
nhamentos construidos pelo algoritmo de sequence annealing em alinhamentos de sequências que
contêm subfamílias, o resultado final do alinhamento é compatível com o resultado dos alinhamentos
construidos por ferramentas que implementam o algoritmo progressivo.

Por fim, é importe ressaltar que o alinhador Multigran foi integrado com uma ferramenta de
edição, visualização e analise de sequências, chamada de Jalview.
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