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Resumo

Os recentes avanços científicos e tecnológicos proporcionaram um grande aumento

dos dados biológicos disponíveis para análise e técnicas manuais são inviáveis para

executar a análise desses dados e, assim, a Bioinformática surgiu devido a necessidade

de analisar-se esse volume de dados com ferramentas computacionais e possibilitar in-

ferências relevantes. Neste contexto, técnicas de alinhamento de sequências são ferra-

mentas imprescindíveis. No entanto, alinhar sequências tem alto custo computacional

e neste cenário, adota-se o Alinhamento Múltiplo de Sequências no qual diversas heu-

rísticas são adotadas para amenizar o problema do custo computacional. Uma destas é

o Alinhamento Progressivo que funciona basicamente em três fases: alinhamento par

a par, construção da árvore guia e o alinhamento de perfis. Diversos estudos destacam

a importância da árvore guia e de refiná-la para manter as sequências mais similares

em ramificações próximas e assim, produzir um resultado com melhor significância

biológica. Assim, no presente trabalho apresenta-se conceitos e técnicas essenciais

da Bioinformática e de construção da árvore guia e, por fim apresenta-se um método

de refinamento da árvore guia aplicado em ferramentas que usam o Alinhamento Pro-

gressivo e que trabalha entre as etapas de construção da árvore guia e do profile final.

O método recebe como entrada uma árvore guia e sua matriz de distâncias produzida

pelo Alinhamento Progressivo, promove mudanças em suas ramificações internas e

avalia se a probabilidade da árvore produzida é mais próxima da árvore verdadeira. Se

probabilidade da árvore produzida é maior que a da árvore guia inicial, a nova árvore

é devolvida como a árvore guia para a ferramenta de alinhamento construir o profile

final, o que proporciona resultados com melhor significado biológico.

Palavras-chave: Bioinformática. Alinhamento Múltiplo de Sequências. Alinhamento

Progressivo. Rearranjo de Árvores. Refinamento da Árvore Guia.



Abstract

Recent scientific and technological advances have provided a large increase in the

biological data available for analysis and manual techniques are unfeasible to perform

the analysis of this data and thus Bioinformatics arose due to the need to analyze this

data volume with computational tools and enable relevant inferences. In this context,

sequence alignment techniques are essential tools. However, aligning sequences has a

high computational cost and in this scenario, Multiple Sequence Alignment is adopted

in which several heuristics are adopted to alleviate the computational cost problem.

One of these is Progressive Alignment which works basically in three phases: pairwise

alignment, guide tree construction and profile alignment. Several studies highlight the

importance of the guide tree and refining it to maintain the most similar sequences in

close branches and thus produce a result with better biological significance. Thus, in

the present work we discuss essential concepts and techniques of Bioinformatics and

the construction of the guide tree and, finally, we present a method of refinement of

the guide tree applied in tools that use Progressive Alignment and that works between

the guide tree build step and the final profile build step. The method receives as input a

guide tree and its distance matrix produced by Progressive Alignment, makes changes

in its internal branches and evaluates if the probability of the produced tree is closer to

the true tree. If the produced tree’s probability is greater than that of the initial guide

tree, the new tree is returned as the guide tree for the alignment tool to build the final

profile, which gives better biological significance results.

Keywords: Bioinformatics. Multiple Sequence Alignment. Progressive Alignment.

Tree Rearrangement. Guide Tree Refinement.
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Capítulo 1

Introdução

1.1 Contextualização

São muitas as revoluções e descobertas que ocorreram em todas as áreas da ciên-

cia no século XX e nesse princípio do século XXI. Entre todas ciências, a Biologia

enquadra-se como uma das que mais se destacou, devido aos vários avanços que tem

proporcionado (COHEN, 2004). Apesar de haver registros históricos de que os antigos

chineses, gregos e egípcios estudavam alguns aspectos dos seres vivos e de estruturas

das células em séculos anteriores, a Biologia só teve sua considerável revolução a par-

tir da descoberta da estrutura 3D, em forma de hélice, do DNA, por Watson e Crick

em 1953 (WATSON; CRICK et al., 1953).

Por outro lado, a Ciência da Computação é uma área que se desenvolveu no século

XX, com importantes contribuições do matemático britânico Alan Turing, que lançou

as suas bases ao introduzir, em 1936, um modelo matemático simples, de uma má-

quina hipotética, para o processo computacional e que atualmente é conhecida como

Máquina de Turing (TURING, 1937). Além disso, houve também uma contribuição

relevante do matemático húngaro John von Neumann, que trabalhou com seus colegas

do Instituto de Estudos Avançados de Princeton, entre 1946 e 1952, para desenvol-

ver um computador que executasse programas armazenados, que foi chamado de IAS
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Computer e se tornou o protótipo de todos os computadores modernos (STALLINGS,

2003).

No entanto, a Ciência da Computação não é um fim específico, mas um meio pelo

qual as demais ciências podem obter melhores resultados para os seus trabalhos e pes-

quisas. Dessa forma, solucionando problemas complexos de forma automática, mais

rápido do que o trabalho e a mente humana são capazes de realizar. A aplicação das

técnicas e ferramentas da Ciência da Computação na área das Ciências Biológicas deu

origem a uma área de conhecimento multidisciplinar conhecida como Bioinformática

(EDGAR; BATZOGLOU, 2006).

Um dos principais fatores que contribuíram para a evolução da Bioinformática e

que a torna cada vez mais importante, relaciona-se com os avanços na medicina. O

progresso fundamental na medicina depende da elucidação de como ocorrem os vários

processos biológicos, levando-se a uma necessidade crescente e constante de avanços

tecnológicos (COHEN, 2004). O projeto Genoma Humano e seus desmembramen-

tos podem ser citados como exemplos de impulsionadores desses avanços citados na

Bioinformática (PROSDOCIMI et al., 2002).

Além desses fatores de avanço relatados anteriormente, o surgimento dos sequenci-

adores de nova geração NGS (Next Generation Sequencing) revolucionou ainda mais

a pesquisa genômica, devido ao grande volume de dados que ele é capaz de gerar,

quando comparado com a tecnologia anterior, a Sanger (LIU et al., 2012). Para se

ter um efeito comparativo, o que um NGS produz em um dia, um Sanger produz em

anos (BEHJATI; TARPEY, 2013). Esse fato tem aumentando de maneira considerável

a quantidade de dados biológicos de sequências de DNA e de proteínas que precisam

ser analisados e armazenados. Com esses avanços tecnológicos, tornou-se infactível a

análise manual desses dados coletados pelos biólogos (ZAFALON et al., 2015), que

têm a necessidade de interpretá-los. Dessa forma, estratégias computacionais para

analisá-los tornaram-se essenciais, especialmente considerando-se que os dados obti-
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das por meio do sequenciamento são expressados na forma de cadeia de caracteres, ou

seja, sequências de símbolos (COHEN, 2004).

No caso do DNA, que é base da hereditariedade, trata-se de um polímero composto

por moléculas chamadas nucleotídeos, que podem ser mapeados por quatro bases ni-

trogenadas: Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T). Uma sequência de

DNA é, portanto, especificada completamente por uma sequência composta por um

alfabeto de quatro letras A, C, G, T (LIEW; YAN; YANG, 2005). Essa mesma abs-

tração aplica-se aos aminoácidos, no entanto, usa-se um alfabeto de vinte letras, cujas

combinações formam as proteínas.

A Bioinformática desempenha um importante papel na coleta e processamento dos

dados genômicos obtidos pelos biólogos no estudo das funções proteicas, bem como

a determinação das regiões conhecidas como pontos quentes (hotspots), que são rele-

vantes para a indústria farmacêutica (COHEN, 2004). O conhecimento detalhado das

estruturas das proteínas facilita o desenvolvimento de medicamentos capazes de atuar

nessas regiões de interesse e atacar as causas das potenciais doenças. Desta forma,

algumas das tarefas típicas realizadas na Bioinformática incluem indicar a forma e a

função de uma proteína a partir de uma determinada sequência de aminoácidos, en-

contrar todos os genes e proteínas em um dado genoma e determinar os locais na

estrutura proteica onde moléculas de drogas podem ser anexadas (COHEN, 2004).

Essa percepção apresenta-se como um fator de suma importância em diversos cená-

rios, principalmente no auxílio à eventual cura de diferentes tipos de doenças (KHURI,

2008). Assim, biólogos têm a necessidade do poder computacional para a análise sa-

tisfatória dos dados que, geralmente, são obtidos em sua forma bruta e que precisam

ser processados para a realização de posteriores inferências (KHURI, 2008).
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1.2 Justificativas

Existem vários métodos que são usados em várias ferramentas computacionais para

extrair informações genômicas das amostras biológicas sequenciadas e as que mais se

destacam são as ferramentas de alinhamento de sequências (EDGAR; BATZOGLOU,

2006). Uma das principais estratégias utilizadas pelos métodos empregados para as

análises de sequências biológicas é o Alinhamento Múltiplo de Sequências (AMS)

(MORRISON; MORGAN; KELCHNER, 2015). O AMS é uma estratégia útil na

previsão de estruturas de proteínas, análise filogenética, predição de função e no dese-

nho dos iniciadores da reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) (NOTREDAME;

HOLM; HIGGINS, 1998).

No entanto, AMS é uma técnica não-determinística e nem sempre garante o resul-

tado exato, mas sim um alinhamento ótimo, ao contrário do que pode ser obtido por

meio de técnicas determinísticas, como a Programação Dinâmica (PD). Dentre essas

técnicas de PD, destacam-se os algoritmos de Needleman-Wunsch (NEEDLEMAN;

WUNSCH, 1970) e de Smith-Waterman (SMITH; WATERMAN, 1981). Estas técni-

cas são adequadas para tratarem pares de sequências (WANG; JIANG, 1994). Assim,

a utilização de estratégias determinísticas para alinhamentos de múltiplas sequências

torna-se uma tarefa com alto custo computacional, uma vez que os algoritmos de PD

anteriormente citados enquadram-se como problemas da classe dos NP-completos,

com complexidade de tempo e espaço O(LN), em que L é o comprimento da sequên-

cia e N é o número de sequências de uma conjunto (WATERMAN; SMITH; BEYER,

1976; WANG; JIANG, 1994; EDGAR, 2004a; WANG et al., 2015), com 1 ≥ N ≤ ∞.

Devido à complexidade computacional das técnicas determinísticas, houve uma

concentração de trabalhos nas técnicas de AMS, que podem ser baseadas em diver-

sas heurísticas (EDGAR; BATZOGLOU, 2006). Destas, destaca-se atualmente o Ali-

nhamento Progressivo (FENG; DOOLITTLE, 1987), que é o mais implementado nas

diversas ferramentas bem conhecidas, como as da família Clustal (THOMPSON; HIG-
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GINS; GIBSON, 1994; SIEVERS; HIGGINS, 2014; SIEVERS; HIGGINS, 2018), a

MUSCLE (EDGAR, 2004a), a MAFFT (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2017),

a MULTAL (TAYLOR, 1988), entre outras.

A característica que torna o Alinhamento Progressivo interessante deve-se ao fato

de que as sequências mais semelhantes, ou menos distantes, são alinhadas primeiro

por meio de uma árvore binária, que neste contexto recebe o nome de árvore guia. A

árvore guia é construída com auxílio de uma matriz de distâncias, na qual são arma-

zenadas as distâncias evolutivas computadas com o auxílio de uma função de medida,

para todos os possíveis pares de sequências de um dado conjunto de sequências forne-

cido como entrada para o algoritmo. Os pares de sequências menos distantes, ou mais

semelhantes, são agrupados primeiro e assume-se que, no Alinhamento Progressivo,

o melhor resultado é obtido em cada nó ao alinhar os dois perfis com menor número

de diferenças, mesmo que não sejam vizinhos evolutivos (BOYCE; SIEVERS; HIG-

GINS, 2015; EDGAR, 2004b).

O Alinhamento Progressivo tem como vantagem a velocidade, a simplicidade e a

sensibilidade. Porém, erros ocorridos no início do processo não são corrigidos nas

fases posteriores, devido à característica gulosa da estratégia e podem conduzir a dis-

torções no resultado final (NOTREDAME; HOLM; HIGGINS, 1998). Isto leva à ne-

cessidade de esforços para melhorar a acurácia da árvore guia. O desenvolvimento de

estratégias capazes de conciliar desempenho computacional e acurácia dos alinhamen-

tos, dando um significado biológico relevante é um dos desafios na área da Bioinfor-

mática (MORRISON; MORGAN; KELCHNER, 2015). Uma vez que o Alinhamento

Progressivo é sensível aos problemas que ocorrem na fase de cálculo das distâncias, as

técnicas de rearranjo da árvore guia destacaram-se como um ponto fundamental, pois

podem amenizar essa distorção (HSIEH et al., 2015).

Neste contexto, observam-se vários estudos apontando para a importância da ár-

vore guia e para a necessidade de melhorar sua acurácia, de modo a garantir um ali-
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nhamento final com maior significância biológica. Boyce (BOYCE; SIEVERS; HIG-

GINS, 2015) demonstrou que uma simples mudança na ordem dos conjuntos de en-

trada, pode produzir resultados diferentes para esse mesmo conjunto. Penn (PENN et

al., 2010) mostrou que as incertezas na árvore guia são fontes importantes de incertezas

no alinhamento. Capella-Gutierrez e Gabaldon (CAPELLA-GUTIÉRREZ; GABAL-

DÓN, 2013) mostraram que a maioria das lacunas (gaps) são inseridas em padrões

que seguem a árvore guia. Zhan (ZHAN et al., 2015) usou um método adaptativo de

construção da árvore para demonstrar a melhora da acurácia de diversas ferramentas

de AMS com o uso de melhores árvores guia. Algumas ferramentas também têm ob-

tido melhores resultados por meio do uso de técnicas para construir melhores árvores

guia, como GLProbs (YE et al., 2015) e a PnpProbs (YE; LAM; TING, 2016). Hsieh

(HSIEH et al., 2015) usou uma adaptação da técnica de bissecção e reconexão da ár-

vore (TBR - Tree Bisection and Reconnection), a fim de melhorar a reconstrução de ár-

vores guia, combinada com o princípio da evolução mínima (ME - Minimum Evolution

Principle) (RZHETSKY; NEI, 1993) para filtrar posições reconectadas desnecessárias

e reduzir o tempo de busca, demonstrando que o método pode ajudar outros algoritmos

na construção de árvores mais precisas, com tempo de processamento aceitável.

1.3 Motivação e Escopo

A partir dos estudos citados na seção 1.2 demonstra-se a importância da árvore guia,

também conhecida como árvore filogenética, que é produzida pelo AMS durante a

execução da segunda fase do processo de alinhamento. Melhorar a sua acurácia, ou

seja, aplicar técnicas que promovam melhorias a fim de gerar uma árvore de tamanho

mínimo e, que desta forma, reflita com maior proximidade a linha da evolução das

espécies, ainda é um problema na área da Bioinformática. Uma árvore guia mais

acurada é uma árvore em que as sequências com a menor distância evolutiva estão

agrupadas juntas, ou mais próximas. Dessa forma, pode-se gerar arestas com pesos
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mínimos, a fim de representar melhor a evolução das espécies e, consequentemente,

são capazes de produzir um resultado do AMS com maior significância biológica.

Técnicas que promovem mudanças na topologia da árvore guia tem por objetivo

produzir uma árvore de tamanho mínimo, para a qual a soma dos tamanhos de todas

as suas arestas, aproxima-se ao máximo do tamanho da árvore evolutiva verdadeira,

que é uma árvore que representa a verdadeira evolução das espécies. Neste contexto,

a acurácia de uma árvore guia é medida pelo resultado da diferença de seu tamanho

quando comparado com o tamanho da árvore verdadeira, onde quanto menor a dife-

rença, melhor é a árvore produzida.

Produzir resultados do AMS com maior significância biológica, com um resultado

capaz de representar com maior proximidade a evolução das espécies e demonstrar

suas similaridades, o mais próximo da verdadeira evolução, é um fator importante para

os pesquisadores das áreas de saúde, da indústria farmacêutica e das ciências biológi-

cas. Na área de saúde e na indústria farmacêutica, tais resultados são importantes para

determinar quais são as terapias e medicamentos mais adequados para determinada

enfermidade ou no combate de vírus e bactérias nocivos a saúde.

Sendo assim, constitui-se como motivação deste trabalho desenvolver um método

capaz interagir com as ferramentas de AMS e promover melhorias na árvore guia, utili-

zando técnicas de rearranjo de árvore, convergindo para resultados finais do AMS com

maior significância biológica e contribuir com os trabalhos de biólogos, pesquisadores

e profissionais de saúde.

1.4 Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um método de rearranjo

que promova melhorias na acurácia da árvore guia e produza uma árvore guia com

tamanhos mínimos de arestas, mais próxima da árvore evolutiva verdadeira, gerando

um resultado com maior qualidade nos alinhamentos produzidos, sem degradar o de-



22

sempenho computacional em termos de tempo de execução e, assim, contribuir para a

evolução da significância biológica dos resultados finais produzidos pelo AMS.

O método atua nas ferramentas de AMS entre as fases de construção da árvore guia

e de construção do AMS, mas não se limita a uma única ferramenta. Desta forma, foi

desenvolvido em um módulo separado que recebe como entrada uma árvore guia e

sua matriz de distâncias, executa trocas em suas ramificações internas para melhorar

a sua acurácia e retorna a árvore guia modificada para a ferramenta de AMS. Para o

desenvolvimento do presente trabalho, foi escolhida uma única ferramenta que ser-

viu de base para medição dos resultados, que, neste caso, foi a ferramenta MUSCLE

(EDGAR et al., 2005).

Sendo assim, trata-se de uma estratégia de rearranjo de árvores com o propósito de

produzir árvores guias vizinhas da árvore guia inicial, produzida pela ferramenta de

alinhamento hospedeira. Desta forma, é possível dota-la da capacidade de selecionar

uma árvore melhor e de tamanho reduzido, mais próximo da filogenia verdadeira.

Com isso, majora-se a capacidade de produzir melhores resultados no alinhamento

das sequências biológicas, com o uso do Alinhamento Progressivo.

1.5 Organização do Trabalho

O presente trabalho está dividido em cinco capítulos, incluindo o atual. No Capítulo

2, realiza-se uma revisão bibliográfica referente aos assuntos e conceitos pertinentes

a área da Biologia e da Bioinformática, bem como apresenta-se algumas das técnicas

de AMS e de rearranjo de árvores pertinentes ao escopo do trabalho da dissertação

desenvolvida. No capítulo 3, apresenta-se a proposta do método para rearranjo da

árvore guia e todo o trabalho executado para o seu desenvolvimento. No capítulo

4, os resultados obtidos como o uso do método são medidos e comprados com os

resultados obtidos pela ferramenta sem o uso do método proposto. Por fim, no Capítulo

5, apresentam-se as conclusões do presente trabalho e os trabalhos futuros.



Capítulo 5

Conclusões

5.1 Considerações Finais

No presente trabalho, para o bom entendimento do contexto no qual a Bioinformática

está inserida, apresentamos vários conceitos fundamentais e uma breve descrição das

principais ferramentas e heurísticas para o Alinhamento Múltiplo de Sequências, com

maior atenção para a heurística do Alinhamento Progressivo. Também apresentamos

os conceitos básicos para o entendimento do contexto do problema da reconstrução

filogenética e rearranjo de árvores. Destacou-se várias técnicas aplicadas à solução do

referido problema, com objetivo de obter-se melhores resultados no Alinhamento Múl-

tiplo de Sequência. Uma atenção especial foi dada à técnica TBR, a fim de apresentar

um resultado final do alinhamento com maior significância biológica.

Sendo assim, buscou-se apresentar os bons resultados obtidos pelo MUSCLE, uma

das principais e mais utilizadas ferramentas na área de Bioinformática e o funciona-

mento da TBR, bem como os bons resultados obtidos da sua utilização. Além disso,

destacou-se os pontos em que se aplicou a TBR na MUSCLE, a fim de melhorar os

resultados dos alinhamentos de sequencias produzidos.

A escolha da TBR deu-se pelos excelentes resultados apresentados em sua aplica-

ção por Hsieh et al. (HSIEH et al., 2015). A escolha do MUSCLE deu-se pela ampla
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utilização da ferramenta em Bioinformática, por sua abordagem computacional bem

estruturada e sua capacidade de produzir bons resultados com custo computacional

baixo (EDGAR; BATZOGLOU, 2006). Além do que, os códigos-fonte da MUSCLE

são abertos e encontram-se muito bem fundamentados no paradigma de programação

Orientado a Objetos, tornando o desenvolvimento da proposta mais robusto.

A aplicação do TreeRMEP para reconstrução filogenética produzida pela função

padrão do MUSCLE, logo após a geração da primeira árvore guia, sem refinamentos,

foi capaz de obter uma árvore guia melhor, com distâncias menores entre suas ramifi-

cações, de acordo com o Principio da Evolução Miníma. Isto resultou em uma árvore

filogenética mais próxima da árvore verdadeira, resultando em contribuição para pro-

duzir alinhamentos de sequências com maior significância biológica.

Os resultados obtidos comprovaram a contribuição do método, com pequeno au-

mento no tempo computacional, o que era esperado, mas ficou dentro de níveis que não

inviabilizam o método, o que é muito importante, uma vez que existe a necessidade

de evolução na capacidade da MUSCLE de operar com grandes conjuntos de dados,

especialmente os produzidos por NGS, o que é um fator de limitação da ferramenta.

5.2 Trabalhos Futuros

Apesar do tempo de execução ter ficado em limites aceitáveis, existe a possibilidade do

desenvolvimento de uma versão do método para ambientes paralelizados, como grids

ou clusters. Atualmente muitas aplicações tem usufruído do poder de processamento

em GPU (Graphics Processing Unit) e uma versão do TreeRMEP paralelizado será

capaz de compensar o acréscimo no tempo de execução.

Outro ponto é que para algumas sequências o método não foi capaz de encontrar

uma árvore melhorada, o que abre a possibilidade para se investigar outras funções de

medidas capazes de avaliar com maior precisão as topologias geradas e, como isso,

aumentar a qualidade dos resultados obtidos pelas ferramentas de AMS.
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