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Capitulo 1

Introducao

Um problema de importancia em Biologia Molecular € realizar um estudo comparativo de um
conjunto de seqiiéncias de bases nitrogenadas ou de aminoacidos. Uma maneira de efetuar a
comparacao destas seqiiéncias é calcular um alinhamento entre elas. Intuitivamente falando,
um alinhamento é uma maneira de inserir espacos nas seqiiéncias de forma que elas fiquem
com o0 mesmo comprimento e, possam, desta maneira, ser facilmente comparadas.

Além da aplicacao para andlises de padroes comuns nas seqiiéncias alinhadas, o problema
de encontrar alinhamentos de multiplas seqiiéncias ocupa uma posicao de destaque em
Biologia Molecular Computacional por causa de sua relacao com vérios outros problemas:
alinhamentos multiplos s@o tteis para mapeamento/reconstrugao de genomas a partir de
fragmentos de DNA, para construcao de arvores filogenéticas e para predicao de estrutura
de proteinas (por exemplo, predigao de estrutura secundaria).

A despeito de o caso particular de um alinhamento 6timo de duas seqiiéncias poder
ser encontrado por meio de programacao dinamica em tempo polinomial, a extensao mais
natural desta estratégia nao parece fornecer algoritmos praticos ou vidveis para o problema
de encontrar um alinhamento étimo para um numero arbitrario de seqiiéncias. Na realidade,
sabe-se que o problema de encontrar alinhamentos multiplos étimos é um problema NP-
dificil [18, 2, 9].

Por causa da importancia de alinhamentos miltiplos, da dificuldade mencionada acima
em obter alinhamentos multiplos 6timos, por algumas aplicagoes nao serem muito sensitivas
aos alinhamentos utilizados (i.e., alinhamentos 6timos nao serem absolutamente necessarios)
e mesmo pelos alinhamentos étimos nem sempre serem os alinhamentos mais relevantes do
ponto de vista biolégicol, diversos algoritmos de aproximacdo [7, 10, 1] e heuristicas [13]
foram propostos para o problema.

Neste texto, procuraremos expor as principais caracteristicas conhecidas sobre alinha-
mentos de multiplas seqiiéncias e os principais métodos utilizados para obter solugoes para
o problema.

Grande parte deste texto foi elaborada com uso extensivo das referéncias [12] e [5].

'Um motivo para nos preocuparmos com alinhamentos étimos, bem como com alinhamentos que ndo
sejam 6timos reside no fato de que alinhamentos que minimizam a distancia de edi¢ado (uma fungao objetivo
normalmente adotada para o problema) entre as seqiiéncias alinhadas ndo necessariamente correspondem
a alinhamentos “corretos” biologicamente falando. Isto é uma conseqiiéncia de os modelos matematicos
propostos até o momento nao capturarem o problema biolégico de maneira exata, embora reflitam sua
esséncia e sejam, por isto, empregados. Evidentemente, o problema de otimizagao combinatdria que surge
a partir destes modelos é por si s6 de interesse para a Ciéncia da Computacao e possui aplicagbes — um
exemplo disto é o utilitario diff do ambiente Unix.



Capitulo 2

Definicoes Basicas e Notacao

Nesta secao, daremos algumas definicoes a fim de estabelecer a linguagem utilizada e de
fixar a notacdo. Outras definicoes serao dadas no momento em que forem necessarias.

2.1 Alfabetos, Simbolos e Seqiiéncias

Um alfabeto ¥ é um conjunto finito e nao vazio. Um elemento o € ¥ é chamado caractere
ou simbolo. Uma seqiiéncia s sobre o alfabeto ¥ é uma seqiiéncia s = (01,09,...,0,) € X",
onde n > 0 é um inteiro. Por conveniéncia e simplicidade, denotaremos s por o109 -0y,
apenas. Se s = 010y -0y, definimos o comprimento |s| de s por |s| = n. Sen = 0 (e,
portanto, |s| = 0), entdao s é chamada seqiiéncia vazia e é denotada por €.

Um segmento s[i..j] de uma seqiiéncia s é a seqiiéncia definida por sfi..j] = 00541 - - - 05,
para i < j. Se i > j, definimos s[i..j] = €. Por comodidade, denotaremos o caso particular
em que j = ¢ por s[i] simplesmente, isto é, s[i] = s[i..i]. Neste caso, claramente s[i] = o;.
Freqiientemente usaremos esta notacao para fazer referéncia aos simbolos de s em descrigoes
de algoritmos.

Uma subseqiiéncia s’ de s é uma seqiiéncia s’ = 0,04, -+ 0y, em que {i1,i2,...,im} C
{1,2,...,n} eiy <iy < - - < ip. Neste caso, também dizemos que s é uma superseqiéncia
de s'. E importante observar que, enquanto um segmento de s é uma série de caracteres
consecutivos de s, uma subseqiiéncia pode ser constituida de caracteres que nao necessari-
amente estejam consecutivos em s.

Se ¥ é um alfabeto tal que |, € ¥, denotamos por ¥/ o alfabeto X' = XU {_}. O simbolo
L € chamado espaco em branco, branco ou, simplesmente, espaco.

Em nosso texto, estaremos freqilentemente supondo que ¥ = {A,C,G,T} é o alfabeto
correspondente a bases nitrogenadas (ou simplesmente bases) presentes em seqiiéncias de
DNA e que seqiiéncias sobre 3 sao fragmentos (ou trechos) de DNA de alguma espécie
sendo analisada ou que X é o alfabeto correspondente ao conjunto de aminodacidos e que
uma seqiiéncia sobre 3 é uma proteina (ou fragmento de uma proteina).

Embora estes dois alfabetos sejam usados com grande freqiiéncia, eles nao sao os unicos
alfabetos usados em Biologia Molecular. Um terceiro alfabeto, chamado alfabeto genético
estendido ITUPAC, é uma extensao do alfabeto de 4 simbolos usado para representar bases
de DNA. Sua utilidade é expressar o fato de uma determinada posicao de uma seqiiéncia
ser ocupada por alguma base que nao é completamente conhecida. Esta necessidade surge
durante o seqlienciamento de bases, processo em que pode haver ambigiidade de leitura
de uma base que ocupa uma determinada posicao. O alfabeto IUPAC possui um caractere



correspondente a cada possibilidade de leitura para a base: ele consiste de um simbolo para
cada subconjunto nio vazio de {A4,C,G, T} (e, portanto, possui 15 = 2* — 1 sfmbolos).

Em todo caso, os algoritmos que estudaremos sao genéricos e independem dos alfabetos
utilizados.

2.2 Alinhamentos

Sejam k um inteiro positivo e s, S, ..., s; seqiiéncias sobre um alfabeto X, com |s;| = n;,
i=1,...,k. Um alinhamento A de s1, s2, ..., s, ¢ uma matriz A = (a;;) de dimensoes k xn
com entradas de ¥/ = L U {,} (e n > max?_ {n;}) tal que a linha a; do alinhamento A
consiste exatamente da seqiiéncia s; com possiveis espagos em branco (e apenas espagos em
branco) inseridos entre os caracteres de s;.

Podemos deixar a definicdo acima mais precisa reescrevendo-a como: um alinhamento

A de s1,592,...,5; ¢ uma matriz A = (a;;) de dimensoes k x n tal que, para cada 4, existe
um conjunto J; = {ji1,72,.--,Jn;r C {1,2,...,n}, com j; < jo < --- < jn, € tal que
Qijy Qijy * * * Gij, = $; € tal que para todo j € {1,2,...,n} — J;, temos a;; = ..

Dizemos que dois caracteres s;[j] e si[j'] estdo alinhados em A se s;[j] e sy[j'] estdo na
mesma coluna de A.

Seja A = (aj;) um alinhamento de s1, s2,...,s;. Uma lacuna de s; no alinhamento A
é qualquer segmento nao vazio maximal de a; composto apenas de espagos em branco (),
isto é, uma lacuna de s; em A é um segmento a;[j..5'] de a; tal que:

° j<J;
e todos os simbolos de a;[j..7'] sdo ;

e ndo é possivel estender a;[j..j'] em a; por meio de espagos em branco, ou seja, j = 1
oua;[j —1] #yej =noualf +1] # ..

O termo em inglés encontrado mais comumente na literatura para referir-se ao que
definimos como lacunas é gap.
Sejam s1, 82, ..., seqiiéncias sobre um alfabeto ¥. Denotaremos por A, s,... s, O

»Sk
conjunto de alinhamentos entre as seqiiéncias sy, S, ..., Sk-



Capitulo 3

O Problema de Otimizacao

Em Biologia Molecular, observa-se empiricamente que ha uma forte relagao entre a forma de
uma determinada molécula e a funcao que a molécula desempenha. Por exemplo, moléculas
de proteina que possuem estruturas secunddarias semelhantes geralmente possuem funcoes
parecidas. Ademais, tanto a forma quanto a funcdo de moléculas de DNA e de proteinas
sao determinadas, em grande parte, por sua seqiiéncia de bases e de aminoacidos, quando
observadas como cadeias unidimensionais apenas.

E, portanto, de grande interesse o estudo comparativo entre seqiiéncias biolégicas, prin-
cipalmente entre seqiiéncias de DNA e entre seqiiéncias de aminoécidos.

Dado um conjunto de seqiiéncias como, por exemplo, de proteinas que poderiam corres-
ponder a diferentes etapas evolutivas de uma dada proteina, tal comparacao teria interesse
em verificar quais regides das seqiiéncias sao semelhantes, quais regioes sao diferentes e
quais foram as possiveis mutagoes sofridas pelas seqiiéncias durante seu processo evolutivo.

Uma maneira relativamente simples de realizar tais comparagoes é computar um ali-
nhamento entre estas seqiiéncias. Um alinhamento é construido por meio da insercao de
espagos nas seqiiéncias a serem comparadas de modo que elas fiquem todas com mesmo com-
primento. Um alinhamento, é, intuitivamente falando, uma forma de dispor as seqiiéncias
a serem comparadas em uma tabela com uma seqiiéncia por linha. Por exemplo, um ali-
nhamento entre as seqiiéncias TAGGTAC e TAGCTA é:

TAGGTACuuuuuu
I_lI_JI_Il_Il_I\_II_l':[‘AGCTA

Figura 3.1: Um alinhamento entre TAGGTAC e TAGCTA.

Uma breve inspecao das seqiiéncias logo nos convence de que elas sao “parecidas”,
embora o alinhamento da Figura 3.1 nao ressalte este fato. Um alinhamento “melhor”
entre as seqiiéncias poderia ser:

TAGGTAC
TAGCTA,

Figura 3.2: Outro alinhamento entre TAGGTAC e TAGCTA.

Este segundo alinhamento deixa mais que as seqiiéncias tém muito em comum e que
suas unicas diferencas sao uma base G na primeira seqiiéncia ocupando o lugar de uma base



C na segunda seqiliéncia e a tltima base (um C) na primeira seqiiéncia, que nao esté presente
na segunda.

Naturalmente, estamos interessados em alinhamentos que exponham da melhor forma
possivel a estrutura das seqiiéncias consideradas, evidenciando suas similaridades e dife-
rencas e permitindo uma facil comparacao das seqiiéncias dadas. Um tal alinhamento sera
chamado de alinhamento 6timo. Isto traduz nossa impressao de que o segundo alinhamento
é “melhor” do que o primeiro.

De um modo geral, para comparar alinhamentos, atribuimos um “conceito” de qualidade
ou “pontuacao” para os alinhamentos. Baseando-nos neste critério, estaremos interessados
em escolher o melhor alinhamento entre as seqiiéncias dadas. E claro que o problema de
encontrar alinhamentos entre seqiiéncias, da forma como descrevemos acima é um problema
de otimizagcao.



Capitulo 4

oo A [ ]

Alinhamentos de 2 Sequéncias

Por ora, estaremos focalizando nossa atencao apenas a alinhamentos entre duas seqiiéncias
s e t sobre um alfabeto X, com |s| = m e |t| = n. Neste caso, todo alinhamento A
entre s e t possui duas linhas e, para simplificar a notacao, denotaremos a primeira linha
do alinhamento A por s’ (que é obtida de s por adi¢ao de espagos) e, a segunda, por t’
(correspondente a seqiiéncia t). O nimero de colunas de A serd denotado por .

Trataremos do caso geral de alinhar k seqiiéncias em um capitulo posterior.

Para comparar alinhamentos, varias sdo as fungoes objetivo utilizadas, apesar de serem
definidas de maneira semelhante: utilizamos uma funcao auxiliar p : ¥’ x ¥ — Z que, a
cada par (o, p) de simbolos de ¥’ = ¥ U {_}, nos dd a pontuagao p(o, p) de alinharmos os
simbolos ¢ e p. Assumimos que p(u, ) = 0.

Usando a fungéo p acima, dado um alinhamento A entre s e ¢, definimos a pontuacao
ou custo ¢,(A) do alinhamento A por:

cp(A) =Y ('], ¢'[4])-

Observe-se que a pontuagao de um alinhamento A é definida como a soma das pontuacoes
de suas colunas. Além disso, a funcao ¢, pode ser interpretada como uma extensao da
funcao p a alinhamentos de um ndmero arbitrério de colunas se considerarmos que (o, p)
é um alinhamento de comprimento 1. Quando a funcdo p estiver clara pelo contexto,
escreveremos ¢(A) para denotar a pontuacao do alinhamento A. As diferentes formas de
pontuar alinhamentos dependem, em esséncia, da funcao p utilizada.

Uma importante situagao ocorre se p satisfaz os axiomas de métrica. Neste caso, se
At é o conjunto dos alinhamentos entre s e ¢, dizemos que d(s,t) = minaca,,{c(4)} é a
distancia entre as seqiiéncias s e t. E uma tarefa rotineira verificar que a funcao d definida
acima satisfaz aos axiomas de métrica.

No caso particular em que p é a métrica zero-ou-um, isto é, quando p(o,p) = 0, se
o=p,eplo,p) =1,se o # p, adistancia d(s,t) definida acima é chamada a distancia de
Levenshtein ou distancia de edigao entre s e t.

A distéancia de edigao d(s,t) pode ser interpretada como o nimero minimo de operagoes
de insergdo, remogao ou troca de caracteres necessarias para transformar uma seqiiéncia
na outra. Por exemplo, para as seqiiéncias s = TAGGTAC e ¢t = TAGCTA, a distancia de
edigao d(s,t) é 2 e um alinhamento entre s e t com esta pontuagao determina quais sao as
operagoes necessarias para transformar s em ¢: o alinhamento da figura 3.2 nos diz que,



para transformar s em t, basta mantermos os caracteres TAG sem modificacoes, trocar o G
seguinte por C, manter os caracteres TA e apagar o ultimo caractere C de s.

De maneira andloga, este alinhamento também pode ser lido como uma maneira de trans-
formar a seqiiéncia t na seqiiéncia s, mantendo-se os simbolos TAG, substituindo o caractere
C por G, mantendo-se os caracteres TA e inserindo o caractere C ao final da seqiiéncia'.

Intuitivamente falando, no caso em que p é uma distancia, d(s,t) é uma “quantia pe-
quena” se s e t sdo seqiiéncias “parecidas” e é uma “quantia grande” quando s e t sao
seqiiéncias “muito diferentes”.

Antes de prosseguirmos com nossa discussao, gostariamos de comentar a respeito de um
outro tipo de pontuacao bastante utilizado na pratica, chamado similaridade. Se a funcao
p de pontuacao entre caracteres de X/ atribuir pontuacao alta a caracteres “semelhantes”
ou, digamos, que possuem boa probabilidade de serem trocados durante o processo evo-
lutivo e atribuir pontuacao baixa a pares de caracteres com baixa probabilidade de serem
trocados durante o processo evolutivo, podemos estar interessados em alinhamentos entre
s e t que tenham grande pontuacao, isto é, que maximizem c,(A). Neste caso, definimos a
similaridade sim(s,t) entre s e t como sim(s,t) = maxaeca, ,{cp(A)}.

Neste texto, estaremos tratando principalmente com distancias em vez de similaridades,
pois distancias sao matematicamente mais faceis de serem tratadas. Entretanto, a maior
parte dos algoritmos que apresentaremos pode ser minimamente alterada para trabalhar
com similaridades em vez de distancias.

O problema de otimizagao em que estaremos interessados quando p é uma distancia é,
portanto:

Problema 1 (Problema 2-ALIN) Dadas duas seqiéncias s e t sobre um alfabeto X,
encontrar um alinhamento A entre s e t de modo que o custo c(A) seja minimo.

E claro que quando estamos lidando com distancias como funcao objetivo, o problema de
encontrar alinhamentos 6timos é obviamente limitado: todo alinhamento A possui custo
c(A) > 0.

Pela forma como ¢ é definida e pelo fato de que p(u,) = 0, podemos restringir nossa
atencao no Problema 2-ALIN a alinhamentos A que ndo possuem colunas compostas apenas
por espacos alinhados. De fato, se A é um alinhamento 6timo que possui uma coluna,
digamos I’, que seja composta apenas por caracteres ., entdo o alinhamento A’ dado por

, (s e S =1 SU+1) - S
A_<t’[1] e WU —1] 1] - t’[l])

possui pontuacao
(A = D e ) =0+ > p(s ) ¢ l]) = p(s UL E ) + D p(s (] ¢ 1)
J#U JAU J#U
= S p(s LD = e(4)

e, como A é 6timo, A’ também é 6timo. Naturalmente, o procedimento descrito acima
para transformar A em A’ de remover uma coluna com espacos em branco apenas pode ser

'Notemos que dependendo do sentido da transformacdo, o caractere ., pode ser interpretado como a
remocao ou a inserg¢ao de um caractere. Por este motivo é comum na literatura a denominacao indel para
U, uma contragdo proveniente de insert-delete, do inglés.



repetido até que tenhamos um alinhamento que nao possua colunas consistindo apenas de
espacos.

Logo, se existe um alinhamento 6timo com colunas contendo espagos em branco apenas,
existe um alinhamento étimo que nao contém colunas consistindo somente de espacos em
branco. Por este motivo, estaremos trabalhando apenas com alinhamentos sem colunas
compostas unicamente por espacos.

Um possivel método para resolver o problema poderia ser gerar exaustivamente os ali-
nhamentos A entre s e t e, dentre tais alinhamentos, escolher um que minimize a quantia
c(A). Esta estratégia, embora simples, ndo é prética a menos que as seqiiéncias s e t se-
jam muito pequenas, uma vez que o numero de alinhamentos entre duas seqiiéncias cresce
rapidamente conforme o tamanho das seqiiéncias aumenta.

Na realidade, se considerarmos apenas os alinhamentos entre s e t sem colunas compostas
apenas de espacos, entao o nimero de tais alinhamentos é > " ( Zn—i ), onde (n Zn—i ) =

( ) n—i,n—i,i —i,n—iQ,i
2n—i)! . L2 (2n 22n
CEDICEDIGR Mas apenas o termo correspondente a ¢ = 0 neste somatério é (n) ~ T =

4m

NG Desta forma,

n .
S(, 20 ) v,

o \n—i,n—i
0 que nos mostra que o nimero de alinhamentos entre duas seqiiéncias é uma grandeza
exponencial no tamanho das seqiiéncias de entrada e que, ainda que consigamos examinar
cada alinhamento em tempo O(1), um algoritmo baseado em enumeragao de alinhamentos
¢é intrinsecamente lento.

E interessante notar que a funcgao custo ¢ definida acima é aditiva no seguinte sentido:
se A é decomposto em dois outros alinhamentos, digamos A e Ap, de forma que A = (Ag :
Ap), entao temos que ¢(A) = ¢(Ag) + ¢(Ap). Esta propriedade ird nos permitir escrever
um algoritmo simples e de tempo polinomial para obter uma solugao para o problema do
alinhamento de duas seqiiéncias.

4.1 Solucao via Programagao Dinamica

Como a fungéo ¢ possui a propriedade de ser aditiva, em particular, sabemos que se A é
um alinhamento entre s e ¢ decomposto como A = (A’ : A”), onde A” é a dltima coluna de
A, entao ¢(A) = ¢(A’) + ¢(A”). Com isto em mente, podemos concluir que existem apenas
trés possibilidades para a tltima coluna A” de A:

e 0 tltimo simbolo de s estd alinhado a um espaco em A”, isto é, A” = (S[IT]);

e 0 tltimo simbolo de s est4 alinhado ao tltimo simbolo de t em A”, isto é, A” = (i[[::]]),

e 0 tltimo simbolo de t estd alinhado a um espaco em A”, isto é, A” = (t'[;‘L]).

Note-se que como estamos considerando apenas alinhamentos sem colunas contendo
apenas espacos em branco, estas sao todas as possibilidades para a ultima coluna de um
alinhamento.

As observagoes feitas acima nos sugerem uma maneira recursiva de solugao do problema
2-ALIN, descrita no algoritmo ALINHA-REC.

Infelizmente, o algoritmo ALINHA-REC executa um numero exponencial de operacoes
no tamanho das seqiiéncias de entrada para calcular alinhamentos.



Algoritmo 1 ALINHA-REC(s, t)

1: se m =0 entao

2:  Devolva t alinhada a espagos;

3: se n = (0 entao

4:  Devolva s alinhada a espacos;

5. A; « ALINHA-REC(s[l..m — 1], t[1..n]);

6: Ay «— ALINHA-REC(s[1..m — 1], t[l..n — 1]);
7. Az < ALINHA-REC(s[1..m], t[1..n — 1]);

8: Seja A um alinhamento de menor pontuacao dentre <A1 : S[Ln]>, (Ag : S[m]), (Ag : t‘[;'l]>
9: Devolva A

Uma pergunta que surge naturalmente é “E possivel, dadas duas sequiéncia s e ¢, encon-
trar um alinhamento entre elas de maneira mais rapida?”’ Procuraremos responder a esta
pergunta a partir da proxima secao.

4.1.1 Método de Programagao Dindmica para k = 2

Nao é complicado observar que o algoritmo 1 realiza implicitamente uma enumeracao exaus-
tiva de todos os possiveis alinhamentos entre s e t sem colunas compostas apenas por
espagos.

Apesar de este algoritmo nao ser eficiente, ele torna claras algumas propriedades do
problema 2-ALIN:

e Se A é um alinhamento 6timo entre s e t e A = (A’ : A”), onde A” é a dltima coluna
de A, entao o alinhamento A’ também ¢ um alinhamento 6timo entre os segmentos de
s e de t alinhados por A’. Caso contrério, se existisse um outro alinhamento, digamos,
A" entre os segmentos de s e t alinhados por A’ de modo que ¢(A”) < ¢(A’), entao
terfamos que ¢(A"”) 4+ ¢(A") < ¢(A") + ¢(A”) = ¢(A) e o alinhamento A nao seria
6timo, uma vez que o alinhamento (A" : A”) teria pontuacao menor do que a de A.

e Para encontrar um alinhamento 6timo entre as seqiiéncias s[l..m] e t[1..n], nossa
solucao recursiva descrita acima resolve, por exemplo, o subproblema de encontrar
um alinhamento entre s[1..m — 1] e t[1..n — 1] em mais de uma ocasido: uma das vezes
em que este subproblema é resolvido é durante uma chamada recursiva de ALINHA-
REC(s[l..m—1], t[1..n]), outra ocorre na chamada explicita a ALINHA-REC(s[1..m—1],
t[1..n — 1]) e, outra, em uma chamada recursiva de ALINHA-REC(s[1..m], t[1..n — 1]).
De um modo geral, o algoritmo ALINHA-REC computa, durante a solu¢ao do problema
original, a solugao para um dado subproblema mais de uma vez.

A primeira das propriedades acima é, em conjunto com o fato de existirem apenas
trés possibilidades para a tltima coluna de um alinhamento, uma demonstracao de que o
algoritmo 1 estd correto, isto é, de que dadas duas seqiiéncias s e t, o algoritmo ALINHA-
REC(s, t) de fato computa um alinhamento A entre s e t de pontuagdo minima.

Problemas que, como o 2-ALIN, podem ser resolvidos recursivamente e que possuem
as duas caracteristicas citadas acima podem ser resolvidos pelo paradigma de programacao
dindmica [4]. Sucintamente, uma solugao por programacao dindmica consiste em ordenar
de maneira conveniente os passos da solucao recursiva a um problema, armazenando em
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uma tabela as solucdes para subproblemas, de modo que cada subproblema seja resolvido
apenas uma vez.

A solugao para encontrar um alinhamento étimo entre duas seqiiéncias s e t em relagao
a uma funcao de pontuagao p foi proposta por Needleman e Wunsch em 1970 e adaptada
de diversas maneiras desde entdao. Uma versao bastante conhecida, que permite realizar
alinhamentos locais (i.e., entre segmentos) das seqiiéncias, é a de Smith-Waterman [19].

O algoritmo de programacao dinamica para encontrar um alinhamento étimo entre s e
t pode ser observado como o resultado de duas etapas: na primeira, computa-se a distancia
entre s e t e, na segunda, o alinhamento propriamente dito entre as sequiéncias é calculado.

A solugao de programacao dinamica para o problema de encontrar um alinhamento
6timo entre s e ¢t preenche uma tabela a de 2 dimensoes, indexada por {0,...,m} e por
{0,...,n}, onde a posigao (i,j) da matriz a contém a distancia entre os prefixos de s e ¢
de comprimento i e j respectivamente. Em outras palavras, a posicao (i,7) de a é tal que
ali, j] = d(s[1..1],t[1..5]), para todo i = 0,...,m e para todo j = 0,...,n. A distancia entre
s e t estd portanto, computada em a[m, n).

Naturalmente, para j = 0,...,n, se i = 0, pela definigao de ali, j], temos que a[0, j| =
d(s[1..0],¢[1..4]) = d(e,t[1..7]). No caso particular em que existe uma constante g tal que
d(u,0) = g para todo o € 3, a0, j] = gj (uma vez que o unico alinhamento entre € e uma
seqliéncia qualquer é dado por um espago alinhado com cada caractere da seqiiéncia). De
modo anélogo, podemos concluir que ali, 0] = gi, para todo i =0,...,m.

Sei > 0ej > 0, entdo, por nossa discussao anterior de como é a tultima coluna de um
alinhamento, sabemos que

ali =1, ] + p(s[i], )
afi, j] = min ¢ ali —1,j — 1] + p(sli], t[j])
a[iuj - 1] +p(l—lvt[j])

Escolhendo-se uma ordem conveniente, podemos preencher a matriz a de modo iterativo
usando a férmula para ali,j] e dependendo apenas de entradas de a j& computadas no
momento de preencher a entrada a[i, j]. Uma possibilidade para computar os valores de a
seria, digamos, computéa-los linha por linha, a partir da linha correspondente a i = 0.

Um pseudo-cédigo que implementa estas idéias é o algoritmo 2. Para este algoritmo,
assumimos que existe uma constante g tal que d(u, o) = g, para todo simbolo ¢ do alfabeto
considerado. Caso contrario, sao necessarias algumas pequenas modificagoes ao que que
apresentamos aqui.

4.1.2 Calculando um Alinhamento via Matriz de Programacao Dinamica

Até o presente momento, apenas a primeira etapa para o calculo de um alinhamento foi
concluida: a que corresponde ao calculo da pontuagao de um alinhamento 6timo (distancia
entre seqiiéncias). Terminado este pré-processamento, podemos usar a tabela a resultante
da primeira etapa para construir os alinhamentos étimos.

A construgao de um alinhamento étimo é feita observando-se qual (ou quais, se estiver-
mos interessados em vérios alinhamentos 6timos) das pontuagoes de a[m—1,n|, ajm—1,n—1]
e a[m,n — 1] produziu a pontuacao a[m,n| (correspondente & pontucao 6tima de todos os
m caracteres de s alinhados a todos os n caracteres de t) e decidindo, portanto, qual é a
dltima coluna de um alinhamento 6timo.

Desta forma, supondo-se que a[i, j] seja a posi¢ao dentre as trés descritas a produzir a
pontuagao a[m,n], podemos obter as demais colunas do alinhamento repetindo o processo,
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Algoritmo 2 DisT(s,t)
Lom o |s[; no— [t[;
2: para j =0,...,n faca
3 al0,j] < g-Jj;

4: parai=1,...,m faca

5. ali,0] «— g4

6: paraj=1,...,n faga

7 ali, j] < a[l — 1,71 + p(s[t], v);

8 se ali, j| > ali — 1,7 — 1] + p(s[i], t[j]) entao
9: ali, j] < ali — 1,5 — 1] + p(s[i], t[4]);

10: se ali, j] > ali,j — 1] + p(u, t[j]) entao

11: ali, 7] < afi,j — 1] + p(u, t[§]);

12: Devolva a[m, n;

usando (i,7) no lugar de (m,n) e prosseguir até que a posicao (0,0) de a seja atingida,
momento em que todas as colunas do alinhamento estarao determinadas.
Um algoritmo recursivo que resume a discussao acima é o algoritmo 3.

Algoritmo 3 ALINHA(a, s, t)

Lom o |s[; no— [t];

2: se m = 0 entao

3:  Devolva os caracteres de t alinhados a espacos em s;
4: se n =0 entao

5. Devolva os caracteres de s alinhados a espacos em t;
6: se alm,n] = a[m — 1,n] + p(s[m],,) entao

7. Devolva ( ALINHA(a, s[m — 1],1) : S[m]>

8: se alm,n] = a[m — 1,n — 1] 4+ p(s[m], t[n]) entao

9:  Devolva (ALINHA(a,s[m 1], t[n —1]) : i%g

10: se alm,n| = alm,n — 1] 4+ p(u, t[n]) entao

11:  Devolva <ALINHA(a,3,t[ —1]): t[n])

4.1.3 Complexidade do Método

Vamos analisar a complexidade de tempo e de espaco dos algoritmos vistos ha pouco. Para
evitar ambigliidade, convencionaremos que, nesta secao, a palavra espaco serd utilizada para
nos referirmos a quantidade de memoria requerida para os algoritmos em vez de designar o
caractere espaco (,) como nas demais segoes.

O algoritmo 2 para computar d(s,t) inicializa a primeira linha da matriz a em tempo
©(n) (linhas 2 e 3). Apds a inicializagao, os lagos encaixados em i e em j (linhas 4-11) sao
executados. Cada iteracao destes lagos (isto é, cada execugao das linhas 7-11) leva tempo
constante e sao realizadas um total de ©(mn) iteracoes. Ao longo do algoritmo, a linha 5
¢é executada um total de m vezes e, como cada execugao toma tempo constante, a parcela
de tempo total do algoritmo referente a sua execugao ¢ ©(m). Disto podemos concluir que
o algoritmo leva tempo ©(n) + ©(m) + O(mn) = O(mn).
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O espago usado pelo algoritmo é também ©(mn), uma vez que os recursos de memoria
empregados sao, basicamente, a matriz a, de tamanho (m + 1) x (n + 1) e as varidveis de
controle do algoritmo (i, j, m, n), de onde segue a afirmagao.

O algoritmo 3, que constréi um alinhamento étimo entre s e ¢, opera em tempo e espago
linear (ndo contando o espago requerido para a matriz a). Para nos convencermos disto,
lembremos que cada coluna do alinhamento construido como solugao requer que, no maximo,
3 posigoes da matriz a sejam analisadas (vide linhas 6-11). Como cada um dos testes é
feito em tempo constante, a determinagdo de uma coluna do alinhamento final toma tempo
©(1). Ademais, todos os alinhamentos que estamos considerando (i.e., sem colunas tendo
apenas brancos) possuem comprimento maximo de m + n caracteres. Dai, concluimos que
o algoritmo 3 leva tempo O(m + n).

Para o espaco usado pelo algoritmo 3, observemos que, excetuando-se a matriz a, tudo o
que € necessario é armazenar as variaveis de controle do algoritmo e o alinhamento produzido
como resposta (que, como mencionado acima, usa espago ©(m+n)). Logo o algoritmo opera
em espaco linear.

Como um comentario adicional, gostariamos de ressaltar que, embora tenhamos descrito
algoritmos para o problema de encontrar um alinhamento entre pares de seqiiéncias usando
espaco quadratico, é possivel, por meio de uma técnica de divisao e conquista, realizar todo
o procedimento em espago ©(m+n), mantendo ainda a complexidade de tempo ©(mn) [12].
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Capitulo 5

Alinhamentos Miltiplos Exatos

5.1 Programacgao dindmica para k seqiiéncias

O problema k-ALIN de encontrar alinhamentos para k seqiéncias é uma generalizagao
natural do problema de alinhamentos de pares de seqiiéncias e, mais uma vez, o paradigma
de programacao dinamica pode ser usado para obter uma solugao algoritmica.

Uma aplicagao direta das idéias de programagao dinamica para o problema k-ALIN nos
da um algoritmo de complexidade de espaco ©(n*) e de complexidade de tempo Q(2FnF),
para k seqiiéncias de comprimento n. Naturalmente, tal algoritmo nao é polinomial nos
dados k e n da entrada.

Embora o algoritmo obtido néao seja eficiente do ponto de vista pratico, ele é a base para
interpretagoes do problema k-ALIN em outros contextos e algumas heuristicas e alguns
algoritmos desenvolvem-se com base nestas idéias.

Pretendemos estudar as referéncias [12, 5, 8] e apresentar uma descrigao detalhada do
problema e de sua solugao via programacao dindmica na versao final da dissertacao.

5.2 O Método de Carrillo-Lipman

Uma tentativa de tornar o algoritmo de programacao dinamica mais pratico foi proposta
em 1988 por Carrillo e Lipman [3]. A idéia béasica do método é interpretar o problema
k-ALIN como o problema de encontrar um caminho em um reticulado e procurar reduzir
o numero de nés do reticulado que sao visitados na construcao do caminho, diminuindo,
assim o tempo de execucao do algoritmo de programacao dinamica.

Para este assunto, estudaremos o artigo original de Carrillo e Lipman [3], além das
referéncias [5, 12].

14



Capitulo 6

O Problema k-ALIN é NP-dificil

O problema k-ALIN é NP-dificil e a primeira demonstragao deste fato foi realizada por Wang
e Jiang em 1994 [18]. A demonstracao dada no artigo consiste em computar uma redugao
polinomial do problema da superseqiiéncia de comprimento minimo (SCM) ao problema de
encontrar um alinhamento de custo minimo.

Em linhas gerais, a reducao dada por Wang e Jiang considera versoes de decisao dos pro-
blemas de superseqiiéncia de comprimento minimo e de alinhamento de multiplas seqiiéncias
e constréi um numero polinomial de instancias do problema k-ALIN a partir de uma
instancia do SCM. Entretanto, a matriz de pontuacao utilizada nesta demonstragao é
bastante peculiar e, em particular, nao satisfaz os axiomas de métrica: a pontuacao de
alinhar dois caracteres iguais de acordo com esta matriz nao necessariamente é zero.

Em um recente artigo [2], Bonizzoni e Vedova generalizam o resultado de Wang e Jiang,
mostrando que o problema de computar alinhamentos 6timos entre varias seqiiéncias com
pontuacao SP é NP-dificil no caso de seqiiéncias sobre um alfabeto binario alinhadas de
acordo com uma métrica.

A demonstracdo de Bonizzoni e Vedova computa! uma reducio do problema da cober-
tura minima de arestas por vértices ao problema de alinhamento de multiplas seqiiéncias.

Um artigo de Just [9], posterior ao de Bonizzoni e Vedova, generaliza os resultados de [18]
e de [2] para uma classe maior? de matrizes/funcdes de pontuacgio (inclusive no caso especial
de lacunas serem permitidas apenas no inicio ou no fim de seqiiéncias alinhadas) e mostra
também que existe uma fungdo de pontuagao para qual o problema k-ALIN é MAXSNP-
dificil, o que dé& indicios de que possivelmente nao existe um esquema de aproximacao
polinomial para o k-ALIN.

Pretendemos estudar as demonstragoes de [18], de [2] e de [9] e apresenté-la nas versao
final da dissertacao.

'Em versées de deciséo.
2No sentido de inclusio.
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Capitulo 7

Usando Menos Recursos para
Calcular Alinhamentos

Uma vez que o problema k-ALIN é NP-dificil, nossas esperancas de encontrar um algoritmo
eficiente (i.e., com tempo de execugao polinomial em fun¢do do tamanho das entradas)
ficam reduzidas. Uma alternativa para este impasse é relaxarmos a condicao de procurar
sempre solugdes Gtimas para o problema e passarmos a procurar solugdes “boas” (mas nao
necessariamente 6timas), contanto que estas solugoes sejam obtidas “rapidamente”.

Com os novos objetivos em mente, podemos estar interessados em heuristicas que pro-
duzam alinhamentos de maneira “rdpida” ou em algoritmos de aproximagcao (caso em que,
além de desejarmos que os alinhamentos sejam encontrados de forma mais rapida do que
pelo algoritmo de programacao dinamica, também queremos que os alinhamentos produzi-
dos tenham pontuagoes préximas & pontuagao 6tima para a instancia).

7.1 Heuristicas

Uma alternativa a construgao de alinhamentos 6timos (usando, por exemplo, o0 método de
programacao dindmica apresentado anteriormente) é o uso de heuristicas. Esta estratégia
gera bons resultados quando as sequéncias da entrada sao similares, embora nao haja ne-
nhuma garantia de que os alinhamentos produzidos tenham pontuagao préxima a pontuagao
dos alinhamentos étimos (como é o caso dos algoritmos de aproximagao, vistos a seguir).

7.1.1 Divisao e Conquista

Uma heuristica baseada no paradigma de divisao e conquista para resolver o problema
k-ALIN foi proposta em 1996 [15] e aprimorada em 1998 [13], com objetivo de tornar mais
pratica a obtencao de alinhamentos de multiplas seqiiéncias.

Pretendemos estudar os artigos citados acima e apresentar uma descricao geral do
método empregado na versao final da dissertagao.

7.2 Algoritmos de Aproximacao

Os algoritmos de aproximagao para o problema k-ALIN possuem uma particularidade: eles
assumem que a funcao objetivo é uma métrica para poderem fornecer a razao de apro-
ximagao, fato ignorado pelas heuristicas.
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7.2.1 Algoritmo de Alinhamento Estrela

Um algoritmo de aproximacdo simples para o problema k-ALIN foi apresentado em 1993
por Gusfield [7].

O algoritmo de Gusfield, também chamado de algoritmo de alinhamentos estrela (por
causa da forma como os alinhamentos sao produzidos) é uma (2 — 2/k)-aproximagao para
0 k-ALIN, onde k, como anteriormente, é o niimero de seqiiéncias da entrada. Isto significa
que se A é um alinhamento produzido pelo algoritmo e A* é um alinhamento 6timo, entao
o alinhamento A é tal que ¢(A*) < c¢(A) < (2 —2/k)c(A*).

Vamos estudar o algoritmo proposto em [7] e apresentd-lo na versao final da dissertagao.

7.2.2 Algoritmo de [-estrelas

Em 1997, Bafna, Lawler e Pevzner [1] generalizaram o algoritmo de Gusfield de tal forma

que, em vez de considerar estrelas (em que os vértices sao seqiiéncias), o algoritmo trabalhe

com grafos chamados [-estrelas, para [ < k, [ inteiro. Com isto, obtiveram uma melhora na

razao de aproximagao, obtendo uma (2 — [/k)-aproximacao ao problema k-ALIN.
Pretendemos estudar o artigo [1] e apresentar o algoritmo na dissertacao.
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Capitulo 8

Alinhamentos de Miltiplas

o A (]

Sequéncias na Pratica

Conforme indicamos na introdugao, o problema k-ALIN é de grande importancia em Bio-
logia Computacional. Uma de suas principais aplicacoes neste contexto é no estudo evolu-
cionério de espécies onde, em geral, deseja-se construir uma arvore evolucionéria (também
chamada de arvore filogenética ou, simplesmente, de filogenia) a partir de seqiiéncias (de
DNA, de RNA ou de aminodcidos) das espécies em estudo.

A construcao de filogenias é um ramo amplo e importante de Biologia Computacional e
véarias técnicas para construcao de filogenias estao intimamente relacionadas & construcao de
alinhamentos de seqiiéncias de espécies. Na realidade, alguns programas para construcao de
filogenias tomam como entrada um alinhamento de multiplas seqiiéncias. Exemplos deste
tipo de programa sdo os programas do pacote PHYLIP!.

8.1 ClustalW

O programa ClustalW é um dos programas mais populares e largamente utilizados para
a construgao de alinhamentos de multiplas seqiiéncias. Escrito em 1994 [14], ele possui
muitas adaptacgoes e, inclusive, estd disponivel para uso através de varios lugares da World
Wide Web. Ele conta com versoes especiais e um exemplo de tais modificagbes é a versao
desenvolvida pela SGI para paralelizar o algoritmo do ClustalW?2.

Essencialmente, o ClustalW opera em trés etapas:

1. Todas as distancias/similaridades entre cada par de seqiiéncias da entrada sdo com-

putadas, isto é, computam-se todos os (g) alinhamentos 6timos entre as k seqiiéncias;

2. Constréi-se uma “arvore guia” que determina qual deve ser a ordem em que as
seqiiéncias devem ser alinhadas para obter o alinhamento resultado;

3. Calcula-se o alinhamento propriamente dito determinado pela arvore guia.

Pretendemos estudar o artigo [14] sobre a implementagao do ClustalW e apresentar uma
descricao detalha do programa na versao final da dissertacgao.

"http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
*http://www.sgi.com/solutions/sciences/chembio/resources/clustalw/
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8.2 MSA

Uma modificagao do algoritmo bésico de programacgao dinamica com as idéias do método
de Carrillo-Lipman foi apresentada por Lipman, Altschul e Kececioglu em 1989 e modifi-
cada posteriormente na implementacao do programa MSA, detalhada no artigo de Gupta,
Kececioglu e Schéffer [6].

Pretendemos estudar o artigo [6] e descrever na dissertagdo a operagao do programa
MSA em linhas gerais.
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Capitulo 9

Apeéendice

9.1 Algoritmo de Ukkonen para o Calculo de Distancia de
Edicao

Ainda que nosso interesse principal seja em alinhamentos de varias seqiiéncias, o estudo de
alinhamentos de pares de seqiiéncias é de grande importancia: através dele revelam-se idéias
que, se generalizadas, podem ajudar a produzir bons algoritmos para virias seqiiéncias e,
além disso, algoritmos para alinhamentos de pares de seqiiéncias sao geralmente empregados
como subrotinas para métodos e heuristicas de alinhamentos de multiplas seqiiéncias.

Assim, ha interesse em desenvolver algoritmos eficientes para alinhamentos de pares de
seqiiéncias. Em 1983 e 1985, Ukkonen apresentou um algoritmo para calcular a distancia
de edigao d(s,t) de duas seqiiéncias s e t com tamanhos m e n respectivamente em tempo
O(d(s,t) min(m,n)) e espaco O(d?(s,t)).

Pretendemos estudar os artigos [16, 17] e apresentar uma visao geral do algoritmo na
dissertacgao.

9.2 Alinhamentos Otimos de 3 seqiiéncias

Assim como para o caso de alinhamento de pares de seqliéncias é possivel descrever algorit-
mos como o de Ukkonen que sao mais eficientes do que o algoritmo béasico de programacao
dinamica, para o caso particular de 3 seqiiéncias também é possivel ter um algoritmo que
utiliza menos recursos: o algoritmo de Powell, Allison e Dix [11] tem complexidade de tempo
O(d? 4+ n) na média e O(nd?) no pior caso para seqiiéncias de comprimento n e distancia
de edicao d.

Pretendemos estudar o artigo citado acima e descrevé-lo na versao final da dissertacao.

20



Capitulo 10

Cronograma de Trabalho

Comegamos a estudar o tema de alinhamentos de multiplas seqiiéncias no inicio do primeiro
semestre de 2001. Durante este periodo, estive cursando disciplinas para cumprir a meta
de créditos do programa de Mestrado do IME/USP, sendo que agora todos os créditos
referentes a disciplinas foram obtidos.

A partir da data de apresentacao do trabalho para a Banca Examinadora no Exame de
Qualificagao, a versao final da Dissertacao de Mestrado sera escrita tendo-se como base as
referéncias bibliograficas apresentadas neste texto e as recomendacoes da banca.

Estima-se que o estudo dos artigos e capitulos de livros citados como referéncias e a
redacao da dissertacao tomem o restante do segundo semestre de 2001 e o primeiro semestre
de 2002, com a apresentacao final da dissertacao sendo realizada aproximadamente em julho
ou agosto de 2002.
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