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2 Preliminares

Este capitulo possui uma discussao preliminar do contexto biol6gico
necessario para o entendimento e motivagao deste trabalho.

Na discussdo do contexto bioldégico serdo apresentados os principais
conceitos relacionados as biossequéncias, sua importdncia e utilizagdo na
Biologia Computacional. Desta maneira, serdo expostas as propriedades deste
tipo de dado, como sao persistidos e processados atualmente e os problemas
decorrentes dos tipos de persisténcia utilizados. Nos apéndices anexados a este
documento sdo encontradas informagbes mais detalhadas dos tdpicos
apresentados neste capitulo.

2.1 Contexto Bioldgico

O codigo genético existente em qualquer ser vivo € usado como
informagédo para a producdo de proteinas, as quais sao responsaveis pela
execucao de fungbes especificas. Esta informagao genética € chamada pelos
bidlogos de biosseqiiéncias, pois é representada através de uma seqiéncia de
letras que descrevem as suas propriedades.

As sequéncias de DNA sao geradas a partir de um processo conhecido
como sequUenciamento de DNA. As técnicas e maquinas atuais para
sequenciamento geram seqiéncias em fragmentos que posteriormente devem
ser montados para determinar a ordem dos nucleotideos na seqiiéncia completa.
Existem varios métodos disponiveis para a montagem de fragmentos, e cada um

apresenta vantagens e desvantagens [LBCO3].

Uma vez obtidas, as seqliéncias sdo analisadas pelos pesquisadores. O
objetivo € descobrir todos os sinais relevantes na sequiéncia do DNA, como a
presenca de genes, por exemplo, e desenvolver meios de usar esta informacao

para estudo da biologia, medicina, entre outras areas.

A andlise de seqUéncias através da comparagdo de seqléncias por
similaridade tornou-se uma das operagbes mais importantes na biologia
computacional, cujos resultados dao origem a novos tipos de dados biolégicos

17


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410838/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0410838/CA

18

como as anotagdes, ou ainda sdo entradas para muitas outras operagdes mais
elaboradas, como busca de padrées.

Para atacar o problema de comparagédo e alinhamento entre seqtiéncias
surgiu, na década de 90, a familia a de programas BLAST [Ncb05, WUO05]. Ao
considerar o uso de heuristicas como base para os algoritmos de busca de
similaridade nas bases de sequéncias, os programas desta familia trouxeram
uma grande melhora nos tempos de respostas. Apesar de existirem outros
programas que incluem heuristicas para realizar comparacao de biossequéncias,
como os programas da familia FASTA [PL88], o BLAST, como serd chamado
neste trabalho, por ser mais rapido, € o mais utilizado pelos biélogos. Por esta
razdo, realizar melhorias nesses algoritmos ou em estruturas de dados do banco
de dados, as quais faciltem ainda mais a execucdo destes algoritmos, é
fundamental para ajudar a resolver este problema [LCOO].

A comparagao de seqliiéncias é também a base para outras tarefas dos
pesquisadores, como a geracdo de conhecimento biolégico através da
interpretacdo aos dados obtidos experimentalmente. Este conhecimento é
representado por novos dados conhecidos como anotagdes. As anotacgdes
resultantes da execugao de programas de andlise sdo chamadas de anotagbes
automaticas. Os pesquisadores podem gerar também anotagcées manuais
[LSCO03].

2.2 Operacoes sobre Biosseqiiéncias

Com as sequéncias em “maos”, os bidlogos enfrentam o desafio de
analisa-las no intuito de obter o que é biologicamente importante. Os resultados

de tais analises geram mais informagdes que devem ser persistidas.

A seguir s&o mencionadas as principais operacgdes e ferramentas utilizadas
na biologia computacional sobre sequéncias de DNA ou proteinas. O Apéndice B
apresenta com maiores detalhes cada uma dessas operagbes sobre
biossequiéncias.
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Comparacao de seqliéncias

O alinhamento entre seqléncias € um arranjo entre duas ou mais
sequéncias visando descobrir o grau de similaridade entre estas. As sequéncias
sao dispostas umas sobre as outras de maneira a que as colunas respectivas
contenham caracteres idénticos ou similares. Se necessario, os buracos podem
ser inseridos. Algumas restricdes devem ser respeitadas, como por exemplo, um
buraco ndo pode ser alinhado com outro buraco, ou ainda, buracos ndo podem
ser inseridos no inicio e final das sequéncias. Na Figura 1, podemos ver um
exemplo de alinhamento encontrado em [LCO00]. Os tracos (-) representam a
insercdo de buracos, e espacgos correspondem a alinhamentos de letras
diferentes.

= A CGEGGEATTACG
|1 (N (.
GATCGGAATASCG

Figura 1 — Alinhamento entre seqiiéncias

Sendo assim, as operagdes que podem ser realizadas em um alinhamento
sao: insercao de buracos, alinhamento de letras idénticas e alinhamento de
letras diferentes.

Anotacoes

As anotagbes representam o resultado de uma das atividades mais
importantes dos projetos de seqiienciamento de genoma. E a interpretacéo e/ou
relacdo que os pesquisadores da area conseguem estabelecer entre os dados
obtidos e fontes de dados ja existentes e outros experimentos.

O resultado de um novo seqiienciamento pode ser armazenado em uma
fonte de dados publica ou em repositério préprio associado ao experimento.
Primeiramente € comum que os bidlogos registrem dados gerais associados ao
experimento, como maquinas e caracteristicas dos materiais utilizados, e em
seguida, executem alguns programas sobre as seqiéncias obtidas, como por
exemplo, os programas que ajudam a descobrir similaridades com sequéncias
de outros organismos, citados na seg¢ao anterior. Assim sdo geradas anotacdes
resultantes da analise que os pesquisadores fazem sobre as saidas de tais
programas.
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Montagem de fragmentos

O sequenciamento de DNA é um processo que determina a ordem dos
nucleotideos em uma amostra. Independente da técnica, a maior sub-cadeia de
DNA com qualidade que pode ser determinada em um procedimento em
laboratério possui cerca de 600 a 700 bases [LMM+04].

Desta forma, para sequienciar um genoma inteiro, o DNA precisa ser
dividido em vérios fragmentos pequenos que sdo sequenciados individualmente.
A partir de varios fragmentos de sequéncias, busca-se reconstituir o trecho de
DNA dos quais esses fragmentos provieram através de comparacdes entre eles.
Este problema é conhecido como montagem de fragmentos (i.e. em inglés,
sequence assembly) [LBCO03]. Existem varios métodos disponiveis, e cada um
apresenta vantagens e desvantagens.

2.3 Persisténcia de Biossequéncias

As biosseqiiéncias ao serem armazenadas recebem uma identificagao
Unica e passam a fazer parte de um banco de dados de biosseqiiéncias, publico
ou privado. A partir dai podem ser usadas como informagdo para catalogar
outras seqlUéncias geradas, ser analisadas com outras ferramentas ou

comparadas com seqliéncias de outros repositérios.

Os principais bancos de biossequiéncias existem desde a década passada,
e estdo em constante crescimento. Por exemplo, o SwissProt [SWI05], um banco
curado' de proteinas, que em 2001 (Release 40) registrava 101.602 entradas,
atualmente contém 194.317 sequéncias representando um crescimento de 90%
somente nos ultimos 4 anos. No site do GenBank [Ncb05c] é contabilizado
atualmente® quase 100 milhdes de seqiiéncias com 90 bilhdes de bases, sendo
que o banco vem dobrando de tamanho a cada 18 meses desde o seu
inicio[Ncb05c]. Existem outros bancos publicos como o DDBJ [DDB05] e EMBL
[EBIO5]. Uma descricdo dos bancos de seqliéncias mais populares pode ser
encontrada no Apéndice C.

' Os arquivos curados contém dados que foram validados. A manutencao exige
muito trabalho manual para comprovar fonte dos dados e até a exigéncia de verificacao
experimental em bancada.

2 Informag&o obtida no site do NCBI em julho de 2005.
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A maioria dos bancos de dados esta disponivel em arquivos texto semi-
estruturados. Este formato foi adotado inicialmente pela possibilidade de ser
manipulado tanto pelas maquinas quanto pelas pessoas. Porém, dada a
diversidade de formatos e cédigos, e também pelo volume de dados, isto acaba
sendo uma dificil tarefa para os pesquisadores da area hoje em dia.

Alguns dos formatos mais usados sao ASN.1 [ASNO05], XML [XMLO05] e
FASTA [PL88]. Também existem bancos mantidos em gerenciadores de bancos
de dados relacionais como o Oracle [SCD+05], PostgreSQL [Bla05] e
MySQL[GODO05] que incluem novos tipos de dados e operadores na tentativa de
dar tratamento adequado as biossequéncias. Mais detalhes sobre os formatos
de arquivo usados para persistir as biossequiéncias podem ser encontrados no
Apéndice C e em [FABO5].

Vale ressaltar também que as sequiiéncias podem ser armazenadas com
formatos especificos ou intermediarios para execugao de alguns aplicativos. Um
exemplo importante € o pré-processamento necessario para a execugao do
BLAST, feito através da ferramenta FORMATDB [For05]. O FORMATDB cria
arquivos binarios a partir de um arquivo de seqiéncias em formato FASTA ou
ASN.1 contra os quais serdo comparados a sequéncia de consulta durante a
execucao do BLAST. Trés arquivos sao gerados: um com sequiéncias, outro com
a informagéao do cabecalho identificador de cada seqiiéncia, e o terceiro com
uma estrutura de indexagdo para o acesso aleatério aos arquivos anteriores.
Para execucao da familia FASTA, os dados também sao estruturados como no
formato FASTA.

2.4 Problemas com o armazenamento de biosseqiiéncias

Ainda ndo ha um padrédo para armazenamento de seqiéncias biologicas,
tanto em termos de modelo de dados quanto mecanismo de persisténcia.

Muitos dos problemas de armazenamento de dados cientificos séao
similares a problemas de banco de dados do ambiente convencional. Contudo,
dados cientificos possuem algumas particularidades a pouca freqiéncia de
atualizacdo a que sdo submetidos e serem mantidos por tempo indefinido.
Sendo assim, fatores como controle de concorréncia e eficiéncia nas transacoes,

problemas criticos em outras &reas, ainda ndo sao fundamentais para a area
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cientifica. Por outro lado, é essencial um processamento de consultas flexivel

para a maioria das aplicacées [SLLOO].

Outros problemas séo inerentes ao modelo adotado, como no caso do
modelo relacional, que ndo conta com tipos de dados préprios para representar
dados especificos, como, por exemplo, dados de biosseqiiéncias.

Entre os formatos especificos criados para a execug¢ao de programas de
andlise de sequéncias também existem problemas. Por exemplo, o aplicativo
FORMATDB, apresenta limitacées para tratar com grandes volumes de dados.
Devido a detalhes de implementacao, internamente o FORMATDB s6 pode tratar
arquivos com até 4 GB. Este limite equivale a um arquivo com aproximadamente
16 bilhGes de caracteres no caso de bases de nucleotideos ou 4 bilhdes para
aminoacidos [BKYO03]. Para contornar este problema, algumas implementacoes,
como o NCBI-BLAST e a versdao comercial do WU-BLAST, contam com um
recurso chamado de “alias” de banco de dados ou criacdo de banco de dados
virtuais, que permite combinar multiplos bancos de seqléncias.

Também é importante notar que a forma como as biosseqiéncias sao
armazenadas proporciona a ocorréncia de redundancia de informagao. A mesma
seqléncia pode estar repetida com identificadores diferentes. Nao ha forma de
evitar tal duplicagdo ou impor restricbes, a ndo ser impondo mais controle na

forma de submissao de sequiéncias aos bancos.

Dados os problemas levantados aqui, questionamentos relacionados a
persisténcia mais adequada para as biossequiéncias se fazem necessérios,

como por exemplo:

1. Porque as biosseqliéncias continuam sendo persistidas em
arquivos textos, se sistemas gerenciadores de banco de dados séo

mais eficientes para armazenar grandes volumes de dados.

2. Ao optar por sistemas gerenciadores de bancos de dados, deve-se
responder quais as estruturas mais adequadas entre as estruturas

disponiveis como CLOB ou simplesmente cadeias de texto.
3. Como lidar com o volume de dados de biossequéncias crescente.

Essas questdes ajudam a concluir que ferramentas especializadas para a
geréncia de dados para biosseqiéncias de maneira eficiente se tornam uma
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questdao de pesquisa importante dentro do contexto da bioinformatica. Os
desafios para este tipo de gerenciamento eficiente incluem mecanismos
eficientes para armazenamento em meméria secundaria, métodos de acesso e

politicas de gerencia de meméria principal.

Particularmente, as técnicas de banco de dados sdo adequadas na busca
de uma solucdo para este contexto, pois fornecem mecanismos eficientes no
gerenciamento de dados. No entanto, é necessaria a busca de uma solucédo
especifica para o tratamento de biossequiéncias visto que as atuais técnicas de
banco de dados ndo apresentam uma solucdo definitiva para o problema de
persisténcia e acesso as biossequéncias.

2.5 Trabalhos relacionados

Até onde foi investigado, como também pode ser visto no apéndice C, os
trabalhos relacionados com melhoria de eficiéncia na persisténcia e acesso a
biosseqiiéncias ndo sao extensos. Supbe-se que a caracteristica de
multidisciplinariedade advinda da pesquisa em Bioinformatica dificulta a
compreensdo do problema e existéncia de solugdes. Dentro deste contexto
foram encontrados alguns trabalhos que lidam com particularidades deste
problema.

Em [LLO3] foi estudado um mecanismo de geréncia de memdria para
comparagdo de biosseqiéncias realizadas pelo programa BLAST. Neste
trabalho é apresentada uma estratégia para realizar 0 acesso as seqiéncias de
uma maneira mais eficiente utilizando uma estrutura circular em memoria. Esta
estrutura permite iniciar a comparagdo de uma seqiéncia de entrada com o
banco de sequéncias a partir de qualquer posicao da seqiéncia e habilitando
seu compartilhamento com outras seqiéncias de entrada. Desta forma, varios
processos BLAST poderiam compartilhar a mesma seqiéncia do banco de
dados fazendo reuso eficiente da memoria. Esta estratégia esta focada somente
no acesso aos dados e nao propds nenhuma mudanca na forma de

armazenamento das sequéncias.

Em [DBL+00] sdo apresentadas mudangas no algoritmo que melhoraram
consideravelmente o desempenho do programa BlastP da familia NCBI-BLAST,
baseadas em problemas encontrados durante o estudo detalhado do cédigo do
programa. Este trabalho foi construido sobre uma versdo antiga do Blast, a
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versdo 1.4, tanto que uma das otimizagdes que propde retardar o processo de
extensdo até que dois casamentos (i.e. em inglés hits) na mesma diagonal sejam

encontrados, ja foi inclusive incorporada a versao atual do Blast.

Outras idéias de melhoras em programas para comparagdo de
biossequiéncias apbdiam-se na propria natureza multithread do sistema como em
[Cos02], que apresenta uma estratégia de balanceamento de carga para
execucdo em paralela do BLAST baseado em MPI com os resultados

satisfatorios em varios cenarios de execugao.

Uma estratégia mais geral é estender os sistemas de banco de dados
tradicionais para incorporar estruturas e operadores da biologia. Dentre estas
estratégias, o SGBD Oracle 10g merece uma atencao particular devido ao
grande numero de funcionalidades incluidas nesta versdo. O Oracle 10g
incorpora o BLAST, versdo NCBI 2.0, no banco de dados, permitindo a
realizacdo das operacoes disponiveis em todas as versdes do BLAST como
também consultas em linguagem SQL para pré-filtrar as seqiiéncias ou ainda
pds-processar 0s resultados obtidos [SCD+05]. As operacdes de busca de
similaridade e alinhamentos séo feitos através de consultas utilizando uma
tabela-funcdo na clausula FROM de uma sentengca SQL. As seqliéncias devem
estar armazenadas no Oracle como um tipo CLOB, ou podem ser mantidos fora
do banco de dados.

Outra tatica semelhante foi colocada em pratica utilizando o gerenciador de
dados PostgreSQL [Pos05]. Esta implementacao chamada de BlastGres [Bla05]
também incorpora o programa BLAST ao gerenciador de banco de dados. Além
disto, foram criados novos tipos de dados para representar segmentos de
seqliéncia em conjunto com um novo tipo de indice [HPYO05] para acelerar o
acesso a uma regido de uma sequéncia e as caracteristicas correspondentes.
Nesta abordagem as seqUéncias ainda sdao guardadas como cadeias de

caracteres.

Apesar das estratégias de extensdo de SGBDs trazer para dentro do
banco de dados as biosseqiiéncias, em ambos 0s casos as biosseqiiéncias sao
tratadas como cadeia de caracteres.

Vale lembrar algumas propostas para persistir as biossequéncias como
arvores de sufixos apresentadas em [BH04, THPO04]. Entretanto, como estes
trabalhos exigiram reformulagbes muito grandes nos programas que
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implementam as operagdes mais freqlientes sobre os dados de biossequéncias,
como, por exemplo, a recodificacao das fun¢des de acesso aos dados, torna-se
dificil o uso pratico das mesmas. No inicio deste trabalho, foi feita a tentativa da
utilizagdo da estrutura de arvore de sufixo com o BLAST como estratégia de
persisténcia, porém dada a complexidade da aplicacdo do ponto de vista de

implementagéo sera necessario um tempo muito grande.

Deve ser ressaltado o trabalho de Grumbach e Tahi[GT93] relacionado a
mudanca de formato na persisténcia de biosseqiiéncias. E apresentado um
programa especifico para compactacdo de seqiéncias de nucleotideos,
utiizando um algoritmo semelhante ao LempelZiv[ZL77] baseado em
substituigcbes. O objetivo deste trabalho é explorar as repeticées de padrdes nas
biosseqiiéncias, como a presenga de palindromos. Os resultados obtidos pelo
Biocompress representaram melhoras consideraveis na taxa de compressao
em relagao aos algoritmos classicos, porém o desempenho em geral ainda néo é

satisfatorio.
2.6 Conclusao

Neste capitulo foi apresentada a importancia dos dados de biosseqiéncias
para a pesquisa da biologia.

A segunda secdo apresentou as principais operagdes sobre
biossequiéncias e alguns dos programas associados aos tipos de operagdes. Foi
possivel observar que a comparagdo de seqiéncias € uma das principais
operagdes para desvendar as fungdes de biosseqiiéncias ainda desconhecidas.
O programa da familia BLAST € um dos programas mais utilizados para efetuar
esse tipo de tarefa.

Na terceira secado, foram enumeradas as estratégias de persisténcia das
biosseqlUéncias e suas caracteristicas, podendo obter-se maiores detalhes sobre
este tipo de dados no Apéndice A deste trabalho. Foi percebido que embora o
volume de dados de biosseqliéncias seja crescente, a maior parte dos dados de

biosseqUéncias continua sendo armazenada em arquivos textos.

O capitulo foi finalizado apresentando os trabalhos relacionados com
persisténcia e acesso aos dados de biosseqUéncias. Foram apresentadas trés
diferentes estratégias de otimizagado para lidar com o problema da persisténcia,
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as quais foram: geréncia de memdria, extensdo de SGBDs existentes e
compactacao de biossequéncias.

Em resumo, observou-se que embora existam estratégias para lidar com o
problema da ineficiéncia no processamento de biosseqiéncias, nenhum dos
trabalhos relacionados apresentou uma abordagem integradora. Ou seja, uma
abordagem que abrangesse uma estratégia para persisténcia especifica de
biossequiéncias em conjunto com um método de acesso adequado a esta forma

de persisténcia e uma geréncia de memaria que coordenasse este processo.

Desta maneira, no préximo capitulo sera investigado um dos programas da
familia BLAST com o intuito de descobrir o comportamento do mesmo em

relacao as operagdes de leitura de dados de biosseqiiéncias.

26


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410838/CA




