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RESUMO

NETO SEGUNDO, Edgar Jose Garcia Hardware paralelo reconfigurdvel para identificagao de
alinhamentos de sequéncias de DNA. 2012. 114f. Dissertagao (Mestrado em Engenharia Ele-
tronica) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2012.

Amostras de DNA sao encontradas em fragmentos, obtidos em vestigios de uma cena
de crime, ou coletados de amostras de cabelo ou sangue, para testes genéticos ou de paterni-
dade. Para identificar se esse fragmento pertence ou nao a uma sequéncia de DNA, é necessario
compara-los com uma sequéncia determinada, que pode estar armazenada em um banco de
dados para, por exemplo, apontar um suspeito. Para tal, é preciso uma ferramenta eficiente
para realizar o alinhamento da sequéncia de DNA encontrada com a armazenada no banco de
dados. O alinhamento de sequéncias de DNA, em ingles DNA matching, € o campo da bioin-
formatica que tenta entender a relacao entre as sequéncias genéticas e suas relagoes funcionais
e parentais. Essa tarefa é frequentemente realizada através de softwares que varrem clusters de
base de dados, demandando alto poder computacional, o que encarece o custo de um projeto de
alinhamento de sequéncias de DNA. Esta dissertacao apresenta uma arquitetura de hardware
paralela, para o algoritmo BLAST, que permite o alinhamento de um par de sequéncias de
DNA. O algoritmo BLAST é um método heuristico e atualmente é o mais rapido. A estratégia
do BLAST ¢ dividir as sequéncias originais em subsequéncias menores de tamanho w. Apds
realizar as comparacoes nessas pequenas subsequéncias, as etapas do BLAST analisam apenas
as subsequéncias que forem idénticas. Com isso, o algoritmo diminui o nimero de testes e
combinagoes necesséarias para realizar o alinhamento. Para cada sequéncia idéntica ha trés eta-
pas, a serem realizadas pelo algoritmo: semeadura, extensao e avaliacao. A solucao proposta
se inspira nas caracteristicas do algoritmo para implementar um hardware totalmente paralelo
e com pipeline entre as etapas basicas do BLAST. A arquitetura de hardware proposta foi
implementada em FPGA e os resultados obtidos mostram a comparacao entre area ocupada,
numero de ciclos e maxima frequéncia de operagao permitida, em funcao dos parametros de
alinhamento. O resultado é uma arquitetura de hardware em légica reconfiguravel, escalavel,
eficiente e de baixo custo, capaz de alinhar pares de sequéncias utilizando o algoritmo BLAST.

Palavras-chave: Alinhamento de DNA. Bioinformatica. Hardware. Arquiteturas Paralelas.
Heuristica.



ABSTRACT

DNA samples are found in fragments, obtained in traces of a crime scene, collected from
hair or blood samples, for genetic or paternity tests. To identify whether this fragment belongs
or not to a given DNA sequence it is necessary to compare it with a determined sequence
which usually come from a database, for instance, to point asuspect. To this end, we need an
efficient tool to perform the alignment of the DNA sequence found with the ones stored in the
database. The alignment of DNA sequences, which is a field of bioinformatics that helps to
understand the relationship between genetic sequences and their functional relationships and
parenting. This task is often performed by software that scan clusters of databases, which
requires high computing effort, thus increasing the cost of DNA sequences alignment projects.
This work presents a parallel hardware architecture, for BLAST algorithm, to DNA pairwise
alignment. This is the original version of the BLAST algorithm, that resulted in several other
versions. The BLAST algorithm is a heuristic method and is the fastest algorithm for sequence
alignment. The strategy of BLAST is to divide the sequences into smaller subsequences of
size w. After making comparisons in these subsequences, algorithm steps analyzes only the
subsequences that are identical. Thus, reducing the number of tests and combinations needed
to perform the alignment. For each identical sequence found, three steps are followed by the
algorithm: seeding, extension and evaluation. The proposed hardware architecture is based
on the characteristics of the algorithm to implement a fully parallel hardware, where the basic
steps of BLAST are pipelined. The proposed architecture was implemented in FPGA and
the results show a comparison between the area occupied, number of cycles and maximum
frequency of operation permitted, as a function of alignment parameters. The result is a
hardware architecture in reconfigurable logic, scalable, efficient and with low cost, capable of
aligning the pairs of sequences using BLAST algorithm.

Keywords: DNA Matching. Bioinformatics. Hardware. Parallel Architecture. Heuristic.
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INTRODUCAO

PESAR das descobertas sobre o DNA terem sido feitas ha alguns anos atras, os compu-
A tadores da época nao eram capazes de prover o desempenho necessario para realizagao
de algumas tarefas, o que tornava algumas etapas das aplicagoes bioldgicas simplesmente invia-
veis. Os avangos recentes na tecnologia da informagao permitiram que os cientistas retomassem
os estudos utilizando técnicas de informatica como nova abordagem para a solugao de anti-
gos problemas do campo bioldgico, ou ainda para aprimorar métodos ja utilizados no passado
(MARKEL; LEON, 2003).

O campo que combina informatica e biologia é denominado bioinformética, que tem
entre os exemplos mais difundidos a pesquisa de genes em uma sequéncia de DNA, o desen-
volvimento de métodos de predicao de estruturas e/ou fungdes baseadas em conhecimentos
biolégicos, a clusterizacao de sequéncias de dados baseado em modelos de proteinas, além do
alinhamento de sequéncias genéticas. Um dos principais desafios dessa area, e foco deste tra-
balho, consiste em alinhar sequéncias de DNA e entender a relacao funcional que elas podem
ter entre si.

Com esse intuito, algoritmos foram desenvolvidos especificamente para tentar reduzir
o tempo levado para o alinhamento dessas sequéncias e para a interpretacao dos resultados
encontrados. Esses algoritmos sao, em sua maioria, baseados em programacao dinamica e tra-
balham bem, com um tempo e custo aceitavel para pequenas sequéncias de DNA, mas, em
geral, a medida que as sequéncias aumentam, o tempo de processamento cresce exponencial-
mente (MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b) (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004).

Por serem massivamente construidos em software, esses algoritmos submetem uma
sequéncia de entrada, a comparagao com uma sequéncia alvo, que pode estar armazenada
em um banco de dados, procurando fragmentos da sequéncia de entrada na sequéncia alvo,
através de métodos locais ou globais de busca, e obtendo como resposta um alinhamento 6timo
entre as duas sequéncias. Sao algoritmos bastante difundidos na comunidade cientifica o de
Needlman-Wunsh (NEEDLMAN; WUNSH, 1970), e o de Smith-Waterman (SMITH; WATERMAN,

1981), que trabalham com busca global e local, respectivamente. A maior diferenga entre eles
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é que enquanto o método global varre todo o espaco de busca, os métodos locais trabalha-
ram em regioes reduzidas, zonas onde é maior a probabilidade que exista similaridade, e por
isso acabam se tornando mais adequados para identificar regides que os métodos globais nao
identificam (SEARLS, 2002).

O grande diferencial dos métodos baseados em programacao dinamica é que eles buscam
sempre o melhor resultado possivel. E claro que esse compromisso requer mais computagao.
Ja os métodos baseados em heuristica surgiram como uma alternativa mais viavel em termos
de custo e tempo se comparados a programagao dinamica (GIEGERICH, 2000). Ao invés de
procurar o melhor alinhamento, esse tipo de método busca um grupo de solugoes aceitaveis,
descartando os alinhamentos indesejaveis, o que torna esse grupo de solucoes uma opg¢ao que
reduz muito o tempo para a realizacao do DNA matching. A estratégia desses algoritmos é
bastante semelhante aos algoritmos genéticos, e os dois mais conhecidos sao o BLAST e o
FASTA (RUBIN; PIETROKOVSKI, 2003), que tem como caracteristica macro etapas semelhantes
de semeadura, extensao e avaliacao bem definidas. Atualmente o BLAST é o mais rapido
deles, e por isso foi escolhido como foco desse artigo que propoe: uma arquitetura paralela
de hardware para implementacao do algoritimo BLAST (BALDI; BRUNAK, 2001) (BAXEVANIS;
OUELLETTE, 2004).

O algoritmo BLAST é um método heuristico de busca que procura alinhar sequéncias a
partir de palavras coincidentes de um comprimento determinavel que atinjam uma pontuagao
minima, de acordo com uma tabela de pontos predeterminada. Fazendo analogia aos algorit-
mos genéticos, o BLAST trabalha com um processo correspondente ao de semeadura, onde
procura regides de similaridade para iniciar o processo de comparagao. O processo de semea-
dura constitui uma grande vantagem dos métodos heuristicos, pois como poucos alinhamentos
atingem a pontuacao minima,o espaco de busca é reduzido drasticamente logo na primeira
etapa, porém, corre-se o risco de desconsiderar o melhor alinhamento possivel. Apds descartar
os pares que nao atingem a pontuacao minima, o BLAST tenta aumentar a pontuacao desses
alinhamentos e depois detecta a significancia bioldgica que uma determinada similaridade pode
ter (ALTSCHUL et al., 1990).

Comparado a outros métodos heuristicos, o BLAST executa o alinhamento de sequén-
cias de DNA e proteinas mais rapidamente do que o FASTA, considerando-se a mesma sen-
sibilidade (RUBIN; PIETROKOVSKI, 2003). Por essa caracteristica de agilidade no tempo de
resposta, foi escolhido para se implementar uma arquitetura de hardware visando estabelecer

a relacao entre o tempo de processamento do algoritmo e os parametros de area e frequéncia
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de uma plataforma FPGA (WOLF, 2004). Ao estabelecer essas relagoes, é possivel verificar
a viabilidade da implementagao de uma arquitetura dedicada realizando o algoritmo BLAST
em um sistema embutido (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003). No seguimento, o restante deste
trabalho esta organizado da seguinte forma:

No Capitulo 1 apresenta-se o problema de alinhamento de sequéncias. E exposta a
importancia desse assunto na biologia, e o principio dos métodos mais utilizados. Sao defini-
dos nesse capitulo os conceitos fundamentais para o entendimento do problema, detalhada a
representacao e forma de codificacao das sequéncias de DNA e RNA e, por fim, sdo descritos
os principais algoritmos de alinhamento de sequéncia existentes.

No Capitulo 2 é feito uma explanagao acerca do algoritmo BLAST. Sao apresentados as
variagoes do algoritmo, distinguidas as etapas e detalhados os parametros do mesmo. E apre-
sentado, além do funcionamento do algoritimo, sua formalizacao e complexidade matematica.

O Capitulo 3 apresenta a macro-arquitetura proposta para implementar o algoritmo
BLAST em hardware. E descrito o paralelismo estrutural criado e o pipeline criado para
otimizar a divisao do algoritmo em etapas. Sao descritos também os componentes utilizados
para interface e controle dessas etapas. Alguns componentes chaves sao detalhados, como o
controlador global e o arbitro.

O Capitulo 4 foca na arquitetura da etapa de semeadura. E descrito o controlador de
etapa, apresentados seus sinais de entrada e saida, e é detalhado o hardware paralelo criado
para realizar as fungoes dessa etapa. Sao apresentados os resultados fundamentais de simulacao
para validacao do modelo de hardware proposto.

No Capitulo 5 aborda-se a etapa de extensao. Sao explorados os processadores de
extensao criados exclusivamente para solucionar a demanda dessa etapa. Ha também o deta-
lhamento dos sinais de entrada e saida, do controlador de etapa, e os resultados de simulacao
inerentes a mesma.

O Capitulo 6 apresenta os testes realizados através de simulagao. Também é apresentado
o resultado da sintese da arquitetura proposta em FPGA, explorando as possiveis variagoes para
estabelecer relacao entre os requisitos de tempo e area com os parametros de funcionamento
do algoritmo BLAST.

O Capitulo 7 conclui esta dissertacao, apresentando as principais conclusoes obtidas
com o desenvolvimento do presente trabalho. Sao apresentadas também possiveis melhorias

para a arquitetura de hardware proposto e as direcoes para futuros estudos envolvendo o tema.



Capitulo 1

ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS
BIOLOGICAS

LINHAMENTO de sequéncias é uma forma de organizar as sequéncias de interesse para
A determinar alguma relacao ou similaridade entre elas. Na biologia, é muito importante
identificar e entender quais as relacoes que os elementos podem ter entre eles. O alinhamento
da sequéncias biologicas é a base de muitos estudos evolutivos e comparativos, e 0s erros
nos alinhamentos levam a erros na interpretacao de informacao evolutiva em genomas e nas
aplicagoes subsequentes (LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2008) (WATERMAN, 1995).

A bioinformatica emerge como forma de suportar os problemas criticos de biologia,
através de sistemas e aplicagoes otimizadoras. Uma das tarefas mais basicas, porém nao menos
importante, é fazer a comparagao de sequéncias de espécies que estejam em estudo. Uma das
maneiras de realizar essa comparacao, e fruto dessa dissertacao, é pela construcao de um
alinhamento das sequéncias de interesse e, para isso, existem diversos métodos. Portanto, um
alinhamento de sequéncia biolégica é uma ferramenta que, além de ser usada para analise
de regioes conservadas e de regides que sofreram mutagoes em sequéncias homologas, também
serve como ponto de partida para outras aplicagdes em Biologia Computacional, como o estudo
de estruturas secundarias de proteinas e a construcao de arvores filogenéticas, sempre baseado
na medida de similaridade (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003) (MARKEL; LEON, 2003) (SETUBAL;
MEIDANTS, 1997).

A forma de se medir a similaridade entre duas sequéncias é através da comparagao
entre as mesmas. Quando um par de sequéncias a ser comparado possui o mesmo tamanho, é
possivel comparar estas duas sequéncias sem nenhuma alteragao ou adequagao, no processo que
se denomina comparac¢ao exata. Existem varios algoritmos que executam a comparacao exata,
embora seja mais comum encontrar sequéncias de tamanhos diferentes, e necessitar compara-

las (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004). Quando isso ocorre, faz-se necessario primeiramente



15

encontrar uma posicao em que as duas sequéncias melhor se relacionam. Como as sequéncias
sao de tamanhos diferentes, para que elas fiquem do mesmo tamanho, é necessario inserir
espacos no inicio, no fim ou no meio das sequéncias, num processo denominado insercao de
espacos. O processo de encontrar a melhor posicao relativa entre sequéncias, com ou sem a
insercao de espagos, denomina-se alinhamento de sequéncias. Apesar do termo correto ser
comparacgao de sequéncias, como a maioria dos métodos de alinhamento de sequéncias utiliza
algum critério de pontuacgao para determinar a melhor posicao entre duas sequéncias, 0 processo
de alinhamento acaba executando também um processo de comparacao. Por esse motivo, e pelo
fato da maioria das sequéncias de interesse serem de tamanhos diferentes, o termo alinhamento
de sequéncias ¢ mais utilizado por ser mais abrangente (MARKEL; LEON, 2003) (SEARLS, 2002).

O problema da comparagao inexata de sequéncias pode ser formalizado em termos
de alinhamentos e similaridade. Dadas duas sequéncias s e t sobre o mesmo alfabeto, um
alinhamento entre elas consiste na insercao de zero ou mais espagos em quaisquer posigoes de
s e t, de tal forma que s e t tenham o mesmo tamanho e tal que se s; é um espaco entao t;
nao é um espaco e vice-versa. Depois do acréscimo dos espacos, j4 que as sequéncias tem o
mesmo tamanho, elas podem ser colocadas uma sobre a outra, mostrando a correspondéncia
entre os caracteres e espagos na mesma posicao, realizando uma comparacao e classificando-as
por algum método de pontuacgao pré-determinado.

Algumas importantes aplicagoes sao derivadas do alinhamento de sequéncias genéticas,

tals como:

e Comparagao de sequéncias;

Predigao de fungao, predicao de secundaria e inferéncia filogenética;

Localizagao de trechos conservados entre genomas;

e Comparacao de uma sequéncia desconhecida com bancos de dados de sequéncias com

fungoes conhecidas;

Reconstrucao da sequéncia original a partir da sobreposicao de fragmentos de sequéncias

(montagem).

Embora o foco da dissertacao seja apresentar uma arquitetura de hardware para o
alinhamento de sequéncias genéticas, antes de direcionar o foco para aplicacao, apresentagao dos
algoritmos, paralelizacao das etapas, descricao do hardware, e toda a parte que sera abordada

nos capitulos posteriores é preciso recorrer a Biologia para elucidar o problema e entender a
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importancia do alinhamento de sequéncias e suas aplicagoes, a partir de um exemplo ilustrativo,
que segue:

No estudo de evolucao e de fungoes de moléculas bioldgicas é comum a necessidade de
comparar moléculas de varias espécies ou seres. Por exemplo, pode-se estar interessados em
conhecer quais sao as relagoes de parentesco entre o HIV presente em uma dada pessoa e as
cepas ' de HIV para as quais se sabe da eficicia ou ineficdcia de determinadas drogas antes
de prescrever um coquetel de AIDS. Dessa maneira, drogas que nao fossem tteis para o trata-
mento da pessoa nao seriam prescritas ou seriam substituiveis. Com isso, o tratamento poderia
ser mais bem sucedido, resultando também em uma possivel reducao de recursos destinados a
compra de medicamentos e em uma diminuicao dos efeitos colaterais das drogas sofridos pelo
paciente. Em geral, as moléculas que se consideram nesse tipo de estudo sao moléculas de
DNA, de RNA e de proteinas. Como tais moléculas sao polimeros, que podem ser represen-
tadas de maneira facil por uma sequéncia de caracteres, comparar as moléculas resume-se, na
pratica, a fazer uma comparacao das sequéncias correspondentes (BRITO, 2003). A forma de
representacao de cada tipo de molécula em caracteres é apresentada na Secao 1.1.

A partir da interpretagao das sequéncias biolégicas como sequéncias de caracteres, é
possivel relacionar que uma sequéncia bioldgica é, por sua vez, uma sequéncia de bits. Essa
ponte sera feita durante todo o curso dessa dissertacao, de forma que ao se trabalhar com os bits,
buscando-os, comparando-os e armazenando-os estar-se-a trabalhando sobre uma informagao
biolégica. Entretanto, a partir do momento que essa sequéncia é representada em bits, pode-se
abstrair o significado bioldgico e enfrentar os requerimentos de um problema de alinhamento
como qualquer outro problema na area computacional. Antes porém, apresenta-se na Secao 1.1
o alfabeto e a nomenclatura utilizada no curso da presente Dissertagao e os conceitos bésicos

indispensdveis ao entendimento de uma aplicagao de biologia molecular (SEARLS, 2002).

1.1 Conceitos Basicos de Biologia Molecular

Biologia é o estudo da vida. Os organismos vivos, tanto nas formas complexas quanto nas
mais simples possuem a mesma bioquimica, onde os principais componentes sao as moléculas
chamadas proteinas e acidos nucleicos. A grosso modo, as proteinas sao responsaveis pela
estruturacao fisica dos organismos vivos, enquanto os acidos nucleicos codificam a informagao

necessaria para producao proteinas e sao responsaveis por passar esta informacao as geragoes

!Quando um virus sofre uma mutacao, o fruto dessa mutacdo é denominado cepa.
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seguintes (SETUBAL; MEIDANIS, 1997) (SMITH; WATERMAN, 1981) (ZAHA; FERREIRA; PASSA-
GLIA, 2003) (WATERMAN, 1995).

Nas Secgoes seguintes serao definidos importantes termos da Biologia Molecular, e tam-
bém serao definidas as representacoes que nortearao esta dissertacao. Na Secao 1.1.1 é abordado
o alfabeto de representacao, e como ¢ feita a analogia entre sequéncia bioldgica e sequéncia de
caracteres. Na Secao 1.1.2 sao apresentados os conceitos chaves da comparacao de sequéncias

genéticas.

1.1.1 Alfabeto

Existem basicamente dois grupos nos quais ha interesse na comparacao e alinhamento de suas
sequéncias: DNA e proteinas. Uma molécula de DNA é composta por nucleotideos, enquanto
a uma molécula de proteina é composta por aminoacidos. Uma molécula de DNA pode ser
descrita completamente se a sequéncia de nucleotideos que a compoem for conhecida, e, no caso
das proteinas se for conhecida a sequéncia de aminoacidos que a compoem. A determinacao
da sequéncia exata chama-se sequenciamento desta molécula (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA,
2003).

Cada nucleotideo pertencente a sequéncias de DNA é representado por uma das quatro
letras de um alfabeto denominado alfabeto base das sequéncias de DNA, definido como Apwya

= {A, C, G, T}. Na Tabela 1 sdo apresentadas as bases e os nucleotideos correspondentes.

Tabela 1: Nucleotideos encontrados em DNA
Simbolo ‘ Nucleotideo

A Adenina
C Citosina
G Guanina
T Timina

Cada aminoécido pertencente a sequéncia de Proteinas é representado por uma das
vinte letras do alfabeto denominado alfabeto base das sequéncias de proteinas, definido como:
Aproteinas = {A, C, D, E, F, G, H, L, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, Y}. Na Tabela 2 sao apre-
sentadas as bases e seus respectivas abreviagoes e aminodcidos correspondentes (BAXEVANIS;
OUELLETTE, 2004).

Denomina-se base cada letra (nucleotideo ou aminodcido) do alfabeto de sequéncias
de DNA ou Proteinas que compoem Apya ou Aproreinas TeSpectivamente. A comparacao de

sequéncias € a comparacao das bases em busca de igualdade.
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Tabela 2: Aminoécidos usualmente encontrados em proteinas

Simbolo ‘ Abreviacao ‘ Aminoacido
A Ala Alanina
C Cys Cistina
D Asp Acido Aspértico
E Glu Glutamato
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina
H His Histidina
I Ile Isoleucina
K Lys Lysina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr Treonina
\Y Val Valina
W Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina

Uma sequéncia ou cadeia é uma sucessao ordenada de simbolos de um alfabeto. O
tamanho ou comprimento de uma sequéncia s, é o numero de simbolos, bases, contidos em s,
representado por |s|. De forma andloga, o comprimento de uma sequéncia t, é o nimero de
simbolos, bases, contidos em t, representado por [t|. Quando se realiza a comparacdo entre
duas sequéncias, s e t, busca-se encontrar a similaridade entre ambas as sequéncias. Nessa
dissertacao, sera utilizado |s| = m e |t| = n, onde m e n definirdo os comprimentos das
sequéncias, refletindo o nimero de bases de cada uma delas. O termo similaridade refere-se
a medida do quanto as sequéncias sao parecidas, expressando uma medida da porcentagem
de nucleotideos ou de aminoacidos com propriedades quimicas semelhantes. Logo, a partir de
duas sequéncias de DNA ou proteinas, a forma de verificar o quanto essas duas sequéncias sao

quimicamente semelhantes, identificando sua similaridade, é através da comparacao entre elas.

1.1.2 Comparacao de sequéncias

A comparacao de sequéncias é uma operacao primitiva de suma importancia em bioinformatica,
pois serve como subsidio para outras operacoes mais complexas. Comparar sequéncias significa
encontrar quais partes das sequéncias sao parecidas e quais sao diferentes. Uma das utilida-

des da comparacgao de sequéncias é determinar um ancestral comum a partir de um conjunto
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de sequéncias. Por exemplo, a partir das sequéncias de seres humanos e de alguns primatas
é possivel saber a sequéncia hipotética de uma espécie ancestral de ambos extinta. Se duas
sequéncias tém um ancestral comuns sao ditas homologas. E muito provavel que duas sequén-
cias muito parecidas sejam homologas. A descoberta de homologia entre sequéncias de uma
proteina ou familias de proteinas frequentemente traz as primeiras pistas a respeito da funcao
de um novo gene sequenciado. Todavia, é possivel que duas sequéncias nao muito parecidas
sejam homologas. Ainda mais, também se faz possivel que duas sequéncias sejam parecidas
embora nao sejam homologas (MOUNT, 2007) (GIBAS; JAMBECK, 2001). A interpretagao da
homologia e o significado biolégico é uma etapa posterior a comparagao das sequéncias.

Uma forma de realizar a comparagao de sequéncias é mediante o alinhamento. A tarefa
de alinhamento é utilizada tanto na comparacao de sequéncias de DNA quanto na de proteinas,
portanto independe do tipo de molécula em face, se sao moléculas de DNA ou de proteinas,
o que muda é o alfabeto utilizado. Todavia, conforme exposto na Secao 1.1.1, as moléculas
de DNA possuem menos simbolos ou bases que uma molécula de proteinas. Dessa forma, a
complexidade de uma comparacao entre sequéncias de proteinas e de DNA sao diferentes, e
essa peculiaridade é descrita na Secao 1.2.

Como exposto, alinhar sequéncias é colocar uma sequéncia sobre a outra de forma
que a correspondéncia entre elas fique evidente. Existem inimeros métodos para realizar o
alinhamento de sequéncias, dentre os quais se destacam os métodos de matriz de pontos, forga
bruta, programacao dinamica, além dos métodos baseados em heuristica. A maior parte desses
métodos alinham duas sequéncias bioldgicas e por isso sao denominados alinhamento de pares
de sequéncias. Existem também métodos para alinhar multiplas sequéncias, porém esse nao é
o foco dessa Dissertacao.

Um alinhamento de sequéncias de DNA ou proteinas pode ser obtido introduzindo
espacos dentro ou nos extremos das sequéncias a serem alinhadas, de forma que a ordem das
bases em cada sequéncia seja preservada e as sequéncias tenham o mesmo comprimento, visando
realizar uma comparagao exata. Esse é o principio da matriz de pontos, que dispoe as duas
sequéncias a serem alinhadas, uma na horizontal e outra na vertical, de forma que a identificacao
possa ser visual. O método do alinhamento por matriz de pontos é intuitivo, e ilustra bem o
objetivo de uma comparagao de sequéncias através do alinhamento das mesmas. Na Tabela
3, estao duas sequéncias, s = {ACGTACGTAC} e t = {GGTTACGGTC}, alinhadas através
de matriz de pontos, obedecendo os passos: dispor uma sequéncia em uma linha e a outra

sequéncia em uma coluna; preencher com 1 em todas as posigoes onde houver similaridade.
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Ao fim, as diagonais revelam a similaridade entre as duas sequéncias, e o melhor alinhamento

¢ visto em: ACGTACGTAC e GGTTACGGTC. O processo é visto na Tabela 3 (ZAHA;

FERREIRA; PASSAGLIA, 2003).

Tabela 3: Alinhamento de um par de sequéncias por matriz de pontos
L [A[CIG[T[A[C|G[T[A]|C]
G 1 1
G 1 1
T 1 1
T 1 1
Al 1l 1 1
C 1 1 1
G 1 1
G 1 1
T 1 1
C 1 1 1

Uma matriz de pontos simples é primariamente um método para comparacao de duas
sequéncias pela observacao de possiveis alinhamentos de caracteres entre as sequéncias a se-
rem analisadas. Numa matriz de pontos, utiliza-se uma sequéncia de tamanho m como eixo
horizontal e a outra sequéncia de tamanho n como eixo vertical. Cada célula da matriz de
pontos ¢é resultado da comparacao da posicao ¢ da sequéncia s com o elemento j da sequéncia

t, conforme apresentado em pseudocédigo no Algoritmo 1.

Algoritmo 1 Algoritmo simples para matriz de pontos
1: Parat =0 — m Faga
2: Paraj=0—nFacga
3 Se s; = t; Entao
4: Pontosi, j| + 1
5
6
7

Senao
Pontos|i, j] < 0
Fim Se
8: Fim Para
9: Fim Para
10: Retorna Pontos

A matriz de pontos pode ainda inserir espacos nas sequéncias para que elas fiquem do
mesmo tamanho, facilitando assim a visualizagao das coincidéncias. Obviamente, o método da
matriz de pontos nao é escalavel, pois o tempo de execucao e o espago necessario para armazenar
tal matriz de pontos é dado pela multiplicagdo O(mxn). Uma das maiores vantagens do método
para encontrar alinhamentos utilizando a matriz de pontos, é que todos os possiveis encontros

de residuos entre as duas sequéncias sao exibidos (MOUNT, 2004).
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Embora seja um método nao escalavel, a matriz de pontos serve apenas como introducao
a qualquer método de alinhamento de sequéncia genética. O exemplo ilustrado na Tabela 3
evidencia a necessidade de realizar o processo de forma manual e possibilita entender o uso
da computagao no processo de alinhamento de sequéncias para tamanhos maiores. De fato, a
grande utilidade da computacao no processo de alinhamento entre duas sequéncias reside no
fato que a quantidade de simbolos em uma sequéncia pode ser muito grande, sendo ainda que
a busca do alinhamento 6timo pode levar a uma explosao combinatéria, tornando o trabalho
extremamente custoso.

Outro método extremamente simples, mas que é base para o entendimento dos demais
algoritmos utilizados na comparacao de sequéncias, é o método da forga bruta. Ele é ape-
nas utilizado para determinar se duas sequéncias sao idénticas ou nao, sem reportar qualquer
grau de similaridade. O algoritmo segue os seguintes passos: primeiro compara-se os primeiros
elementos de ambas sequéncias; depois os segundos, os terceiros e assim sucessivamente, até
encontrar um erro e retornar que as sequéncias nao sao idénticas ou chegar no fim das sequén-
cias e retornar que ambas sao idénticas. O algoritmo esta especificado em pseudocddigo no

Algoritmo 2, para duas sequéncias s e t de tamanhos m e n respectivamente.

Algoritmo 2 Algoritmo forca bruta para comparacao de sequéncias
1: Se m # n Entao

2:  Retorna s#t

3: Senao

4: Parai=0— m Faca
5: Se s; # t; Entao

6: Retorna s #t

7 Fim Se

8  Fim Para

9: Retorna s=t

10: Fim Se

No tocante a quantidade maximas de operagoes, o algoritmo da forca bruta apresenta
O(n) operagoes necessarias para obtencgao do resultado neste algoritmo. Se a sequéncia é uma
lista de elementos aleatérios de um alfabeto de K letras, a probabilidade de acerto, isto é,
a probabilidade dos dois elementos das listas que estao sendo comparados serem iguais, em
qualquer posi¢ao é 1/K (BRITO, 2003). Em sequéncias com alfabetos grandes e com contetudos
aleatérios, a probabilidade de acerto serd muito baixa, e normalmente serao necessarias poucas
comparacoes para determinar que as duas sequéncias sao diferentes. Porém, se o alfabeto pos-
suir um numero reduzido de elementos, como no caso do DNA, onde seu alfabeto é constituido

de somente quatro letras e os padroes de repeticoes sao comuns, o numero de comparagoes
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ird aumentar significativamente, desta forma, aumentando o tempo de execucao do algoritmo.
Para o algoritmo de for¢a bruta, o pior caso é quando as sequéncias s e t sao iguais, portanto
é necessario realizar n comparagoes, pois como apresentado no Algoritmo 2, ocorre o teste de
tamanho das sequéncias, embora as sequéncias possam ter o mesmo tamanho e ainda assim
serem diferentes.

Com uma complexidade de O(n), ou O(m), o tempo de execugao do algoritmo de forga
bruta varia consideravelmente de acordo com a natureza das sequéncias a serem analisadas e
os resultados apenas informam se elas sao idénticas ou nao. Apesar do campo da comparacao
de sequéncias genéticas ter como viés mais importante a identificacao da homogeneidade entre
as sequéncias, este algoritmo nao deve ser descartado, pois ele é basico e utilizado dentro de
outros algoritmos mais eficientes, principalmente nos métodos baseados em heuristicas. As
variagoes deste algoritmo e outros métodos de comparacao exata de sequéncias formam um
grupo relativamente extenso (CHARRAS; LECROQ, 1998).

Na Secao 1.2, serao abordados alguns algoritmos de comparacao e alinhamento de
sequéncias genéticas, e detalhados suas diferencas e aplicagoes. Esses algoritmos se subdi-
videm, quanto ao tipo de alinhamento realizado, em trés grandes grupos: alinhamentos locais,

alinhamentos globais e alinhamentos semi-globais, e sao objeto da Secao 1.2.

1.2 Tipos de Alinhamento

Por causa de grandes projetos de sequenciamento genomicos, por exemplo, o projeto do genoma
humano que visa sequenciar, um a um, os genes que codificam as proteinas do corpo humano
e também aquelas sequéncias de DNA que nao sao genes, existe um crescimento exponencial
na quantidade de dados disponiveis sobre sequéncias genéticas e proteicas. Os métodos tradi-
cionais de laboratorio para o estudo da estrutura e funcao destas moléculas nao sao capazes
de acompanhar a taxa de crescimento de novas informagoes. Como consequéncia, bi6logos mo-
leculares passaram a utilizar métodos estatisticos e computacionais capazes de analisar estas
grandes quantidade de dados de forma mais automatizada. O alinhamento de sequéncias é
util para a descoberta de informacoes funcionais, estruturais e evoluciondrias nas sequéncias
biolégicas. Partindo da premissa de que duas sequéncias similares possuem estruturas e com-
portamentos similares, pode-se inferir informacoes sobre uma nova sequéncia comparando-a a
outras ja previamente conhecidas (MOUNT, 2004) (MOUNT, 2007).

Existem diversas formas de comparacoes e alinhamento de sequéncias genéticas. Nesta

Secao, pretende-se dar uma introducgao sobre os principais e mais utilizados métodos de com-
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paracao de sequéncias genéticas, adicionando aos mais bésicos, o algoritmo de forca bruta e a
utilizacao de matriz de pontos, ja explicados na Secao anterior. E importante diferenciar dois
conceitos para os algoritmos de alinhamento de sequéncias: método e estratégia. O método
que esse algoritmo utiliza para encontrar a resposta, é a ferramenta utilizada pelo algoritmo:
forga bruta,de matriz de pontos, programagao dinamica, heuristica e modelos probabilisticos.
A estratégia utilizada por um algoritmo é relacionado ao tipo de alinhamento que o algoritmo
faz.

Abordagens computacionais para o alinhamento de sequéncias dividem-se, em geral, em
duas categorias: alinhamentos globais e alinhamentos locais. Todavia, existe um intermediério
entre esses dois extremos que é o alinhamento semi-global. O tipo de alinhamento é relacionado
com o tamanho das sequéncias que sao comparadas de uma tnica vez. E possivel, portanto,
encontrar um algoritmo baseado em programagao dinamica que realize o alinhamento local, da
mesma forma que é viavel a um algoritmo de programacao dinamica realizar um alinhamento
global.

Calcular um alinhamento global é uma forma de otimizacao global que “forca” o ali-
nhamento a cobrir todo o comprimento de todas as sequéncias interrogadas (KORF; YANDELL;
BEDELL, 2003) (MARKEL; LEON, 2003) (SETUBAL; MEIDANIS, 1997). Em outra vertente, os
alinhamentos locais identificam regioes de similaridade dentro de sequéncias longas que sao
geralmente bastante divergentes em um todo. Os alinhamentos locais sao frequentemente pre-
feriveis, mas podem ser dificeis de calcular por causa do problema adicional de identificar
regioes internas de similaridade, pois pedagos muito pequenos de sequéncias sao dificeis de
identificar.

No tocante a estratégia do algoritmo, a divisao entre os tipos de alinhamento, local e
global, é a base do agrupamento entre os algoritmos de alinhamento de sequéncias. Existe
uma grande variedade de algoritmos para abordar o problema de alinhamento de sequéncias,
sendo os mais conhecidos os baseados em programagao dinamica, mais lentos porém teorica-
mente otimizadores, ou baseados em heuristica, mais eficientes/rapidos mas sem prova formal
de obtengao de solugao étima (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003) (MARKEL; LEON, 2003) (SETU-
BAL; MEIDANIS, 1997). De forma breve, destaca-se a diferenca entre os principais grupos, na

definicao abaixo, e apds sao apresentados os principais algoritmos de cada um desses grupos:

e Global: alinhamento de pontuacao maxima envolvendo as duas sequéncias completas.
Desejavel em situagoes onde as sequéncias sao similares, por exemplo, ao se alinhar

genes ou proteinas homologas. Para o alinhamento global, o total das posicoes de um
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alinhamento é considerado (BAFNA; LAWLER; PEVZNER, 1997) (DURBIN et al., 1998) (WA-

TERMAN, 1995);

e Semi-Global (ou Semi-Local): Um alinhamento semi-global é aquele onde a pontuagao de
um alinhamento é calculada ignorando os espacos terminais nas sequéncias. Os espagos
terminais de uma sequéncia sao aqueles que estao localizados antes do primeiro caractere
ou depois do ultimo caractere de uma sequéncia. Nao penaliza espacos criados nas
pontas das sequéncias. Desejavel, por exemplo, no caso de montagem de genomas, onde
busca-se um alinhamento de pontuacao maxima entre o prefixo de uma sequéncia e o
sufixo da outra (ou vice-versa) (BAFNA; LAWLER; PEVZNER, 1997) (DURBIN et al., 1998)

(WATERMAN, 1995);

e Local: alinhamento de pontuacdo méaxima entre qualquer par de subsequéncias (das
sequéncias originais). Desejavel, por exemplo, para se identificar trechos altamente con-
servados entre dois genomas (BAFNA; LAWLER; PEVZNER, 1997) (DURBIN et al., 1998)
(WATERMAN, 1995). Um alinhamento local entre duas sequéncias s e t acontece entre
uma subsequéncia de s e uma subsequéncia de t. A pontuacao é calculada apenas sobre

a regiao onde as sub-sequéncias estao alinhadas.

1.2.1 Alinhamento Global

Pode-se definir comparacao global de duas sequéncias como sendo a comparacao das duas
sequéncias por inteiro, sem subdividi-las. O alinhamento global consiste na inser¢ao de espagos
nas sequencias para deixd-las do mesmo tamanho, permitindo a comparacao dos simbolos por
posicao, e permitindo a utilizacao de um sistema de pontuacao para avaliacao do alinhamento
obtido.

Para se alinhar duas sequéncias, é possivel inserir um espago em qualquer posi¢ao da
sequéncia, como um caracter coringa. O objetivo de um alinhamento global é obter a maior
pontuacao possivel, ou pontuacao otima. O sistema mais simples de pontuacao consiste em
uma penalidade por alinhar um simbolo e um espaco, uma pontuagao para alinhar dois simbolos
diferentes, e ainda uma pontuacao para alinhar dois simbolos idénticos.

O custo de tempo e espago de um alinhamento global é O(mn), onde m e n sdo os
tamanhos das sequéncias a serem alinhadas. O algoritmo utiliza uma matriz de similaridade
para construir o alinhamento entre duas sequéncias s e t. Esta matriz contém (m + 1)(n + 1)

posicoes indexadas de numa matriz m x n, e o valor da posicao [i, j] da matriz é o valor do
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alinhamento dos prefixos s; e t; das sequéncias s e t (MOUNT, 2004) (BAXEVANIS; OUELLETTE,
2004).

Para definir-se o passo a passo de um alinhamento global, defini-se como gap o valor da
pontuacao que recebe a insercao de um espaco na sequencia. Esse valor é escolhido de acordo
com a matriz de pontuacao utilizada. As matrizes de pontuagao sao apresentadas na Segao
1.3.

Inicialmente os elementos da primeira linha recebem valor —(gap x j), e os elementos
da primeira coluna recebem o valor —(i x gap). O algoritmo percorre a matriz da esquerda
para a direita e de cima para baixo, calculando a similaridade de prefixos cada vez maiores.
Dada a posigao (i, ), o valor da similaridade sim é dado por sim[i, j] = max(sim[i — 1,j —
1 +p(i, j), sim[i—1, j] — gap, sim[i, j — 1] — gap) onde p(i, j) representa o valor do alinhamento
entre s[i] e t[j] (MOUNT, 2004) (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004).

Ao final do algoritmo, o valor do alinhamento 6timo se encontra na posi¢ao [m, n| da
matriz. Para reconstruir-se o alinhamento, parte-se de [m,n|, e percorre-se a matriz, sempre

voltando para a posicao que originou o valor na posicao corrente.

1.2.2 Alinhamento Local

A comparacao local se interessa apenas pelas subsequéncias das sequéncias originais que geram
a maior pontuagao possivel. Para se obter um alinhamento local, devem ser feitas as seguintes

modificagoes no algoritmo de alinhamento global:

e Iniciar com 0 a primeira linha e coluna da matriz;

e Nao deixar que os valores da matriz fiquem negativos; se 0 maximo se revelar negativo,

serd substituido por 0;

e Procurar maior valor da matriz inteira, tanto para obter a similaridade quanto para

utilizar como ponto de partida para reconstrucao de um alinhamento 6timo;

e Pode-se parar a reconstrucao de um alinhamento quando encontrar um 0 na matriz.

Dadas duas sequeéncias s e t, pode se dizer que todo alinhamento global é também um
alinhamento local, mas nem todo alinhamento local ¢ um alinhamento global.

Por se tratar o alinhamento semi-global de um caso especifico do alinhamento global,
que ignora espacos criados nas pontas das sequéncias, nas Secoes sao definidos apenas os ali-

nhamentos global e local, com os exemplos de seus algoritmos mais utilizados. Para perfeito
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entendimento dos alinhamentos global e local, é explicado na Secao 1.3 o sistema de pontu-
acao e suas matrizes mais importantes, enquanto na Secao 1.4 sao apresentados os principais

algoritmos para alinhamento dos pares de sequéncia.

1.3 Pontuacao

Matrizes de comparagao analisam as frequéncias relativas com que ocorrem as diferentes subs-
tituicoes de aminoacidos. Com bases nestas frequéncias e com a abundancia relativa de cada
aminodacido na proteina é possivel atribuir um escore que reflete a probabilidade daquela mu-
tagao ocorrer (provaveis < escore positivo). Os dois tipos mais utilizados de matrizes sao a
PAM (Point Accepted Mutation) e a BLOSUM (BLOcks Substitution Matriz) , detalhadas nas
Secoes 1.3.1 e 1.3.2 (MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b).

Na Secgao 1.1.2, foram apresentados métodos intuitivos para o alinhamento de sequén-
cias. Como descrito, sequéncias curtas podem ser alinhadas manualmente, mas ha programas
gratuitos que fazem este servigo. De qualquer forma, sequéncias de menos de 200 nucleotideos
ou menos de 100 aminoacidos devem ser evitadas - ficaria dificil assumir se a similaridade tem
alguma relevancia evolutiva ou se é coincidéncia. E dificil encontrar o significado biolégico para
alinhamentos de pequeno comprimento. Estes programas verificam todas as possibilidades de
alinhamento e fornecem um valor relativo, chamado pontuacao (ou score, em inglés). Quanto
maior este valor, maior é o nimero de nucleotideos ou aminoacidos alinhados e, em tltima
instancia, maior a similaridade destas sequéncias.

O problema reside no fato de nao ser possivel simplesmente copiar as sequéncias no
programa e esperar o resultado. Durante a evolugao, as sequéncias destes organismos podem
ter divergido (adigao ou delec¢ao de nucleotideos e consequentemente de aminodcidos), tornando
necessaria a insercao de espacos. A adicao de espacos maximiza o nimero de nucleotideos ou
aminoacidos alinhados, mas causa uma penalidade (gap penalty), que diminui o valor do escore.
A ideia é limitar a adi¢do de espacos, diminuindo as chances de obter uma porcentagem de
similaridade falsa. Embora os programas de alinhamento sejam ferramentas importantes, o
processo ainda nao foi automatizado - uma andlise critica e cautelosa feita por uma pessoa
ainda ¢ indispenséavel neste procedimento.

Para alinhamento de proteinas, o método de pontuagao simples aplicado ao DNA nao é
suficiente. Os aminodcidos que compoem as proteinas possuem propriedades bioquimicas que
determinam como eles sao substituidos durante a evolugao. Por exemplo, existe uma maior

probabilidade de que um aminoacido seja substituido por um outro de igual tamanho em lugar
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de um aminoacido maior. Dado que a comparacao de proteinas é feita frequentemente com cri-
térios evolutivos, é necessario um esquema de pontuacao que leve em conta estas probabilidades
(SETUBAL; MEIDANIS, 1997).

Uma forma de pontuac¢ao muito usada envolve as chamadas matrizes de substituigdo. A
seguir serao brevemente descritas as duas familias de matrizes de substituigdo: PAM (DAYHOFF;
SCHWARTZ; ORCUTT, 1978) e BLOSUM (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992) que sao as mais usadas

(MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b).

1.3.1 Matrizes PAM

Uma das primeiras matrizes de substituigdo de aminodcidos, a matriz PAM (Point Accepted
Mutation) foi desenvolvida por Margareth Dayhoff em 1978 (DAYHOFF; SCHWARTZ; ORCUTT,
1978). Esta matriz é calculada observando diferencas em proteinas proximamente relacionadas.
A matriz PAM1 estima que taxa de substituicao deverd ser esperada se 1% dos aminodcidos
muda. A matriz PAMI1 é usada como base para calcular outras matrizes sobre a hipdtese
que mutacoes repetidas deveram seguir o mesmo patrao que PAM1, e multiplas substituicoes
podem ocorrer no mesmo sitio. Usando esta légica, Dayhoff derivou o PAM250, o ntimero
indica a unidade evolucionaria, que é obtida fazendo 250 multiplicagdes de PAMI.

As matrizes PAM (Point Accepted Mutations ou Percent of Accepted Mutations) for-
necem uma medida de evolucao produzida por, em média, uma mutacao por cada 100 ami-
noacidos. Cada matriz PAM foi desenvolvida para comparar duas sequéncias, as quais estao
separadas por uma distancia especificada em unidades PAM. Por exemplo a matriz PAM120
serve para comparar sequéncias que estao separadas por 120 unidades PAM. Diz-se que duas
sequéncias s, e sy divergem em uma unidade PAM, se a série de mutagoes aceitas para con-
verter s; em S, estao na ordem de uma mutagao para cada 100 aminodcidos. Uma mutacao é
dita aceita quando nao altera o funcionamento da proteina ou quando da mudanca na proteina
é benéfica para o organismo. Cada valor (7,j) da matriz PAM representa a pontuagao para
substituir um aminoacido A; por um A;. A Tabela 4 mostra a matriz PAM120 (DAYHOFF;

SCHWARTZ; ORCUTT, 1978).

1.3.2 Matrizes BLOSUM

A metodologia de Dayhoff comparando espécies proximamente relacionadas nao é adequada
para trabalhar com alinhamentos de sequéncias divergentes (sequéncias de relacionamento dis-

tante). Mudangas de sequéncias sobre escalas de tempo evolucionarias longas nao sao bem
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Tabela 4: Exemplo de uma matriz de substituicao da familia PAM.

Cys| 12

Ser 0] 2

Thr| -2| 1 3

Pro 31 0 6

Ala| -2| 1 1 1| 2

Gly| -3| 1 o -1 1 5

Asn| -4| 1 0l -1} 05 0 2

Asp| -5/ O ol -1 0 1 2 4

Glu|| -5| 0 0ol -1} 05 0 1 3| 4

Gln| -5 -1| -1 ol o0 -1 1 2 2 4

His -3 -1 -1 of -1] -2 2 1 1 3| 6

Arg| -4 0] -1 ol -2/ -3 0] -1} -1 1] 2 6

Lys| -5| O of -1} -1} -2 1 0 0 11 0 3| 5

Met| -5| -2| -1 -2| -1} -3| -2| -3| -2 -1] -2 0 0 6

Ile 21 -1 o -2| -1} -3| -2| -2| -2| -2| -2/ -2| -2 2| 5

Leu| -6| -3| -2| -3| -2\ -4| -3| -4 -3| -2| -2| -3| -3 4 2 6

Val 2 -1 of -1 o] -1 -2| -2| -2| -2| -2/ -2| -2 21 4 2| 4

Phe| -4| -3| -3| -5 -5| -5| -4, -6/ -5| -5| -2/ -4 -5 0l 1 2| -1 9
Tyr o -3| -3| -5| -3| -5| -2| -4 -4 -4 0| -4, -4 -2|-1] -1| -2 71 10
Trp| -8 -2| -5| -6/ -6/ -7| -4 -7| -7| -5| -3 2| -3| -4] -5] -2| -6 0 0 17|

‘ HCys|Ser‘Thr|Pro|Ala‘Gly|Asn‘Asp|Glu|Gln|His‘Arg‘Lys|Met‘Ile‘Leu|Val|Phe|Tyr|Trp|

aproximadas comparando com mudancas pequenas que ocorrem sobre escalas de tempo curtas.
A série de matrizes BLOSUM (BLOck SUbstitution Matriz) resolve este problema (HENIKOFF;
HENIKOFF, 1992).

A sigla BLOSUM vem do inglés BLOck SUbstitution Matriz. Um bloco é uma regiao
de um alinhamento local de multiplas sequéncias. Os blocos podem ser obtidos a partir de
grupos de sequéncias de proteinas relacionadas entre elas. Cada bloco representa as regioes
melhor conservadas dentro de uma familia de proteinas (RUBIN; PIETROKOVSKI, 2003). As
matrizes BLOSUM estao baseadas nas mudancas dentro de cada bloco. As sequéncias de cada
bloco sao agrupadas colocando duas sequéncias no mesmo grupo se a sua porcentagem de
identidade é maior que um valor L%. Por exemplo, a matriz BLOSUMS50 é obtida a partir de
um alinhamento de sequéncias com pelo menos 50% de identidade, isto é, a matriz BLOSUMS50.
Cada valor (i,j) da matriz representa a pontuagao por substituir um aminodcido A; por um
A,

A matriz BLOSUM, foi idealizada usando alinhamentos multiplos de proteinas evolu-
cionariamente divergentes (HENIKOFF; HENTKOFF, 1992). A matriz BLOSUM62, apresentada
na Tabela 5, é calculada sobre substituicoes observadas entre proteinas que compartilham
62% ou menos de identidade. As matrizes BLOSUM com numeracdo mais alta sdo indicadas
para alinhar sequéncias proximamente relacionadas e aquelas com numeragao mais baixa para

sequéncias mais divergentes.
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Tabela 5: Exemplo de uma matriz de substituicao BLOSUM62

Cys 9

Ser -1 4

Thr| -1| 1 5

Pro -3 -1) -1 7

Ala 0l 1 o -1 4

Gly| -3/ 0 -2/ -2| 0| 6

Asn| -3| 1 0l -2 -2/ 0 6

Asp| -3/ 0| -1} -1} -2| -1 1 6

Glu| -4, 0| -1} -1 -1] -2 0 2 5

Gln| -3, 0| -1} -1 -1] -2 0 0 2 5

His -3 -1 -2 2] -2 -2 1] -1 0 o 8

Arg| -3| -1| -1 -2 -1] -2 0] -2 0 11 0 5

Lys| -3| 0 -1 -1 -1] -2 0] -1 1 1| -1 2 5

Met| -1 -1, -1 -2| -1] -3| -2| -3| -2 o -2/ -1} -1 5

Ile -1y -2y -1 -3| -1} -4 -3, -3| -3| -3| -3] -3 -3 1| 4

Leu| -1} -2| -1 -3| -1, -4| -3| -4| -3| -2 -3| -2| -2 2 2| 4

Val -1 -2 ol -2/ 0 -3 -3 -3| -2 -2| -3 -3] -2 1] 3 1| 4

Phe| -2| -2| -2 -4 -2/ -3| -3 -3| -3| -3| -1 -3| -3 0] 0 0] -1 6
Tyr| -2 -2\ -2| -3| -2| -3| -2/ -3| -2| -1 2| -2/ -2 -1|-1] -1] -1 3 7
Trp| -2| -3| -2| -4| -3| -2| -4, -4 -3| -2| -2\ -3, -3| -1]-3] -2| -3 1 2 11|

HCys|Ser‘Thr|Pro|Ala‘Gly|Asn‘Asp|Glu|Gln|His‘Arg‘Lys|Met‘Ile‘Leu|Val|Phe|Tyr|Trp|

1.3.3 Comparacao entre matrizes de substituicao

Cada

dessa

tipo de matriz de substituicao é mais adequada para um tipo de alinhamento. Apesar

escolha ser livre, é importante observar as principais diferencas entre as matrizes PAM e

as matrizes BLOSUM:

Matrizes PAM sao baseadas sobre um modelo evoluciondrio explicito (por ex. substitui-
gOes sao contadas sobre uma arvore filogenética), no entanto matrizes BLOSUM estao

baseadas sobre um modelo implicito de evolugao (MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b);

Matrizes PAM estao baseadas sobre mutacgoes obtidas através de um alinhamento global,
este inclui tanto regiodes altamente conservadas como aquelas altamente mutaveis. As
matrizes BLOSUM estao baseadas sobre regioes altamente conservadas em blocos de

alinhamentos que nao contém gaps (MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b);

O método usado para contar as substitui¢coes também ¢é diferente. Ao contrario da matriz
PAM, o procedimento da BLOSUM usa grupos de sequéncias dentro do qual nem todas
as mutagoes sao consideradas com o mesmo valor de contagem. Matrizes PAM nome-
adas com numeragao mais alta denotam um esquema de distancia evolucionaria maior,
por enquanto matrizes BLOSUM nomeadas com numeracao maior denotam um esquema
de similaridade de sequéncias mais alta e consequentemente uma distancia evoluciona-

ria menor. Como exemplo, a matriz PAM150 é usada para sequéncias mais distantes



1.4 Principais algoritmos 30

que PAM100; BLOSUMG62 é usada para sequéncias mais proximamente relacionadas que

BLOSUM50 (MOUNT, 2008a) (MOUNT, 2008b).

Além de utilizar as matrizes expostas, um algoritmo pode utilizar o préprio método de
pontuar as similaridades encontradas. Em geral, para o alinhamento de sequéncias de bases de
DNA, é usual a adogao do critério simples de +1 para igualdade e 0 ou —1 para desigualdade,
independente das bases envolvidas. Na Secao 1.4 sao apresentados os principais algoritmos de

busca local e global.

1.4 Principais algoritmos

Existem diversos algoritmos para alinhamento de sequéncias genéticas, sejam elas de proteinas
ou de DNA. Destacam-se entre eles os tradicionais algoritmos de Needleman-Wunsch, que
busca um alinhamento global 6timo e é apresentado na Secao 1.4.1; de Smith-Waterman, que
busca alinhamentos 6timos locais, e é apresentado na Secao 1.4.2. Além desses, hd um grande
destaque pelos algoritmos baseados em heuristica, que apresentam um tempo de resposta bem
melhor, apesar de nao ter o compromisso de encontrar o alinhamento étimo. Neste grupo,
destacam-se o FASTA, apresentado na Se¢ao 1.4.3; e o algoritmo BLAST, abordado no Capitulo

2, para o qual é proposta uma arquitetura de hardware.

1.4.1 Algoritmo de Needleman - Wunsch

O algoritmo de Needleman-Wunsch (NEEDLMAN; WUNSH, 1970), apresentado em pseudocédigo
no Algoritimo 3, obtém o alinhamento global 6timo entre as sequéncias s e t, permitindo que
espacos sejam inseridos para melhorar o alinhamento. Esse algoritmo calcula uma matriz H
onde o elemento H,; representa o escore do melhor alinhamento entre os prefixos s;, para i
incrementando de 0 — m; e t;, para j variando de 0 — n. Para computar essa matriz utiliza-se
a técnica de programacao dinamica, em que solucoes maiores sao obtidas através de solugoes
menores, de forma iterativa. Como primeiro passo, inicia-se o elemento Hj , = 0, representando
o escore entre duas sequéncias vazias. Em seguida, a primeira linha e a primeira coluna sao
iniciadas com os valores H; o = —i X gap e Hy; = —J X gap.

A férmula de recorréncia baseia-se no fato de que o valor de H;; de um alinhamento
terminado nas posigoes s; e t; ¢ o maior dos escores obtidos, para uma das trés opgoes possiveis:
(1) escore do alinhamento entre s;_; e t;_; ja calculado, acrescido do escore do alinhamento
entre s; e t;; (2) escore do alinhamento entre s;_; e t;_; ja calculado, acrescido da penalidade

por inserir um espago em s; (3) escore do alinhamento entre s;_; e t;_; ja calculado, acrescido



1.4 Principais algoritmos 31

da penalidade por inserir um espaco em ¢. Desta forma, a recorréncia é descrita por H;; =
max(H;_1 ;-1 + sbt(s;,t;), Hi_1; — gap, H; j_1 — gap), onde gap é a pontuacao por insercao
de um espaco, e sbt(s;,t;) é a pontuagao obtida na matriz de pontuacao para a comparagao
das bases s; e t; (NEEDLMAN; WUNSH, 1970).

A equacao é aplicada para preencher a matriz H, do canto superior esquerdo para
o canto inferior direito (fase 1). Para encontrar o alinhamento, mantém-se um ponteiro em
cada célula indicando qual célula vizinha originou este valor. Assim, percorre-se a sequéncia
de ponteiros da matriz no sentido reverso, iniciando no canto inferior direito até chegar no
canto superior esquerdo, num processo denominado de traceback (fase 2). Em alguns casos,
o traceback podera percorrer mais de um possivel caminho na sequéncia de ponteiros, o que
permite a geracao de mais de um alinhamento global étimo. O processo de traceback inicia-se
na célula (,7), sendo i = m e j = n, e a escolha do caminho a ser seguido faz-se escolhendo
qual célula contém o maior valor, no caso de (i, j), avalia-se entre a célula diagonal (i—1, j—1),
a célula a esquerda (i — 1, j) e a célula acima (i, j — 1). Se o maior valor for a célula diagonal,
significa que o alinhamento é entre as bases das posigoes i e j; se a maior valor for da célula a
esquerda o alinhamento é entre a base da posicao i e um espaco; e por fim se o maior valor for
o da célula acima, o alinhamento é entre a base da posicao j e um espaco.

A Figura 1 apresenta um exemplo da matriz de programacao dinamica para um ali-
nhamento global 6timo. Nela vemos a matriz de programagao gerada pelo alinhamento global
entre as sequéncias s = AGTTCCGGAGG e t = ACTTCCAGA, para os parametros +1 para
igualdade, —2 para desigualdade e —5 para a insercao de um espaco. O algoritmo descrito
necessita preencher toda a matriz de similaridade (fase 1), que contém (m + 1)(n + 1) elemen-
tos. O traceback é proporcional ao tamanho do alinhamento, que possui um limite superior
da ordem de O(m + n). Considerando que o tamanho das duas sequéncias sao préximos, o
algoritmo completo possui uma complexidade de O(m?) tanto em tempo de processamento
como em uso de meméria. A complexidade inviabiliza o uso desse algoritmo para sequéncias
muito grandes. Por exemplo, uma matriz de similaridade entre duas sequéncias de 1 milhao de
pares de bases demandaria um uso de memoria de aproximadamente 4 Tera bytes, caso cada

célula ocupasse 4 bytes de memoria.

1.4.2 Algoritmo de Smith - Waterman

Uma situagao muito comum na Bioinformatica é buscar o melhor alinhamento entre subsequén-

clas de s e t. Esse melhor alinhamento é chamado de alinhamento local étimo e é encontrado
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Figura 1: Preenchimento da matriz e traceback para Needleman-Wunsch

através do algoritmo de Smith-Waterman (SMITH; WATERMAN, 1981).

O processo é bastante parecido com o do algoritmo de Needleman-Wunsch, havendo
duas diferencas. A primeira ocorre na equacao de recorréncia, em que se utiliza o valor zero
para impedir que nimeros negativos aparecam na matriz de similaridade. A ocorréncia de um
valor zero representa o comeco de um novo alinhamento, pois se este até um determinado ponto
for negativo, entao é mais vantajoso comegar um novo alinhamento naquela posi¢ao. Como
consequeéncia, a primeira linha e a primeira coluna devem ser preenchidas com zeros. A nova
equacao de recorréncia serd H; ; = max(H;_y j_1 + sbt(s;,t;), Hi1; — gap, H; j—1 — gap,0),
onde gap é a pontuagao por insergao de um espago, e sbt(s;,t;) é a pontuacao obtida na matriz
de pontuacao para a comparagao das bases s; e t; (SMITH; WATERMAN, 1981).

A segunda mudanca em relacao ao algoritmo de Needleman-Wunsch ocorre na forma de
se realizar o traceback. Em vez de iniciar o traceback na posigao final H,, ,,, o alinhamento inicia
na posicao H; ; onde ocorre o maior valor da matriz. O percorrimento ¢ feito até encontrar uma
célula com valor zero. Dessa forma, obtém-se o melhor alinhamento desconsiderando prefixos

e sufixos pouco significativos. O algoritmo é apresentado em pseudocddigo no Algoritmo 4.
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Algoritmo 3 Algoritmo Needlman-Wunsch com traceback
Entrada: sequéncias s e t )
Saida: Alinhamento Global Otimo e escore «
Inicializagao:
Para i := 0 — m Faca
H(i,0) :== —i x gap
Fim Para
Para j :=0 — n Faga
H(0,j) == —j x gap
Fim Para
Para i := 0 — m Facga
Para j :=0 — n Faga
Hi,j = max(Hi—l,j—1 + Sbt(Sz’, tj)7 Hi—l,j — gap, Hz',j—l - gap)
Fim Para
: Fim Para
: Traceback:
(¢,7) == (m,n)
c a < H(m,n)
: Repita
Tij < max(H,;_y j1, Hi—1 5, H; j—1)
Se ﬂ,j = I1j-1,5-1 Entao
Senao Se T; ; = H;_; ; Entao
(i,4) (i = 1.J)
Senao Se T; ; = H; ;_; Entao
Fim Se
: Até que (i,7) = (0,0)

N NN DNDNDNDNDINFERRFRRFR R R PR B = &
I A T T S e B L A el e

Na Figura 2 ha um exemplo da matriz de programacao dinamica para o alinhamento local.
Nela vemos a matriz de programacao gerada pelo alinhamento local entre as sequéncias s =
AGTTCCGGAGG e t = ACTTCCAGA, para os parametros +1 para igualdade, —2 para
desigualdade e —5 para a insercao de um espaco.

O processo inicia-se na célula de maior valor e a escolha do caminho a ser seguido faz-se
a partir dela, de forma andloga ao algoritmo de Needleman-Wunsch, escolhendo qual célula
contém o maior valor, no caso de (i, j), avalia-se entre a célula diagonal (i — 1,5 — 1), a célula
a esquerda (i — 1,j) e a célula acima (i, — 1). Se o maior valor for a célula diagonal, significa
que o alinhamento é entre as bases das posicoes i e j; se a maior valor for da célula a esquerda
o alinhamento € entre a base da posicao 7 e um espago; e por fim se o maior valor for o da célula
acima, o alinhamento é entre a base da posicao j e um espago. O traceback termina quando é
encontrado um valor 0 em uma das células (SMITH; WATERMAN, 1981) (NEEDLMAN; WUNSH,
1970).
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H Alc|T|T|lclc|lAa]lc]| A
0 5 -5 5 E -9 9 g b b
0| 5| -10] -15| 20| -25| -30 -3 -40 -45
5 2 1 -1 -1 -1 ] 2 | 4
Als]l 2ol o] o] o] ol o] of o0
5 1 1 -1 -1 1 ] P i
G|-10f o] 2| o ol o] o] of 2] o
5 1 1 2 4 1 ] | |
T |15 o| of 83| 2| o o] of of 1
5 1 1 2 4 ] ] | |
T |20l 0| o] 2| 5] 1| o] of o] o
-5 1 2 -1 -1 Y 4 | |
c|l-2s] o| 2| o 1| 7| 3| o o] o
-5 1 2 -1 -1 Y. 4 | |
c|=3] o] 2| 1| of 3| 9| 4| o] o
-5 1 1 -1 -1 1 ] p |
G|-3| o] of 1| of o 4| 8| 6| 1
-5 1 1 -1 -1 1 ] P |
G|-40| o] of o ol o| o] 3| 10 5
-5 2 1 -1 -1 1 ] y | 4
A|-4] o] o] o] o] ol of 2| 5] 12
-5 1 1 -1 -1 1 ] p i
G|-50f| o] of ol ol o| o o| 4| 7
-5 1 1 -1 -1 1 ] p |
G|-55| o] of ol of ol ol o] 2| 3

Figura 2: Preenchimento da matriz e traceback para Smith-Waterman

Embora os métodos acima sejam muito eficientes, tanto o algoritmo de Smith-Waterman
como o de Needlman-Wunsch tém como deficiéncia o fato de serem extremamente dispendiosos
em termos de complexidade, o que implica diretamente nos recursos computacionais necessarios
para se realizar o processo de preenchimento das matrizes e principalmente o traceback. Como
alternativa a esses métodos, existem os métodos estatisticos, que devido a sua complexidade
nao sao de facil utilizacdo, e portanto sao preteridos com relagao a outros métodos (PEARSON,
1995).

Para ambos os alinhamentos descritos anteriormente, os algoritmos definidos sao de
tempo computacional proibitivo e exigem o uso de equipamento especial com grande poder
de processamento ou recursos de processamento paralelo. Esta foi uma das restrigoes que
impulsionou a busca por novos algoritmos que preservassem a sensibilidade e seletividade do
alinhamento, mas que realizassem o trabalho em tempo computacional razoavel (PEARSON,
1991) (PEARSON, 1995).

Como alternativa para essa restricao, foram propostos algoritmos que através dos méto-

dos heuristicos, se utilizam de aproximacoes, fazendo alinhamentos de sequéncias curtas, para



1.4 Principais algoritmos 35

Algoritmo 4 Algoritmo Smith-Waterman com traceback

1: Entrada: sequéncias s et

2. Safda: Alinhamento Local Otimo e escore o
3: Inicializagao:

4: Parai:=0— m Faca

o: H(i, 0) +—0

6: Fim Para

7. Para j := 0 — n Faca

8 H(0,5)«0

9: Fim Para

10: Para i := 0 — m Facga

11: Para j:=0— n Facga

12: H;; < max = (0, H;_1 ;-1 + sbt(s;,t;),Hi-1; — gap,H;;—1 — gap)
13:  Fim Para

14: Fim Para

15: Traceback:

16: (1,7) :=argmax{H(i,j)[i=1,2,...,n,j=1,2,....m
17: o < H(i,7)

18: Repita

19: E,j < max = (Hi—l,j—la Hi—l,j7 Hi,j—l)

20: SeT;; = H;_;;_ Entao

21: (1,7) < (i—1,7—1)

22:  Senao Se T;; = H;_; ; Entao

23: (1,7) < (i —1,79)

24:  Senao Se T;,; = H; ;_ Entao

25: (1,7) < (4,5 — 1)

26: Fim Se

27 Até que Hi—l,j—l = (O)

somente depois realizar os alinhamentos a partir dessas regioes pré-alinhadas, minimizassem o
espectro de busca. A ideia destes métodos é que, se duas sequéncias se parecem, entao elas
terao muitas janelas em comum. O FASTA utiliza-se parte dessa definicao e é um caso de su-
cesso entre os algoritmos baseados em heuristica. Na Secao 1.4.3, apresenta-se a metodologia
do algoritmo, que é de grande importancia para o entendimento do outro, e principal algoritmo
de alinhamento de sequéncias, que é fruto dessa dissertacao: o algoritmo BLAST, apresentado

em detalhes no Capitulo 2.

1.4.3 FASTA

O algoritmo FASTA apresenta um método para busca de alinhamentos locais empregando uma
matriz de substituicao. A ideia central é a busca de casamentos de subsequéncias pequenas, de
tamanho arbitrario k, chamadas k-tuplas, que sao sequéncias ordenadas de k bases. Identificar
os pequenos alinhamentos serve como indicativo para a possibilidade de alinhamentos maiores

(PEARSON, 1990) (RUBIN; PIETROKOVSKI, 2003).



1.4 Principais algoritmos 36

A estratégia de criar palavras menores a partir de pedagos das sequéncias originais
também é usada pelo BLAST, e subdivide o espaco de busca, simplificando o processo de
obtencao dos resultados. No Capitulo sobre o algoritmo BLAST, apresenta-se em detalhes
como essa mudanca ajuda no tempo de execugao e quais os seus impactos. De forma geral,
para minimizar o esforco empreendido, o algoritmo identifica as regides de maior incidéncias
das k-tuplas e concentra o esforco nestas regioes. Por meio de um procedimento heuristico,
atribuem-se valores a estas regides de alta incidéncia. Como a andlise é otimizada, alguns
alinhamentos podem nao serem percebidos pelo algoritmo. Assim, uma busca com uma faixa
de k variantes pode aumentar a sensibilidade do resultado. Em algumas abordagens, o FASTA é
utilizado como precursor no alinhamento. As sequéncias de melhor alinhamento sao revisitadas
utilizando-se outros métodos, aumentando-se assim a confianca e sensibilidade dos resultados.

Além de fornecer os escores e segmentos, FASTA calcula também uma estimativa de
significancia estatistica dos segmentos encontrados, esse valor é conhecido como i probabilidade
p, de que o alinhamento tenha sido obtido por coincidéncia. Esse valor varia de 0 a 1, e no
limite 0 indica maior confianga, no limite 1 indica um resultado espirio (PEARSON, 1990).

O procedimento a seguir resume o a estratégia e o funcionamento do FASTA, quando

se tem duas sequéncias s e t a serem comparadas:

e Passo 1: Dadas as sequéncias s e t, nesta etapa o algoritmo busca regioes que possuam
identidades, com no minimo k bases consecutivas entre as sequéncias comparadas. Atra-
vés de um dos métodos de alinhamento simples, matriz de pontos por exemplo, calcula-se
pontuacoes para estas regioes e retorna as 10 regioes cujas pontuacoes sao maiores. Nesse
passo, a pontuacao é calculada apenas através da posicao de cada base nas sequéncias s
e t. Se na posicao s; temos a base A, e na posicao t, temos a base A, a pontuagao desse
alinhamento ¢ 3, e ele s6 sera levado em consideracao se o parametro k£ = 1. Essa pontu-
acao baseada em posicao, é semelhante a realizada pelo algoritmo de Smith-Waterman,

que s6 utiliza k = 1, como é visto nas Tabelas 6, 7 e §;

e Passo 2: Nesta etapa, o algoritmo submete as 10 regioes com mais alta densidade a
comparacao utilizando uma matriz de pontuagao, usualmente PAM250, e determina a
pontuacao do alinhamento sem a insercao de espacgos. Estas regioes sao alinhamentos

parciais sem espacos. A pontuacao melhor é chamada de initl;

e Passo 3: Descobre-se quais regioes iniciais vindas do passo 2 podem ser agrupadas, através

da analise de suas extremidades. Calcula-se o alinhamento 6timo destas regioes agrupa-
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das, levando em consideracao os espacos que foram inseridos. A pontuacao resultante

deste alinhamento é chamada de initn;

e Passo 4: Classifica-se as sequéncias do banco de dados. O FASTA faz isso levando em
consideragao initn. Calcula-se a média e o desvio padrao de initl e initn e apresenta um
histograma. Calcula-se o alinhamento étimo local da sequéncias que obtiveram melhor
classificacao através do algoritmo de Smith-Waterman. Esta comparacao final considera
todas as possibilidades que estao dentro de uma certa banda centralizada ao redor da

regiao inicial com maior pontuagao encontrada no passo 2.

Tabela 6: FASTA: Matriz de pontos para k =1

| [A[CIGITIA|CIG[T[A[C]
G 1 ]
G 1 T
T T
T T
Al 1 1
C 1 1 T
G 1 T
G 1 T
T T T
C 1 1 T

Tabela 7: FASTA: Matriz de pontos para k = 2
L [A[CIG[T[A[C|G[T[A]|C]

1 1

QI Q| QO H H Q@
—




1.5 Consideracgoes Finais do Capitulo 38

Tabela 8: FASTA: Matriz de pontos para k = 3
L [A[C[G[T[A[C|G[T[A]|C]

QR Q QO = HH QR
—_
—_

1.5 Consideracoes Finais do Capitulo

Este Capitulo apresentou os principios do alinhamento de sequéncias bioldgicas, seus conceitos
fundamentais, o alfabeto e outras definicoes. Também apresentou-se os primeiros algoritmos
para comparacao exata e inexata de sequéncias, os métodos de alinhamento global e local, e
os algoritmos de Needlman-Wunsch e Smith-Waterman, que sao a base de estudo no campo
de alinhamento de sequéncias.

O Capitulo 2 ird expandir as vantagens dos métodos heuristicos frente aos demais, e
apresentar e detalhar o algoritmo BLAST, que é o escolhido para a implementacao de uma

arquitetura de hardware.



Capitulo 2
ALGORITMO BLAST

PRINCIPAL desafio de um algoritmo de alinhamento é encontrar a posicao onde duas

ou mais sequéncias melhor se relacionam, quando comparadas entre si. Para tal, os
métodos de alinhamento necessitam de uma maneira de classificar as posi¢oes, e mensurar se
um alinhamento é adequado ou nao. A forma que os algoritmos de sequenciamento tém para
avaliar se uma posi¢ao é boa ou nao, é atribuir uma pontuacao para cada comparacao feita.
Essa avaliacao é feita durante o processo de comparagao, onde um trecho recebe um escore de
acordo com uma matriz de pontuacao previamente escolhida (OEHMEN; NIEPLOCHA, 2006).

E intuitivo esperar que um algoritmo ideal para o alinhamento de sequéncias seja capaz
de testar todas as combinagoes possiveis e pontua-las, de forma iterativa, apresentando em
sua saida os melhores alinhamentos entre as sequéncias analisadas. Um bom algoritmo de
alinhamento deve encontrar nas sequéncias submetidas para comparacao quais serao as posicoes
relativas capazes de gerar maior pontuacao, e consequentemente, maior similaridade. Todavia,
por limitacoes de hardware, software, tempo de execucao, ou até mesmo por caracteristica
do método de comparacao escolhido, nem sempre é possivel testar todas as possibilidades de
comparacao entre um par ou grupo sequéncias, pois a realizacao da permutacao de todas as
possibilidades depara com uma das limitagoes supracitadas.

Na literatura, existe uma clara segmentacao entre os algoritimos de alinhamento de
sequéncias. Os algoritmos classicos, que testam todas as combinagoes possiveis, sao usualmente
mais lentos enquanto os algoritmos recentes, utilizam de técnicas estatisticas, probabilisticas e
heuristicas para diminuir o nimero de testes visando emitir uma resposta mais agil.

No Capitulo anterior, apresentou-se os algoritmos de Needlman-Wunsch e Smith-Waterman,
que sao a base de estudo no campo de alinhamento de sequéncias e se enquadram no grupo dos
algoritmos tradicionais. Dentre os algoritmos baseados em heuristica, foi descrito o FASTA,

que traz em sua estratégia algumas peculiaridades também utilizadas pelo algoritmo BLAST.
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Tanto o BLAST como o FASTA sao os métodos baseados em heuristica, altamente difundi-
dos na comunidade cientifica, e limitam-se a testar um grupo restrito de possibilidades, com
critérios bem definidos, melhorando consequentemente o tempo de resposta, em detrimento a
sensibilidade da comparagdo (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003).

Neste ponto, aparece um conceito importante dos algoritmos de alinhamento de sequén-
cias: a sensibilidade. Entende-se por sensibilidade de um algoritmo de alinhamento a capaci-
dade que ele tem de encontrar resultados compostos por pequenos trechos de sequéncia. Para
uma comparacao entre duas sequéncias numéricas, os algoritmos menos sensiveis necessitam
que a parcela de igualdade entre as sequéncias seja consideravelmente maior, para que esse
trecho seja entendido como solucao. Um algoritmo mais sensivel, ja entende como resposta,
uma posicao com a parcela de igualdade menor. Por exemplo, dadas duas sequéncias hipotéti-
cas s=AAA e t=AAG, um algoritmo com sensibilidade de no minimo 3 bases nao encontraria
alinhamento entre s e t, enquanto um algoritmo com sensibilidade de no minimo 2 bases en-
contraria o alinhamento entre s e ¢.

Para um algoritmo de sequenciamento que busca a igualdade entre as sequéncias, a
sensibilidade pode parecer um conceito irrelevante, porém, a maioria dos algoritmos heuristicos
tem como meta a busca de uma solucao razoavel, e nao a solugao ideal de um problema de
sequenciamento. Uma sensibilidade muito baixa, pode descartar a solucao de alinhamento
que alcancaria maior pontuacao. Vale ressaltar que no mundo biolégico, uma das principais
aplicacoes do alinhamento de sequéncias é identificar a relacao parental entre organismos,
representados por sequéncias de proteinas ou DNA, e que essas sequéncias podem evoluir
ou sofrer uma mutacao, que va alterar, por exemplo, um ou mais caracteres da sequéncia em
relagao a original. Com isso, ao escolher um algoritmo de baixa sensibilidade, pode-se descartar
uma desigualdade, que pode ser exatamente a posi¢ao ideal para o melhor alinhamento dentre
as possibilidades. Portanto, um bom algoritmo de alinhamento de sequéncias deve apresentar
uma boa sensibilidade, e é ideal que esse parametro possa ser ajustado.

A sensibilidade tem uma relagao estreita com o tempo de resposta dos algoritmos. O
aumento da sensibilidade acarreta num aumento do nimero de combinacoes possiveis, e con-
sequentemente num aumento do processamento necessario para encontrar a resposta. Isso
significa dizer, que ao escolher um método mais rapido, porém menos sensivel, ira reduzir o
nimero de combinagoes a serem testadas, e poderd deixar de testar justamente a condicao que
traduzir-se-ia no melhor alinhamento ou pontuacao. A sensibilidade do algoritmo caracteriza-se

como um importante parametro para o processo de comparacao. Afim de aumentar a sensi-
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bilidade dos algoritmos, ha a possibilidade de utilizar algoritmos em sequéncia, executando-o
em varios estagios. Esse principio é utilizado pelo FASTA, que examina o espago de busca e
depois, com uma sensibilidade maior, analisa os dez melhores resultados.

Além do problema da comparagao, para realizar um bom alinhamento, é necessario
encontrar a maxima pontuacao dos segmentos analisados, num problema que remete a analise
de valor maximo. Os métodos baseados em heuristica tem conhecida eficiéncia nessa analise,
e sao portanto mais eficientes que os algoritmos tradicionais na busca do melhor resultado,
pois os algoritmos tradicionais trabalham com a construgao de matrizes e traceback baseado
em programacao dinamica.

O estudo e a combinagao das técnicas de grupos diferentes de algoritmos teve sempre
como objetivo a busca de um algoritmo que alie sensibilidade e tempo de resposta. A partir da
criagao do algoritmo FASTA, conseguiu-se também acrescentar a pesquisa o carater intuitivo
trazido pelos algoritmos genéticos, o que levou ao desenvolvimento do algoritimo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), que utiliza algumas etapas do FASTA em adigdo a algumas

funcoes proprias que sao apresentadas na Secao 2.1.

2.1 Estratégia do algoritmo do BLAST

Dadas duas sequéncias s e t, o objetivo do algoritmo BLAST é alinhar s e ¢, sem a insercao de
buracos, utilizando uma matriz de pontuagao (BLOSUM ou PAM), para o caso de sequéncias
de proteinas (ALTSCHUL et al., 1990). Para alinhamento de sequéncias de DNA, o critério de
pontuacao pode ser outro, atribuindo-se um valor positivo para a igualdade e um valor negativo
para a nao-igualdade, por exemplo.

O algoritmo parte do principio que, por exemplo, para que duas sequéncias tenham alto
grau de similaridade, elas devem ter varios pequenos trechos idénticos. Para as duas sequéncias
s e t dadas, define-se por segmento uma simples subdivisao de s ou t em subsequéncias de
tamanhos menores. Um par de segmento (s,t) ou hit consiste em dois segmentos, um em
s e um em t, de mesmo tamanho. A alusao a linguagem dos algoritmos genéticos permite
que o hit seja chamado de semente. Quando uma sequéncia é subdividida em segmentos de
tamanho w, esse segmentos de tamanho w sdo chamados de palavra. A pontuagao obtida
pelo alinhamento do par de segmento (s,t) é representada por «a(s,t). Denomina-se par de
segmentos localmente mdximo, representado pela sigla LMSP quando algum par de segmentos
(s,t) atinge uma pontuacao que nao pode mais ser otimizada, seja aumentando ou diminuindo

o par de segmento; e um Par de segmento mdximo, representado pela sigla MSP , é qualquer
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par de segmento (s,t) cujo alinhamento atinge a méxima pontuacdo a(s,t) (ALTSCHUL et al.,
1990) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003).

Além das definicoes LMSP e MSP, é determinado ainda, um valor minimo para as
pontuagoes. Esse valor é a pontuacao de corte S. Um par de segmento (s,t) é chamado de
HSP | se ele é localmente méximo e se «a(s,t) > S. Em termos praticos, a meta do algoritmo
BLAST é, portanto, computar todos os HSPs (ALTSCHUL et al., 1990).

O procedimento a seguir resume a estratégia e o funcionamento do BLAST, quando se
tem duas sequéncias de proteinas s e t a serem comparadas (ALTSCHUL et al., 1997) (ALTSCHUL

et al., 1990) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003):

e Pré-Processamento: A sequéncia t é dividida em palavras de tamanho w. Para cada
palavra gerada, é elaborada uma lista com todas as w-tuplas de tamanho w. Uma w-
tupla é a geragao de uma nova palavra de tamanho w a partir da permutacao da palavra
original sobre o alfabeto A p,cinas- Para cada palavra gerada, é calculada uma pontuacao,
e essa palavra ird compor a lista de w-tuplas se, e somente se, a pontuacao atingida for
superior ao limite minimo (do inglés threshold, representado por T'). Na Tabela 9 ha um

exemplo desse preenchimento, também chamado de calculo da vizinhanca;

e Passo 1: Semeadura. E a etapa de localizacao dos hits. Nessa etapa, pesquisa-se em s
por todos os w-tuplas da lista pré-processada. Armazena-se a posicao onde todos os hits

sao encontrados;

e Passo 2: Extensdo. Nessa etapa, cada semente (s,t) (hit), encontrada na etapa de se-
meadura é revisitada com o objetivo aumentar a quantidade de bases alinhadas. Cada
semente estendida em ambas as diregoes até que o escore (s, t) ndo possa mais ser me-
lhorado, gerando assim um LMSP. As extensoes que superarem o escore S sao reportadas

pelo algoritmo como HSP, e possiveis solugoes de alinhamento;

e Passo 3: Avaliacao. Nessa etapa é feita uma avaliacao estatistica sobre as respostas
encontradas pelo algoritmo. Para algumas versoes, a etapa de avaliacao consiste apenas
em comparar quais respostas sao maiores e menores que o escore S. Para outras versoes, a
etapa de avaliacao determina o F-Value, representado por F, que determina a quantidade
de HSPs que pode ter ocorrido aleatoriamente. Essa avaliacao é feita através da férmula
E=Kxnxmx e’ onde K ey sao varidveis dependentes do modelo, m e n sao os

tamanhos da sequéncias e S o limite superior.
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No procedimento descrito, o grande gargalo para a execucao do algoritimo é a fase de
pré-processamento. Na Tabela 9 observa-se que para um sequéncia pequena, n =7 e w = 2,
existe numero consideravel de palavras geradas. Isto infere que sequéncias de tamanho maiores
podem levar a uma explosao combinacional. A forma usual de minimizar o problema do pré-
processamento € através da construcao de uma tabela de pesquisa, lookup table.

O que justifica a criagao dessa tabela de pesquisa é a possibilidade de se buscar uma
sequéncia em um banco de dados, no que é determinado alinhamento multiplo de sequéncias.
Dessa forma, a fase de pré-processamento, otimiza e evita o processo repetitivo de operacao

nas sequeéncias relacionadas.

Tabela 9: Exemplo de pré-processamento para t = RQCSAGW, e a lista de palavras de w = 2

com escore 1" > 8 utilizando a matriz BLOSUMG62
Palavra ‘ pares com escore 1" > 8

RQ |RQ

QC | QC, RC, EC, NC, DC, KC, MC, SC

CS | CS, CA, CN, CD, CQ, CE, CG, CK, CT

SA |-

AG | AC

GW | GW, AW, RW, NW, DW, QW, EW, HW, KW, PW, SW, TW, WW

Apébs entender o pré-processamento, é possivel vislumbrar o impacto do tamanho das
sequéncias, definidos por m e n; das palavras de tamanho w e dos parametros escolhidos T’
e S no tempo de execugao do algoritmo. Na Segao 2.2 é apresentado o detalhamento e o
significado de cada parametro nas etapas do BLAST. Embora os parametros sejam universais,
eles impactam de forma diferente em cada versao do BLAST. Isso ocorre pois a versao destinada
ao alinhamento de proteinas apresentada diferencas se comparada a versao para o alinhamento
de sequéncias de DNA.

Nessa Dissertacao, o objetivo é propor uma arquitetura de hardware para o alinhamento
sequeéncias de DNA. O algoritmo BLAST ¢ simplificado para as sequéncias de DNA, pois nao
h& etapa de pré-processamento, e a fase de semeadura consiste em listar apenas as palavras de
tamanho w idénticas encontradas tanto em s como em t. Isso implica dizer que a pontuacao
minima 7" para que um trecho seja considerado semente ¢ T" = w x I sendo I o valor atribuido
quando se encontra uma similaridade.

Na Secao 2.2 sao apresentados os detalhes de como cada etapa funciona para o alinha-

mento de sequéncias de DNA, e a importancia de cada parametro.
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2.2 Parametros e Etapas do BLAST

O algoritmo BLAST é um método heuristico de busca que procura alinhar sequéncias genéticas.
A metodologia é identificar pequenas palavras coincidentes de um comprimento w que atinjam
uma pontuagao minima 7', quando submetidas a uma tabela de avaliacao predeterminada. Essa
é a primeira etapa do algoritmo, onde na versao para sequéncias de DNA o BLAST divide as
sequéncias s e t em pequenos intervalos sobrepostos de tamanho w, como visto nos algoritimos
5 e 6, e a partir de um critério de pontuagao, compara e elimina os trechos que nao obtiverem,
no minimo 7. As sequéncias remanescentes, denominadas sementes, compoe o grupo restrito
de possibilidades onde o algoritmo tentara maximizar a pontuagao.

Nos algoritmos 5 e 6, a sequéncia s, de tamanho m, é referenciada como sequéncia
alvo. Cada base da sequéncia s é representada pelo indice que informa a posicao desta base na
respectiva sequéncia. Supondo que a sequéncia alvo s seja s= ATG, a base representada em
sg = A, a base representada em s; = T e a base representada em sy = G. O mesmo ocorre

para a sequéncia t, de tamanho n, referenciada como sequéncia buscada.

Algoritmo 5 Divisao da sequéncia alvo s em palavras

Entrada sequéncia s:[sg, $1, 52, .., Si, -+ - Sm—1]
1: Parai=0— (m —w) Faga
2:  alvo « [alvoy, alvoy, alvoy, . . . alvo;, . .., alvoy, |
3: Para cada alvo; Faca
4: alvoi — [Si, Sit1s Si+2y - - - 3i+w—1]
5 Fim Para

6: Fim Para
7. Retorna alvo

De forma analoga aos algoritmos genéticos, esse processo corresponde a semeadura,
onde o BLAST procura localmente pequenas regices de similaridade, onde é mais provavel que
estejam os alinhamentos consideraveis, para iniciar o processo de comparagao. O processo de
semeadura constitui uma grande vantagem dos métodos heuristicos, pois como poucos alinha-
mentos atingem a pontuacao minima, denominada threshold e representado por T', o espaco
de busca, e consequentemente o tempo de resposta, ¢ reduzido drasticamente logo na primeira
etapa. Em contrapartida, existe o risco do algoritmo desconsiderar o melhor alinhamento pos-
sivel. Como descrito, os métodos heuristicos nao tem o compromisso de fornecer o melhor
alinhamento e sim uma série de bons alinhamentos possiveis.

Para alinhar duas sequéncias de tamanhos distintos m e n, o BLAST ira dividir a
sequéncia buscada em palavras de tamanho w, algoritimo 6, e comparar essas palavras com a

sequéncia alvo também dividida, como apresentada no algoritimo 5, pontuando as igualdades
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Algoritmo 6 Divisao da sequéncia buscada t em palavras

Entrada Sequéncia t:[tg, 1,2, ..., 1, ..., th_1]
1: Para j =0 — (n —w) Faga
2. palavras < [palavrag, palavray, palavras, . . ., palavra;, . .., palavra, |
3:  Para cada palavra; Faga
4: palcwraj — [tj, tj+1, tj+2, C 7tj+w—1]
5 Fim Para

6: Fim Para
7: Retorna palavras

e desigualdades de acordo com uma tabela de pontuagao. FKEsse processo de comparagao é
apresentado em pseudo-cédigo no algoritimo 7. Os ajustes nos parametros w e T possibilitam
aumentar a sensibilidade do algoritmo, tornando-o mais lento com valores de w e T" mais baixos
ou, diminuir a sensibilidade a sensibilidade do algoritmo, tornando-o mais rapido com valores
de w e T mais elevados.

O resultado da etapa de semeadura é uma matriz preenchida com valor da pontuacao
obtida nas posicoes onde se encontrou igualdade. Essas posicoes sao as sementes do algoritmo,
e serao consideradas como possiveis pontos iniciais de alinhamento. Estes pontos iniciais serao
reavaliadas, verificando as bases imediatamente subsequentes, no processo onde esses trechos
estendidos para ambos os lados visando aumentar a pontuacao do alinhamento proposto. To-
dos dos demais pares, que nao atingiram a pontuacao minima na etapa de semeadura serao
desconsiderados. Para o alinhamento de sequéncias de DNA, usualmente se utiliza o critério
de pontuacao préprio, em detrimento a utilizacao da matiz de pontuagao. Nessa Dissertagao,
cada similaridade é pontuada com 1, enquanto a desigualdade é pontuada com O.

Na etapa denominada FEztensdo, o objetivo é encontrar o melhor alinhamento local
possivel, isto é, maximizar a pontuagao. Partindo de uma sequéncia semente com pontuagao T’
ou maior, o algoritmo estende o alinhamento em ambos as dire¢oes na tentativa de aumentar
a pontuacao até encontrar uma desigualdade. Quando a encontra, armazena os indices e

pontuacao dos pares encontrados e inicia a terceira e ultima etapa, denominada avaliagao.

Algoritmo 7 Semeadura

Entrada alvo e palavras

: Parai=0— (m—1) Faga

Para j =0 — (n —w) Faga
Se palavra; = alvo; Entao

Posli, j] < 1

Fim Se

Fim Para

: Fim Para

: Retorna Pos

I BN i
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A partir da matriz preenchida gerada na etapa de semeadura, na forma do Algoritimo 7,
esta etapa ird realizar a extensao dessas sementes. Se uma par de palavras foram consideradas
sementes na etapa anterior, o procedimento é verificar as proximas letras a direita dessas pala-
vras, incrementando uma posi¢ao na matriz, e compara-las novamente. Se a nova comparagao
resultar em igualdade, faremos novo incremento e nova comparacao, até que seja encontrada
uma desigualdade na comparagao. Algumas versoes do BLAST tem maior tolerancia, e s6
dao por encerrada a etapa de extensao apds varias desigualdades. Existe um parametro que
determina esse critério de parada, denominado drop-off, representado por x, que é calculado
somando a pontuacao das desigualdades encontradas. Quando essa pontuacao atinge x, a etapa
é encerrada. Para fins de continuidade do algoritimo, é realizada a substracao do valor maximo
da pontuacgao das igualdades por z.

Na avaliacao o algoritmo compara os pares de maior pontuacao, denominados pelo
acronimo HSP (High-Scoring Segment Pairs) , submetendo-os a um parametro S, e descartando
alinhamentos que nao atingirem esse valor (ALTSCHUL et al., 1997). A etapa de avaliagao tem o
objetivo de detectar a significancia bioldgica que uma determinada similaridade pode ter, pois
o parametro S reflete o nimero de alinhamentos esperados, e é baseado também em critérios
bem definidos que representam a probabilidade de certas mutagoes acontecerem, tornando um
alinhamento improvavel biologicamente seja eliminado. Detalhes sobre o parametro S sao
abordados na Segao 2.2.1.

Comparado a outros métodos heuristicos, o BLAST executa o alinhamento de sequén-
cias de DNA e proteinas mais rapidamente que todos os outros algoritmos conhecidos, considerando-
se a mesma sensibilidade (ALTSCHUL et al., 1997) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003). A veloci-
dade do BLAST aliada a sua semelhanca a um algoritmo genético tradicional, que o tornava
intuitivo, alavancou os estudos no algoritmo que se tornou o mais utilizado na comunidade
cientifica. Com o aperfeicoamento e a elaboracao de novas funcgoes, os BLAST se tornou uma
poderosa ferramenta para pesquisa de informagoes bioldgicas em bancos de dados publicos.
Todas as versoes do BLAST estao disponiveis através do programa que executa o algoritmo
na versao stand alone ou online no repositério mantido pelo NCBI (National Center for Bio-
technology Information). Nesse repositério também estao disponiveis diversos bancos de dados
ptblicos com informagoes de sequéncias genéticas (SHPAER et al., 1996). No Capitulo de resul-
tados, algumas dessas sequéncias sao utilizadas para validar o modelo de arquitetura proposto.

Quanto as variagoes do BLAST, serao apresentadas na Secao 2.2.3.
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Algoritmo 8 Extensao para Direita

Entrada Pos, Sequéncia s:[sg, 51, ..., Sj, ..., Sm—1] € Sequéncia t:[tg, t1,...,tj, ..., th_1]
1: Parai=0— (m — 1) Faga
2: Paraj=0— (n—w) Faga

3: Se Posli, j] = 1 Entao

4: E 4 <+ [Concatenar(alvo;, Sitwy)]

5: Ep + [Concatenar(palavra;, tji,)]

6: Enquanto (E,) = (Fp) Faca

7 i+ (i+1)

8: Se i = (m — 1) Entao

9: Se Pontos[Comparar(E4, Eg)] > T Entao
10: Posli, j| < Pontos|Comparar(Ea, Eg)]
11: Fim Se

12: Fim Se

13: j—G+1

14: Se j = (n — w) Entao

15: Se Pontos[Comparar(E4, Eg)] > T Entao
16: (Posli, j]) = Pontos|Comparar(Ea, Ep))
17: Fim Se

18: Fim Se

19: E < Concatenar(E 4, Sitwi1)

20: Ep < Concatenar(Ep,tj1yi1)

21: Fim Enquanto

22: Senao

23: Se Pontos[Comparar(E4, Eg)] > T Entao

24: Posli, j] <= Pontos|[Comparar(E 4, Ep)]

25: Fim Se

26: Fim Se

27:  Fim Para
28: Fim Para

2.2.1 Espaco de Busca e Complexidade

A escolha dos parametros tém impacto direto no tempo de execugao do algoritmo. O algoritmo
BLAST é composto por 3 fases: semeadura, extensao e avaliacao. Na fase de semeadura o
algoritmo calcula a pontuagao resultante do alinhamento de cada subsequéncia, de tamanho w
derivada a partir da sequéncias de entrada, com todas as possiveis |X|* sequéncias de tamanho
w, onde ¥ é o alfabeto de simbolos considerado, ou seja, as bases nucleotidicas, [A, T, C e G
usadas para os alinhamentos de sequencias de DNA, ou os vinte aminoécidos [G, A, L, M, F,
W, K, Q,E, S PV I C Y, H R, N, D, T|], utilizadas nos alinhamentos de sequéncias de
proteinas.

A fase de semeadura precisa, para uma sequéncia de consulta ¢t de tamanho m, varrer
todas as m — w + 1 subsequéncias de tamanho w e calcular a pontuacao em relacao a todas

as |X|" sequéncias possiveis no conjunto ¥ de bases nucleotidicas ou de aminodcidos. Logo, a
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Algoritmo 9 Extensao para Esquerda

Entrada Pos, Sequéncia s:[sg, 51, ..., Sj, ..., Sm—1] € Sequéncia t:[tg, t1,...,tj, ..., th_1]
1: Parai=0— (m — 1) Faga
2: Paraj=0— (n—w) Faga

3: Se Posli, j] = 1 Entao

4: E 4 <+ [Concatenar(s;_1, alvo;)]

5: Ep «+ [Concatenar(tj_1, palavra;)]

6: Enquanto (E,) = (Fp) Faca

e i (i—1)

8: Se 1 = 0 Entao

9: Se Pontos|Comparar(E4, Eg)] > T Entao
10: Posli, j| < Pontos|Comparar(Ea, Eg)]
11: Fim Se

12: Fim Se

13: j— (-1

14: Se j = 0 Entao

15: Se Pontos|Comparar(E4, Eg)] > T Entao
16: (Posli, j]) = Pontos|Comparar(Ea, Ep))
17: Fim Se

18: Fim Se

19: E 4 < Concatenar(s;_1, Ea)
20: Ep < Concatenar(tj_1, Ep)
21: Fim Enquanto
22: Senao
23: Se Pontos[Comparar(E4, Eg)] > T Entao
24: Posli, j] <= Pontos|[Comparar(E4, Ep)]
25: Fim Se
26: Fim Se

27: Fim Para
28: Fim Para

primeira fase do algoritmo ocorre em O((m — w + 1)|3[*).

Um valor padrao inicial para esses parametros sao, em geral, w = 3 e |X| = 20 para
aminoacidos e, w = 12 e |X| = 4 para nucleotidios, o que permite que a complexidade pode ser
representada por O(m).

Na fase de extensao, cada semente pode iniciar um alinhamento que, no caso extremo,
é do tamanho m da sequéncia s. Portanto, a complexidade desse passo resulta em O(mn). Na
etapa final, a avaliagao de significancia de cada HSP pode ser realizada em tempo constante
O(1). Assim, o tempo total do algoritmo BLAST é O(m) 4+ O(mn) + O(1) = O(mn), sendo
entao, para os valores usuais de w, os fatores impactantes para o tempo total do algoritmo
o tamanho das sequéncias de entrada (BRITO, 2003) (SHPAER et al., 1996) (ZAHA; FERREIRA;

PASSAGLIA, 2003).
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2.2.2 Um Exemplo Ilustrativo

Supondo que a matriz de substituicao seja a apresentada na Tabela 10, w = 2 e a sequéncia
de consulta t= ACCGTA. Dividindo a sequéncia ¢t em palavras de tamanho w, tem-se as cinco
subsequéncias (AC, CC, CG, GT, TA) e as sequéncias possiveis de tamanho w sobre o alfabeto
¥ de bases nucleotidicas totalizam 4% = 16. Tomando a subsequéncia AC com a sequéncia AG,
a pontuagao resultante seria 5 — 4 = 1, enquanto a pontuacao resultante entre CC e GA seria
—4 — 4 = —8. Sempre que uma pontuacao € maior ou igual ao parametro T', que é ajustado de
acordo com a sensibilidade almejada para um tipo de comparacao, essa subsequéncias é usada
como semente de alinhamento local na fase de extensao. Uma das estratégias para realizar isso,
é construir um automato finito deterministico que permita localizar hits entre as subsequéncias
com elevado escore e a base de sequéncias conhecidas. Na pratica, como exposto, ha a cons-
trucao uma lista pré-processada com as possiveis variagoes e suas respectivas pontuacgoes, se
tornando uma semente, aquelas encontradas nas sequéncias e atendam ao critério de pontuagao

T. Na fase de extensao, o algoritmo passa pela sequéncia alvo s no caso de um alinhamento

Tabela 10: Exemplo de matriz de substituigao.

[ [AlG[C[T]
A5 4] 4]4
G454 4
Cll4[4]5 4
T4 4|45

entre duas sequéncias ou por cada sequéncia da base de dados no caso de uma versao de multi-
plas sequéncias, buscando por subsequéncias, de tamanho w que sejam idénticas a alguma das
subsequéncias da etapa anterior. Quando o automato encontra uma subsequéncia idéntica, o
algoritmo estende cada hit em ambas as dire¢oes com o intuito de aumentar sua pontuacao.
Quando essa extensao encontra caracteres diferentes, porém, a pontuacao tende a diminuir,
segundo a matriz de substituicao.

A extensao de um hit termina quando a sua pontuac¢ao comeca a diminuir, e existe um
critério de parada simbolizado pelo parametro X que delimita a maior distancia em relacao a
maior pontuacao encontrada em extensoes menores desse hit. A etapa de extensao armazena a
maxima pontuagao e continua estendendo em ambos os lados, até que o valor X seja alcancado,
fazendo com que o algoritimo retorne ao maximo valor armazenado. Apds estender o hit, na
fase de avaliacao o hit estendido é avaliado quanto a sua significancia estatistica. O ajuste no

valor de X retorna o quao tolerante serd a busca no caso de trechos desiguais. Isto quer dizer
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que hits espurios devem ser eliminados do resultado. De forma simples, a significancia de um
hit pode ser avaliada separando os hits entre aqueles com pontuagao maior do que um certo
parametro S e aqueles com pontuagao menor do que S (ALTSCHUL et al., 1997) (ALTSCHUL et
al., 1990) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003).

Os hits significativos sdo chamados High-Scoring Segment Pairs (HSP) e, na prética, o
valor de S é determinado por uma andlise estatistica sobre quantos hits espirios sao esperados.
De todos os pares HSP, aquele com pontuagao mais alta é chamado MSP (Mazimal-scoring
Segment Pair) . A saida do algoritmo informa as sequéncias que obtiveram a pontuagao minima

necessaria, S (ALTSCHUL et al., 1997) (ALTSCHUL et al., 1990) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003).

2.2.3 Versoes do algoritmo BLAST

Desde sua invencao, o algoritimo BLAST apresentou algumas variacoes de acordo com o tipo
de abordagem. Essas variagoes, diferem entre si no tipo de sequéncia analisada, proteinas ou
DNA; ou se o algoritimo permite ou nao a inser¢ao de buracos, funcionalidade importante na
identificacao de relagoes parentais e de mutagao entre as sequéncias.

Por se tratar de um sistema aberto, e com diversos parametros a serem definidos, hé a
possibilidade de uma série de personalizagoes no BLAST para sua aplicacao. Todavia, a titulo
de organizacao, consideram-se oficiais as versoes do NCBI-BLAST desenvolvidas pelo National
Center for Biotechnology Information BLAST e as divulgadas pelo WU-BLAST Washington
University BLAST. Estas versoes sao bastante diferentes. Nestas versoes do BLAST ha um
tratamento especial no banco de dados que a andlise vai ser feita antes de sua execucao, isto é,
pré-computando os dados do banco. O algoritmo propriamente dito, continua obedecendo as
etapas descritas, exceto para a versao do Gapped BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) , ou BLAST

2.0 que tem sua propria sequéncia de dados. Dentre as versoes de destaque do BLAST, estao:

e BLAST para sequéncias de Proteinas: Na literatura é denominado BLASTp, sendo a
letra P indicando que é uma variacao de proteinas. Utiliza como sequéncia de entrada
uma sequencia de aminoacidos contra um banco de dados de proteinas. Esse tipo de
formato do BLAST é muito utilizado quando se tem uma proteina e deseja-se saber se
existem, em outros organismos, proteinas similares. Utiliza portanto a matriz de substi-
tuicao completa, necessitando de uma etapa de pré-processamento para pontuar todas as
possiveis sementes. Geralmente, a pesquisa do BLAST, em qualquer versao, é feita entre
uma sequéncia buscada, e um banco de dados, que armazena diversas sequéncias conhe-

cidas. Sao instanciadas diversas comparacoes, e o resultado é o conjunto dos sequéncias
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que apresentarem similaridade, definida através da pontuacao, satisfatorias para superar

o parametro 7" definido (MOUNT, 2008a) (LOYTYNOJA; GOLDMAN, 2008).

e BLAST para sequéncias de DNA: Assim como a versao de proteinas, essa versao é deno-
minada BLASTn, com o /N indicando que a comparacao ¢ feita entre bases nucleotidicas.
Possui um espaco de busca reduzido, pois o alfabeto é limitado a 4 letras. Com isso, tam-
bém utiliza matrizes de pontuacao simplificadas. Essa particularidade das comparagoes
com bases de DNA, nos permitiu uma importante simplificacao que serd apresentada na
arquitetura proposta, pois, baseado em uma matriz de substituicao simplificada, pude-
mos atribuir valor bindrio 1 para as similaridades encontradas, matches e valor binario
0 para as desigualdades, mismatches. O resultado da etapa de semeadura é uma ma-
triz preenchida com valor da pontuacao obtida, 1 para a nossa generalizacao para DNA

(ALTSCHUL et al., 1990).

e Uma versao do BLAST é o TBLASTN que compara uma sequéncia buscada de proteina
contra um banco de dados de sequéncias de nucleotideos dinamicamente traduzido em

todas as fases de leitura (MOUNT, 2008a) (KORF; YANDELL; BEDELL, 2003).

e Outra versao é o TBLASTX que compara as traducgoes das seis fases de leitura de uma
sequéncia buscada de nucleotideos contra as tradugoes das seis fases de leitura de um
banco de dados de sequéncias de nucleotideo (MOUNT, 2008a) (KORF; YANDELL; BEDELL,
2003).

e O Gapped BLAST, é a versao do BLAST que aceita a insercao de espacos vazios entre
os alinhamentos, e embora tenha incorporado novas heuristicas que melhoraram a sen-
sibilidade e o desempenho, ainda é mais importante por considerar gaps provocados por
insercoes ou delegdes na sequéncia. Isso significa dizer que a versao do Gapped BLAST,
permite alinhar sequéncias genéticas, mesmo que essas tenham sofrido mutacao ou evo-
lugdo. A insercao de um buraco, em inglés gap funciona como um caractere coringa,
wildcard, que permite continuar a comparacao, mesmo que encontrado um mismatch.
Nas matrizes de pontuagao é comumente atribuido valor 0 a insercao ou delecao de um
gap, de modo que ele nao influencie na avaliacao do escore. Uma outra possibilidade do
Gapped BLAST é considerar as extremidades dos alinhamentos encontrados pelo BLAST
sem gaps e utilizar o algoritmo de Smith- Waterman para maximizar esse alinhamento
local. Com as modificagoes realizadas, o Gapped BLAST realiza a seguinte sequéncia

(ALTSCHUL et al., 1997):
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1. Remocao de regioes de baixa complexidade ou repeticoes na sequéncia a ser pesqui-

sada;

2. Formacao da lista de k-tuplas a partir da sequéncia a ser pesquisada e da matriz de

substituicao;
3. Montagem de automato finito deterministico a partir da lista de k-tuplas;
4. Varredura do banco de dados de sequéncias a procura de hits;
5. Extensao dos hits para formar HSP;
6. Avaliacao da significancia do HSP;
7. Alinhamento de varios HSP proximos;

8. Execugao do Smith- Waterman nos alinhamentos locais.

Além das versoes descritas, existem ainda outras versdes, como por exemplo RPS-
BLAST, PSIBLAST, PHIBLAST, BLASTX, TBLASTN, TBLASTX que trabalham, em cada
caso, com uma variagdo das versoes supracitadas (MOUNT, 2008a) (LOYTYNOJA; GOLDMAN,

2008) (ALTSCHUL et al., 1990) (ALTSCHUL et al., 1997).

2.3 Trabalhos Relacionados

Inimeras abordagens e técnicas para o alinhamento de sequéncias genéticas utilizam dos mais
diversos algoritmos e, apresentam-se como alternativa para solucao do problema da comparagao
de sequéncias. Além das solugoes por software, algumas implementagoes em hardware dos
algoritmos de alinhamento de sequéncias se destacam, e sao brevemente descritas a seguir, por
serem convergentes com o objeto dessa dissertacao.

Para uma implementacao em hardware, independente da aplicacao, a légica reconfigura-
vel tem sido utilizada visando solucionar problemas que demandem alto custo computacional.
No dominio da comparagao de sequéncias, o trabalho de Hoang (HOANG, 1992) foi precursor
ao propor a utilizagdo de FPGAs para construir a maquina SPLASH2 (HOANG, 1993), visando
implementar o algoritmo de Needlman-Wunsch.

O algoritmo de Smith-Waterman também possui relevantes resultados obtidos com a
utilizacao de hardware reconfiguravel. Inicialmente o algoritmo foi implementando utilizando
a plataforma it JBits (GUCCIONE; KELLER, 2002) no trabalho de Guccione. Apds, o mesmo

algoritmo foi implementado em Virginia Tech. (PUTTEGOWDA, 2003), e mais recentemente



2.3 Trabalhos Relacionados 53

na Nanyang Technological University (OLIVER, 2005). Todas essas implementagdes tiram pro-
veito da programacao dinamica para encontrar de forma eficiente a solucao de alinhamento,
utilizando o processador com um vetor sistolico.

Por suas caracteristicas de construcao, FPGAs sao altamente susceptiveis para o design
de processador sistolicos, e em alguns casos, as estruturas das FPGAs sao otimizadas para criar
tabelas de pesquisas (lookup tables). Essas caracteristicas construtivas, aliada ao baixo custo
relativo das FPGAs estimulam a construcao de sistemas para o alinhamento de sequéncias
nos mais diversos algoritmos. Em contrapartida, os trabalhos com légica reconfiguravel, abor-
dando especificamente o algoritmo BLAST, ainda sao bastante reduzidos. Nesse sentido, cabe
destacar o trabalho realizado por Muriki (MURIKI, 2005) que apresenta de forma detalhada
em FPGA BLAST, a possibilidade de elaborar uma arquitetura para o algoritmo utilizado
nessa dissertacao. A proposta do trabalho de Muriki é melhorar a performance do algoritmo
BLAST realizando em hardware as partes onde o software consome mais tempo de processa-
mento. Apds implementar em software o algoritmo BLAST, Muriki detectou o consumo de
cada etapa, e criou um procedimento de chamada, no qual o programa utiliza a plataforma
FPGA. Embora tenha projetado o sistema para atingir um speed up de até 35 vezes, os resul-
tados praticos revelaram que a combinacao hardware-software era até b vezes mais lenta que
a versao totalmente em software. Os resultados obtidos evidenciaram, a época, a dificuldade
em desenvolver uma arquitetura de alta performance para o algoritmo BLAST. A contribuicao
desse trabalho foi apresentar um estudo detalhado do tempo de processamento consumido por
cada etapa do algoritmo BLAST, além de ratificar através de seus experimentos, que o grande
gargalo de desempenho em uma abordagem FPGA dos antigos modelos, como utilizado por
Muriki, reside na entrada e saida de dados.

A comparacao entre hardware e software tem sempre um elemento fortemente presente:
o desempenho. Nesse sentido, o trabalho mais notéavel envolvendo o algoritmo BLAST ¢é o
sistema de aceleragdo DeCypher (CORPORATION, 2011), que consiste numa nova familia de
FPGAs otimizadas para bioinformatica. A solugao, desenvolvida e langada comercialmente
pela TimeLogic, baseia-se em cartoes PCI, que sao conectados a servidores e baseados em
tecnologia FPGA (LUETHY; HOOVER, 2004). A solucdo Tera-BLAST, que utiliza todo esse
arcabougo, apresenta resultados de até 400 vezes de speed up, mas apesar desses resultados
impressionantes, nao sao detalhados o nimero de chips, recurso de I/0O, tipo de arquitetura e
nem sao descritos as condicoes que os testes foram realizados.

Outro trabalho que apresenta resultados expressivos foi proposto por Kasap e Benkrid
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(KASAP; BENKRID, 2010), que propuseram um arquitetura de alta performance baseada em
FPGAs, que alinham sequéncias de até 1000 bases, com resultado de speed up médio de 52 vezes.
Na abordagem de Kasap e Benkrid, o algoritmo BLAST é dividido em etapas, e para cada
uma dessas etapa é reservado um determinado nimero de recursos na FPGA para garantir a
execucao das tarefas dessa etapa. A arquitetura é totalmente parametrizavel, podendo assumir,
para sequencias de até 1000 bases, qualquer parametro para ajuste do algoritmo BLAST. Toda
a arquitetura trabalha de forma paralela, e foi implementada em uma placa FPGA, exceto a
etapa mais onerosa do algoritmo, o pré-processamento e divisao de sequéncias, que é realizada
em software em um computador hospedeiro. Cabe também ao computador que roda a versao
do software, eleger um perfil de configuracao para a placa FPGA de acordo com os parametros
informados. Os testes de desempenho foram realizadas para um tipo especifico de base de
dados Swiss-Prot, pesquisando em um banco de dados armazenado em meméria.

Dentre todos os trabalhos que utilizam FPGAs para implementacao do algoritmo BLAST,
o que menos realiza alteragoes na estrutura do algoritmo original, e consequentemente o que
possui resultados de alinhamento mais proximos deste algoritmo é o Mercury BLASTn (BUH-
LER et al., 2007). Essa proposta implementa o algoritmo BLAST em légica reconfiguravel, e
utiliza varias FPGAs trabalhando em paralelo. O Mercury tras resultados expressivos, pois
em 99 % dos casos testados a resposta encontrada pelo Mercury é idéntica a encontrada por
software, um valor excelente quando considerado um método heuristico. Quanto ao desempe-
nho, a implementacao Mercury para o algoritmo BLAST consegue um speed up médio de até
11 vezes, quando comparado ao software.

Embora alguns exemplos de implementacao apresentem-se com resultados importantes,
a grande variagao de versoes existentes para o algoritmo BLAST dificultam a comparagao
fidedigna entre cada uma das implementagoes. O funcionamento do algoritmo BLAST e suas

versoes serao detalhadas no Capitulo 2.

2.4 Consideracoes Finais do Capitulo

Neste capitulo foi apresentado o algoritimo BLAST e suas variacoes. Foi apresentado o funci-
onamento do algoritimo, sua formalizacao e complexidade matematica, além da descricao de
cada etapa e apresentacao em pseudo-codigo da versao para a qual foi desenvolvida a arquite-
tura. Neste capitulo, visou-se detalhar a importancia de cada um dos parametros do BLAST,
relacionando e familiarizando os termos utilizados, e mostrando o impacto de cada parametro

escolhido em termos do espaco de busca. No capitulo a seguir, é apresentada a arquitetura
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proposta para executar o algoritimo BLAST para o alinhamento de sequéncias de DNA, como

descrito nesse Capitulo.



Capitulo 3
ARQUITETURA PROPOSTA

ARQUITETURA proposta visa implementar o algoritimo BLAST, para encontrar o

melhor alinhamento entre duas sequéncias de DNA. Dadas duas sequéncias a serem
alinhadas, uma sequéncia alvo de tamanho m, representada por s; e uma sequéncia buscada de
tamanho n, representada por t; a resposta desejada é a posicao relativa onde as duas sequéncias
se relacionam.

Na arquitetura proposta, as sequéncias a serem alinhadas sao codificadas em represen-
tacao binaria e armazenadas em dois registradores. Cada registrador tera o tamanho exato da
sequéncia que for armazenar, sendo tamanho m para o registrador que armazena a sequéncia
s e tamanho n para o registrador que armazena a sequéncia t. A arquitetura de hardware
proposta, vista na Figura 3, possui como entradas um sinal de clk, que é responséavel pelo sin-
cronismo do sistema; a sequéncia alvo, s, que é armazenada em um registrador de m posicgoes; e
a sequéncia buscada, t, que é armazenada em um registrador de n posi¢oes. Essas informagoes
sao inseridas nos registradores através de carga paralela. Na saida da arquitetura proposta,
sao apresentadas as possiveis solugdes de alinhamento no formato (i, 7, d), onde i é a posi¢ao
inicial do alinhamento na sequéncia s; j a posicao inicial do alinhamento na sequéncia t; e
d o nimero de bases idénticas seguidas nos par de sequéncias (deslocamento do alinhamento
encontrado). Todos os resultados sdo armazenados em uma memoéria de dados de 3 vias: i, j
ed.

O algoritmo BLAST necessita que os seus parametros w, T e S sejam definidos, e estes
também sao informados a arquitetura. Além deles, na arquitetura paralela proposta existe
o parametro p que determina o numero de estruturas paralelas que serao utilizadas para a
computacao dos dados. Quanto mais processadores, mais paralelo serd o processamento, e a
tendéncia é que o resultado seja gerado mais rapidamente. Como descrito no Capitulo 2, o

principio do BLAST é dividir as sequéncias s e t em subsequéncias menores. O parametro w
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determina o tamanho das subsequéncias que sao criadas a partir de t. Os parametros T e S
representam as pontuacoes minimas para que um determinado trecho seja considerado como
um resultado valido. A analise do impacto da variacao de cada parametro é objeto do Capitulo

6.

1 E VI 11
Clk —» —’»
s—#»  BLAST [  Memoria
t—<» | d ]

Figura 3: Entrada e saida de dados e parametros

Para gerir todos os sinais essenciais ao funcionamento da arquitetura de hardware pro-
posta foi implementado um controlador global. Esse controlador é uma maquina de estados
que tem a funcao de prover os sinais necessarios para inicializar e sincronizar os componentes,
realizar a carga dos registradores com os valores das sequéncias a serem alinhadas e testar
as variaveis de forma a conduzir as etapas do algoritimo BLAST. Como descrito no Capitulo
anterior, o algoritimo BLAST é dividido em trés etapas: semeadura, extensao e avaliacao.
A etapa de avaliacao, que classifica estatisticamente cada um dos alinhamentos encontrados,
nao foi implementada em hardware, podendo ser realizada em software sobre todo o conteido
da memoria. Cada etapa executa um conjunto de operagoes completamente diferente, sendo
que a etapa de avaliagao precisa dos dados fornecidos pela extensao, que por sua vez depende
dos valores vindos da semeadura. Na arquitetura proposta, cada etapa tem seus componentes
dedicados, e para cada etapa ha um controlador de etapa. Os controladores de cada etapa e o
controlador global trabalham como escravos e mestre, respectivamente. O controlador global
¢ também responsavel por todas as operacoes logico-aritméticas da arquitetura.

A funcao dos controladores de cada etapa é prover os sinais necessarios para que oS
componentes executem as tarefas necessarias dentro do escopo definido pelo algoritmo BLAST
para cada etapa especifica. Por exemplo, o controlador de semeadura é responsavel por todos os
sinais inerentes a etapa de semeadura, assim como o controlador de extensao é responsavel por
todos os sinais relativos a etapa de extensao. Por trabalharem como escravos do controlador
global, os controladores de etapa precisam informar ao controlador global o inicio, andamento
e término de cada tarefa que eles executam. Essa comunicacao é feita através de flags de

requisicao e interrupcoes.
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Respeitando a divisao de etapas proposta pelo algoritmo BLAST, na Secao 3.1 é apre-
sentada a macro-arquitetura, através de diagrama de blocos, onde serao detalhados os compo-
nentes comuns a todas as etapas. Apds, na Capitulo 4 detalha-se o hardware responsavel pela

semeadura, enquanto no Capitulo 5 é abordado a etapa de extensao.

3.1 Macro Arquitetura

Dadas duas sequéncias a serem alinhadas, s e t, o contetiido dessas sequéncias é codificado
em representacao bindria e armazenado nos registradores. Apos ser realizada a carga dos
registradores com os dados dessas sequéncias, o controlador global fornece aos controladores
de etapa os sinais necessarios para que se inicie o processamento dos dados, percorrendo as
etapas do algoritimo BLAST: semeadura e extensao, como apresentadas no Capitulo 2.

No tocante ao algoritimo BLAST, observa-se que a terceira etapa, avaliacao, depende
dos dados da segunda etapa, de extensao, que por sua vez depende dos dados encontrados
na primeira etapa, a semeadura. Todavia, na etapa de semeadura varre-se o espaco de busca
com o objetivo de encontrar todas as sementes contidas, para uma determinada sensibilidade.
Essa tarefa consome diversos ciclos, e as sementes encontradas ao longo desse periodo sao
armazenadas, pois serao utilizadas pela proxima etapa, a extensao. A divisao de etapas e a
comunicag¢ao entre elas, e o controlador global é observada na Figura 4. Ha um barramento
de dados e de controle que realiza a troca de dados entre a semeadura e a extensao. KEsse

barramento ¢é controlado por um arbitro, que também ¢é gerido pelo controlador global.

Controlador Global

1 I A

S —7 P
Semeadura Extensdo
t —7 P
A
A 4
Barramento de Controle .
Y Barramento de Dados Arbitro

Figura 4: Macro-Arquitetura: Divisao pelas etapas do algoritmo

Existem duas abordagens para a elaboracao de um hardware que executa tarefas divi-
didas em etapas. A primeira abordagem é realizar o algoritmo, etapa por etapa, executando

a primeira etapa, e armazenando os resultados, e ao fim desta, iniciando segunda etapa. Essa
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abordagem possibilita o gerenciamento mais simples das tarefas, e consequentemente um hard-
ware menos elaborado, principalmente no tocante ao roteamento e controle. Nessa abordagem,
o gargalo de desempenho surge quando uma etapa demande um alto tempo de processamento,
ocasionando uma ociosidade nas etapas subsequentes. Supondo por exemplo, um sistema de
duas etapas, Fy e Ey. Na abordagem simplificada, a primeira etapa F; executa todas as suas
tarefas, e s6 quando termina todas suas tarefas, envia o resultado para a etapa seguinte: FEj.

Outra abordagem possivel é a realizacao de um pipeline entre etapas do algoritmo.
Nessa abordagem, embora as divisoes de etapas sejam validas, ha uma diferenca essencial, pois
o pipeline permite que enquanto uma parte do hardware esteja executando uma tarefa, outra
parte do mesmo hardware execute outra tarefa. Na abordagem utilizando pipeline, quando a
etapa F; dispoe de algum resultado, mesmo que parcial, esse resultado ja é enviado para a
etapa F5 que inicia o processamento desse resultado, mesmo que F; ainda nao tenha finalizado
todas as suas tarefas (TANENBAUM, 2007).

A estratégia utilizada nesse trabalho é realizar pipeline entre as etapas do algoritmo
BLAST. Esta, baseia-se na identificacdo de uma semente, a qualquer tempo, e a partir dessa
identificacao, iniciar, para essa semente, a etapa de extensao, independentemente das demais
sementes. Quando um dado esta disponivel, inicia-se a tarefa subsequente que depende desse
dado, instanciando um componente exclusivo para essa finalidade. Partindo dessa definicao,
configura-se o pipeline entre as etapas, pois enquanto um componente estard executando a
semeadura para uma semente, uma outra parte do hardware proposto ja estara executando a
extensao e uma outra semente.

Além do pipeline entre as etapas do algoritmo BLAST, criou-se dentro de cada etapa
o paralelismo estrutural das sub-tarefas. Para a semeadura, foram implementados n — w + 1
estruturas idénticas para encontrar as sementes. Na extensao, sao p estruturas idénticas visando
maximizar a pontuacao das sementes recebidas. O gerenciamento simultaneo dessas etapas
justifica a necessidade do controlador global, para conduzir essas combinacoes, além de um
arbitro para realizar o roteamento. Dentro das etapas, o paralelismo estrutural implementado
justifica a necessidade de um controlador para cada etapa. Esse paralelismo estrutural é visto
na Figura 5.

Em geral, o controlador é um ponto muito impactado em uma arquitetura paralela ou
com pipeline. Quando opta-se por uma arquitetura nessas configuragoes, em detrimento de
uma sequencial, objetiva-se o ganho em speedup, ao custo de um aumento de drea de hardware.

Ao invés de tarefas grandes e complexas, o trabalho é dividido em tarefas menores, e para
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Figura 5: Macro-Arquitetura: Paralelismo estrutural das etapas de semeadura e extensao

as mais impactantes em termos de tempo de execucao, sao criados varios blocos funcionais

simples, duplicados, que executam essa mesma tarefa ao mesmo tempo. Com o aumento do

nimero de blocos funcionais, o controle passa a ser mais complexo, nao s6 pelo aumento de

sinais, mas pela necessidade de executar novas func¢oes, como sincronizagao e chaveamento.

O algoritmo BLAST é divido em trés etapas principais: semeadura, extensao e avaliacao.

Portanto existem trés controladores de etapa, e um controlador global. A este controlador

cabe gerir o pipeline, todas as fungoes que dependem de uma intersecao entre etapas distintas

e todas as operagoes logico-aritméticas (soma e incremento, subtragdo e comparagao). Os

demais controladores, exercem o gerenciamento de suas etapas, reportando-se ao controlador

global. Sao exemplo das fungoes que cabem ao controlador global:

Inicializagao dos componentes,

Carga dos registradores s e t,

Informar resultados parciais e final,

Operacoes légico-aritméticas,

Contadores do Sistema.

Armazenamento em memoria dos resultados,

Na etapa de semeadura, o controlador deve garantir a divisao légica das palavras. Dessa

forma ele é o responsavel pelos registradores s e t. O algoritimo da semeadura é apresentado

no Capitulo 2, e o detalhamento do hardware responsavel por essa etapa esta no Capitulo 4.

As principais fungoes desse controlador sao:

e Controle do deslocamento dos registradores s e t,
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e Controle da légica de comparacao, e chaveamento entre conteido dos registradores s e t,

de acordo com deslocamento e parametros definidos na entrada do algoritmo.

De forma analoga, a etapa de extensao tem um controlador, que prové os sinais neces-
sarios para a extensao das etiquetas. Optou-se por deixar esse controlador responsavel apenas
pelos processadores de extensao, enquanto o controle dos barramentos, gerenciamento das filas
e o roteamento das etiquetas foi atribuido ao controlador global e ao arbitro. Com isso, o

controlador da etapa de extensao, é o responsavel, por exemplo, por prover os sinais para:

e Extensao das sementes,

e Gerenciamento dos p processadores de extensao.

A interacao entre as etapas se da através do controlador global e do barramento de
dados e controle, que é gerido pelo arbitro. Na Secao 3.1.1 é detalhado o funcionamento do
arbitro, e exposta a logica de prioridade utilizada para roteamento entre semeadura e extensao.
Na Secao 3.1.2 é apresentado o controlador global, descrita a fungao de cada um de seus sinais

e o diagrama de transicao de estados relacionado.

3.1.1  Arbitro

Por se tratar de uma proposta para uma arquitetura paralela, pressupoe-se que quanto mais
blocos funcionais idénticos trabalhando juntos, melhor a resposta em desempenho. Porém, é
preciso estudar a relacao de area de hardware x desempenho, comparando-se o aumento de
area e da légica de controle contra os beneficios de tempo de resposta, antes de paralelizar
alguma estrutura. Nesse trabalho, foi determinado o niimero de cada um dos componentes
principais que melhor responde a essa relagao custo/beneficio. Foi determinado o nimero
de blocos paralelos para a semeadura e o nimero de blocos paralelos para a extensao. No
Capitulo 6 sao justificados, através de resultados de sintese e simulacao, o motivo da escolha
desses valores.

Para a extensao, foi possivel verificar que um numero fixo de processadores de extensao,
entre 2 e 5, atende na maior parte dos casos, independente do tamanho de w. Quando se
ultrapassa o nimero de 5 processadores, o tempo ocioso de alguns processadores aumenta
abruptamente e consequentemente, a melhora do tempo de execugao ¢é irrelevante, quando
comparada ao acréscimo de area de hardware. Logo, optou-se por paralelizar os processadores

de extensao, mas com um numero fixo determinado de forma empirica: 2 < p < 5.
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A partir da determinacao do nimero de processadores de extensao, ha a possibilidade
do nimero de sementes geradas, de até (n — w + 1) por ciclos, ser diferente da quantidade
de processadores de extensao existentes. Por esse motivo, fez-se necessario desenvolver um
componente para controlar o acesso das sementes encontradas e balancear o trafego entre os
processadores de extensao, de modo a distribuir a carga de forma otimizada entre os processa-
dores de extensao. Esse componente, é o arbitro que esta descrito a seguir.

A insercao de miultiplos processadores que podem ser compartilhados por mais de uma
linha de dados traz consigo, além da divisao da carga de trabalho, a necessidade de controle
de acesso dos barramentos de entrada e saida, assunto amplamente abordado nos protocolos
de comunicagdes (TANENBAUM, 2000).

Para a tarefa de divisao da carga de trabalho, importou-se da teoria de sistemas opera-
cionais, 0os conceitos necessarios para a construcao do arbitro, que é também um escalonador.

Versa a teoria de sistemas operacionais que, numa arquitetura paralela, é factivel 2 ou
mais processos estarem aptos a utilizar um processador para ser executado. Nesse instante,
o sistema operacional deve decidir qual dos processos aptos, armazenados em uma fila, serd
escolhido para rodar primeiro. Essa tarefa e a tomada de decisao é feita pelo escalonador de
processos através da implementacao de alguns algoritmos de selecao, denominados algoritmos
de escalonamento. O escalonador ¢ a entidade do sistema operacional responsavel por selecionar
um processo apto a executar no processador e dividir o tempo do processador de forma justa
entre os processos que estao aptos (OLIVEIRA; CARISSIMI; TOSCANT, 2010).

A Figura 5, mostra que sdo (n—w+1) blocos que executam a semeadura paralelamente.
Na saida de cada um desses blocos ha uma fila, que armazena as sementes encontradas ao longo
do processo até que haja um processador disponivel. Essas (n —w + 1) filas, foram construidas
no padrao fifo (first in first out). Cada semente armazenada, é um processo apto aguardando
o processador para ser executado, e quando selecionadas, precisam ser roteadas para um dos
processadores de extensao através do barramento de dados.

O arbitro destaca-se por realizar trés importantes fungoes simultaneamente. Para os
processadores que realizam a extensao, executa a funcao de escalonador. Ha também a interface
entre semeadura e extensao, com os barramentos dados, exercendo a funcao de controlador de
barramentos. Para as filas localizadas na saida de cada um dos (n—w+1) blocos que executam
a semeadura paralelamente, o drbitro monitora a ocupacao essa filas, na funcao de gerenciador
de filas.

Na funcao de gerenciador de fila, o arbitro trabalha determinando qual fila tem a priori-
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Tabela 11: Légica de desempate entre filas

Requisicao da Fila | Resposta do Balanceador | Operagao Resultante
XXX1 0001 POP na fila 1
XX1X 0010 POP na fila 2
X1XX 0100 POP na fila 3
1XXX 1000 POP na fila 4

dade para enviar sua etiqueta para o processador de extensao disponivel. O ganho obtido com
esse gerenciador de fila permite que o nimero de processadores seja independente do numero
de filas e médulos de comparacao.

Como descrito acima, foi necessario inserir uma meméria do tipo fifo (first in first out)
para armazenar as sementes até que essas fossem estendidas pelos processadores. A largura da
fifo é determinada pelo tamanho das palavras, enquanto sua profundidade é derivada do niimero
de processadores de extensao incluidos, de modo que quando ha um tempo médio necessario
para os processadores liberarem os dados, hé necessidade de uma fila mais profunda. A menos
que a fifo esteja cheia, a etapa de semeadura nao vai interferir no processo de extensao, pois
as sementes serao gradativamente armazenadas na fifo.

Entre a saida das filas no padrao fifo e os processadores de extensao, ha o arbitro que
monitora as filas e toda vez que um processador esta disponivel, direciona a semente contida
na fila prioritaria para ser estendida. Esse monitoramento é feito através de flags oriundos dos
processadores e das filas. Para escalonar os processadores, o algoritmo utilizado é o round-robin,
que direciona trabalho aos processadores de forma circular, a cada rodada. Caso o processador
da rodada ainda esteja ocupado, o préximo processador é escolhido.

A légica de controle para escolher a fila prioritaria, é sempre escolher a fila mais cheia,
isto é, com mais posi¢oes ocupadas. Caso duas ou mais filas estejam igualmente ocupadas, o
critério de desempate € a fila de menor niimero, como é visto na Tabela 11.

O principio de funcionamento da funcao do gerenciador de filas do arbitro é monitorar
os sinais de flag de cada fila identificando qual deve ser a prioritaria, por estar mais cheia. Caso
mais de uma fila esteja cheia e nao haja processadores de extensao disponiveis para todas elas,
o arbitro gera uma interrupc¢ao para o controlador global, que ira desabilitar o clk da etapa de
semeadura até que as filas tenham posicoes disponiveis para receber novas sementes. A Figura
6 mostra a logica combinacional para conceder do barramento a uma fila, a partir da requisicao
do processador da rodada, repassado pelo arbitro. O arbitro determina o id da fila a ser usada,
baseado nas posicoes das filas. Esse id fornecido pelo arbitro é comparado com o id de cada

fila, e quando ha a requisicao, a légica habilita o buffer tri-state somente da fila escolhida.
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Figura 6: Controle de barramento e prioridade

A escolha da fila a ser utilizada sé acontece quando existe um processador livre, soli-
citando através de um sinal de requisicao uma nova semente para entao processa-la. No caso
de todos os processadores de extensao estarem livres ao mesmo tempo, o arbitro, na funcao de
escalonador, prioriza o processador de menor nimero, em detrimento dos demais. A escolha
do processador de extensao que sera utilizado, quando mais de um estiver requisitando dados,
é como descrito, feito através do algoritmo round-robin.

Todas as memorias contidas na semeadura, sao do padrao de fila fifo, first in first out.
Para o gerenciamento dessas filas, importou-se um bloco IP (Intellectual Property), artificio
utilizado sempre que um componente ou bloco é devidamente difundido, como é o caso dos
modulos de memoéria, sem que seja acrescentada nenhuma especificidade para o projeto em

questao.

3.1.2 Controlador Global

A escolha de projeto foi elaborar uma arquitetura distribuida, com controladores distribuidos,
trabalhando orquestrados por um controlador global. A metodologia foi agrupar os compo-
nentes que cada controlador iria gerir a partir das etapas do algoritmo BLAST, que sao trés.
Porém, na implementacao de um sistema paralelo, existe a necessidade de algumas tarefas,
como sincronizagao e chaveamento, que também precisam ser gerenciadas por algum controla-
dor. Nesse caso, o responsavel por essas fungoes de intersecao é o controlador global.

Para controlar os sinais necessarios, o controlador global foi criado no modelo de méa-
quina de estados, genérica em funcao do parametro p, que é o nimero de processadores de
extensao. As portas de entrada desse controlador recebem sinais de tamanho p e de 1 bit. A

Figura 7 apresenta a via de dados desse controlador.
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Figura 7: Via de dados controlador global

Os sinais de entrada e saida do controlador global sao descritos a seguir, com suas

respectivas fungoes. Os sinais de entrada desse controlador global sao:

clk: Sinal de 1 bit, responséavel pelo sincronismo do circuito.

I,; Sinal de p bits, recebe a informacao de qual processadores de extensao ¢ o prioritério,

gerada pelo arbitro.

Livre: Sinal de p bits, monitora os sinais de saida dos processadores que indica o estado

livre ou ocupado.

FIM: Sinal de p bits, indica, através de nivel 16gico 1 quando um processador termina a

extensao.

Rst,: Sinal de p bits, copia dos sinais de Rst enviados aos controladores dos processadores
de extensao no ciclo anterior, gerada pelo arbitro. Para garantir que apenas o processador

da rodada sera reiniciado.

EM: Sinal de p bits, informagao oriunda dos processadores de extensao informando que
nao foi possivel receber os dados enviados, sendo necessario aguardar mais um ciclos de

clk.

vaz: Sinal de 1 bit, monitora se as filas estao cheias ou vazias. Quando todas as filas

estao vazias, assume nivel logico 1.

Ng: Sinal de 1 bit, monitora a quantidade de operagoes de deslocamento realizadas no

registradores s. Quando atinge esse valor atinge m, o sinal é ativado em 1.

Bar: Sinal de 1 bit, monitora o sinal N e os barramentos entre processadores. Quando

sistema ocioso, sinal é ativado em 1.
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Como apresentado na Figura 7, os sinais de entrada do controlador global, sao oriundos
dos controladores de etapa e do arbitro. Eles excitam a maquina de estado para que se produza

os seguintes sinais de saida:

e clke: Sinal de 1 bit, habilita ou desabilita o clk dos demais componentes.

e SM: Sinal de 1 bit, seleciona entre entrada paralela e entrada serial dos registradores s e

t.
e en,: Sinal de 1 bit, trabalha como enable do registrador t.
e /P: Sinal de 1 bit, inicializa o processador de extensao.
e L (' Sinal de 1 bit, seta a carga paralela dos contadores.
e Reset: Sinal de 1 bit, responsavel pelo Rst enviado aos processadores de extensao.

e cscrita: Sinal de 1 bit, habilita a gravacao do resultado do processador extensao em

memoria.

e )MP: Sinal de p bits, sinaliza aos processadores através de nivel 1égico 1, para iniciar o

processamento de uma etiqueta.

A partir dos sinais de entrada e saida descritos acima, o controlador global, gerencia a

arquitetura proposta, através da seguinte sequéncia de estados apresentada na Figura 8.

e S0: Estado de inicializacao do sistema, através dos sinais de saida clke, IP e LC.
e S1: Realiza a carga paralela de todos os registradores, através do sinal de saida SM.

e S2: Registradores carregados, sao designados para receber dados da entrada serial, atra-
vés dos sinais de saida SM e En,. Avalia se as filas estdo vazias ou se ja existe alguma

semente armazenada em uma delas.
e S3: Aguarda até que haja uma semente armazenada em uma das filas.

e S4: Informa ao sistema que ha uma semente aguardando e qual sera o processador que

ird recebe-la através do sinal MP. Testa o sinal de entrada EM.

e SH: Testa os sinais de entrada FIM, para verificar se algum processador de extensao

terminou sua tarefa.
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Figura 8: Diagrama de Transicao de Estados
e S6: Testa o sinal de entrada Bar, que é a ociosidade do barramento.

e S7: Grava o valor encontrado nos processadores de extensao em memoria, através do

sinal de saida escrita. Prové os sinais necessario para dar inicio ao ciclos de escrita.
e S8: Informa através do sinal de saida concluido, que o sistema terminou todas as tarefas.

e S9: Testa os sinais de entrada FIM, para verificar se mais algum processador de extensao

terminou sua tarefa.

e S10: Testa os sinais de entrada FIM, para verificar se algum processador de extensao

terminou sua tarefa.
e S11: Aguarda até que haja uma semente armazenada em uma das filas.

e S12: Finaliza o ciclos de escrita em memoria e envia o sinal de Rst ao processador de

extensao. Testa o sinal de entrada vaz.

e S13: Testa os sinais de entrada FIM, para verificar se mais algum processador de extensao

terminou sua tarefa.

e S14: Testa o sinal de entrada N,.
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e S15: Testa os sinais de entrada FIM, para verificar se mais algum processador de extensao

terminou sua tarefa.

e S16: Aguarda um transicao de clk para que a ultima semente esteja disponivel para

gravagao em memoria.

e S17: Grava os valores remanescentes nos processadores de extensao em memoria, através

do sinal de saida escrita. Prove os sinais necessario para dar inicio ao ciclos de escrita.

e S18: Finaliza o ciclos de escrita em memoéria e envia o sinal de Rst ao processador de

extensao.

e S19: Informa que ha uma semente aguardando e qual seré o processador que ird recebe-la

através do sinal MP. Testa o sinal de entrada EM.

3.2 Consideracoes Finais do Capitulo

Neste capitulo foi apresentado a macro-arquitetura proposta, a divisao do algoritmo em etapas
e detalhou-se os componentes utilizados para interface e controle dessas etapas. Para os com-
ponentes criados, foi descrito a necessidade e o funcionamento de cada um deles. A premissa
de projeto foi obedecer ao maximo a divisao das etapas do algoritimo, mas por conta do pa-
ralelismo implementado, algumas fungoes de etapas diferentes se sobrepoem, enquanto outras
fungoes, dentro da mesma etapa, precisaram ser separadas. Algumas funcoes serdao melhor
entendidas em conjunto com os algoritimos apresentados no Capitulo 2, e algumas das esco-
lhas de projeto mencionadas, como o numero de processadores, esta justificada no Capitulo 6,
onde sao apresentados os resultados de simulacao e sintese. No préximo capitulo é detalhado

o hardware que executa a semeadura.



Capitulo 4
SEMEADURA

O propor uma arquitetura de hardware que implementa o algoritmo BLAST, optou-se

por obedecer a divisao de etapas do algoritmo: semeadura, extensao e avaliagao. Para
cada uma dessas etapas, hd componentes dedicados e paralelos para realizar cada funcao do
BLAST, conforme apresentado pela macro-arquitetura no Capitulo 3. A seguir, é descrito a
arquitetura de hardware criada para realizar a etapa de semeadura.

No alinhamento de duas sequéncias de DNA, os valores dessas sequéncias sao, antes
de tudo, codificados em representacao bindria. Essas sequéncias sao armazenadas em dois
registradores, denominados t e s, sendo que o primeiro armazena a sequéncia a ser procurada,
denominada também sequéncia buscada ou query; enquanto o segundo armazena a sequéncia
onde essa primeira sequéncia serd procurada, chamada de sequéncia alvo ou subject. Essa
nomenclatura é oriunda da teoria de sistemas de informacao, quando realizada uma pesquisa
de um valor especifico, query, em um determinado banco de dados, o alvo. A adoc¢ao dessa
nomenclatura faz-se relevante pois estd em conformidade com a bibliografia usual.

No Capitulo 2, é apresentado o funcionamento do algoritimo BLAST, para condi¢Ges
genéricas. Em termos de hardware cada fungao ou operacao do BLAST, resulta em um grupo
de componentes. Por exemplo, o BLAST trabalha subdividindo s e ¢, de comprimentos m e n,
em palavras menores, de tamanho w, parametro esse que pode ser definido. Desse modo, ao
invés de se realizar a comparagao das duas sequéncias inteiras o algoritmo BLAST utiliza essas
palavras menores criadas a partir da subdivisao das sequéncias s e t para otimizar a busca. Por
ser um método heuristico, o BLAST consequentemente utiliza as técnicas de heuristica para
justificar algumas escolhas. O algoritmo parte do principio que, por exemplo, para que duas
sequéncias tenham alto grau de similaridade, elas devem ter varios pequenos trechos idénticos.
Esses trechos idénticos devem ter no minimo o tamanho w, e para encontrar esses trechos

idénticos pode-se, por exemplo, inserir w portas logicas nao ou exclusivas de 2 entradas cada,
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uma em s e outra em t, entre os trechos a serem analisados. Dessa forma, o nivel logico 1
significa que os trechos de s e t, de tamanho w sao idénticos.

Uma sequéncia de DNA pode ter qualquer tamanho, e é representada por um alfabeto
codificado em 4 letras possiveis: [A, C, G, T]. O célculo do nimero de bits necessérios para
representar um determinado universo é dado por n, = 2%, onde x é a quantidade de simbolos
presentes no alfabeto e n;, é o niimero de bits necessédrios para representar esse mesmo alfabeto.
A forma de representacao bindria possibilita que muitas operacoes do algoritmo sejam feitas
através de légica combinacional simples. O alfabeto para representar sequéncias de DNA neces-
sita de 2 bits (4 bases) para ser representado no formato Y'Z, sendo Y o bit mais significativo
e Z o bit menos significativo. Nesse trabalho optou-se por comparar a parte mais significativas
das sequéncias, Y, em um hardware separado da parte menos significativa das sequéncias, Z.
Com isso, embora tenha-se duplicado a area de hardware, a complexidade das operacoes foi
extremamente reduzida. Nesse Capitulo, serao detalhadas essas escolhas realizadas para o pro-
jeto da arquitetura proposta, e também sao apresentadas as solugoes de hardware elaboradas
para cada funcao do algoritmo BLAST.

A primeira acao do BLAST ¢é dividir as sequéncias s e t em palavras menores de tamanho
w. Em hardware, a subdivisao supracitada foi idealizada como um mapeamento do conteudo
dos registradores s e t, através da insercao de indices i e j, respectivamente, que mostram
em qual posicao de cada registrador estd a palavra de tamanho w que sera utilizada. Com
isso, o algoritmo utiliza esses indices como ponteiros, e também como chave para a logica
de roteamento entre os registradores e os comparadores. Supondo a sequéncia t=TAGC, os
indices j serao: to para base T, t; para base A, ty para base G e t3 para base C. Ainda
para esse exemplo, para dividir essa sequéncia em palavras de tamanho w = 3, os indices sao
incrementados, a partir de j = 0, de forma que as palavras mapeadas serao palavrag = TAG,
ponteiro na posicao 2 e palavra; = AGC, ponteiro na posicao 3.

Pelo fato das palavras terem menor comprimento que t, essa comparacao tende a ser
mais rapida e o algoritmo consegue encontrar através de comparacao das sequéncias quais
trechos de tamanho w sao minimamente semelhantes para iniciar a tentativa de alinhamento.
O significado bioldgico desse processo, como descrito no Capitulo 2, é que o algoritmo procura
nas palavras de tamanho w, regioes de alta similaridade para que possa iniciar a pesquisa a
partir daquela regiao que atingiu uma pontuagao minima estabelecida, 7. Para as sequéncias
de DNA, as palavras de tamanho w comparadas precisam ser idénticas para serem consideradas

uma semente, sendo assim estendida e avaliada nas etapas subsequentes. Portanto, um par de
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s

segmento (s,t) s6 é considerado uma semente se eles forem idénticos no trecho de tamanho w
analisado.

A macro-arquitetura da etapa de semeadura pode ser vista na Figura 9, onde é mos-
trado a comunicacao entre o controlador de etapa, os registradores s e t e os contadores que,

juntamente com os parametros w, men sao utilizados para a implementar a logica de rotea-

mento.
N,
lSM ldkc l d Deslocamentos A A(w, m, n)
S AP en —
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¢ in n
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Figura 9: Diagrama funcional da Semeadura

Na Figura 9 sao apresentados os componentes para a identificagdo e comparacgao das
palavras, sendo que mais adiante, na Secao 4.2 é detalhado o como é feito o mapeamento
dessas palavras dentro dos registradores que armazenam as sequéncias a serem alinhadas e
a respectiva comparacao. E possivel ver na Figura 9 que apds a adequacao dos padroes de
entrada, os registradores contém as sequéncias, na forma de vetores binarios que estao ligados a
uma logica de comparagao. A logica de comparacao realiza o roteamento utilizando parametros
w,m e n e pelo numero de deslocamentos realizados pelo registrador. Dessa forma, sempre
que um trecho de tamanho w é idéntico em s e t, os valores dos indices que representam essa
igualdade sao armazenados em uma memoria do tipo fifo, first in first out.

Antes de explicar como o hardware realiza essas comparagoes, e o armazenamento dos
indices em memoria, faz-se necessario demonstrar o método de pré-divisao das sequéncias a

serem alinhadas, e detalhar como o pipeline e paralelismo estrutural implementado inter e
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intra-etapas interfere na busca do resultado do alinhamento. Na Secao 4.1 sao apresentadas
as premissas e a metodologia para elaborar a arquitetura proposta em hardware, partindo da

adequacgao das entradas, pela codificacao e divisao das tarefas.

4.1 Premissas

Como descrito, o calculo do nimero de bits necessarios para representar um determinado
universo ¢ dado por z = 2}', onde x é a quantidade de simbolos presentes no alfabeto e n;, ¢ o
nimero de bits necessarios para representar esse mesmo alfabeto.

A partir do calculo de n; visualiza-se, que para codificar uma sequéncia de DNA, com
seu alfabeto de 4 letras, em bits, serao necessarios 2 bits para cada letra. Para utilizar um
alfabeto maior, de 26 letras por exemplo, serao precisos de 5 bits para representa-lo. Visto isso,
aliado a complexidade matematica abordada no Capitulo 2, verifica-se que para o alinhamento
de duas sequéncias de DNA de tamanho m e n, o espaco de busca sera duas matrizes de
tamanho [2,m] e [2,n] respectivamente.

Uma matriz [2,m] é equivalente a dois vetores de tamanho m, o mesmo sendo vélido
para as matrizes [2,n]. Logo, uma sequéncia de DNA de tamanho m, quando convertida
em bindrio, dard origem a uma matriz [2,m| que equivale a dois vetores de comprimento m,
sendo um vetor para os bits mais significativos MSB, most significant bit, e outro vetor para
os bits menos significativos LSB, least significant bit. Porém, em termos computacionais, é
mais simples realizar operagoes em vetores do que em matrizes. Partindo desse principio, a
arquitetura foi elaborada para analisar e alinhar separadamente os vetores MSB e LSB, ao
invés de trabalhar com as matrizes.

Enfatizando, portanto, que para o alfabeto de DNA, onde sao necessarios 2 bits numa
representacao no formato Y Z, sendo Y o bit mais significativo e Z o bit menos significativo.
Sao tratados, nesse projeto, de forma separada a parte mais significativas das sequéncias, Y;
da parte menos significativa das sequéncias, Z.

Visando simplificar a estrutura de controle e otimizar o desempenho da comparagao,
a abordagem vetorial é mais adequada, com 2 registradores com m ou n posicoes de 1 bit
para armazenar cada sequéncia, em detrimento de utilizar a forma matricial, com 1 registrador
com m ou n posicoes de 2 bits para cada sequéncia. Nessa abordagem vetorial, todas as
estruturas sao duplicadas, demandando mais area, porém simplifica-se a légica de comparagao

e a quantidade de sinais de controle necessarios.
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A partir dessa premissa, existem dois registradores com m posicoes de 1 bit para ar-
mazenar a sequéncia alvo s, sendo que um registrador vai armazenar o vetor dos bits mais
significativos, MSB; e outro registrador para armazenar o vetor referente aos bits menos signi-
ficativos, LSB. Da mesma forma existem 2 registradores com n posi¢oes de 1 bit para armazenar
a sequencia buscada ¢, um para o MSB e outro para o LSB. Para o alfabeto codificado em 4
letras possiveis: [A, C, G, T], a Tabela 12 mostra qual valor binario serd recebido em cada

registrador.

Tabela 12: Divisao dos simbolos entre MSB e LSB
MSB ‘ LSB ‘ Simbolo

0 0

HoQOQ»

0 1
1 0
1 1

Supondo como exemplo as sequéncias s= AGTC e t= GGAC. Representando as sequén-
cias em bindrio: s = [00,10,11,01] e ¢ = [10, 10,00, 01]. Dividindo-as de acordo com a Tabela
12, o vetor dos MSBem s =[0,1,1,0] e o vetor dos LSBem s = [0, 0, 1, 1]. De forma ané-
loga, o vetor dos MSBemt=[1,1,0,1]eovetordos LSBemt=[0, 0, 0, 1]. Esses vetores
estao armazenados nos respectivos registradores e serao processados de forma independente no
hardware devido, conforme apresentado na Figura 10.

Os blocos de hardware sao idénticos, mas trabalham de forma completamente indepen-
dente, até encontrar uma posicao de parada, situagao que o sinal Fim é ativado, informando ao
outro bloco para finalizar a atividade. Essa posicao de parada corresponde a uma interrupgao
externa, e € tratada prioritariamente no controlador global, conforme apresentado no Capitulo
3.

O objetivo de dividir o processamento da parte alta e parte baixa das sequéncias foi,
além de simplificar as operagoes, prover escalabilidade ao hardware proposto, uma vez que para
sequéncias de DNA num alfabeto de 4 letras, sao utilizados 2 blocos idénticos ao apresentado,
um para o vetor MSB e outro para o vetor LSB. Dessa forma, no caso de alinhamento de um
alfabeto de 10 letras, haveriam 4 blocos idénticos; para 32 letras, 5 blocos idénticos e assim
sucessivamente, de acordo com calculo demonstrado. Ao longo deste capitulo, sera detalhado
sempre o hardware utilizado para o vetor relativo ao MSB, sabendo que o utilizado para o LSB

¢é idéntico em funcionamento e estrutura.
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s=AGTC t=GGAC
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Codificagdo e Divisao(MSB/LSB)
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Figura 10: Codificacao e adequacao das sequéncias
4.2 Busca das sementes

Na etapa de semeadura, ocorrem diversas comparacoes entre o conteudo dos registradores.
Essas comparacoes sao realizadas por légica combinacional, baseadas em portas logicas de 2 a
w entradas, que representam pouco consumo de area. Essas estruturas de comparacao foram
duplicadas, de modo que a identificacao de uma semente tenha duracao méxima de um ciclo de
clk. Conforme apresentado no Capitulo 3, o paralelismo estrutural implementado visa aumentar
o desempenho, balanceando, sempre que possivel com o consumo de recursos de hardware. Foi
uma preocupagao deste trabalho nao criar uma estrutura altamente paralela, que demandasse
em area de hardware valores extremamente dispendiosos. Desse estudo, objeto do Capitulo 6
foram criadas (n — w + 1) estruturas duplicadas para a semeadura, e esse nimero foi escolhido
por ser exatamente o nimero maximo de palavras de tamanho w que se pode criar a partir da
sequéncia t. Dessa forma, foi possivel atrelar o nimero de ciclos da semeadura ao tamanho da
sequéncia s, pois para a sequéncia t, ha o paralelismo, atingindo mais um objetivo proposto
pelo trabalho, que é criar relagao entre os requisitos de hardware e os parametros do algoritmo
BLAST.

A logica de comparacao é o principal responsavel pela etapa de semeadura do algoritmo

BLAST. Nela o hardware identifica as sementes, que sao pequenas regioces de alta similaridade
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que serao inspecionadas nas etapas posteriores. Como descrito no Capitulo 2, a etapa de
semeadura vai dividir a ¢, originalmente de tamanho n, em palavras de tamanho w, criando
(n — w + 1) palavras. Cada uma dessas palavras, se submete a compara¢ao na sequéncia
s. Para que as (n — w + 1) palavras que sejam comparadas com todas as posigoes de s, o
total de comparagoes é n, = (m —w + 1) x (n —w + 1), onde n. é o nimero de comparagoes
necessarias.

A subdivisao das sequéncias em palavras menores e independentes permite que seja
elaborada uma estrutura de comparagao paralela. Com esse intuito, a arquitetura foi idealizada
para que a comparacao seja realizada entre o registrador que armazena s e as palavras de
tamanho w correspondentes. Com isso, quanto maior o tamanho dos vetores armazenados em
s e t, de tamanhos m e n, maior a quantidade de comparacoes. Outro parametro que vai
influenciar nessa quantidade é o tamanho w das palavras.

Como apresentado, quando hd um grande nimero de operagoes (n,) a realizar, é possivel
realiza-las de forma paralela, isto é, todas ao mesmo tempo, duplicando o hardware necessério
para cada funcao; ou realizd-la de forma sequencial, através de operacao de deslocamento
circular nos registradores, economizando em hardware, mas perdendo em tempo de execucao.
Por existirem dois registradores s e ¢, as quatro abordagens possiveis para realizar todas as

comparagoes apresentadas no célculo de n, sao:

e Apenas uma légica de comparacao entre s e t, testando todas as posicoes através de
operacoes de deslocamento dos registradores. Dessa forma, a semeadura demandaria

(m) x (n) ciclos.

e Loégica de comparacao paralela para s e t, criando (m —w + 1) x (n —w + 1) blocos.

Dessa forma, a semeadura demandaria apenas um ciclo.

e Ligica de comparagao paralela somente para s, criando (m—w+1) blocos; testando as po-
sicoes através de operagoes de deslocamento em ¢. Dessa forma a semeadura demandaria

n ciclos.

e Logica de comparacao paralelas somente para ¢, criando (n—w+1) blocos; testando as po-
si¢oes através de operacoes de deslocamento em s. Dessa forma a semeadura demandaria

m ciclos.

A etapa de semeadura consome pouco tempo de processamento quando comparada as

demais etapas do algoritmo BLAST. As informacées de tempo estao contidas no Capitulo 6, que
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apresenta os resultados. Portanto, optou-se por paralelizar somente a logica de comparacao de
t, realizando as comparagoes através de operagao de deslocamento em s. A partir disso havera
(n —w 4+ 1) blocos como os da Figura 11, e serd necessério aguardar m ciclos para que a toda

etapa esteja concluida.
liq
8i-2 ji>_—
lin —
ti—w-l

Figura 11: Comparacao de um trecho w entre s e ¢

Como as palavras criadas, sao apenas uma subdivisao légica do registrador de t, se o
hardware for capaz de realizar o roteamento entre o conteudo dos registradores e a entrada
correta de um bloco semelhante ao apresentado na Figura 11, nao existe necessidade de com-
ponentes adicionais para armazenamento desses dados. A Figura 12 exemplifica como é feita
essa subdivisao logica. O custo esta em instanciar diversos blocos para realizar a comparagao

entre as palavras e a s de forma paralela, além da légica de roteamento dos sinais.

palavra;

alavra, 1
P Registrador 7 patavia

Figura 12: Mapeamento dos registradores para w = 3

Na Figura 13, é visto o exemplo da comparacao entre uma palavra de w = 3 e a
sequéncia armazenada no registrador s. Sao (n — w + 1) palavras, que sdo comparadas com
os w bits mais significativos do registrador s. A cada ciclo, o conteido de s é deslocado uma
posi¢cao. Com isso, atualiza-se o contador de deslocamentos, e sao feitas as comparacoes entre
essa posicao de s e todas as palavras. A cada ciclo, w bits de s sao comparados com todas as
(n —w + 1) palavras criadas.

O circuito légico apresentado compara todos os bits de uma vez retornando valor logico 1

se e somente se encontrar igualdade entre a palavra e a sequéncia armazenada no registrador. A
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logica de comparacao é composta por n portas légicas nao ou exclusivo de duas entradas e uma
por uma porta AND de w entradas, sendo w o tamanho da palavra, como descrito na Figura
11. A partir do resultado obtido na légica de comparagao, o hardware ira considerar como uma
semente, cada bloco com nivel 16gico 1. Como a escolha de projeto foi por paralelizar somente a
l6gica de comparagao de ¢, realizando as comparacoes através de operagao de deslocamento em
s, 0 bloco comparador sera utilizado novamente para uma nova compara¢ao apos a operacao
de deslocamento em s. Por isso, foi preciso desenvolver um método de armazenar as posicoes
das comparacoes que resultaram em nivel 16gico 1, pois é necessario armazenar os indices das

sementes encontradas para recupera-las nas proximas etapas do algoritimo.

D" obdD ™ oD = 0 D= o1dp ™ oD = 0 D= oD = ol{D " o} b= o4p* oD * 0k
cee
)
Bit0 Bit 1 Bit 2 Bitm-3 | Bitm2 | Bitm-l Bito Bitl Bitz Bito Bit1 Bitz
Registrador s palavrag palavrag y.q

Logica de comparagdo

WI_eng Wr_en; Wr_en, WI_en; cen WI €Nyt

Figura 13: Comparacao t X s a cada palavra

4.3 Sistema de Etiquetas

A partir do processo de comparacao apresentado, o algoritmo utiliza todos os resultados de nivel
l6gico 1, chamados de sementes, para realizar a préxima etapa de busca. Como descrito, sao
considerados como sementes somente trechos idénticos entre as duas sequéncias comparadas.
Na proxima etapa, a de extensao, apresentada no Capitulo 5, objetiva-se realizar a extensao
da semente, em ambas as dire¢oes visando maximizar a pontuagao quando comparada a s.

Como descrito na segao anterior, a etapa de semeadura nao retorna todos os resulta-
dos simultaneamente, trazendo a cada ciclos de clk um conjunto de até (n — w + 1) sementes
encontradas. Portanto a cada ciclo de clock a informacao nos modulos de comparacao serd
sobrescrita devido ao deslocamento feito no registrador que armazena s. Foi necessario de-
senvolver uma maneira de armazenar a informacao de cada semente encontrada antes que a
mesma seja sobrescrita. Foi elaborado um sistema de etiquetas que guarda a posigao relativa
dos registradores para todas as comparacoes feitas na logica de comparacao.

Exposto que, para realizar a extensao, é preciso recuperar as posicoes dos registradores

quando foi encontrado uma semente, faz-se necessario saber quantas operacoes de deslocamento
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o registrador que armazena s realizou quando foi encontrado o valor logico 1 na logica de
comparacgao. KEssa posicao é controlada pelo controlador de etapa, através de um contador
que itera a contagem a cada pulso de clk. E a partir dessa informagao que as etiquetas serao
geradas.

Para cada comparagao da etapa anterior que resultar em valor 16gico 1 (hit) é atribuida
uma etiqueta, que funcionarda como um ponteiro, que contem a posicao dos registradores s e t,
onde foi encontrada essa igualdade. Esses valores ja estao disponiveis no préprio mapeamento
das palavras quando foi realizada a subdivisao logica do registrador que armazena t e estao
armazenados em contadores. Portanto, a etiqueta, que funciona como ponteiro, tera dois
campos, a posi¢ao relativa em s e a posicao relativa em ¢, e serd guardada em uma memoria
local presente dentro do prépria légica de comparacao. Essa memoria trabalha como uma
fila, first in first out, com o sinal de escrita habilitado pelo valor logico 1 oriundo do bloco de
comparagao.

No total, sdo (n — w + 1) palavras sendo comparadas ao mesmo tempo na légica de
comparacao. O resultado da logica de comparagao funciona como habilitador de escrita em
(n —w + 1) filas criadas para armazenar as sementes geradas. Cada palavra compara, a cada
ciclo, o seu conteido com os w bits mais significativos de s. A palavrag, por exemplo, sempre
escreve na filag, assim como a palavra; sempre escreve na fila; e assim sucessivamente. Dessa
forma é possivel que uma fila tenha muitas sementes armazenadas, enquanto outra fila nao tem
nenhuma semente armazenada.

Todas as sementes terao inicialmente o tamanho w, logo esse valor nao precisa ser
armazenado em uma etiqueta. Com as informagoes de posicao armazenadas em etiquetas,
guardadas em filas, é possivel recuperar essas informacoes a qualquer tempo, e estender as
sementes em ambas as dire¢oes buscando maximizar a pontuacao quando as préoximas etapas
estiverem aptas a receber tal informacao.

Cada uma das etiquetas geradas, até (n —w+ 1) por ciclos, é tratada por processadores
de extensao, que tem a funcao de, a partir da etiqueta recebida, recuperar a posi¢ao dos
registradores; buscar o conteudo das préximas posigoes; comparar esses conteudos; atribuir
uma pontuagao para a comparacao; atualizar a etiqueta ou descarta-la em caso de diminuicao
da pontuagao. Esse processo é o mesmo apresentado no Capitulo 2, onde foi descrito o algoritmo

de extensao, e serd descrito em hardware no Capitulo 5.
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Tabela 13: Controle da Etapa de Semeadura
Teste Logico Habilita en=1 em:
Se Ny = m-1, en, = 0; senao en.= 1 | Contador de Deslocamentos
Se N. > m-1, en, = 0; senao en,=1 | Registrador s

4.4 Controle da etapa de semeadura

O controle da etapa de semeadura consiste em prover os sinais necessarios para o desloca-
mento dos registradores, o chaveamento da comparacao e garantir que as etiquetas estejam
armazenadas nas filas quando encontrada uma semente. A arquitetura de hardware proposta
necessita de m ciclos para encontrar todas as sementes possiveis. Portanto, existe um contator
de ciclos e um contador de deslocamentos do registrador. Esses valores sao utilizados como
chave na légica de roteamento para comparacao das sementes, e todas as vezes que se precisa
recuperar um contetudo do registrador s, pois devido ao deslocamento é necessario um indice
para encontrar as posicoes desejadas.

Para gerenciar esta etapa e o deslocamento do registrador s, existe um circuito baseado
em comparadores que recebe como sinais de entrada o contador de deslocamento, e fornece
como sinais de saida en. e eng, que sao os sinais que vao habilitar e desabilitar, em conjunto
com o controle geral, o carregamento ou deslocamento do registrador s.

Os contadores armazenam o nimero de deslocamentos realizado pelo registrador, e é
usado para calcular os indices. Existe uma variavel que indica a quantidade de operagoes de
deslocamento foram realizadas no registrados s. Na inicializacao do sistema, o sinal de saida
en. assume valor légico 1. Quando o contador indica que foram realizadas (m — 1) operagoes
de deslocamento no registrado s o sinal de saida en. assume valor 0. Quando o sinal de saida
en. recebe 0, ele desabilita o clk do contador de deslocamento, de forma que o indice nao seja
mais incrementado.

Outro sinal de saida gerado pelo controle da etapa de semeadura é o sinal en,. Ele é
assume valor l6gico 1 na inicializacao do sistema e recebe valor 0 quando o contador de ciclos
se torna maior que (m — 1). O sinal de saida en; em valor 16gico 0 desabilita o clock do
registrador s e indica ao sistema de controle geral que todas as sementes ja foram encontradas.
A Tabela 13 ilustra como funciona o controle da etapa de semeadura baseada na contagem de
deslocamento e ciclos, enquanto o Algoritmo 10 mostra como essa informacao é utilizada na
geracao de etiquetas, onde Ny representa o nimero de deslocamentos e N, o nimero de ciclos,
s € o indice de s e j; é o indice de t.

O clock do registrador t é de responsabilidade do controlador global, através do sinal
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de saida t.,. Apesar do restante do circuito de comparacao ser totalmente combinacional,
conforme apresentado na Figura 13, na criagao das etiquetas, o valor armazenado no contador

de ciclos é utilizado para calcular o indice a ser armazenado.

Algoritmo 10 Controle baseado em valor do contador de deslocamentos
: Parai=0— (n —w) Faga

1g (m —1- Nd)

Jr (i+w—1)

: Fim Para

Com as etiquetas armazenadas nas memorias do padrao first in first out, e apos m
operacoes de deslocamento no registrador s, a etapa de semeadura é concluida. A informacao
de término da etapa vai até o controlador global, que ira tratar especificamente da etapa de

extensao.

4.5 Simulacoes

Esta Secao apresenta janelas de simulagao da arquitetura que visam demonstrar a atuagao
dos principais sinais de controle para a execucao do algoritmo. O simulador utilizado foi o
ModelSim, na linguagem VHDL. A Figura 14 mostra o inicio do processamento. Quando
recebe o sinal Iniciar o controlador geral entra no estado de inicializacao do hardware. Envia
o sinal de reset ao contador que conta o nimero de deslocamentos do registrador s; carrega os
registradores com as sequéncias s e t, respectivamente, controlando através dos sinais Sepapie ©

tenable 0 descolamento desses registradores.

Parametros (m, n,w, p) 201065
Gk, 1 L L L Lo LI Lol L L L

Estado (Ctrl Global) (S1 S2 S3

Iniciar

Sequencia s (C69CA

Sequencia t (395

Reset Contador

Contador de Deslocamentos 0 1 2 I3 4 5 |6 7 |8 19 J10
Carregar Registradores
Registrador s X... JC69CA [8D395 YIA72B Y34E56 |69CAC )D3958 [JA72B1 J4E563 J9CAC6 |3958D |72BIA
s_enable T

Registrador t X... 395

t_enable

Figura 14: Inicializacao dos Componentes

A partir dos parametros do algoritmo m, n,w, e do descolamento do registrador s a 16-
gica de comparagao faz o roteamento e busca as sementes nas sequéncias. Criam-se (n—w+1)

comparadores para buscar as sementes comparando as palavras de tamanho w, criadas a partir
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de t, e os w bits da sequéncia s, que sao apresentados a cada ciclo através do deslocamento
do registrador. Na Figura 15 verifica-se a comparagao, ciclo-ciclo, entre os w bits mais sig-
nificativos de s e todas as palavras de w bits criadas a partir de t. Além desses resultados

intermediarios, sao apresentadas as palavras e os w bits mais significativos do registrador s.

Clock | [ \ [ \ [ \ [ \ [ \ [ \ [ \ [ \
Contador de Deslocamentos 5 |6 17 I8 19 10 11 12 13
Registrador s D3... JA72BI  J4E563  J9CAC6 {3958D J72BIA JE5634  JCACE9 J958D3
Registrador t 395
w bits mais significativos de s 110... (101001 J010011 100111 J001110 J011100 J111001 110010 100101

Palavra 4 111001
Palavra 3 110010
Palavra 2 100101
Palavra 0 010101
Palavra 1 001010

Comparacao (Palavra 4) 110... (101111 010101 100001 001000 011010 (111111 110100 100011
Comparacao (Palavra 3) TI1... {I00100 (011110 (101010 J0000II ___ )010001 (110100 (111111 (101000
Comparacao (Palavra 2) 101... J110011 J001001 J111101 (010100 000110 {100011 101000 (111111
Comparacao (Palavra 1) 000... J011100 100110 010010 (111011 101001 (001100 J000111 010000
Comparacao (Palavra 0) 011... J000011 J111001 J001101 (100100 J110110 (010011 J011000 (001111

Semente 00000 {10000 {01000 {00100

Figura 15: Detalhamento da légica de comparacao

O sinal Semente s6 sera ativo, quando todos os w bits da comparagao forem ativos, como
pode-se verificar na Figura 16 que mostra também, que para cada resultado, estd associado
um valor de etiqueta. Esse valor de etiqueta é calculado a partir do niimero de deslocamento,

e do indice da comparagao. Por exemplo, para a palavray, o indice sera 4.

Parametros (m, n, w, p) 201065

Cock | [ 1 [ 1 _ [ 1 T 1 T 1L I 1 I 1 [
Contador de Deslocamentos 5 |6 17 8 19 10 11 12 13
Registrador s D3... JA72B1 J4E563 J9CAC6 {3958D [72B1A (E5634 JCAC69 958D3
Registrador t 395
Comparacao (Palavra 4) 110... (101111 J010101 100001 (001000 J011010 (111111 J110100 100011
Comparacao (Palavra 3) 111... 100100  J011I10  YI0101I0  )00001I1 010001  Y110100 111111 JI0I000
Comparacao (Palavra 2) 101... {I110011 001001 J111101 010100 000110 {100011 101000 (111111
Comparacao (Palavra 1) 000... 011100 100110 010010 (111011 101001 (001100 J000111 010000
Comparacao (Palavra 0) 0I1...f000011 111001 001101 (100100 110110 J010011 011000 001111
Semente 00000 (10000 J01000 (00100
Etiqueta (indice s) 14 |13 (12 11 {10 19 8 7 |6

Etiqueta (indicet) 98765

Figura 16: Comparacao entre palavras e os w MSB de s

Como o calculo das etiquetas é feito dinamicamente, a cada ciclo, é preciso armazenar
as etiquetas que serao utilizadas posteriormente. Cada par de etiquetas é armazenado nas
(n —w + 1) fifos, de acordo com o indice. Por exemplo, as sementes encontradas na Palavra

3, serao armazenadas na fifo de indice 3. O sinal semente é utilizado como sinal de push de
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uma fila, onde o par de etiquetas é o valor de entrada e saida. Na Figura 17 pode-se observar
as sementes encontradas dando os sinais de push para a insercao de etiquetas nas filas. Essa
Figura mostra que a partir da gravagao de um etiqueta, o controlador global muda de estado,
para iniciar a extensao. Assim como descrito, nao é necessario que todas as etiquetas estejam

prontas para se iniciar a extensao. Os detalhes da extensao sao abordados no proximo capitulo.

Clock
Estado (Ctrl Global) S3 S6 1S4
Contador de Deslocamentos 8 9 Y10 11 12 13 (14 Y15 16
Registrador s 9C... |3958D {72B1A JE5634 JCAC69 95803 [2BIA7 (5634E JAC...
Registrador t 395
Semente 00000 10000 01000 00100 J00000

Etiqueta (indice s) 11 10 19 I8 17 |6 |5 4 3

Etiqueta (indicet) 98765
Push (Fila 4) ]
Push (Fila 3) ]
Push (Fila 2) ]
Push (Fila 1)
Push (Fila 0)

Figura 17: Sementes realizam operacao de push nas filas

No exemplo simulado, existem 5 filas do padrao first in first out. Quando ocorre uma
requisicao de algum processador, o arbitro seleciona uma das filas para utilizar o barramento,
conforme apresentado no Capitulo 3. A Figura 18 mostra a concessao do barramento a fila
escolhida, através dos critérios do drbitro; e os pares processador /filas, escolhidos para ocupar
o barramento. E possivel observar que para multiplas requisi¢oes, o arbitro processa uma de
cada vez, e a medida que o barramento é liberado, outras filas e processadores vao recebendo

a Concessao.

Clock | \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
Estado (Ctrl Global) (S6 1S4 S8 S9
Registrador s CAC69 (958D3 {2B1A7 {5634E JAC69C {58D39 |B1A72 |634E5
Registrador t 395
Filas Vazias 01111 {00111 {00011 f0101T (R 11111
Filas Quase Vazias 10000 11000 {11100 {10100 (10000 J00000
Filas Cheias 00000
Solicitacao Filas 10000 (11000 (11100 (10100 (10000 {00000
Solicitacao Processadores 00000 (11111 (11110 {11100 {11000 10000 00000
Concessao Filas (10000 {01000 {00100 10000
Concessao Processadores 00000 {00001 {00010 {00100 {01000 10000

Figura 18: Escolha da fila prioritéria.

Apés realizar m operagoes de deslocamento no registrador s, todas as possibilidades de

sementes foram testadas, e estao ou armazenadas nas filas, ou ja estao na extensao. Portanto,
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quando o contador atinge a contagem de m, o controlador global apenas desabilita o desco-
lamento do registrador s, através do sinal Se,qpe, cOomo apresentado na Figura 19. Esse sinal

também serve para inibir a légica de comparacao, evitando novas sementes.

Parametros (m, n, w, p) 201065

Clock | [ 1 | | ] ﬁ
Estado (Ctrl Global) S4 [S8 (59 (53 (512
Contador de Deslocamentos 16 17 18 (19 20
Registrador s AC69C  Y58D39 JB1IA72 J634E5 JC69CA
s_enable |

Registrador t 395

t_enable
Semente 00000

Figura 19: Fim da Semeadura

4.6 Consideracoes Finais do Capitulo

Neste capitulo foi apresentado a arquitetura da semeadura. Foi detalhado como se da a ade-
quacao das entradas, a divisao das sequéncias, a busca das sementes, o processo de comparagao
e a insercao nas filas. Algumas das escolhas de projeto mencionadas, como o nimero de es-
truturas paralelas para a comparacao estd justificada no Capitulo 6, onde sao apresentados os
resultados de simulagao e sintese. No proximo capitulo é detalhado o hardware que executa a

extensao.



Capitulo 5
EXTENSAO

ETAPA de extensao é responsavel por tentar aumentar a pontuacao de cada semente
A encontrada na etapa de semeadura. As sementes encontradas nessa etapa anterior, estao
armazenadas em memérias, e podem ser lidas através do barramento de dados. Como descrito
no capitulo anterior, hd um nimero grande de filas compartilhando esse barramento. Cabe ao
arbitro, descrito no Capitulo 2, a fungao de controlar esse barramento de dados.

A partir da semente lida, a etapa de extensao realiza uma série de avaliagoes para
determinar se os indices armazenados nas etiquetas representam o melhor alinhamento possivel,
ou se ainda podem ser melhorados. Quem realiza essas avaliagoes é o componente denominado
processador de extensao. Por se tratar de uma proposta de arquitetura paralela, o hardware
descrito pode trabalhar com até p processadores de extensao, sendo que p é um valor definido
pelo usuario, de acordo com a disponibilidade de recursos de hardware da placa em que serd
implementada o BLAST.

O conceito de paralelismo é extremamente abrangente para a extensao. Para cada um
dos p processadores, ha acoplado um controlador, de forma que, apesar de realizar a mesma
tarefa, os processadores trabalham de forma independente. Como demonstrado na Figura
20, esses p processadores calculam os resultados e escrevem na memoéria que armagzena os
resultados, no formato (i, j, d).

Neste capitulo serd detalhado o hardware criado para executar a extensao. Na Secao
5.1 é detalhado o funcionamento do processador de extensao e na Secao 5.2 é apresentado o

controlador de etapa.

5.1 Processador de extensao

O algoritmo BLAST visa alinhar 2 sequéncias de DNA. Estando as duas sequéncias codificadas

e armazenadas em registradores s e t, a primeira etapa do algoritmo ¢é dividir a sequéncia t
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— Processador Extensdo; —» i

—» Processador Extensdo, —w

. Memoria
—» Processador Extensdo, —»

—» Processador Extensdo, —»

Arbitro 4t

Figura 20: Processadores de extensao paralelos escrevendo em meméria

em palavras menores de tamanho w. Apds realizar essa divisao, o algoritmo busca pequenos
trechos idénticos, comparando pedacos de w bits entre s e t. Para cada um desses trechos
idénticos encontrados, chamados de sementes, é gerado uma etiqueta, que contém a posi¢cao
dessa semente nas sequéncias s e t. E a partir dessa etiquetas que é realizada a etapa de
extensao.

Cada etiqueta é armazenada no formato (i, j, d). O indice i corresponde a posi¢ao na
sequéncia s onde foi encontrada a igualdade. O indice j corresponde a posi¢ao na sequencia t
onde foi encontrada a igualdade. O indice d corresponde ao niimero de bits de igualdade que
cada semente tem, sendo que w é o valor inicial.

Como descrito no Capitulo 2, realizar a extensao consiste em recuperar o valor das
etiquetas, e analisar se aumentando o valor de w, as sequéncias continuam sendo semelhantes.
Essa comparacgao se da tanto para a esquerda, quanto para a direita. Por exemplo, supondo
que a etiqueta (10, 5,4) é recebida pelo processador de extensao. Isso indica que a partir das
posicoes syg e t5, os proximos 4 bits serao idénticos, resultando nos trechos (syo, So, Ss, S7) €
(s, t4, b3, 12).

Para realizar a extensao a esquerda, o processador ira recuperar o conteido préxima
posicao das duas sequéncias: s1; e tg, compara-los, e caso o valor seja positivo, atualizar os
indices. O mesmo deve ser feito para o outro lado da sequéncia, ou seja, para a extensao a
direita, serao recuperados as posigoes sg € ti.

Para sequéncias muito grandes, a extensao em um sentido, direita ou esquerda, pode le-
var muito mais tempo do que em outro sentido. Visando otimizar a utilizagao de recursos nesse
cenario, os processadores de extensao tem componentes especificos para estender a semente a
direita e a esquerda trabalhando paralelamente, porém se comunicando. A funcdo de cada

componente é detalhada na Figura 21, onde é apresentada a arquitetura de um processador de
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extensao.

Como descrito, um processador, recebe a etiqueta vinda de umas das filas. Essa etiqueta
é carregada em contadores. A saida desses contadores é monitorada, gerando as interrupgoes
através de logica combinacional. No fim do processo, o valor dos contadores é armazenado em
uma memoria de saida. Toda a logica do processador de extensao é baseada em comparagoes e
somas, cujos resultados incrementam os contadores de (i, j, d), e consequentemente modificam

os Indices que sao utilizados para recuperar novas posicoes, como visto na Figura 21.

L P Y

+ T + + R .. - - - -
Somador Somador Etiqueta (is , j.) Somador Somador
is jt
ile lN], lpls lP],
=0 int3
en; -
PI, | NI . i
l bty Contador i » Comparador "
registrador s ml
fg ity
1. i ] intl
st registrador ¢ en; . =0
) . Contador j, / Comparador
bit.i |PI, (NI, Iy L
j—n-
: )) int5 eng d
w Contadord —»
—

Figura 21: Arquitetura do processador de extensao

Ao receber uma etiqueta, o processador carrega seus contadores com os valores contidos
nessa etiqueta. Apds isso, testa o valor dos contadores através de um circuito légico-aritmético,
que calcula o indice das posi¢oes que precisam ser recuperadas nos registradores. Apos calcular
esses indices, o processador solicita, através do barramento de controle, o bit contido em
cada uma dessas posicoes. O funcionamento é idéntico a uma memoria, onde é calculado um
endereco, e o dado contido naquele endereco é retornado.

Ap0s recuperar os bits de s e j, o processador testa se ha igualdade ou nao, utilizando
o circuito combinacional mostrado na Figura 21. Com esse resultado, o processador decide
se continua ou se para a extensao. Em caso de igualdade, o processador deve incrementar o
contador e atualizar os indices. Quando encontra uma diferenga, o processador armazena o
valor presente dos contadores, ¢, j e d, em memoria e informa ao controlador que estd livre.

A extensao para a esquerda, trabalha com os contadores i e j. De forma andloga, a extensao
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Tabela 14: Lista de interrupgoes do processador
Interrupcao ‘ Situagao

Int(1) Ji atingiu o limite inferior:(0, ou w — 1)
(2) Ji atingiu o limite superior:(n — 1)
Int(3) is atingiu o limite inferior:(0, ou w — 1)
Int(4) is atingiu o limite superior:(m — 1)
Tni(5)
1ni(6)

s;_1 diferente de t;_;
sit1 diferente de t;44

para a direita, procura similaridades a direita, incrementando o contador d e atualizando os
indices em caso de igualdade.

Independentemente do lado que a extensao estiver sendo feita, direita ou esquerda, é
necessario que o processador saiba quando deve parar de realizar a extensao. Numa sequéncia
de 18 bits, quando o processador atingir a posi¢ao 18, ele deve receber um sinal indicando o
fim da repeticao. De forma andloga, na extensao para o outro lado, quando estiver na posigao
0, ele deve reconhecer que nao hé mais o que fazer com aquela sequéncia. Para informar
ao processador e aos outros componentes que essas posigoes foram atingidas, elaborou-se um
mecanismo de interrupcoes.

As operacoes realizadas pelo processador tém limites superiores e inferiores, que indi-
cam quando a posicao mais significativa é atingida, e quando a posi¢ao menos significativa é
atingida. Dessa forma, quando a extensao atinge a primeira ou a ultima posicao possivel de um
registrador, é gerado um sinal de interrupc¢ao. As interrupcoes dos processadores sao apresen-
tadas na Tabela 14. Além das posicoes limites, ocorre também uma interrupcao quando os bits
carregados sao diferentes. Cada interrupg¢ao tem significado local, apenas para o processador
p em questao e o seu respectivo controlador de etapa. O objetivo desses sinais de interrupcao
¢ informar ao controlador de etapa que aquele processador nao pode mais realizar a extensao
em um dos sentidos, ou em ambos os sentidos. Dessa forma, o controlador de etapa daquele
processador, identificard qual préxima acao devera realizar.

Dentro do processador de extensao, os indices e as etiquetas sao atualizadas, utilizando
estruturas de comparacao semelhantes a da etapa de semeadura e contadores para armazenar
a pontuacao. Quando da opcgao por separar a parte alta e a parte baixa das sequéncias, o
objetivo era também simplificar o hardware, o que realmente aconteceu, pois as estruturas
para comparar um bit se resumem, na maioria das vezes, a portas logicas.

Quando atingir uma pontuacao que nao puder ser melhorada, os valores dos contadores

serao armazenados em uma memoria que constitui a saida da extensao para avaliagao da
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etapa subsequente. Com isso, estd concluido o ciclos de hardware que executou o algoritmo
BLAST, pois a etapa de avaliacao, que classifica estatisticamente cada um dos alinhamentos
encontrados, nao foi implementada em hardware, podendo ser realizada em software sobre todo
o conteido da memoria. Para otimizar a escrita dos resultados em memoria, foi construida
uma memoria de p vias, de forma que todos os processadores possam escrever na memoria ao
mesmo tempo.

Para cada um dos p processadores, ha um controlador de etapa especifico. Na Se¢ao 5.2,
¢ detalhado o controlador de etapa, e na Secao 5.3 sao apresentados resultados de simulacao

que validam o modelo do processador e seu respectivo controlador.

5.2 Controlador de etapa de extensao

O objetivo desse projeto é implementar uma arquitetura paralela para executar o algoritmo
BLAST. Como descrito no Capitulo 3, a extensao foi paralelizada em p estruturas que vao
conter, cada uma, um processador de extensao e um controlador de etapa.

Controlar a etapa de extensao é basicamente gerenciar as tarefas dos processadores de
extensao, pois os barramentos sao controlados pelo arbitro e a escrita em memoaria é gerida pelo
controlador global. O compromisso do controlador da etapa de extensao é realizar a interface
com os demais controladores e com o arbitro, para sequenciar as tarefas de modo a nao gerar
conflitos no hardware.

Outra tarefa importante do controlador da etapa de extensao é a comunicagao entre
o hardware responsavel pelo processamento dos bits menos significativos e o dos bits mais
significativos das sequéncias. Conforme apresentado na Secao 4.1, existe um hardware especifico
para a parte alta e baixa, respectivamente MSB e LSB. Os controladores da etapa de extensao
de cada um desses blocos se comunicam através das interrupcoes, de modo que quando é
encontrada uma diferenca na comparacao, em qualquer um dos dois blocos, seja MSB ou
LSB, o processamento daquela etiqueta é interrompido em ambos os blocos. Desse forma foi
garantido o perfeito sincronismo entre os blocos, e a integridade da saida dos processadores,
que é armazenada em memoria. A Figura 22 apresenta a via de dados de um controlador da
etapa de extensao com os sinais de entrada e saida que sao descritos a seguir, bem como a
interacao entre processador de extensao, arbitro e o controlador de etapa.

Com a possibilidade de se utilizar varios processadores de extensao, cada um deles
serd gerenciado por um controlador individual, e todos eles se reportam ao controlador global,

através de seus sinais de controle. No controlador global, esses sinais individuais sao recebidos
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N

Controlador de etapa

lclk lrst lMP $int Tlivre leni J iend iLT iTRq lTRc lBlB
6

Processador de extensdo Arbitro

BaDanDE

Figura 22: Via de dados controlador da etapa de extensao

no formato de um vetor de bits, sendo que cada bit do vetor corresponde a um conjunto
processador/controlador de extensdo. Os sinais de entrada de um controlador da etapa de

extensao sao os seguintes:

e clk: Sinal de 1 bit, responsavel pelo sincronismo do sistema;
e rst: Sinal de 1 bit, que reinicia o processador de extensao;

e init: Sinal de 1 bit, que quando recebido, indica que o processador deve iniciar o proces-

samento de uma etiqueta;

e [nt: Vetor de 6 bits, que contém a solicitacao de interrupc¢ao gerada por outros compo-

nentes do processador, sendo cada bit um tipo de interrupcao;

e N, Indica quantas operacoes de deslocamento foram realizadas no registrador s. Utili-

zada para calcular os indices para divisao das palavras;

e Pos: Ponteiro que indica a primeira posicao do registrador s. Serve como valor de

referéncia para calcular os indices;

e i, ¢ J;: Recebe o valor contido na etiqueta a ser estendida. Indicam a posicao relativa

em s e t respectivamente;

e d: Recebe o valor contido na etiqueta a ser estendida. Indica a quantidade de posicoes

existe no resultado encontrado;

e M P: Sinal de 1 bit, indica que o processador recebeu a concessao do arbitro.
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O controlador da etapa de extensao, utiliza os sinais de entrada descritos para pro-
ver os sinais de controle necessarios ao pleno funcionamento dos processadores de extensao.
Nesse controlador, além dos sinais binarios de controle, também sao calculados variaveis que
trabalham como os indices do sistema de comparacao que precisa recuperar o conteudo dos

registradores. Abaixo, sao descritos os sinais de saida do controlador da etapa de extensao

e Pl e Pl;: Indicam em qual posicoes dos registradores s e ¢, respectivamente, estao os

bits a serem comparados para a extensao a esquerda.

e NI, e NI;: Indica em qual posicao dos registradores s e t, respectivamente, estao os

proximos bits a serem comparados, para a extensao a direita.
e Livre: Sinal de 1 bit, indica que o processador em questao esta disponivel.

e cn,;;: Sinal de 1 bit, responsdvel por habilitar e desabilitar o clk dos contadores que

processam as etiquetas.

e cng: Sinal de 1 bit, responsavel por habilitar e desabilitar o clk do contadores que incre-

menta a contagem de posicoes idénticas entre as duas sequéncias.

e LT: Sinal de 1 bit, enviado aos contadores do processador para que sejam carregados com

os valores contidos em i, j; e d.

e TRq Sinal de 1 bit, é ativo em 1 quando o processador solicita ao arbitro uma nova

etiqueta.
e TRc: Sinal de 1 bit, é ativo em 1 para confirmar ao arbitro que a etiqueta foi recebida.

e FIM: Sinal de 1 bit, é ativo em 1 para informar ao controlador global o término da

extensao de uma etiqueta.

e BIB: Sinal de 1 bit, é ativo em 1 para bloquear o barramento de transmissao de etiquetas,

pois o mesmo esta sendo utilizado por esse processador de extensao.

e FM: Sinal de 1 bit, que indica ao controlador global que o processador de extensao precisa

de mais ciclos para carregar os valores fornecidos.

Algumas das entradas e saidas dos controladores sao no formato de nimeros naturais.
Elas sao utilizadas para realizar o calculo da posi¢ao dos bits a serem comparados nos respec-

tivos registradores. Isso é necessario, pois quando ocorre a operacao de deslocamento em s, a
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posicao de um bit no registrador muda. Consequentemente, para atualizar os indices PI,, PI;,
NI, e NI;, que trabalham como ponteiros no mapeamento dos dados, o controlador precisa
das informacoes para atualizar esses ponteiros.

O controlador da etapa de extensao também foi criado como uma méaquina de estados.
Dessa forma, os sinais de interrupg¢ao, em conjunto com os sinais de entrada sao monitorados,
para prover os sinais de saida apresentados, na sequéncia de transicao mostrada na Figura 23.
As interrupgoes Int(1), Int(3) e Int(5) sao comparadas em uma porta logica OU, e a saida
dessa porta logica, ant, é monitorada pela maquina da estados. As interrupcoes Int(2), Int(4)
e Int(6) também sdo comparadas numa porta légica OU, e a saida dessa porta légica, proz, é

monitorada pela maquina de estados.

init=0
Inicio
rst=1
ant=1
ant=0 e prox=0 rst=1

Figura 23: Diagrama de transicao de estados do controlador da etapa de extensao

S0: Inicializa o processador. Testa o sinal de entrada init.

S1: Estado onde ocorre a extensao tanto para direita quanto para a esquerda, pois os

sinais de saida en; ; e eng estao ativos em 1. Testa os sinais de entrada ant, proz e rst.

S2: Estado onde somente ocorre a extensao para direita, estando portanto somente o

sinal de saida eny ativo em 1. Testa os sinais de entrada ant, proz e rst.

S3: Estado onde somente ocorre a extensao para esquerda, estando portanto somente o

sinal de saida en; ; ativo em 1. Testa os sinais de entrada ant, proz e rst.
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e S4: Estado que envia ao controlador global e ao arbitro a requisicao do processador por
uma nova etiqueta, pois o mesmo estd ocioso. Esta requisicao é feita através dos sinais

de saida BlB e TRq. Testa os sinais de entrada init, MP e rst.

e Sh: Estado para carregar as etiquetas nos contadores através do sinal de saida LT. O
sinal de saida TRc é ativo em 1 para informar que a etiqueta foi recebida com sucesso,
e o sinal BIB é desabilitado, para que o barramento seja utilizado para outra finalidade.

Testa os sinais de entrada ant, prox e rst.

e S6: Estado que informa que a etiqueta nao pode mais ser estendida. Aguarda o sinal de

entrada rst.

5.3 Simulacoes

Esta Secao apresenta as janelas de simulagao da extensao. As principais tarefas sdo apresenta-
das para demonstrar a execucao do algoritmo, a interacao entre os processadores de extensao
e 0 arbitro, e o calculo dos resultados de cada alinhamento. A Figura 24 apresenta o hardware
aguardando alguma semente ser encontrada pela semeadura, para entao iniciar a extensao.
Quando, a partir do ciclo 11, uma semente ¢é identificada ocorre uma operagao de push na fila,
gerada pela légica combinacional. Os valores das etiquetas desse ciclo sao armazenados para
posterior extensao. Nesta figura, é possivel verificar que a medida que as etiquetas sao inseridas

nas filas, o arbitro atualiza a fila prioritaria, baseado nos critérios apresentados no Capitulo 3.

Clock

Controlador Global (S1 [S2 1S3 S6
Ciclos 0 ! (2 I3 2 5 6 \7 I8 /9 1o JIT 12 J13_
Sementes ... {00000 {10000 01000 ).
Fila Prioritaria (00000 {10000
Fila 4: Push — [ ]
Fila 4: Etiquetas ({19} {9

Fila 3: Push —

Fila 3: Etiquetas ({19} {8
Processador Livre (11111

Barramento (i)

Barramento (j)

Figura 24: Extensao aguardando sementes

Quando ha uma etiqueta armazenada em fila, o controlador global muda de estado,
transmitindo a informagao aos processadores de extensao. Na primeira vez, como todos os
processadores estao ociosos, todos eles solicitam a etiqueta, e o arbitro escolhe através do

algoritmo round-robin, a qual processador dara a concessao. Na Figura 25 é apresentado os
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momentos em que as requisicoes chegam ao arbitro, e a concessao enviada pelo arbitro aos
processadores, informando qual foi o escolhido. Nessa figura também observa-se o fechamento
da rotina de extensao, que se inicia com a identificacao da semente no ciclo 12, a requisi¢ao do
processador no ciclo 13, a concessao pelo arbitro no ciclo 14, o barramento de dados entregando
as etiquetas ao processador, que logo informa através do sinal livre que ja nao estd mais ocioso.
Na figura também é possivel verificar que o processador escolhido envia uma confirmacao ao

arbitro, e que s6 apds essa confirmacao o arbitro libera o barramento.

Clock| [ 1 [ 1 I 1 I 1 I 1 [+ [ 1 [ 1.1
Controlador Global S3 |S6 1S4 /S8 (S9 {S3
Ciclos 1T Y12 (13 (14 (15 (16 (17 (18 (19 [20
Sementes 10... J01000 {00100 {00000
Fila Prioritaria 00000 {10000 J01000 {00100 [T0000 {00000
Fila3:Push [ ]
Fila 3: Etiquetas .. {7 5 4 1
Requisicao(Processadores) 00000 J11111 J11110 (11100 11000 10000 00000
Concessao(Processadores) 00000 00001 {00010 {00100 J01000 10000
Confirmacao(Processadores) 00000 00001 00010 00100 01000 JI0000  yooO0O0
Processador Livre 11111 J11110 (11100 11000 10000 00000 {00001
Barramento (i)
Barramento (j) 8 o )

Figura 25: Escolha do processador de extensao

Na Figura 26 ¢é possivel verificar cada processador de extensao aguardando a concessao
do arbitro para iniciar o trabalho, onde é visto o estado de cada um de seus respectivos
controladores e a atualizacao das interrupgoes que sao geradas a todo tempo, por se tratarem

de circuitos combinacionais.

Clock | | \ \ \ | \ \ \ |
Controlador Global S4 IS8 [S9 I[S3 JS12
Ciclos 16 YI7 (18 (19 (20
Requisicao(Processadores) (11000 10000 00000
Concessao(Processadores) 00100 {01000 10000
Confirmacao(Processadores) (00100 01000 10000 00000
Processador Livre (11000 10000 {00000 00001
Estado(Proc 4) S4 IS5 |S3
Estado(Proc 3) 54 (S5 52 [S6
Estado(Proc 2) (S5 IS1 IS3 |S6
Estado(Proc 1) (S6
Estado(Proc 0) (S3 |S6 SO
Interrupcoes(Proc 4) 110101 000101 J110... (100010
Interrupcoes(Proc 3) 110101 000101 110101 000101 110101
Interrupcoes(Proc 2) (110... J000000 §000... {110010 100010
Interrupcoes(Proc 1) 110101 000101 110101 000101 J110101
Interrupcoes(Proc 0) (100010 100110

Figura 26: Estado dos processadores de extensao
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Apo0s receber a etiqueta, o processador de extensao realizard as operacoes na tentativa
de melhorar a pontuagao, conforme descrito na Secao 5.1. Dando continuidade ao exemplo
acima, na Figura 27 o processador de extensao 0 recebe a concessao do arbitro, recebe as
etiquetas através do barramento de dados, e comeca a tentar maximizar a pontuagao. Como o
registrador s sofreu alguns deslocamentos, os indices que trabalham como ponteiros refletem a
nova posicao em s dos bits que o processador precisar comparar. Cada um dos p processadores
tem seu conjunto de interrupc¢oes e indices independente. E possivel verificar na figura que usa
o processador 0 como exemplo, que a cada ciclo, os indices sao atualizados, e os bits dessas
posicoes recebidos e comparados. Na Figura 27 também observa-se que quando é encontrada
uma diferenca nos bits da extensao para a esquerda, no ciclo 16, a interrupg¢ao faz com que o
controlador mude de estado e o processador continua estendendo essa etiqueta apenas para a
direita. No fim, o valor dos contadores na forma (7,8,9) é gravado na memdria, representado

o resultado encontrado para um alinhamento(s, t) e seu deslocamento.

Clock | | I | I | I | I | I | I | I |
Controlador Global {S4 S8 (S9 YS3 (S12
Ciclos 13 Y14 (15 {16 Y17 Y18 Y19 {20
Requisicao(Processadores) (11111 (11110 {11100 YII000 (10000 00000
Concessao(Processadores) 0... (00001 00010 00100  Y0I000 10000
Processador Livre 11111 (11110 {11100 {11000 Y10000 00000 00001
Estado(Proc 0) (S4 S5 {S1 (S3 {S6 YSO
Interrupcoes(Proc 0) 000101 Y000000  ¥O... 100010 (100110
Processador 0: Contador (i) X X7 8
Processador 0: Contador (j) X 8 9
Processador 0: Contador (d) X {6 7 8 Y9
Indices Esquerda (i,j) 00 29 )39 50 {60 70 Y80 Y90
Bits Esquerda (i,j) 11 o1
Indices Direita (ij) 00 (1. 162 172 (171 {170 (180 (190
Bits Direita (i,j) 11 Y00 11
Gravar | |

Figura 27: Indices atualizados e término da extensdo

A medida que os processadores vao sendo selecionados pelo arbitro para realizar a ex-
tensao das etiquetas, as filas vao esvaziando. Quando todas as filas estiverem vazias, todos
os processadores estiverem ociosos e caso o registrador s ja tenha realizado m operacoes de
deslocamento, o controlador global ativa o sinal concluido, e desabilita o clock de todo o hard-
ware, terminando assim o alinhamento das sequéncias. Quando o sinal concluido é acionado,

significa que as possiveis solucoes de alinhamento, estarao armazenados em memoria.
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Como descrito nos Capitulos 2 e 3, a etapa de avaliagao, que complementa o algoritmo
BLAST realizando uma anélise estatistica dos alinhamentos encontrados nao foi implementada

em hardware.

5.4 Consideracoes Finais do Capitulo

Neste capitulo foi apresentado a arquitetura da extensao. Foi detalhado como ocorre o pro-
cessamento das etiquetas, dentro de cada um dos p processadores de extensao. Para cada
processador instanciado, estd acoplado um controlador de etapa, que também foi detalhado
nesse capitulo.

Apresentou-se ainda, neste capitulo, resultados de simulacgao, para validar o modelo de
arquitetura proposta. No Capitulo 6 sao demonstrados resultados obtidos através da sintese
da arquitetura exposta nos Capitulos 3, 4 e 5, e sao elencados e demonstrados os objetivos

propostos e atingidos por esse trabalho.



Capitulo 6
IMPLEMENTACAO E RESULTADOS

STE capitulo avalia os resultados e o desempenho da arquitetura proposta para o alinha-
E mento de sequéncias de DNA. O foco deste capitulo é apresentar a importancia de cada
parametro do algoritimo BLAST, e o seu consequente impacto em termos de area de hardware,
frequéncia de operacao e tempo de resposta.
A importancia de se identificar o impacto de cada parametro para o alinhamento de
DNA utilizando o algoritmo BLAST é criar uma relagao entre a sensibilidade do algoritmo,
tempo de resposta e area de hardware consumida. Como grande parte dos trabalhos utilizando
o algoritmo BLAST tem como forma de implementacdo o software, é impossivel construir
essa analise de area consumida contra o desempenho do algoritmo. Estabelecer a relagao dos
parametros de hardware, area e frequéncia, com os parametros do algoritmo BLAST ¢é essencial
para implementar uma versao otimizada em desempenho e area.
Na Segao 6.1 é descrita a metodologia utilizada e os parametros gerais de comparagao.
Na Secao 6.2 sao comentados alguns dos resultados de simulacao encontrados. Na Secao 6.3

estao os resultados de sintese, e as observagoes feitas com base nos mesmos.

6.1 Metodologia

Usualmente, a ferramenta BLAST, na sua versao em software é utilizada para alinhar multiplas
sequéncias de DNA ou de proteinas. A partir de uma sequéncia buscada, ela é submetida a um
banco de dados, onde estao milhares de sequéncias. O resultado é qual sequéncia do banco de
dados (ou quais) tem o maior nimero de alinhamentos com a sequencia submetida. Para esse
par de sequéncias, também sao demonstrados os possiveis alinhamentos. Na grande maioria
dos trabalho existentes, o objetivo é melhorar a forma de pesquisa do BLAST em um banco

de dados.
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Neste trabalho, optou-se por realizar a versao mais primitiva do BLAST: alinhamento
de um par de sequéncias de DNA. Qualquer outra versao do algoritmo BLAST é criada a
partir de modificagoes nessa versao. Tomando como base o algoritmo apresentado no Capitulo
2, foi elaborada a arquitetura de hardware descrita nos Capitulos 3, 4 e 5. Ao construir uma
arquitetura de hardware capaz de realizar o alinhamento de um par de sequéncias utilizando
o algoritmo BLAST e conseguir relacionar os parametros do algoritmo com os requisitos de
hardware é aberta a possibilidade de construir em hardware outra versao do algoritmo proposto.

As propostas de implementacao do algoritmo BLAST em hardware sao poucas, pois o
custo de programacao e processamento em cluster de computadores é cada vez mais barato,
o que justifica, numa primeira andlise, a opcao pelo software. De modo geral, as abordagens
em hardware para a comparacao de sequéncias genéticas sao baseados em automatos finitos.
O problema da solu¢ao baseada em automatos finitos reside na escalabilidade. Como as com-
paragoes sao feitas dentro dos estados do automato, quando é necessario modificar o tamanho
das sequéncias, é necessario modificar o automato e consequentemente o harware construido.

A premissa para o projeto da arquitetura apresentada foi implementar um hardware es-
caldvel, para justamente possibilitar uma futura adequacao a qualquer outra versao do BLAST.
A arquitetura proposta nos Capitulos 3, 4 e 5 é uma arquitetura totalmente escalavel, escrita
em cbédigo parametrizado.

O objetivo de dividir o processamento da parte alta e parte baixa das sequéncias foi,
além de simplificar as operacgoes, prover escalabilidade ao hardware proposto, uma vez que para
sequéncias de DNA num alfabeto de 4 letras, sao utilizados 2 blocos idénticos, um para o vetor
MSB e outro para o vetor LSB. Dessa forma, no caso de alinhamento de um alfabeto de 10
letras, haveriam 4 blocos idénticos; para 32 letras, 5 blocos idénticos e assim sucessivamente,
de acordo com calculo demonstrado no Capitulo 4, Segao 4.1.

Um primeiro resultado, apresentado logo no Capitulo 3, Secao 3.1, é que foi possivel
atrelar o nimero de ciclos da semeadura ao tamanho da sequéncia s. Sao necesarios m ciclos
para concluir a semeadura. Essa clara descricao vai de encontro e atinge um objetivo proposto
pelo trabalho, que é criar relacao entre os requisitos de hardware, os parametros e o desempenho
do algoritmo BLAST.

Além disso, a abordagem de separar MSB e LSB permite que, com outras modificagoes
no critério de pontuacao e comparacao seja construida uma arquitetura para alinhamento de
sequéncias de DNA e proteinas. No proximo capitulo, onde sao sugeridos os trabalhos futuros,

essas modificacoes sao detalhadas.
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Com a metodologia de construir uma arquitetura de hardware escalavel e paralela, o
projeto descrito nos Capitulos 3, 4 e 5 foi levado a ferramentas de simulacao e sintese para
validacao. Na Secao 6.2 sao comentados as observagoes sobre os resultados de simulagao, que

foram apresentados nos Capitulos 4 e 5, nas Secoes 4.5 e 5.3 respectivamente.

6.2 Resultados de Simulacao

Visando validar o modelo apresentado nos capitulos anteriores, um cédigo VHDL parametri-
zado foi escrito e simulado no software ModelSim XE III 6.4 (MODELSIM, 2011). Os resultados
de simulacao, foram apresentados nos Capitulos 4 e 5, e atingiram os resultados esperados,
consistentes com o detalhado no Capitulo 2 que descreve o algoritmo BLAST. Dadas duas
sequéncias de DNA s e t de tamanhos m e n, a arquitetura simulada proposta encontra os pos-
siveis alinhamentos entre elas. Como descrito, por se tratar de um método heuristico, o BLAST
nao tem o compromisso de retornar sempre o melhor alinhamento entre duas sequéncias, mas
sim, trazer um conjunto de possiveis solugoes para o problema.

No software de simulacao foi possivel testar o comportamento utilizando qualquer ta-
manho de m e n. Na ferramenta de sintese, havia uma limitacao quanto ao tamanho das
sequencias, que sera detalhada na Secao 6.3.

Ainda na simulacao, a primeira etapa do projeto foi encontrar, para cada etapa, o
numero ideal de estruturas paralelas. O numero de estruturas paralelas na semeadura, como
descrito no Capitulo 4, depende de requisitos de drea, e portanto precisa da sintese para ser
justificado.

Para a extensao, a simulagao, para o conjunto de dados utilizados, demonstrou que a
melhoria de desempenho acontece em média, para valores de p entre 2 < p < 5. Para um
numero de processadores de extensao maior que 5, a melhoria é desempenho é muito pequena,
e para o conjunto de dados utilizados, nao justificavel.

Na Secao 6.3 sao demonstrados os resultados obtidos para area, frequéncia de operacao

e tempo de resposta, para os testes realizados através da ferramenta de sintese.

6.3 Resultados de Sintese

Apoés a escrita do codigo VHDL parametrizado, o mesmo foi validado, conforme as janelas
de simulagao apresentadas nos Capitulos 4 e 5. Nesta secao serd mostrada a aplicagao do
algoritmo BLAST para o alinhamento de sequéncias de DNA construido, em um processador

MicroBlaze™ (XILINX, 2005) para avaliar o tempo de processamento em software embarcado.
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Essa avaliacao serviu para realizar as medidas de desempenho que uma solucao em hardware,
como a proposta nesta dissertacao, necessita, e assim concluir o objetivo do projeto que é
estabelecer relacao entre os parametros do algoritmo e os requisitos de hardware.

O MicroBlaze™ (XILINX, 2005) é um processador, otimizado para implementacao em
dispositivos FPGA, da empresa Xilinz. Este é um soft-processor, ou seja, é um processador
construido em linguagem de descricao de hardware. A sua arquitetura é de 32 bits, com um
conjunto de instrugoes reduzidas (RISC - Reduced Instruction Set Computing), podendo ser
sintetizado e implementado em FPGA.

M em uma FPGA é necessario utilizar a

Para implementar o processador MicroBlaze™
ferramenta XPS da Xilinz (Xilinz Platform Studio) (XILINX, 2008). Com esta ferramenta ¢é
possivel configurar o processador com os periféricos necessarios e desenvolver um software que
sera embarcado no processador. Este software pode ser desenvolvido em linguagem C.

Foi desenvolvido um software em linguagem C que recebe duas sequéncias, e codifica
esses valores em binario. Esses valores binarios sao enviados a arquitetura proposta, sintetizada
em FPGA e acoplada ao MicroBlaze™ como um co-processador.

A FPGA utilizada foi a Virtez 5 (XILINX, 2011), modelo xc5vix70t-ff1136. Ela pertence
a familia de FPGAs para arquiteturas digitais de alto desempenho, com 11200 slices contendo
4 LuTs cada; num total de 11200 slices, 44800 LuTs e 44800 registradores.

O kit de desenvolvimento utilizado, o Xilinz ML505-V5LX70T Evaluation Plataform -
Virtex 5, possui, além da FPGA, um conjunto de interfaces (USB, RS-232 e VGA) e caracte-
risticas adicionais como mostrador de cristal liquido, chaves e leds.

A implementagao da arquitetura foi realizada com a ferramenta Xilinz ISE (XILINX,
2012). Para a avaliacao da area ocupada foi considerado o nimero de slices ocupados, o nimero
de LuTs e registradores utilizados. A ferramenta Xilinz ISE também informa a frequéncia
maxima de operacao da arquitetura sintetizada e mapeada no dispositivo. Os valores de area
e frequéncia estao apresentados a seguir, de acordo com cada o teste realizado.

Foram realizados intiimeros testes pra identificar a relagao e o impacto dos parametros
do BLAST nos resultados de tempo e area consumida. De forma empirica, variando m, n, w
e p, pode-se chegar aos resultados apresentados nas Secoes 6.3.1 e 6.3.2. Apds apresentar os
resultados relativos aos parametros do algoritmo, na Secao 6.3.3 sao apresentados resultados

de comparacao entre a implementacao em hardware e software.
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6.3.1 Tamanho das sequéncias

O tamanho das sequéncias s e t é dado por m e n respectivamente. Apesar de m e n nao
terem relagao direta com o nimero de sementes, esses parametros determinam o numero de
estruturas paralelas que serao criadas para a semeadura. Como apresentado no Capitulo 3, sao
criados (n — w + 1) estruturas paralelas para realizar a semeadura, com légica comparadora e
filas do padrao fifo. Portanto o tamanho n da sequéncia t, e a sensibilidade w determinam o
total de palavras criadas e consequentemente tém um impacto maior na area consumida. Para
realizar os testes demonstrados nas Tabelas 16 e 15, os valores utilizados foram p = 2 e w = 3,
variando-se m e n. A Figura 28 tras os resultados de area para as variagoes de de m e n,

descritos no grafico no formato m, n.

® 20,10 060,20 100,10 O0100,25

0
120% 49907 50952 12411

100% 10900

9547

80% - 33418 33124
27767 28307

60% -

40% -

3300

7887 7811
20% A

o I |

Registradores LuTs Slices

Figura 28: Resultados de area para variagoes em m e n

Com relacao ao tempo de processamento, quanto maiores as sequéncias, maior o tempo
demandado para analisar todos os alinhamentos. Apesar de ser uma média, é mais provavel
que uma sequéncia maior tenha um ntmero maior de sementes. Na Figura 29 verifica-se como
a variacao de m e n impacta na maxima frequéncia de operagao da placa, e consequentemente
no numero de ciclos, que é encontrado a partir da média de sucessivas comparagoes.

Os valores utilizados para construcao dos graficos e os resultados consolidados sao apre-
sentados nas Tabelas 16 e 15, onde é possivel observar que para a placa utilizada, os valores
de m nao devem ultrapassar 60, enquanto os valores de n nao devem ultrapassar 20.

E possivel constatar que o parametro n é mais impactante em termos de area do que

o parametro m, o que torna o tamanho n da sequéncia ¢, um parametro limitador para a
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Figura 29: Resultados de tempo para variacoes em m e n.
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Tabela 15: Resultados de area para 10 < m,n < 100

m,n | Registradores | % [ LuTs | % [ Slices | %

20,10 7887 18 | 7811 | 17 | 3300 | 29
60,20 33418 75 | 33124 | 74 | 10900 | 97
100,10 27767 62 | 28307 | 63 | 9547 | 85
100,25 49907 111 | 50952 | 114 | 12411 | 111

3206

execucao do algoritmo. Para o alinhamento de sequéncias de DNA, é comum ser m >> n, o

que torna os resultados obtidos satisfatorios com relacao ao tamanho das sequéncias.

Tabela 16: Resultados de tempo para 10 < m,n < 100
m,n | Frequéncia(MHz) | Ciclos | Tempo(ms)
20,10 61,316 772 12,591
60,20 54,600 814 14,908

100,10 51,565 1009 19,568
100,25 50,000 3206 64,120

Por se tratar de um método heuristico, o BLAST trabalha com alguns critérios visando

diminuir o espaco de busca. A sensibilidade do algoritmo é o parametro que mostra qual o

tamanho minimo das similaridades que um determinado algoritmo consegue encontrar. No

Capitulo 2 é descrito que o parametro w representa a sensibilidade do BLAST. Na Figura

30 sao apresentados os resultados de area ocupada para uma variacao de 3 < w < 7. Para

realizacao dos testes abaixo, os valores utilizados foram m = 20, n = 10, p = 2, variando o

parametro w.

Na Tabela 17 pode-se perceber que a variacao de w nao se torna um fator limitante
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Figura 30: Resultados de area para variacoes em w
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com relacao a area de hardware ocupada. Portanto, o aumento do valor de w pode ser uma

alternativa quando o nimero de registradores ou Slices da placa estiver ligeiramente acima dos

100 %.

Tabela 17: Resultados de area para 3 < w < 7

w | Registradores | % | LuTs | % | Slices | %

3 7887 18 | 7811 | 17| 3300 | 29
4 7205 16 | 7278 | 16 | 3258 | 29
5 6523 15 | 6689 | 15| 2963 | 26
6 5841 13 | 4553 | 10| 2631 | 23
7 5157 12| 5455 | 12| 2483 | 22

A variacao de w é capaz de deixar o algoritmo muito mais lento, ou muito mais rapido,

pois altera o tamanho das palavras criadas, aumentando a quantidade de trechos descartados

pelo algoritmo. Essa melhoria de desempenho, tem como custo a perda da sensibilidade. Na

Tabela 18 sao consolidados os resultados de tempo em funcgao da variagao do parametro w.

Como descrito no Capitulo 3, além de alterar o tamanho das palavras criadas, uma

modificagdo no parametro w muda o nimero de estruturas de paralelas designadas para a

semeadura. Na semeadura sao n — w + 1 estruturas paralelas, e um aumento de w nao sé

diminui o tempo de processamento como diminui também a area de hardware. Na Figura 31,

¢ mostrado que a média de ciclos cai substancialmente para um aumento de w. Quanto a
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Tabela 18: Resultados de tempo para 3 < w <7
w | Frequéncia(MHz) | Ciclos | Tempo(ms)

3 61,316 772 12,591
4 68,814 526 7,644
b} 68,120 389 5,711
6 67,705 329 4,859
7 69,784 300 4,299

frequéncia de operacao, a medida que o valor de w se aproxima do valor de n, a tendéncia é

que o valor da frequéncia méaxima de operacao da placa se estabilize.

| mw=3 Bw=4 Bw=5 Ow=6 mw=7| | Bw=3 Bw=4 Bw=5 Ow=6 mw=7
80 4 900 -
70 - 68,814 68,120 67,705 ©9.784 goo . 772
61,316
60 | 700 7
50 | 600 - 596
40 500 -
400 - 389
%0 329 400
300 -
20 - 200 -
10 - 100 -
0 - 0 -
(a) Frequéncia (MHz) (b) Média de Ciclos

Figura 31: Resultados de tempo para variacoes em w.

Além do tamanho da sequéncia e da sensibilidade do algoritmo, o resultado do BLAST
ird sempre variar de acordo com o conteido das sequéncias submetidas a comparacao. Para
uma mesma sensibilidade e tamanhos, pares de sequéncias com conteudo diferentes apresen-
tam resultados de area iguais, uma vez que o hardware é construido baseado em parametros
do algoritmo; todavia, os resultados de desempenho podem ser bastante distintos, estando di-
retamente ligado a caracteristica das sequéncias. A Tabela 19 mostra a variagao do niimero de
ciclos em funcao da variacao da quantidade de sementes presentes nas sequéncias de entrada.
Para os valores testados, a variacao no tempo de resposta atingiu até 35% .

A determinagao da variagao do numero de ciclos em fungao da ocorréncia ou nao de
extensao das sementes encontradas, ¢é realizada através dos contadores internos presentes nos
processadores de extensao, pois é impossivel dissociar o nimero de extensoes realizadas do
nimero de sementes existentes nas sequéncias. Baseado nos contadores da arquitetura, entre

20 e 70 ciclos sao necessarios para realizar a extensao de uma semente, para os valores de p = 2
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Tabela 19: Tempo de resposta variando-se o nimero de sementes entre 1 e 7

ew=3 m=20en=10.

Sementes | Ciclos | Tempo(ms)

1 o973 9,345
2 581 9,476
3 601 9,802
4 674 10,992
3 679 11,074
6 702 11,449
7 774 12,623

6.3.2 Numero de processadores

O algoritmo BLAST realiza comparacao de duas sequéncias de tamanhos m e n, utilizando

um parametro w. Na arquitetura paralela proposta, foi incluido o parametro p, que reflete

o numero de processadores de extensao paralelos. A justificativa para a arquitetura dispor

de um parametro exclusivo para determinar o paralelismo da etapa de extensao é o fato da

extensao ser o gargalo de desempenho do algoritmo BLAST para o alinhamento de sequéncias

de DNA. Segundo Altschul (ALTSCHUL et al., 1997) a etapa de extensao pode consumir até 90

% do tempo de execucao do algoritmo.

Visando identificar a relagao de melhoria do desempenho e confronta-la com o aumento

de area para a insercao de mais processadores, realizaram-se testes com w = 3, m = 20 e

n = 10, variando o parametro p. Na Tabela 20 observa-se o impacto em area da insercao de

mais ou menos processadores.

Tabela 20: Resultados de area para 1 < p <5

p | Registradores | % [ LuTs | % | Slices | %

1 6435 14 | 6622 | 15| 3109 | 28
2 7887 18 | 7811 | 17| 3300 | 29
3 7887 18 | 7804 | 17 | 3438 | 31
4 8004 18 | 7989 | 18 | 3672 | 33
5 8052 181 7999 | 18 | 3900 | 35

E possivel observar que, o acréscimo de processadores também nao é um fator impac-

tante em &area consumida. Exceto se os recurso da FPGA estiverem proximos do 100 % , o

acréscimo de processadores de extensao nao ira prejudicar nesse quesito. Na Figura 32 é pos-

sivel observar o grafico do aumento de registradores, Slices e LuTs de acordo com o valor de

p-
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Figura 32: Resultados de area para variagoes em p

Uma vez que nao é limitador em termos de area, é importante determinar o ganho em

desempenho ao se inserir p processadores de extensao. Para um mesmo conjunto de dados,

foram realizados os testes apresentados na Tabela 21, que visam demonstrar a diminuicao da

média de ciclos a medida que sao inseridos processadores de extensao.

Tabela 21: Resultados de tempo para 1 < p <5

p | Frequéncia(MHz) | Ciclos | Tempo(ms)

1 68,120 1201 17,631
2 61,316 772 12,591
3 54,735 552 10,085
4 51,400 437 8,502
bt 51,532 434 8,422

Através dos testes realizados, foi possivel verificar, conforme descrito no Capitulo 4,

que a arquitetura proposta apresenta limitacao quanto ao niimero maximo de processadores

de extensdo.

Embora nao seja limitante em &rea consumida, o aumento de processadores

de extensao diminui drasticamente a frequéncia de operacao do hardware proposto. A placa

utilizada tem um limite minimo de 50 MHz, valor que limita a 5 processadores por placa. A

partir desse valor, é necessério a inclusao de divisor de frequéncia (flip-flop). Na Figura 33 é

observa-se o grafico para os valores de p.

O ganho obtido com a implementacao paralela, através do parametro p, foi elevado.

Na figura, verifica-se que para p = 5 o tempo de processamento foi metade do tempo de

processamento para p = 1. A partir de p = 4, a média de ciclos necessarios para o algoritmo
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Figura 33: Resultados de tempo para variagoes em p.

BLAST retornar os resultados tende a estabilidade. Sendo assim, para arquitetura proposta,

o valor maximo, diante das limitacoes de frequéncia apresentadas é de p = 5.

6.3.3 Comparacao dos resultados

A proposta de implementacao em hardware do algoritmo BLAST, suscita a comparacao entre
o desempenho de cada abordagem utilizada e uma outra abordagem através de software. Para
realizar tal comparagao, executou-se no MicroBlaze o cédigo em ANSI/C++ que realiza as
mesmas fungoes implementadas pelo hardware proposto. Os mesmos conjuntos de sequéncias
que foram submetidos aos testes em hardware foram submetidos novamente aos testes em
software, com os resultados apresentados na Tabela 22. Para os testes a frequéncia de operacao

da MicroBlaze ¢ de 50,000 MHz.

Tabela 22: Resultados de software para 10 < m,n < 100
m,n ‘ Ciclos ‘ Tempo(ms)
20,10 | 32411 528,589
60,20 | 54393 996,208
100,10 | 54919 1065,044
100,25 | 255454 | 5109,080

Na Figura 34, hda a comparagao entre os resultados em hardware, utilizando o co-
processador e software, utilizando apenas a MicroBlaze; variando-se o tamanho das sequéncias.
O speed up médio encontrado é de 60 vezes, sendo que para o conjunto de dados testados, o
ganho da implementacao em hardware varia de 41 a 79 vezes quando comparada a aplicagao

em software.
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Figura 34: Comparacao entre implementagoes em hardware e software
6.4 Consideracoes Finais do Capitulo

Neste capitulo foram apresentado os resultados de testes de sintese, e comentados os resultados
obtidos por sintese e simulagao. Foram apresentados e ilustrados o quanto cada parametro do
algoritmo BLAST impacta em termos de area e desempenho da arquitetura sintetizada em
FPGA.

Com os resultados obtidos, e as observacoes feitas, classificam-se os resultados como
extremamente satisfatorios, pois contemplam o objetivo de estabelecer uma relacao entre os
parametros do algoritmo e os requisitos de um sistema embutido.

Verificou-se através dos resultados de simulacao e sintese que embora o tempo de res-
posta do algoritmo BLAST esteja fortemente relacionado com os parametros (p,w), através
dos resultados de sintese foi possivel observar que o tamanho das sequéncias (m,n) também
torna-se extremamente importante por ser um fator limitador devido a drea de hardware dispo-
nivel. Com essa avaliagao, é possivel determinar que a melhor configuracao para a arquitetura
de hardware proposto, na placa disponivel, podendo-se variar o valor de w, ajustando a sensi-
bilidade. Também demonstrou-se que a arquitetura proposta é em média 60 vezes mais rapida
quando implementada em hardware.

Atingidos os objetivos propostos para os testes, o capitulo seguinte finaliza este traba-
lho, abordando suas principais conclusoes, bem como os pontos mais relevantes da presente

dissertagao. Também serao tratadas diregoes para possiveis trabalhos futuros.



Capitulo 7

CONCLUSOES E TRABALHOS
FUTUROS

ALGORITMO BLAST para alinhamento de sequéncias de DNA foi estudado nesta
O dissertagao visando construir uma arquitetura de hardware paralela. Dentre os métodos
heuristicos, o algoritmo BLAST se destaca por ser mais rapido e intuitivo, quando comparado
aos demais.

Nessa dissertacao apresentou-se uma arquitetura paralela de hardware implementada
em légica reconfiguravel, que executa a versao do algoritmo BLAST para alinhamento de duas
sequencias de DNA. O simples fato de implementar o algoritmo em hardware numa plataforma
escalavel e de baixo custo é um resultado consideravel e que vislumbra algumas possibilidades,
a0 passo que, a partir do estudo, simulacao e implementacao da arquitetura sao possiveis
realizar algumas conclusoes acerca do trabalho exposto.

Na Secao 7.1 estao as conclusoes sobre o trabalho, e na Se¢ao 7.2 a sugestao de trabalhos

futuros.

7.1 Resumo e Conclusao

Esta dissertagao trouxe a proposta de uma arquitetura paralela de hardware para o alinhamento
de sequéncias de DNA. Esse estudo foi motivado pela caréncia de plataformas reconfiguraveis
que simulem a modelagem em hardware e que se proponham a realizar o alinhamento de
sequéncias genéticas, uma vez que o perfil dominante da area de bioinformatica é realizar essa
comparacao através de software.

A abordagem e software é extremamente vantajosa em alguns aspectos como flexibi-
lidade e custo, mas em geral, perde muito nos quesitos desempenho e seguranca. A imple-
mentacao do algoritmo BLAST em hardware trds como primeiro resultado o questionamento

sobre a preferencia pelo software em detrimento do hardware. Através desse trabalho é pos-
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sivel observar que o volume de dados utilizados para o alinhamento de sequéncias genéticas
nao é compativel com a capacidade da plataforma utilizada, pois na FPGA utilizada nesse
trabalho, o tamanho maximo de cada sequéncia deve ser de uma centena de bases, enquanto
no processamento real de sequencias genéticas esse valor é da ordem de milhares ou milhoes de
bases. Portanto, em software essa limitacao de capacidade é mais facilmente solucionada, pois
recursos como o processamento em nuvem, vem para sanar as caréncias de processamento.

Embora a capacidade das FPGAS utilizadas sejam um fator limitante, este trabalho
apresenta uma arquitetura totalmente escalavel, de modo a possibilitar que modificagoes pos-
teriores sejam realizadas, otimizando assim a capacidade do hardware proposto.

Ao se implementar a versao basica do algoritmo BLAST, que realiza o alinhamento de
duas sequéncias de DNA sem a insercao de buracos, a arquitetura proposta implementada atin-
giu seu principal objetivo. Neste trabalho foi possivel relacionar de forma clara os parametros
do algoritmo BLAST e os requisitos de hardware. A partir dessa relacao, é possivel estimar
ou construir versoes da arquitetura proposta para um determinado compromisso de area ou
de desempenho. Como descrito, as poucas abordagens em hardware para o alinhamento de
sequéncias genéticas utilizam técnicas nao-escaldveis, e nao fazem clara relacao entre os pa-
rametros do BLAST e os requisitos de hardware. Por se tratar de um método heuristico, os
parametros do BLAST tem vital importancia para se construir um bom alinhamento entre as
sequéncias (SEGUNDO; NEDJAH; MOURELLE, 2011).

No tocante ao desempenho, os resultados de simulagao e sintese demonstram que os
objetivos de construir uma arquitetura capaz de executar o alinhamento usando o BLAST de
forma paralela foram perfeitamente atingidos. A estratégia de inserir pipeline entre as etapas e
a possibilidade de utilizar o paralelismo estrutural dentro de cada etapa concedeu ao hardware
tempos de resposta aceitaveis, ainda que na auséncia de parametros fidedignos de comparacao.

Além dos resultados apresentados, um cédigo VHDL parametrizavel e sintetizavel foi
escrito e simulado no ModelSim XE IIT 6.4 (MODELSIM, 2011) e depois sintetizado com a
ferramenta Xilinz ISE (XILINX, 2012). Nele, estao embutidos diversas técnicas de desenvolvi-
mento em hardware, onde pode ser aplicado o conhecimento de arquitetura de computadores,
algoritmos genéticos, processamento distribuido, interface E/S, protocolos de comunicagao,
gerenciamento de recursos, légica digital, teoria de sistemas e diversos outros temas. Dessa
forma, ao se propor uma arquitetura de hardware paralela para alinhamento de sequéncias de
DNA, muitos outros questionamentos e solucoes foram levantados, de modo que, além do resul-

tado satisfatorio encontrado, principal objetivo, o trabalho também se refletiu num importante
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aprendizado.
A partir dos resultados obtidos, na Secao 7.2, sao sugeridos alguns proximos passos

para continuidade do trabalho apresentado nessa dissertacgao.

7.2 Trabalhos Futuros

Nesta secao, sao citadas algumas possiveis mudancas na arquitetura proposta, com o intuito de
melhorar seu desempenho e transforma-la para realizar as demais versoes do algoritmo BLAST.

A primeira sugestao a ser feita é, a partir das limitacGes impostas pelo hardware dis-
ponivel, testar a arquitetura paralela proposta em outra plataforma com maior capacidade.
Dessa forma, as limitagoes de m,n estariam suavizadas. Como as sequéncias de DNA reais
tém tamanhos de ordem de 1000 bases, a implementacao dessa arquitetura em placas de maior
capacidade possibilitaria o teste de casos reais de alinhamentos.

Uma outra sugestao ¢ melhorar a arquitetura do arbitro e do processador de exten-
sao, de modo que o tempo gasto para escolha do processador e da fila prioritaria nao tenham
interferéncia no desempenho final da arquitetura. Dentro das limitagoes apresentadas, os com-
ponentes atuais tem desempenho satisfatorio. Porém se cessadas as limitagbes no tamanho
das sequencias, o volume de requisicoes no arbitro e no processador tendem a inviabilizar a
continuidade da estrutura atual, baseadas em interrupgoes e comunicagao por flags. Como
solucao, deve ser estudado um componente inico que controle a comunicacao e faga a extensao
das etiquetas de forma paralela.

Por fim, uma possibilidade concreta deixada por esse trabalho é a modificacao da logica
de comparacao para possibilitar o alinhamento nao sé de sequéncias de DNA, como de qualquer
sequéncia genética. Como descrito, cada tipo de sequéncia possui um alfabeto préprio. Isso
nao representa um problema para a arquitetura atual, uma vez que a mesma foi projetada de
forma escalavel, separando a parte alta da parte baixa das sequencias de DNA. Dessa forma,
para realizar o alinhamento de sequéncias de proteinas, ao invés de 2 hardwares idénticos,
usariam-se 5 blocos iguais. As modificagoes necessarias seriam voltadas entao para a légica de
comparacao, além da insercao do uma etapa de pré-processamento. Na logica de comparagao,
pois para sequéncias de DNA o BLAST considera somente trechos idénticos, enquanto para
proteinas, ao invés da igualdade é usado o critério da pontuacao de um determinado trecho,
comparando-o com os valores de corte T' e S. A insercao do pré-processamento seria necessario
para construir o alfabeto de palavras semelhantes, outra etapa que a versao do BLAST para

DNA nao realiza.
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