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Resumo

Na Bioinformaética, o alinhamento de sequéncias bioldgicas é uma operacao muito impor-
tante, capaz de verificar a similaridade entre as sequéncias analisadas e gerar informagoes
para determinar suas fungoes, estruturas e evolucio. Existem varias ferramentas que po-
dem ser utilizadas para realizar alinhamentos de sequéncias genéticas. Entre elas esta a
plataforma MASA, capaz de gerar alinhamentos globais, locais e semi-globais, em tempo
razoavel e complexidade linear de memoéria, além de fornecer um sistema para visualiza-
¢ao dos resultados em forma gréfica e textual. Apesar do grande potencial da plataforma
MASA, sua instalagdo e utilizagdo sdo complexas para usuarios leigos e, portanto, apre-
sentam uma barreira para sua utilizacdo. No presente trabalho de graduacao foi proje-
tado, implementado e avaliado o MASA-Webaligner, uma plataforma web, que unifica os
softwares de alinhamento e visualizacao da plataforma MASA, abstraindo detalhes de in-
stalacao e utilizacao do sistema. A plataforma conta com sistemas de armazenamento das
requisigoes, fila que permite que cada requisicao de alinhamento possa utilizar todos os
recursos computacionais disponiveis, possibilidade de aviso por e-mail apds a conclusao do

processamento de um alinhamento e visualizacao textual e grafica dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Bioinformatica, Alinhamnto de Sequéncias, CUDAlign, MASA, Plataforma
Web



Abstract

In Bioinformatics, biological sequence alignment is a very important operation, capable
of checking similarities between the analyzed sequences and generating information to
determine their functions, structures and evolution. There are several tools that can
be used to perform genetic sequence alignments. Among them is the MASA plataform,
capable of generating global, local and semi-global alignments, in reasonable time and
linear memory complexity, while providing a graphical and textual visualization system
for the results. Despite the great potential of the MASA plataform, its installation and
use are complex to lay users and, therefore, present as a barrier for its use. In the
present undergraduate work the MASA-Webaligner, a web plataform that unifies the
alignment and visualization tools of the MASA plataform, abstracting the installation
and utilization of the system, was designed, implemented and evaluated. The plataform
has a storage system for the requests, a queue that allows that each request can use all
the computational resources available, the possibility of e-mail warning after an alignment

processing ending and graphic and textual visualization of the obtained results.

Keywords: Bioinformatics, Sequences Alignment, CUDAlign, MASA, Web Plataform
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Capitulo 1
Introducao

E cada vez mais comum o aparecimento de dreas de estudo interdisciplinares na ciéncia.
A Bioinformatica é um exemplo que envolve as disciplinas de Biologia, Computacao e
Estatistica. O campo da Bioinformatica utiliza a computacao para analise, modelagem e
simulagdo, utilizando dados biolégicos, como sequéncias genéticas (DNA, RNA e protei-
nas), e auxiliando bi6logos na melhor compreensao de organismos [7]. No entanto, a area
vem lidando com problemas cada vez mais complexos, exigindo algoritmos cada vez mais
eficientes.

Um exemplo de andlise na Bioinforméatica é o alinhamento entre duas sequéncias biolo-
gicas, utilizando algoritmos especificos. Alinhamentos de sequéncias genéticas permitem a
bidlogos verificar a similaridade entre as sequéncias analisadas e determinar suas funcoes,
estruturas e informacoes evolutivas, e, para isso, € importante obter o melhor alinhamento
possivel, chamado de alinhamento 6timo [7].

De forma a obter alinhamentos 6timos entre duas sequéncias bioldgicas, varios algorit-
mos ja foram desenvolvidos [7]. No entanto, algoritmos que geram estes alinhamentos tém
um alto custo computacional, pois possuem complexidade temporal quadratica. Devido
a sua complexidade, o uso desses algoritmos para o alinhamento de sequéncias longas
¢ geralmente inviabilizado. Os algoritmos de Needleman-Wunsh [8] e Smith-Waterman
[9] sdo exemplos de algoritmos que geram alinhamentos 6timos entre pares de sequéncias
biologicas.

Para realizar o alinhamento de sequéncias muito longas em tempo razoavel, foram
desenvolvidos algoritmos heuristicos como o FASTA [10] e BLAST [11]. Apesar destes
algoritmos serem capazes de alinhar sequéncias longas, eles nao garantem a geragao de
um alinhamento 6timo, o que é um ponto negativo.

Visando resolver o problema do alinhamento 6timo, em tempo razoavel, Edans Sandes
[1] desenvolveu o CUDAlign. A ideia é utilizar a arquitetura CUDA (Compute Uni-

fied Device Architecture) para obter paralelismo no processamento dos alinhamentos de



sequéncias genéticas, além de utilizar variantes dos algoritmos que retornam alinhamentos
6timos, de forma que sua complexidade de memoria, antes quadratica, seja linear.

Posteriormente, o CUDAlign foi incorporado a um projeto mais amplo, o MASA [1],
que propoe facilitar o desenvolvimento de solugoes de alinhamento para outras platafor-
mas, além da arquitetura CUDA. Como exemplo de solu¢ao, podemos citar o MASA-
OpenMP (Open Multi-Processing), que utiliza multiplos processadores para obter parale-
lismo no processamento de alinhamento de sequéncias.

Embora o MASA-CUDAlign apresente-se como uma poderosa solucao para o alinha-
mento de sequéncias genéticas longas [12], sua instalagdo e utilizacdo sdo feitas por meio
do terminal Linux, o que nao é ideal para pessoas leigas. Ainda, a visualizacao grafica
dos resultados necessita de outro programa (MASA-Viewer) e a visualiza¢ao textual nao
possui nenhum tipo de ajuste ou realce dos dados.

O objetivo do presente trabalho de graduacgao é propor, implementar e avaliar o MASA-
Webaligner, uma plataforma web, que unifique o MASA-CUDAlign, MASA-OpenMP e
MASA-Viewer em um unico sistema. A plataforma proposta visa abstrair os detalhes
de instalacao e utilizacao dos softwares citados, facilitando sua utilizagao pelos bidlogos,
além de garantir que multiplos usuarios utilizem a plataforma de forma concorrente, sem
prejuizo de performance. A plataforma ird contar com um sistema de armazenamento das
informagoes dos alinhamentos requisitados e um sistema de fila para que cada alinhamento
processado utilize todos os recursos de hardware disponiveis. Além disso, os resultados
obtidos serao utilizados para construcao de um grafico e saida textual ajustavel e com
realce das areas de maior diferenga entre as sequéncias.

O presente documento esta organizado como se segue. No Capitulo 2 sdo descritos os
conceitos basicos sobre comparagoes de sequéncias bioldgicas, alinhamento de pares e os
principais algoritmos utilizados para obter alinhamentos 6timos. O Capitulo 3 descreve
o CUDAlign, suas versoes e otimizagoes, bem como a arquitetura MASA. No Capitulo
4 sdo apresentadas algumas das principais ferramentas disponiveis para alinhamento de
sequéncias biologicas, além da descricdo do software de visualizagago MASA-Viewer. No
Capitulo 5 é apresentada a plataforma MASA-Webaligner, sua arquitetura e funciona-
mento. O Capitulo 6 apresenta os testes realizados e resultados obtidos, e uma avaliacao
da plataforma MASA-Webaligner. Por fim, no Capitulo 7, sdo descritas as conclusoes

deste trabalho e apresentadas sugestoes para trabalhos futuros.



Capitulo 2

Comparacao de Sequéncias

Biolégicas

Na Biologia, a comparagdo entre duas ou mais sequéncias biologicas (DNA, RNA ou
proteinas) tem por objetivo determinar a similaridade entre elas e a sua fun¢ao. Como
resultado, sao produzidos um score de similaridade e um alinhamento. Embora a analise
possa ser feita de maneira experimental - e essa ser a forma mais confiavel de fazé-la -, o
mais comum ¢ utilizar-se de métodos computacionais, pois estes sdo mais rapidos e faceis
de serem executados [13].

Apesar da evolugao do hardware e dos métodos computacionais, a comparacao de
sequéncias bioldgicas ainda apresenta um grande desafio para computacgao, seja pelo tempo
de execugao exigido, seja pelo consumo excessivo de meméria. Em [12], os autores mos-
tram que, em alguns casos, a execucao de algoritmos de alinhamento 6timo pode levar
até 5 dias para ser concluida e, além disso, até a publicacdo do mesmo artigo, a litera-
tura mostrava alinhamentos 6timos de até 60 MBP (Millions of Base Pairs), devido ao
altissimo tempo de execucao.

O software CUDAlign implementa uma nova estratégia para realizar o alinhamento
6timo entre sequéncias biolégicas muito longas, tendo executado comparacoes de cromos-
somos completos de até 249 MBP x 228 MBP, em tempo razoavel, para utilizacao de
pesquisadores da drea [12]. O presente capitulo tem por objetivo descrever os conceitos
basicos a respeito do alinhamento entre duas sequéncias biologicas, de forma a apresentar
a base necessaria para compreensao de como a ferramenta de visualizacao, aqui desenvol-

vida, funciona em combinac¢ao com o CUDAlign.



2.1 Conceitos Basicos

Quando se realiza a comparagao entre duas sequéncias de nucleotideos (DNA ou RNA) ou
aminodcidos (proteinas), as sequéncias sao consideradas como strings e utiliza-se técnicas
de reconhecimento aproximado de padroes e strings [13].

Ao realizar a comparagao, temos 3 casos basicos de combinagoes, quais sejam: match,
mismatch e gap (este ultimo pode ser dividido entre insergoes e delegoes). O caso do
match ocorre quando dois caracteres das sequéncias x e y, em uma dada posi¢ao x; e y;,
sao iguais. O mismatch se da quando dois caracteres, x; e y;, sao diferentes. Os modelos
mais simples de comparagao utilizam apenas as combinagoes de match e mismatch, porém
modelos mais complexos fazem uso do gap, ou seja, a inser¢cao de uma lacuna em uma das
sequéncias. O gap pode significar que um dado nucleotideo (DNA, RNA) ou aminoacido
(proteinas) foi inserido ou deletado ao longo do processo evolutivo [13].

Ao final da comparacao entre os pares, a cada combinacao encontrada - match, mis-
match e gap - sdo atribuidos valores, é o chamado score. O score é de extrema importancia
ao realizar os célculos de similaridade entre duas sequéncias. Existem diversos estudos
sobre modelos de score para comparagao entre sequéncias de proteinas tais como PAM200,
PAM250, BLOSUMG62, dentre outros. De maneira geral, os esquemas de score pontuam
as combinacoes que geram match e penalizam mismatch.

A penalidade sobre os gaps também tem bastante variedade. Existem quatro formas
de penalizar os gaps [14]: constante, affine, convexa e arbitraria. O constante é o mais
simples, onde o primeiro elemento do gap tem peso W, e os demais tem peso zero. O
modelo affine consiste em penalizar o primeiro elemento do gap com o valor W, e cada
elemento subsequente com o valor Wy, onde Wy < W, [14], gerando a funcdo de peso
Wyap = Wy 4+ Wy x ¢. No modelo convexo, a ideia é que o primeiro elemento contribui
com um determinado peso e cada elemento adicional contribui menos do que o anterior,
gerando, como exemplo, a fungao de peso Wy,, = W, + log * ¢. Por fim, tem-se o modelo
arbitrario que ¢ o mais geral. Nele, a fungdo peso dos gaps é uma fungao arbitraria. Os
modelos constante, affine e convexo sao sub casos do modelo arbitrario.

A matriz de programagao dindmica (DP) é a forma como os principais algoritmos de
comparagao de sequéncias (Segdo 2.2) calculam o alinhamento 6timo. Existem algumas
formas para processar a matriz de DP, mas, no presente trabalho, apenas a técnica de
wavefront sera abordada. O wavefront consiste em processar as células da matriz de DP
em ondas, uma anti-diagonal por vez. No caso da comparacao de sequéncias bioldgicas,
h& um padrao para o cdlculo de cada célula da matriz de DP, onde a célula (i, j) depende
das células (i—1, 7), (i, j—1) e (i—1, j—1). Dessa forma, as células de uma anti-diagonal
nao possuem dependéncias entre si. A Figura 2.1 exemplifica o processamento da matriz

de DP, utilizando o método do wavefront.
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Figura 2.1: Exemplo de processamento pelo método wavefront [1].

Com a noc¢ao de como os alinhamentos e os célculos de similaridade sao realizados,
podemos definir o que sao alinhamentos de pares, os tipos de alinhamentos existentes
e os principais algoritmos para encontrar os alinhamentos 6timos entre duas sequéncias

biologicas.

2.1.1 Alinhamento de Pares

Quando pesquisam similaridades entre sequéncias genéticas, pesquisadores utilizam o pro-
cedimento de alinhamento de pares, que consiste em comparar duas sequéncias distintas
para encontrar caracteres individuais ou padrdes que apare¢cam na mesma ordem [7], que
possam indicar relagoes de funcionalidades, de estruturas ou evolutivas entre elas [15]. De
maneira geral, podem ser separadas em duas categorias, quais sejam: alinhamento global
e alinhamento local.

O alinhamento global, como o proprio nome indica, considera a totalidade dos ca-
racteres de sequéncias sendo analisados até o final destas. A ideia é encontrar a maior
quantidade possivel de nucleotideos ou aminoacidos idénticos [7]. O alinhamento global
é util em casos onde deseja-se deduzir a historia evolutiva examinando semelhangas e
diferencas entre sequéncias bioldgicas na mesma familia.

Em contraponto ao alinhamento global, o local comeca e termina em regides de grande
similaridade entre as sequéncias biolégicas. Este tipo de alinhamento possui um grande
foco em dreas que sao muito semelhantes ao invés de considerar a similaridade entre as

sequéncias como um todo. O alinhamento local tem por objetivo encontrar padroes de
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(b) Exemplo de alinhamento local [13]

nucleotideos, sequéncias de DNA, ou padroes de aminoacidos que foram conservados ao
longo da evolugao [7]. Esse tipo de alinhamento é especialmente importante no estudo
das proteinas [14]. As Figuras 2.2a e 2.2b apresentam um exemplo de alinhamento global
e local entre as sequéncias So = [P,A,W H,E.AE] e S; = [HE,A,G,A,W,G,H,EE].

2.2 Algoritmos para Comparacao de Sequéncias

Como dito na Segao 2.1, a forma utilizada para que todas as combinagoes de caracteres
seja considerada é a Matriz de Pontos. Ao se comparar duas sequéncias, considera-se os
alfabetos ¥ = {A, T, G, C} para sequéncias de DNA, ¥ = {A, T, G, U} para sequéncias
de RNAouX ={A,C,D,E, F, G, H I, K, L, M\, N, P, Q, R, S, T, V, W, Y} para

proteinas e um caractere adicional para representacao dos gaps.



Existem formas diferentes de alinhamento e score e, portanto, existem também dis-
tintos algoritmos que levam essas diferencas em consideragao. Nesta secao serao apre-
sentados quatro algoritmos que serviram de base para o desenvolvimento do CUDAlign
e levam em consideragdo o alinhamento global (Needleman-Wunsch), alinhamento local
(Smith-Waterman) e modelo de score Affine Gap (Gotoh e Myers-Miller).

2.2.1 Algoritmo de Needleman-Wunsch (NW)

Em 1970, Needleman e Wunsch propuseram um algoritmo para o alinhamento global de
duas sequéncias biolégicas [8]. Apesar de gerar o alinhamento étimo, a versao inicial tinha
complexidade ctibica (O(n?)), posteriormente, foi alterada por Gotoh para uma versio que
utiliza matrizes de programacao dindmica, com complexidade quadratica (O(nm)), onde
m e n sao os tamanhos das strings Sy e Sy. [13]. A ideia do algoritmo é criar uma matriz
de similaridade, A, com as strings S; e Ss.

Para realizar o célculo do score em cada célula da matriz A, o algoritmo ird determinar
o maior valor entre trés possibilidades: (i) com base na célula A;_; ;_1, acrescentar o valor
obtido pelos caracteres Si[i] e Sa[j] - que pode ser um match ou mismatch; (ii) com base
na célula A;_;;, subtrair o valor de um gap; e (iii) com base na célula A, ;_;, subtrair o
valor de um gap. A funcgao de score é, entdo, ser representada de acordo com a Equacgao
2.1.

Ai1j-1+8(1,5),
Aij=mazx{ Ay — g, (2.1)
Aij1— 9.

Como a funcao de score precisa utilizar o valor de uma célula previamente calculada,
¢ necessario determinar valores iniciais para que o algoritmo possa ser executado. Dessa
maneira, adiciona-se uma linha e coluna no inicio da matriz - tornando seu tamanho
(n+1)x (m+1) -, onde cada célula adicionada tera o valor —ixg, para a linha, e —j*g para a
coluna. Considerando as strings So = {A,T,G,C,A,T,T,G} e S; = {T,G,C,A,A,T,G,G,G}
e os valores +1 para match, -1 para mismatch e -2 para gaps, o algoritmo NW produz a
matriz A representa na Tabela 2.1 e o alinhamento 2.2.

Apods o calculo de cada célula A, ;, é armazenada uma referéncia para a célula anterior
que foi utilizada para produzir a atual. Feito o preenchimento de todas as células da
matriz, inicia-se o processo de traceback. Este processo consiste em determinar o alinha-
mento utilizando a referéncia armazenada em cada célula da matriz. Comegando pela
célula A, 11 41, retorna-se até a posicao inicial da matriz, gerando o alinhamento de trés

para frente, exemplificado na Tabela 2.2.



Tabela 2.1: Matriz de alinhamento global utilizando Needleman-Wunsch.

* *TA|T|IG|C|A | T|T]|G
* 0 -2|-4)|-6|-8|-10|-12|-14]-16
Ty -2 | -1} -1(-3|-5|-7|-9 | -11|-13
Gy4]|-3|-2]0|-2|-4|-6]-8/-10
cy-6|-5|-4|-2]1|-1]-3]-5]-7
Ay8 | 5|6 |4|-2] 2] 0]-2]-4
Ay-10( -7 -6 |(-5{-3, 0|-1|-1]-3
Ty-12] -9 | -6 |-7|-5| -2 11 0 | -2
Gjy-14|-11| -8 |-5|-7T] 4] -1 01

GJ|-16|-13|-10|-7|-6| -6 | -3 | -2 1
Gy-18|-15|-12|-9|-8| -T | -5 | 4| -1

Tabela 2.2: Alinhamento global resultante de Needleman-Wunsch, com score -1.

AIT|IG|C|A|-|T|T|G]| -
- TIG|CIAJA|T|G|G|G

2.2.2 Algoritmo de Smith-Waterman (SW)

Diferente do algoritmo de Needleman-Wunsch, o algoritmo de Smith-Waterman [9], pro-
posto em 1981, tem por objetivo encontrar o melhor alinhamento local étimo [13]. Para
retornar tal alinhamento, foram feitas altera¢oes no algoritmo de Needleman-Wunsch. As
modificagbes nao alteraram a complexidade, que se mantém quadratica (O(nm)).

A principal alteracao sobre o algoritmo de Needleman-Wunsch se d4 na equacgao de
calculo das células. Como deseja-se encontrar apenas os trechos que sdo muito semelhan-
tes, a equacao deve considerar que, caso o valor se torne negativo, seja substituido por
zero, reiniciando o alinhamento. Temos, entao, a Equacgao 2.2 para o calculo das células

da matriz de programagcao dindmica A de Smith-Waterman:

0,
Ai— -1+ S i) ‘ 9
Ai,j = max it ( j) (22)
Ai—l,j -9,
Ai,jfl —4g.

Assim como em Needleman-Wunsch (Segao 2.2.1), uma referéncia para célula anterior
utilizada é armazenada na atual, com excecao de quando o valor zero é obtido. A matriz
de similaridade também tem sua primeira linha e coluna alteradas para os valores 0 -
ao invés de utilizar —i x g e —j * g. Apds a construcdo da matriz de similaridade, tem-
se 0o maior valor da matriz, que é o score do alinhamento local 6timo. Ao encontré-lo,

realiza-se o traceback até que se encontre o valor zero. O alinhamento local é, entao,



retornado. A Tabela 2.3 apresenta um exemplo da matriz de programacao dinamica A
de Smith-Waterman, utilizando as mesmas strings e scores da Se¢ao 2.2.1 e a Tabela 2.4

apresenta o alinhamento local obtido.

Tabela 2.3: Matriz de alinhamento local utilizando Smith-Waterman.

*P*IA| T G|CIA|T|T|G
*40/0]0]0]0[0[0]0]O
Tpo| 0 1,0(0]0]1]1]0
GJolo0o,0}2|0[0]0]0]2
Clojoy0(0{3(1/0(0}]0
AJoj1jo0|0|1]4]2]0|0
AJoj1]0|0|0]2]3]|1|0
TJHo|0|2|0]0]0|3]4]2
GJojlo,0|{3|1]0]1]2]5
GJojoj0j1]2]0[0]0]3
GJojoj0{1|0]1]0]0]1

Tabela 2.4: Alinhamento local resultante de Smith-Waterman com score 5.

TIGIC|A|T|T|G
TIG|C|AIA|T|G

2.2.3 Algoritmo de Gotoh

O algoritmo de Gotoh [16], proposto em 1982, diferente dos anteriores, possibilita a im-
plementagdo do modelo affine gap. Como descrito na Sec¢ao 2.1, este modelo penaliza o
primeiro gap com um valor W, e gaps os subsequentes com um valor W, onde W, <
W,. Temos entao a Equacao 2.3 para calcular o valor da penalizacao, que sera aplicada

no alinhamento ao encontrar um gap.

AMk)=—-W, — (k—1) %« W, onde k é o nimero de gaps consecutivos (2.3)

A algoritmo de Gotoh possui a mesma complexidade de tempo (O(nm)) que os al-
goritmos NW e SW, porém gasta o triplo de tempo e espago, pois torna-se necessario
manter multiplos valores para cada par de caracteres [13]. Tem-se agora trés matrizes
E;jel;;.

As matrizes E; ; e F; ; sdo criadas para determinar se deve ser criado um novo gap ou

para calcular o score de cada célula: A, ;,
estendido um ja existente. Além disso, é necessario fazer uma nova alteracao na fungao
de célculo da matriz A para considerar as novas matrizes. Temos entdao as Equacoes 2.4
2.5 2.6.



Ay i1+ s(4,7)

Aij=max §A;_1; — E;j (2.4)
Aijr— Fij
B Eij1 =W
ij = max (2.5)
F.o— -Fi—l,j - Ws
ij = max (2.6)

De maneira semelhante aos algoritmos anteriores, apos calcular toda a matriz de se-

melhancga, o algoritmo executa o traceback para retornar o alinhamento 6timo.

2.2.4 Algoritmo de Myers-Miller (MM)

O algoritmo de Myers-Miller [2], foi proposto em 1988 e tem por objetivo obter o ali-
nhamento 6timo com complexidade de espaco linear. E facil perceber a motivacdo do
algoritmo. Suponha a comparacdo entre duas sequéncias de DNA com 10° caracteres.
Ao gerar a matriz de similaridade, temos um total (105+1)x(10%+1) células, totalizando
aproximadamente 4 Terabytes de memoria, caso sejam utilizados 4 bytes por célula. Con-
siderando, por exemplo, que o genoma humano contém aproximadamente 3*¥10° pares de
bases [17], tornam-se invidveis algoritmos de andlise com complexidade espacial quadré-
tica.

Assim, utilizando o algoritmo de Gotoh (Segao 2.2.3) e o algoritmo de comparagao de
strings, de complexidade espacial linear proposto por Hischberg, o algoritmo de Myers-
Miller é capaz de executar o modelo affine gap para sequéncias biolégicas maiores.

O algoritmo funciona da seguinte maneira. Inicialmente, suponha as strings Sy =
[T,G,C,AAT,G,G,G]eS; =[AT,G,CATTG]eaEquacao 2.1 do algoritmo NW (Secao
2.2.1). Temos entdo a matriz A de similaridade. Seleciona-se a linha central da matriz
A, tal que . Apos selecionar a linha central, incia-se o processamento da matriz A da
seguinte forma: a linha 1 é obtida a partir da equagao de recorréncia e os valores da linha
0 sao descartados. Com a linha 1, obtém-se a linha 2 e descarta-se a linha 1. O processo
se repete até que se calcule a linha 7. Feito isso, realiza-se o mesmo procedimento, com
o reverso das strings, comegando na linha m e indo até a linha . Com os dois possiveis
scores para a linha central, somam-se os resultados obtidos em cada posicao da linha e,
o maior resultado, é a coordenada pertencente ao alinhamento 6timo. As Figuras 2.3b e

2.3a, e a Tabela 2.5 exemplificam a execugao do algoritmo.
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“fAalT|alclAlT|T|G]  *p*|lAlT|CG|Cc|AlT|T|CG

I Afwo|7|a|s|o|=2|44]|=5]|-=
} .r
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G
G
£ 3

(a) Execucao da linha 0 até a linha % (b) Execucao da linha m até a linha 3

Tabela 2.5: Célculo da coordenada pertencente ao alinhamento global. A células em azul

representam a coordenada obtida apds a soma dos valores. Para o exemplo, a coordenada
final é (4, 5).

5] 6| 4]1]2]0]2]4
96 |-5|2|-1]-3|5]-5
14129311 1-3]-7]-9

O procedimento descrito, ird dividir a matriz em sua linha central e obter as coorde-
nadas do alinhamento 6timo de maneira recursiva, até que se chegue no caso trivial de
apenas um ou zero caracteres, a Figura 2.4 exemplifica as recursoes. E a estratégia de
“Dividir para Conquistar”. Como os calculos de cada linha s6 levam em consideragao a

linha imediatamente anterior, a complexidade de espago do algoritmo é linear (O(n+m)).

Ponto Médio
e Otimo

Figura 2.4: Exemplo da execugio do algoritmo de Myers-Miller [2].
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Capitulo 3

Ferramentas CUDAlign e MASA

O CUDAlign foi desenvolvido para encontrar o alinhamento 6timo de sequéncias lon-
gas em tempo razoavel. O CUDAlign apresenta cinco versoes desenvolvidas por Sandes
em [18] e [1]. Cada versdo apresenta otimizagoes em relagdo a anterior. Tais otimiza-
¢oes contemplam paralelismo do processamento, particionamento da matriz de DP, Block
Pruning, multiplas GPUs e Incremental Speculative Traceback. O objetivo do presente
capitulo é descrever em detalhes as ferramentas CUDAlign e MASA, que serao utilizadas
neste trabalho de graduagdo. Em particular, as estratégias desenvolvidas no CUDAlign
contribuem para a compreensao de como é gerado o arquivo de saida, que sera utilizado
para visualizacao grafica dos alinhamentos de sequéncias.

A Secdo 3.1 apresenta a primeira versao do CUDAlign e o paralelismo interno e externo.
A Secgao 3.2 apresenta a segunda versao do CUDAlign e as otimizacoes de matching
baseado em objetivo, execucao ortogonal e divisao balanceada. A Secdo 3.3 apresenta
melhorias a segunda versao, com a otimizacao block pruning. A Secao 3.4 apresenta a
terceira versao do CUDAlign e sua nova arquitetura Multi-GPU. A Secao 3.5 apresenta a
ultima versao do CUDAlign e a otimizacao Incremental Speculative Traceback. Por fim,

a Secao 3.6 apresenta a arquitetura MASA.

3.1 CUDAlign 1.0

O CUDAlign busca encontrar alinhamentos 6timos de sequéncias longas, em tempo ra-
zoavel, utilizando o algoritmo de Smith-Waterman (Segao 2.2.2) com uso do modelo affine
gap (Segao 2.1).

Para alcangar os objetivos, o autor em [18] propde o uso de paralelismo externo e
interno. No primeiro, as células da matriz de programagao dindmica (DP) sao divididas
em blocos de R linhas e C' colunas, o que resulta em um grid G = 5 x %, onde n e m sdo
os tamanhos das strings Sy e Si.
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Os tamanhos de R e C sao definidos de acordo com o total B de blocos concorrentes
e o numero 1" de threads por bloco. Os valores de B e T sao definidos de acordo com
a GPU que sera utilizada para o processamento, e estes serdo usados nas chamadas de

kernel. Dessa maneira, R e C' sdo definidos da seguinte forma:

R =ax*T, onde o é o nimero de linhas que cada thread processa (3.1)
n

C=—= 3.2

. (3.2

Para executar o processamento, o blocos sao organizados em diagonais externas, Dy
={Gy; |i+j=k},onde k ={0, 1, 2, ...}. O total de diagonais externas é dado por |D|
= B + 7% - 1 e o total de blocos nas diagonais varia de 1 até B. Apenas uma diagonal
é processada por vez e, ao final do processamento de cada uma, ha sincronizacao, devido
ao retorno de controle para a CPU. O processamento se repete até que todos os blocos
da matriz de DP sejam processados. A Figura 3.1 mostra como é feito o processamento

das diagonais externas.

0 12 24 36
Go,0 Go Go,2

G110 G111 G12 Da

Gz,0 G221 G2.2

18

G3.0 Gs31 Gs32
24

Ga.0 Ga Ga2
30

Gs.0 Gsa Gs,2
36

Figura 3.1: Exemplo de organizacao das Dj diagonais externas, formando o grid G. Em
destaque a diagonal D4 sendo processada [1].

No paralelismo interno, em cada bloco B, as T' threads cooperam de forma a processar
todas as R x C' células deste. De maneira semelhante ao paralelismo externo, as células
sdo processadas em diagonais internas, d, = {(i, j) |1] + j = k}, onde k = {0, 1,
2, ...}. Cada thread T}, processa a * k até a * k — 1 linhas, indo da esquerda para a
direita. As threads sempre processam a mesma diagonal dj, dessa maneira, T; processa
a coluna j, ao mesmo tempo que T;_; processa a coluna j — 1. Da mesma maneira
que ocorre no paralelismo externo, ao final do processamento das diagonais internas,

h& uma sincronizacao das threads realizada pela diretiva ___syncthreads(), definida pela
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arquitetura CUDA. A Figura 3.2 mostra como é feito o processamento das diagonais

internas.
;  do i doody e ds d6 A ds b du dn
L p i-ii-i-rr"'nnir
To{ o128 I
il
n{HH- e
{2 =

Figura 3.2: Exemplo de processamento de diagonais internas (bloco). Sao 3 threads
processando 2 linhas cada. As diagonais internas dy, dy, di1 e dy3 estdao em destaque [1].

Para aumentar o paralelismo, algumas otimizagdes foram propostas no CUDAlign 1.0.
Com o uso de blocos retangulares (R x C'), o paralelismo interno s6 ¢ méximo entre as
diagonais internas ds e di_o. Nas diagonais dy, dy, di_1 e di, o paralelismo diminui com
threads ociosas, como pode ser visto na Figura 3.2. Assim, foi implementado o mecanismo
de delegacao de células e paralelismo em paralelogramo.

Na delegacao de células, as threads computam as células até a diagonal dy_o (maior
paralelismo) e finalizam o processamento, deixando o restante das células para serem
processadas no proximo bloco. Dessa maneira, nao tem-se mais blocos retangulares, e sim

blocos paralelogramos, como mostrado na Figura 3.3.

do di d2 ds da s ds dr 08 do du dn
vy 'y ¥ ¥y ¥
T {n,n 0,4 011
0110 14 ;’.;1
2.1 23 7z
Tl{ 31 33 N7
T { 12 12 N2
5,0 5,2 NZZ,
a i b |

Figura 3.3: Exemplo de bloco paralelogramo. As células hachuradas mostram as células
pendentes, que serdo enviadas para processamento no proximo bloco. As células com j
negativo indicam células que foram delegadas por um bloco anterior [1].
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Apesar da delegacao de células prover alto paralelismo, os blocos agora possuem de-
pendéncia entre si, o que nao pode acontecer ja que o processamento feito pela GPU pode
ocorrer em qualquer ordem. Para evitar isso, é necessario que o controle seja dado a CPU,
forcando um ponto de sincronizagao global. Assim, criou-se duas fases de processamento
(cada qual em seu kernel): curta e longa.

Na fase curta, o objetivo é terminar o processamento das células pendentes. A GPU
processa as T' — 1 primeiras diagonais internas do bloco, a CPU assume e forca a sincro-

nizacao, eliminando a dependéncia.

n _

B
é chamada de “longa”, pois o niimero de colunas C' de cada bloco tende a ser muito maior

Na fase longa, a GPU termina de processar as (T — 1) diagonais restantes. A fase
que o nimero de threads, resultando em um tempo maior de execucao, quando comparada
com a fase curta. As Figuras 3.4 e 3.5 mostram a dependéncia entre os blocos e as fases

de processamento.
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Figura 3.4: Dependéncia entre os blocos. Se o bloco 2 for processado antes do 3, os valores
da drea cinza serao indeterminados [1].

3.2 CUDAlign 2.0

O CUDAlign 2.0 recupera o alinhamento étimo, executando a fase de traceback (Segao
2.2.1). Para tanto, adotou-se uma abordagem “dividir para conquistar”, onde as coorde-

nadas do alinhamento 6timo sao obtidas iterativamente, até que se obtenha o alinhamento

15



short lorg
phase phase

Figura 3.5: Resolu¢dao da dependéncia por meio das fases curta e longa. Ao processar a
diagonal com os blocos 3 e 2, a fase curta ira processar 3.1 antes que a fase longa processe
2.2, eliminando a dependéncia [1].

completo. Dessa forma, foram desenvolvidas trés estratégias - matching baseado em ob-

jetivo, execucao ortogonal e divisao balanceada -, divididas em seis estagios.

3.2.1 Estégio 1 - Obtencio do Score Otimo

O Estédgio 1 executa o mesmo algoritmo béasico do CUDAlign (Segao 3.1), com uma
alteracao: algumas linhas sao salvas em disco para matching e checkpoint, permitindo que
a execucao seja retomada em caso de interrupcao. Estas linhas sdo denominadas “linhas
especiais” e sao obtidas a partir do final do processamento de um bloco e, portanto,
somente as linhas que tem indice multiplo da altura de um bloco sao candidatas.

As linhas especiais sdo salvas em disco, em uma area especial chamada Special Rows

Area (SRA). O tamanho da SRA é constante, e definido em tempo de execugao. Cada

8kmxn

m—l hnhaS, (§]

linha possui 8n bytes e a SRA pode armazenar um méaximo de |

armazena pelo menos uma linha especial.

3.2.2 Estagio 2 - Traceback Parcial

No Estagio 2, é realizado o calculo da equacao de recorréncia do alinhamento de maneira
modificada, levando em conta o alinhamento semi-global [1]. Nessa fase, serdo encontradas
as coordenadas do alinhamento 6timo que cruzam as linhas especiais, além da coordenada
inicial do alinhamento étimo.

Para realizar os célculos, duas otimizacoes foram propostas: matching baseado em
objetivo e execucao ortogonal.

Matching baseado em objetivo: o procedimento de matching realizado no Estagio
2 difere do procedimento proposto de Myers-Miller (Segao 2.2.4), pois ja se conhece o

score maximo (chamado de “score alvo”). Dessa forma, o algoritmo ird procurar pelo
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score alvo e, assim que encontra-lo, encerra o procedimento de matching, iniciando uma
nova iteracao buscando o proximo score alvo relativo a préxima linha especial. Ainda,
a busca ¢ realizada no sentindo inverso ao processamento do Estagio 1 e de maneira
ortogonal.

Execucao ortogonal: Para haver ganho de desempenho, o algoritmo nao deve reali-
zar a busca das coordenadas em sentindo horizontal - tal qual o processamento do estagio
1 faz. Para tornar a busca mais eficiente, as threads realizam a busca na direcao vertical,
no sentido ortogonal ao Estagio 1. Assim, a area da busca é diminuida, pois a computa-
¢ao para ao se encontrar o score alvo. A Figura 3.6 mostra a diferenga entre a execugao

original de Myers-Miller e a execugao ortogonal.

L L» L» L L L» L» L»
= L= L L» U - L= L= L= LU
L L= L= L L L= L= L
L L L» L L L» L@ L
S e o I e e L
L T
- - - - t‘?‘_
- - - - t
- - - - A
H - - - - t
- o - +

Figura 3.6: Exemplo da execugao original de Myers-Miller e da execucao ortogonal do
CUDAlign. A area em cinza ¢é ignorada durante a busca, diminuindo a area de busca da
coordenada [1].

3.2.3 Estagio 3 - Divisao das Particoes

O Estagio 3 ir4 aumentar o nimero de coordenadas conhecidas que cruzam o alinhamento
6timo. O Estégio 2 gera diversas particoes bem definidas - as coordenadas de inicio e fim
definem as particoes - e sem qualquer dependéncia, possibilitando seu processamento em
qualquer ordem pela GPU (ou multiplas GPUs).

As partigoes sao divididas em varias colunas, uma para cada coordenada pertencente

ao alinhamento 6timo, como mostra a Figura 3.7
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Figura 3.7: Exemplo da execucao do estagio 3. [1].

3.2.4 Estagio 4 - Myers-Miller Otimizado

A partir do estagio 4, a execugao nao ocorre mais em GPU. Aqui ja sdo conhecidos vérios
pontos do alinhamento e o controle é passado para a CPU. Com base nas coordenadas
conhecidas, mais parti¢oes sao criadas, e mais coordenadas sdo encontradas. A criacao de
novas particoes para busca é realizada enquanto o tamanho da parti¢cao for maior que 16
bases - tamanho definido empiricamente.

A cada nova iteracao, o nimero de coordenadas conhecidas aumenta em até 2x, e varias
iteragoes podem ocorrer. Da mesma forma, como no Estagio 3, a ordem de execugao aqui
é irrelevante.

Como visto na Secao 2.2.4, o algoritmo divide as parti¢des em problemas menores. No
entanto, isso pode levar a um tamanho muito diferente entre parti¢goes. Uma otimizacao
foi proposta para melhorar o desempenho do Estagio 4: a divisao balanceada.

Divisao balanceada: essa otimizacao altera o algoritmo para que as parti¢coes possam
ser divididas nas linhas ou colunas centrais. Dessa maneira, a maior dimensao da particao
serd dividida, diminuindo o esforgo de busca pelas coordenadas. A Figura 3.8 mostra a

diferenca entre o método original e a otimizacao proposta.
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Figura 3.8: Divisao balanceada proposta no CUDAlign - a) mostra a divisdo original
proposta por Myers-Miller e b) mostra a divisao balanceada [1].

3.2.5 Estagio 5 - Obtencao do Alinhamento Completo

O Estéagio 5 alinha as particoes, obtidas no Estagio 4, em CPU utilizando o algoritmo de
Needleman-Wunsch (Segao 2.2.1). Os alinhamentos de cada partigdo sdo concatenados,
gerando o alinhamento das sequéncias.

Com o alinhamento encontrado, o algoritmo gera um arquivo de saida em formato
binario - para diminuir o tamanho da saida de dados -, com as seguintes informagoes:
coordenadas inicial e final do alinhamento, score 6timo, e duas listas GAP; e GAPy com
tuplas de coordenadas de abertura e tamanho do gap, uma para cada string. O arquivo

pode ser utilizado para reconstrucao do alinhamento, mas sao necessarias as sequéncias.

3.2.6 Estagio 6 - Visualizacao

O Estéagio 6 é opcional. Aqui, utiliza-se a saida gerada no Estagio 5 para criar um arquivo
texto ou utilizar alguma aplicacdo para gerar uma visualizacao grafica do alinhamento.
O foco deste trabalho serd o desenvolvimento de tal ferramenta de visualizagdo grafica.

Tendo o arquivo binario - gerado pelo estégio 5 - e as sequéncias utilizadas para geré-lo,
¢ bastante simples reconstruir o alinhamento para utilizagao na ferramenta. Para realizar
a reconstrucao, basta fixar as coordenadas inicial (ig, jo) e final (i1, j;) e a unido de todos
os gaps, utilizando sempre o mais préximo a coordenada atual.

Suponha o alinhamento mostrado nas Figuras 2.1 e 2.2. O Estagio 5 iria gerar o
bindrio contendo os seguintes dados: (0, 0), (9,8), GAP; = [(5,5,1), (9,8,1)] e GAPy =
[(0,1,1)]. Sabendo que Sy = [T,G,C,AAT,G,G,G] e S; = [A,T,G,C, AT, T,G], tem-se que
o alinhamento ocorre nas coordenadas: (0,0), (0,1) gap mais préximo, (1,2), (2,3), (3,4),
(4,5), (5,5) gap mais préximo, (6,6), (7,7), (8, 8), (9, 8) gap mais préximo e coordenada

final. A Figura 3.9 mostra a reconstrucao do alinhamento global das sequéncias.
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Figura 3.9: Recuperagao do alinhamento por meio do software GNUPlot. Os pontos em
X representam os caracteres da string Sg e os pontos em Y os caracteres na string Si.

3.3 CUDAlign 2.1

Na versao 2.1, o autor em [1] propdem a otimizacao de block pruning para acelerar o
processamento da matriz de DP para alinhamento local 6timo. A otimizacao é baseada na
ideia de que dependendo da semelhanca entre as sequéncias, o algoritmo pode descartar
células com score muito baixo e que, portanto, ndo tém chances de fazerem parte do

alinhamento local étimo.

3.3.1 Definicoes

Para uma célula (7, j), tem-se que A; é a distancia da linha ¢ até a tltima linha da matriz,
tal que A; = m — ¢. De maneira semelhante, tem-se que A; é a distancia da coluna j até
a ultima coluna da matriz, tal que A; =n — j.

Temos também que A; — cell é uma célula que estd mais proxima da ultima linha do
que da tltima coluna, tal que A; < A;. Ainda, A; — cell ¢ a célula que estd mais préxima
da tltima coluna do que da tltima linha, tal que A; < A;

Por fim, se a célula (i, j) possui score H(i,j), temos que o score maximo obtido no
alinhamento local é H,q, (7, ) = H(%,5) + min(A;, Aj) * ma, o que ilustra uma situacao
onde a partir de (i, j), tem-se o alinhamento de match perfeito entre as bases até chegar
na tltima linha ou coluna da matriz (o que estiver mais perto). Assim, pode-se definir
como prunable uma célula cujo o score maximo H,,q,(7,7) é menor que o score maximo

encontrado até o momento.
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3.3.2 Block Pruning

Para reduzir o tempo de processamento, temos que definir se uma célula é prunable antes
mesmo de saber seu score. Dessa maneira, utiliza-se a seguinte ideia: se (i-1, j-1), (i-1,
j) e (i, j-1) sdo prunable, entdo (i, j) também é, dispensando o processamento de (i, j).
A otimizacao block pruning estende essa ideia para blocos inteiros, descartando-os. O
processamento nos blocos considera a célula com maior score no canto superior esquerdo
- maior A; e A; possiveis -, tornando-o mais rapido do que a aplicagdo a células. A

formalizacdo do método nao serda abordada neste trabalho, porém pode ser lida em [19].

3.4 CUDAlign 3.0

Apesar das otimizacOes propostas até a versao 2.1, Sandes mostra que o alinhamento em
sequéncias de 33 MBP, possui tempo de execugao foi superior a 8 horas [1]. Assim, uma
nova arquitetura com miltiplas GPUs foi projetada para a versao 3.0, para acelerar o

Estagio 1, que é o mais longo.

3.4.1 Arquitetura Multi-GPU

Nesta versao, o CUDAlign utiliza multiplas GPUs simultaneamente. Cada GPU é res-
ponsavel por um subconjunto de colunas da matriz de DP (intervalo). Se as GPUs forem
idénticas, os intervalos irdo possuir o mesmo tamanho, porém se forem diferentes, os
intervalos serdao proporcionais a capacidade de processamento de cada GPU.

Para cada GPU, é associado um processo, e cada processo possui trés threads, sendo
duas threads de comunica¢ao e uma de gerenciamento. A tltima é responsavel por in-
vocar o kernel em GPU e por interagir com as threads de comunicagao. As threads de
comunicagao irdo enviar e receber as células entre os processos, por meio de sockets. A

Figura 3.10 mostra como ¢ organizada a arquitetura da versao 3.0.

S —

Figura 3.10: Arquitetura Multi-GPU do CUDAlign 3.0 [1].
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3.4.2 Buffers de Comunicagao

Como ha comunicacao entre processos, foram associados buffers de comunicacao a cada
thread, que podem receber ou enviar dados. O proposito destes é esconder a laténcia
provocada pela comunicacao entre as GPUs, tanto pelo overhead, quanto pela qualidade
da conexao de rede.

Os buffers também sao indicadores da qualidade do balanceamento da divisao de
intervalos entre as GPUs. Na Figura 3.11 o buffer de saida O; possui poucos dados
esperando para serem enviados para o buffer de entrada I, que possui muitos dados
esperando para serem consumidos. E um sinal de que a GPU; estd produzindo dados
mais rapidamente do que a GPUy pode processar. Porém, se ambos os buffers de entrada
e saida estao praticamente vazios, como é o caso dos buffers Oz e 14, significa que a divisao
estd balanceada.

Dessa forma, quando a divisao é balanceada, o uso dos buffers é praticamente cons-
tante e a velocidade de processamento é maxima. Quando a divisao esta desbalanceada,
os buffers podem ficar cheios, bloqueando as threads e reduzindo a velocidade de proces-

samento.

GPU, GPU, GPU, GPU,
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Figura 3.11: Buffers de comunicagao entre GPUs [1].

3.5 CUDAlign 4.0

Com a utilizagdo da arquitetura Multi-GPU (segdo 3.4), o desafio é utiliza-la para re-
cuperacao do alinhamento - Estidgios 2 a 5 - de forma paralela, ja que a execucao do
estagio 2 ¢ sequencial. Foram propostas uma alteracao no Estagio 1, além da otimizacao:

Incremental Speculative Traceback (IST).
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3.5.1 Estagio 1 Modificado

A versao 3.0 do CUDAlign apresentava uma limitacao no tamanho das sequéncias devido
a memoéria de textura disponivel nas GPUs. A limitagdo impedia o alinhamento entre
sequéncias maiores que 134 MBP (227). Para permitir o alinhamento de sequéncias mai-
ores, a versao 4.0 propoem a subdivisao da matriz de DP em quadrantes que caibam na
memoria de textura da GPU. Cada subdivisao é calculada individualmente, uma apds a
outra, de tal maneira que a primeira linha/coluna de uma subpartigao é obtida da ultima
da subparticao anterior.

Além disso, as linhas especiais agora serao salvas em um diretério exclusivo para cada
GPU, ou em memoéria RAM para evitar o overhead das operagoes de 1/O em disco, que

geram gargalo na execucao.

3.5.2 Pipelined Traceback (PT)

Com a utilizacdo das modifica¢oes no Estagio 1 (3.5.1), a utilizagao de varias GPUS cria
um pipeline para os Estagios 2 a 4.

Ap6s a conclusao do Estagio 1, a tltima GPU inicia o Estagio 2, enquanto as demais
ficam ociosas, pois dependem do crosspoint (ponto médio pelo qual o alinhamento 6timo
passa), calculado pela GPU a direita, criando um caminho critico de execuc¢ao. Tendo o
crosspoint, a GPU pode calcular os Estagios 3 e 4 em pipeline.

H&4 duas fases em que parte das GPUs fica ociosa: no inicio do preenchimento do
wavefront (Segdo 2.1) e apds a conclusao do Estagio 1, em que a GPU;_; aguarda pelo
crosspoint obtido pela GPU; no estagio 2. A Figura 3.12 exemplifica as fases ociosas das
GPUs.

3.5.3 Incremental Speculative Traceback (IST)

Apés realizar a analise de varias execugoes do CUDAlign, notou-se que os crosspoints
encontrados em colunas intermediarias tendem a coincidir com as posi¢des onde ocorrem
os scores maximos dessas colunas. Sabendo disso, o IST gera uma possivel coordenada
pertencente ao alinhamento 6timo e, apos a execucao do Estagio 1, utiliza essa possivel
coordenada para realizar o processamento da partigao (Estagio 2). Quando a GPU; for
acionada para o Estdgio 2, esta verifica o crosspoint recebido pela GPU,. ;. Se os valores
especulado e real coincidirem, a GPU; apenas repassa o crosspoint para a proxima GPU;_;.
Caso contrario, a GPU; recalcula a particdio novamente, com o valor correto.

Também observou-se que regioes com pouca similaridade - muitos gaps ou mismatches
- sao dificeis de prever. Assim, ao invés de utilizar apenas os crosspoints das colunas in-

termediarias, as GPUs vizinhas trocam informacoes. Dessa maneira, as GPUs enviam os
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Figura 3.12: As areas em branco indicadas por t, e t;, definem os tempos que a i-ésima
GPU fica ociosa. As areas cinzas indicam os momentos em que a i-ésima GPU esta
processando [1].

crosspoints especulados, e calculam um novo crosspoint com base na especulagao recebida
- menos no caso em que o crosspoint recebido ja tenha sido calculado pea GPU, ;. Esse
processo incremental aumenta a chance de se obter uma especulacao correta. Os resul-
tados das especulagoes - scores, linhas especiais, dentre outros - sao armazenados em um
area chamada de cache. Ainda, ha um valor maximo de especulacoes, maz_ spec_tries,

para limitar o uso de memoria. A Figura 3.13 mostra como funciona a otimizacao IST.

GPU GPU GPU
1 i n

Figura 3.13: t, é o tempo que cada GPU fica ociosa durante o preenchimento do wavefront
e t; mostra o tempo que cada GPU gasta no estagio 1. As areas em cinza, tais como
exemplificadas por tg 9/, exemplificam o processamento do IST, onde a GPU estaria ociosa.
Por fim, as linhas diagonais em cinza escuro indicam o tempo gasto para recalcular uma
partigdo com valor especulado incorretamente [1].
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3.6 Multi-plataform Architecture for Sequence Alig-
ners (MASA)

O CUDAlign, como o préprio nome indica, se baseia na arquitetura CUDA da NVidia.
No entanto, durante seu desenvolvimento, viu-se que era possivel portar algumas de suas
otimizagOes para outras plataformas de de hardware (tais como CPUs e GPUs de outros
fabricantes), e de software (tais como OpenCL, OpenMP e OmpSs). Assim, Sandes propos
o desacoplamento entre o cédigo independente e especifico, resultando na arquitetura
MASA [1].

O MASA é um framework, baseado no CUDAlign, para facilitar o desenvolvimento
de solucoes de alinhamento em outras plataformas. Por ser uma arquitetura modular,
possibilita a criacdo de novas implementacdes multiplataforma. Cada customizagao do
MASA é definida como uma “extensao”, e deve produzir um bindrio executavel para a
plataforma que for escolhida.

Dentre as otimizagoes propostas em todas as versoes, o Block Pruning (Segao 3.3.2) é a
mais relevante e, portanto, foi implementada para ser portavel para qualquer plataforma.
No entanto, ainda s6 esta disponivel para gerar alinhamentos locais e em dispositivos

tnicos (1 GPU ou 1 CPU).

3.6.1 Arquitetura MASA

A arquitetura MASA foi projetada com cinco médulos: Geréncia de Dados, Comunicacao,
Estatistica, Geréncia de Estagios e Aligner. A Figura 3.14 apresenta a organizagao da
arquitetura MASA.
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Figura 3.14: Organizagao da arquitetura Masa [1].

Os quatro primeiros moédulos foram projetados para serem portados para qualquer
plataforma. Ja o moédulo Aligner, que é o responsavel por calcular a matriz de DP, é
onde estd o codigo especifico de cada plataforma. Ele possui trés submaddulos: (a) Tipo
de processamento; (b)Block Pruning, que sao customizéveis para cada plataforma; (c)
Calculo da matriz, que é passivel de otimizagoes especificas a plataforma escolhida.

Por fim, é importante destacar as fungoes de cada médulo. O médulo Aligner, como
dito anteriormente, é responsavel por calcular o alinhamento. Ele executa a equacao de
recorréncia de SW (Secao 2.2.2) ou NW (Segao 2.1). Ainda, permite a escolha do tipo de
processamento - wavefront ou genérico [1] -, e block pruning (Secao 3.3.2).

A Geréncia de Dados é responsével pela entrada e saida de dados do sistema. E o
modulo responsavel por ler as strings das sequéncias que serao alinhadas, processar os
pardmetros passados pela linha de comando, armazenar as linhas especiais (Segao 3.2.1)
, gerar os arquivos de saida (bindrio ou texto) (Se¢bes 3.2.5 e 3.2.6), dentro outros.

O modulo de Estatisticas ird gerar as informagoes a respeito do tempo de execucao
em cada estagio, uso de memoria e disco, porcentagem de blocos descartados no block
pruning, dentre outras.

O médulo de Geréncia de Estagios coordena a execugao dos estagios 1 a 3, utilizando
o Aligner, e executa os estagios 4 a 6 em CPU, como descrito na Secao 3.2.

Por fim, o m6dulo de Comunicacao é responsavel pela troca de informacoes entre os
diversos nés do processamento, permitindo o uso de multiplas GPUs ou dispositivos para

processamento.
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Capitulo 4

Ferramentas Para Execucao de
Comparacoes e Visualizacao de

Alinhamentos

Na bioinformatica, o campo de alinhamento de sequéncias genéticas - sejam nucleotideos
ou proteinas - tem muita importancia. Atestar este fato é simples, pois ao pesquisar por
ferramentas de alinhamento na Internet, encontra-se uma grande variedade de ferramen-
tas, publicas e privadas, com proposito de realizar alinhamentos de sequéncias genéticas.

Este capitulo tem por objetivo apresentar algumas das ferramentas disponiveis, mos-
trando suas vantagens e desvantagens, para que construa-se uma base do que se deve ou
nao fazer no que diz respeito a interface, documentagao e apresentacao de resultados aos

usuarios.

4.1 EMBOSS

A ferramenta EMBOSS ¢ desenvolvida pelo EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory - European Bioinformatics Institute). O EMBOSS possui um conjunto de
ferramentas, de uso aberto, de bioinformatica. No alinhamento de pares, a plataforma
possui ferramentas de alinhamento global - Needle, que utiliza o algoritmo de Needleman-
Wunsch (Segdo 2.2.1), e Strecher, que utiliza uma versdo modificada do algoritmo de
Needleman-Wunsch, para o alinhamento de sequéncias maiores -, local - Water, que uti-
liza o algoritmo de Smith-Waterman (Se¢ao 2.2.2), Matcher e LALIGN - que fazem o

alinhamento heuristico -, e, por fim, genémico - GeneWise [15].
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4.1.1 EMBOSS Needle e EMBOSS Water

Como dito anteriormente, as ferramentas EMBOSS Needle e Emboss Water realizam o
alinhamento global e local, respectivamente, de sequéncias de DNA ou proteinas. Ambas
podem ser utilizadas diretamente no site [20][21], e apresentam uma interface bastante

simples. A Figura 4.1 mostra a interface de usudrio para utilizacao na plataforma online.

Pairwise Sequence Alignment

EMBOSS Meedle reads two input sequences and writes their optimal global sequence alignment to file.

STEP 1 - Enter your protein sequences

Enter a pair of
| PROTFIN N
sequences. Enter or paste your first protein in any supported format:

A8
Or, upload a file: Browse.. Mo File selected. Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs
AND
Enter or paste your second protein in any supported format:

i
Or, upload a file: Browse. No File selectad

STEP 2 - Set your pairwise alignment options

OUTPUT FORMAT

ocair

MATRIX GAP OPEN GAP EXTEND END GAP PENALTY END GAP OPEN END GAP EXTEND

| BLOSUME2 g ” 10 | os g | | 10 g | 05 g

STEP 3 - Submit your job

Be notified by email ( Tick this box If you want fo be notified by email when the results are available)

Figura 4.1: Interface de usuério (UI) da ferramenta EMBOSS Needle e Water, disponivel
na plataforma EMBL-EBI.

Apesar da facilidade do uso, o EMBOSS apresenta um problema com relagao a custo-
mizagao dos valores do modelo de score (Segao 2.1). Os valores de match e mismatch sao
definidos pela matriz de substituigdo escolhida (Secao 2.1), dentre as opgdes disponiveis.
Os valores para gaps também podem ser escolhidos, de maneira igualmente limitada. O

usuario é apresentado com algumas opcoes de valores para o scoring de gaps, mas nao
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pode escolher valores arbitrarios. As Figuras 4.2 e 4.3 mostram a customizacao de valores

para o scoring.

STEP 2 - Set your palrwise alignment options

OUTPUT FORMAT
palr
MATRIX GAP OPEN GAP EXTEND END GAP PENALTY END GAP OPEN END GAP EXTEND

BLOSUM6&2 T 10 T o5 7| false T 10 T o5 v

Figura 4.2: Customizacao do modelo de scoring da ferramenta EMBOSS Needle.

STEP 2 - Set your pairwise alignment options

OUTPUT FORMAT
palr

MATRIX GAP OPEN GAP EXTEND

BLOSUMe&2 T 10 T o8 v

Figura 4.3: Customizacao do modelo de scoring da ferramenta EMBOSS Water.

Em sua documentacao, a ferramenta nao apresenta nenhum limite no tamanho das
sequéncias sendo analisadas, e diz apenas que “The maximum size for any program de-
pends only on how much memory your system has.” [22]. Apesar de ndo possuir um
limite explicito, ao executar a ferramenta em hardware préprio, com 8 GB de memoria
RAM instalados, para o alinhamento de arquivos de 10 KB [5][6], 150 KB [23][24], 1 MB
[25][26] e 5 MB [3][4], o limite maximo foi atigindo com dois arquivos de 10 KB. Por
utilizar os algoritmos de Needleman-Wunsch e Smith-Waterman, a complexidade espacial
¢ O(nxm), onde n e m sdo os tamanhos das sequéncias, o que torna a ferramenta invidvel
para comparacao de sequéncias médias ou longas em computadores pessoais. As Figuras

4.4 e 4.5 mostram a ferramenta falhando na tentativa de alinhamentos de 150KB.

g S needle 150KB/NC_000898.1.fast
a 150KB/NC_007605.1.fasta
Needleman-Wunsch global alignment of two sequences

Gap opening penalty [10.0]:

Gap extension penalty [0.5]:

Output alignment [nc_000898.needle]:
Died: Sequences too big. Try 'stretcher®

Figura 4.4: EMBOSS Needle falhando ao tentar alinhar duas sequénciasde 150KB.

Para sequéncias com arquivos maiores que 10 KB, o programa sugere a utilizacao
das aplicacoes stretcher, matcher ou supermatcher, para alinhamentos global - utilizando
Myers-Miller (Segao 2.2.4), local - utilizando Waterman-Eggert - e local nao-6timo - utili-

zando uma mistura de word-match e Smith-Waterman -, respectivamente. As aplicagoes
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$ water 150KB/NC_000898.1.fasta

150KB/NC_007605.1.fasta

Smith-Waterman local alignment of sequences

Gap opening penalty [10.8]:

Gap extension penalty [0.5]:

Output alignment [nc_000898.water]:

Died: Sequences too big. Try 'matcher' or 'supermatcher'

Figura 4.5: EMBOSS Water falhando ao tentar alinhar duas sequéncias de 150KB.

alternativas - para alinhamentos maiores - tem limite maximo de 1 MB na plataforma on-
line e, apesar de ser possivel executar as alternativas em computadores pessoais, o tempo
para conclusao do alinhamento de sequéncias longas é inviavel. Ao executar o alinha-
mento de dois arquivos de 1 MB, o stretcher precisou de aproximadamente 90 minutos
para concluir o alinhamento.

O EMBOSS nao gera saida gréafica para alinhamentos de pares, apenas a versao tex-
tual, que apresenta o alinhamento das sequéncias caractere a caractere, mostrando os
matches, mismatches e gaps. Ainda, a saida também apresenta dados estatisticos, em-
bora limitados, sobre o alinhamento, quais sejam: tamanho do alinhamento, identidade,
similaridade, gaps e score. A Figura 4.6 mostra uma saida gerada apds a execugao do
EMBOSS Needle.

E importante ressaltar ainda, que a versao online possui APIs REST (Representational
State Transfer) e SOAP (Simple Object Access Protocal), e, para sequéncias longas, o
usuario pode disponibilizar um endereco de e-mail para que seja avisado pela plataforma

da conclusao do alinhamento.

4.2 MUMmer

A ferramenta de alinhamento MUMmer foi desenvolvida para realizar, de maneira rapida,
o alinhamento heuristico de sequéncias longas de DNA. Para realizar tais alinhamentos,
o MUMmer utiliza suffiz trees, que sao estruturas de dados que permitem construgao
e pesquisa em tempo linear (O(n)). Para atingir maiores velocidades em alinhamentos
longos, o MUMmer néo gera alinhamentos 6timos. Assim como o EMBOSS (Segao 4.1),
o MUMmer é um software aberto e estd disponivel para download e contribuigoes na
plataforma Github [27].

Em sua documentacao, o MUMmer nao apresenta limitacoes explicitas para o tamanho
das sequéncias, informando apenas que é necessario ter meméria RAM e espago em disco
suficientes, mas que, de maneira geral, 512 MB de memodria RAM e 1 GB de espaco em
disco sao suficientes para a maioria das comparagoes de tamanho médio. Ao realizar os
testes de execugdo com os mesmo arquivos (10 KB [5][6], 150 KB [23][24], 1 MB [25][26]

e b MB [3][4]), o MUMmer executou todos sem problemas - o maior tempo de execucao
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Program: needle
Rundate: Mon 18 Nov 2019 20:18:40
Commandline: needle
[-asequence] 10KB/AF133821.1.fasta
[-bsequence] 10KB/fAY352275.1.fasta
Align_format: srspair
Report_file: af133821.needle

HHHH R R R

#

# Aligned_sequences: 2

# 1: AF133821.1

# 2: AY352275.1

# Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 10771

# Identity: 85671077

# similarity: 856771077

# Gaps: 1227/1077

# Score: 3713B8.5

#

#

#

AF133821.1 1 AAANTACCTTNTTAGAACTGCCTTTGCTGTACCCTGTAAGTTTTGGGTTG 50

AY352275.1 e e [

AF133821.1 51 TTGCATTTTCATGTTCATTTATCTCTACATAGTTTTTAAAACTTCCTTTT 100

AY352275.1 [ e Y ¢]

AF133821.1 101 TGATTTCTTCTTGACCCATTGGTTGTTCAGCGATCATGTTGTTTAGTTTCT 150

AY352275.1 I ] e

AF133821.1 151 ACATACTTGTGAATTGTCCAAAATGCCTTCTGTTATTTATTTCTAGTTTT 208

AY352275.1 () mmmmmsmssessssssssssssssssssssssssssEsssmmmE— .- 0

AF133821.1 201 ATACCATAGTGTCCAGAAAAGTTACATGATATGATTTCTGTCTTCTTAAT 250

AY352275.1 I e T [

AF133821.1 251 GTGTTAAGATTCATTTTGTGGCTTAACATATGATCTATCCTGGAA- ===~ 295
1

AY352275.1 I L L L TGGAAGGGCT 10

Figura 4.6: Saida gerada pelo EMBOSS Needle ao alinha duas sequéncias de 10 KB.
Apenas o inicio da saida é mostrado, para fins de exemplo.

foi para os arquivos de 5 MB, que demorou 5 segundos. A Figuras 4.7 mostra a execugao

do alinhamento dos arquivos de 5 MB.

nucmer -p align5MB AE©1 c a AE®17225.1.fasta
mu rplot -p

, align5MB.rplot

mouse list
ing plot
JARNING: Unable
INTERACTIVE M(
ult gnuplot

Figura 4.7: Execucao do alinhamento dos arquivos de 5 MB [3][4] pelo MUMmer, e geragao
do arquivo de plotagem pelo mummerplot.
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O arquivo saida gerado pela execucao do MUMmer pode gerar um arquivo para plo-
tagem no GNUPIlot [28], por um dos scripts disponiveis na ferramenta, nomeadamente o
mummerplot. E possivel interagir com o grafico gerado, podendo ter acesso as coorde-
nadas, zoom-in e zoom-out, mas nao é possivel ter acesso as sequéncias no grafico. As

Figuras 4.8 e 4.9 mostram a saida textual e a plotagem do alinhamento gerado em 4.7.

/home/bernardo/Downloads/aligns /5MB/AEO16879. 1. fasta /home/bernardo/Downloads/aligns/5MB/AE1T225.1. fasta
NUCMER

>AEQ16879.1 AE017225.1 5227293 5228663

1 426096 2 426139 64 64 0

-220804

]
21769 21861 4652128 4652036 2 2 ©
]

64423 64498 4652305 4652230 1 1 0
[}

82346 87082 4658044 4653309 12 12 0
4712
]

Figura 4.8: Saida textual do alinhamento gerado em 4.7 pelo MUMmer.

Como nao ha uma plataforma online para utilizacago do MUMmer, seu uso é restrito a
sistemas UNIX. Ainda, para sua utilizacao, o usuario deve se certificar que as sequéncias
sendo alinhadas estao corretas, pois o MUMmer nao ira realizar verificacao de formato das
sequéncias. Caso os formatos das sequéncias estejam incorretos, a execucao ird retornar
erros. Por fim, é importante ressaltar que a plataforma possui uma arquitetura modular,
mas as versoes dos médulos podem nao ser compativeis entre si, ocasionando problemas

na execucao.

4.3 BLAST

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é desenvolvido e mantido pelo National
Center for Biotechnology Information nos Estados Unidos. E composto por um conjunto

de ferramentas de bioinformética e esta disponivel para uso online em [11]. Assim como
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mummerplot - o x

5000000

4000000

3000000

1

REOL7225

2000000

1000000

0o : : - : :
0 1000000 2000000 000000 4000000 BOGO000

AEOLEE7A,L

[-B85404, -487052]

Figura 4.9: Plotagem do resultado do MUMmer, utlizando o software GNUPIlot, do ali-
nhamento gerado em 4.7.

o EMBOSS (Segao 4.1), a plataforma online possui uma API REST para utilizagdo em
outras aplica¢oes. Ainda, é possivel fazer o download da ferramenta para uso em compu-
tadores pessoais ou servidores, e esta disponivel para sistemas UNIX, macOS e Windows.

A plataforma online é bastante simples de ser utilizada, porém nao possui op¢ao de
aviso de conclusao do alinhamento via e-mail como, por exemplo, a ferramenta EMBOSS
(Segao 4.1). A Figura 4.10 mostra a interface de usudrio do BLASTn. De maneira
similar ao EMBOSS, é possivel alterar o modelo de scoring, mas apenas para valores
pré-determinados pela plataforma, como mostra a Figura 4.11.

Apesar da plataforma online possuir opgoes para alinhamentos locais e globais de
DNA (BLASTn e Global Align, respectivamente), a versao para download possui apenas
a opc¢ao de alinhamento local.

O BLASTn gera alinhamentos heuristicos, enquanto o Global Align gera alinhamentos
6timos. O BLASTn utiliza um algoritmo guloso, que garante o alinhamento 6timo somente
para sequéncias de DNA que diferem em poucos caracteres, seguindo as condigoes ind =
mis — mat/2, onde ind < 0, mis < 0 e mat > 0 sdo os scores de inser¢ao/dele¢io,
mismatch e match respectivamente [29]. A ferramenta nao possui limites no tamanho das

sequéncias sendo alinhadas, e conseguiu realizar o alinhamento de arquivos de 5 MB [3][4]
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biastn | blastp | blastx | tblastn | tbiastx |

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &

otk Browse...  No file selected ©

Job Title

Ener a descriptive fitie for your BLAST search @

Align two or more sequences (&'

Enter Subject Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Glear  Subject subrange &

(e Tl Browse... | No file selected )

Program Selection

Criimizelioy © Hiighty similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Ghoose aBLAST aigorithm @
( BLAST Search nucleotide sequence using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
. Show results in a new window
@ Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted In yellow and marked with ¢ sign

Figura 4.10: Interface de usuério (UI) da ferramenta BLASTn online.

@ﬂ gorithm parametersé Note: Paramel

Scoring Parameters

Match/Mismatch 2.3 v @

Scores ! =

e Existence: 5 Extension: 2 v &
AIIg—' Show results in a new window

Figura 4.11: Campos para definicio do modelo de scoring para alinhamentos globais
utilizando a ferramenta Global Align do BLAST.

em poucos segundos. Ja o Global Align utiliza o algoritmo de Needleman-Wunsch (Segao
2.2.1) para realizar o alinhamento. A plataforma limita o tamanho dos inputs para até 150
mil caracteres por sequéncia. Ambos geram saidas textuais e graficas, como mostram as

Figuras 4.12 e 4.13, e alguns dados estatisticos sobre o alinhamento, ilustrados na Figura
4.14.

4.4 FASTA

Em 1988 o FASTA foi apresentado como uma nova opgao para alinhamentos heuristicos

de sequéncias bioldgicas [10] (nucleotideos e proteinas). O algoritmo se tornou popular
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& Download v Graphics

AY352275.1 HIV-1 isolate SF33 from USA, complete genome
Sequence ID: Query_24133 Length: 10280 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 10280 Graphics

NW Score Identities Gaps strand

11258 8567/10642(81%) 942/10642(8%) Plus/Plus
Query 1 AAANTACCTTNTTAGAACTGCCTTTGCTGTACCCTGTAAGTTTTGGGTTGTTGCATTTTC 60
Sbjet 1 GAAG- - -GG~ - e 8

Query 61 ATGTTCATTTATCTCTACATAGTTTTTAAAACTTCCTTTTTGATTTCTTCTTGACCCATT 120
B S S Ao S A W »

Query 121 GGTTGTTCAGGATCATGTTGTTTAGTTTCTACATACTTGTGAATTGTCCAAAATGCCTTC 180

T T T y.1..1 26
Query 181  TGTTATTTATTTCTAGTTTTATACCATAGTGTCCAGAAAAGTTACATGATATGATTTCTG 240
SDiCt 27 ememmememmemememmememoooeaoas CAAG-- - ---ATAT-- -~ 37
Query 241  TCTTCTTAATGTGTTAAGATTCATTTTGTGGCTTAACATATGATCTATCCTGGAAAATGT 300
SDICE  eeesesesasasasaseasasasasssiesssssassssssssssasssssssssses

Query 381  TTTGTATGCACCTGAGAAGAATCTTTATTATGCTGTGTTGGATGCAAGGCATTGTATGTC 360
T

Query 361  TGATCCTTGATCTTTGGGTCTACCACACACAA CCTGATTGGCARAACTACA 420
sbjct 38 e e, 5
Query 421  CACCAGGGCCAGGGGTTAGATTTCCACTGACCTTTGGATGGTGCTTTGAGCTAGTACCAG 480

Moo i e
er 130 oAk WA, 2
MO oo oot ot
g i it i e

o ki i R i

Query 720 GRGACTOCG-AGTCOCTAACCCTCACRTOCTOCATATAMGCACCTECTTTTTOCCTETAC 778

Figura 4.12: Saida textual para o alinhamento global das sequéncias dos arquivos de 10
KB [5][6] utilizando o BLAST.

8 ‘K 10.253‘
T 1

E‘K
T

kel|Query_43361 4K
T

[l|Query_43959 2K 3K 4K 5K 5K 7K 8K 9K 10,03%

Figura 4.13: Saida grafica para o alinhamento global das sequéncias dos arquivos de 10
KB [5][6].

AY352275.1 HIV-1 isolate SF33 from USA, complete genome
Sequence ID: Query_43961 Length: 10280 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 10280 Graphics

NW Score Identities Gaps Strand
11258 8567/10642(81%) 942/10642(8%) Plus/Plus

Figura 4.14: Estatisticas do alinhamento realizado em 4.13.

de tal forma, que seu formato de entrada foi adotado como padrao e é utilizado até hoje,
o formato FASTA.
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O algoritmo utiliza uma estratégia heuristica, o que possibilita uma execugao mais
rapida do que algoritmos que geram alinhamentos 6timos, como NW (2.2.1), SW (Segao
2.2.2), dentre outros.

Assim como o EMBOSS (Secao 4.1), MUMmer (Secao 4.2) e BLAST (Secao 4.3),
o FASTA possui uma versdao para utilizacao online [30] e, também, é possivel fazer o
download da ferramenta para utilizacdo em computadores ou servidores proprios. Ainda,
o software é open source e hospedado em [31].

Apesar de disponibilidade na Internet facilitar a utilizacdo, a interface de usuario do
FASTA esta bastante defasada e torna a experiéncia pouco intuitiva para novos usuarios.

A Figura 4.15 mostra a interface de usudrio da aplicagao web do FASTA.

This page provides searches against comprehs
Search Databases with FASTA used for small, demonsiration searches. The N

size greatly reduces sensitivity. The best first ¢
Search Proteomes/Genomes Human for vertebrates).

Statistical Significance from Shuffles ‘The Individual Proteomes/Genomes page prov
Find Internal Duplications (lalign/plalign) New: Annotation features available for
SwissProt/PIR1 lib hes.
Hydropathy/Secondary-Structure/seg WissProt/P] rary searches.
Retrieve result RID: Get result Show recent searches
Choose: (4) Program, (B) Query (sequence/accession), (C) Database and (D) Start Search:
Compare your own sequences:
(A) Program: | FASTA:DNADNA v
Aligntwo sequences
(B) Query sequence: FASTAformat v Subset range: Use Subset range
Annotate Query Sequence (SwissProt accessions)
Noannotation v
Upload annotation file:  Browse... | Nofile selected.
Entrez protein / Entrez DNA sequence browser
Uniprot sequence browser
Or upload query from file:  Browse... | Nofileselected

Protein ©DNA (both-strands)  DNA (forward only)  DNA (rev-comp only)

(C) Database: (D) Start Search
Protein DNA
Search Database
v | GBI700Primate v
Annotations:  No annotation -

Exclude low complexity (seg) Reset

Comments (optional):

Other search options: Output limits: Max Show Histogram

Figura 4.15: Interface de usuario da aplicacao web do FASTA.

A aplicacao disponibiliza uma variedade de algoritmos para alinhamentos de sequén-
cias, como: FASTA (para proteina:proteina e DNA:DNA), SSEARCH (para proteinas)
que utiliza SW (Secao 2.2.2), GGSEARCH (para proteinas) que utiliza NW (Segao 2.2.1),
entre outras variagoes do FAST. A Figura 4.16 mostra todas as opg¢oes de algoritmos dis-
poniveis na aplicagdo web do FASTA.

Por utilizar uma estratégia heuristica, a aplicacgago FASTA DNA:DNA é capaz de ali-
nhar arquivos de 5 MB [3][4] em poucos minutos - embora seja mais lento que o MUMmer
(Secao 4.2), é possivel executa-lo, e em tempo razodavel, diferente do EMBOSS (Segao 4.1)
e BLAST (Segdo 4.3). Apesar disso, a saida gerada é apenas textual, como pode ser visto
nas Figuras 4.17a e 4.17b.
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FASTA: protein:protein

SSEARCH: local protein:protein
GGSEARCH: global protein:protein
GLSEARCH: global/local protein:protein
FASTX: DNA vs protein

FASTY: DNA vs protein

FASTA: DNA:DNA

TFASTX: protein vs DNA

TFASTY: protein vs DNA

FASTS: unordered peptides vs protein
TFASTS: unordered peptides vs DNA
FASTF: mixed peptides vs protein
TFASTF: mixed peptides vs DNA
FASTM: ordered oligonucleotides vs DNA

FASTS: unordered oligonucleotides vs :DNA

Figura 4.16: Opcoes de algoritmos disponiveis para execucao no site do FASTA.

# fasta36 -n -q -w 80 - 6 -m 91 -Z 10000 -f -12 -V "I./annot/ann_feats2ipr.pl ~neg ~acc_comment 1

. s (5228683 nt)
n: 19 bits: 25343.2 EC1000): 0
7 in 39990 nt overlap (1.39990:2-39991)
1 seq g
ME stat e

2 (22) to
1)

(oanains)
faligument]
0 £ 0 « 5 o m o 9 e me
cotss a7 ™ . er
!+ metal binding 20 e e s 0 w0 e e e ae oz
AE0268 TocTaT e

D172 ToCTATAGCTACT T TG TATTATAG TG CACT T TGATAAGT T TCCACATCTTTATCTTATCCACART TG TGTATAACTGTGGACAGTTTTAKTCACATGTGGGT
o e s e R e e e )

The best scores are opt bits £(10060) % 1d % sin_alen
7225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, complete 5
AEo1725.1 Bacilus ant tr. st plete (szzses) (1] 10992 2332 o 1000 0a0 20 e m m me me me w e e s s e
14290 16335 © 0,995 0,995 za85 —
U016 009850985 Uslalian | oz
9 1693.1 00 79 e
b 316 63.5 1.36-08 6.6
AEO17225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, conplete (5228663) [f] 15763 2012. Mmoo e e a0 a0 we w0 oo
£ 158 2024 00 sesica
1576 2041 oo,
B A A CTTATT T AT TAGTAAGEAGGGACAC TGO CTGATTTAT GGG TAAGAACTCAMMAARAGETCAGTAMACCAAGTTATS
TEaEs 0o oA ) i S
& 10961  00. ; < E
a0 1014 o0, G0 w0 s 50 w0 s s s sw s s s
630 109114 00. seoiea
8382 1085, oo
1512 215.3 2.36-54 0.5
563 95.1 5018 0.93 3
508008 1013 0.7
208 TH0E o e e e o
364 69.9 1,910 0.69 i ° ¢
277 589 4e.07 0.69 B2 A AT AN A TAGCTATICECTTTATTAT MG CAAGCTGAAGAGEAGKTATCTCCTCCTGCTAMMCAMATGCGOACAGATGATTCTAATC
e 217 51.3 7.76.05 662 P S
AE017225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, complete (5228663) [r] 15070 1632.3
& 6380 1065.0 0 0. N N T WO O MU SO S S N T -
81 97.4 1e-18 0.8 69 &
466 82,5 2.50-14 0.78
465 82.7 27614 0.89 P i T
442 800 1.76-13 075
278 59.0 3.6e-07 0.75 G a0 w0 e w0 0 oo o s me s o
237 538 1.30.05 0.78 seonss
228 52.7 2.96-05 0.65

(a) Estatisticas e melhores scores (b) Saida textual do alinhamento
do alinhamento dos arquivos de 5 dos arquivos de 5 MB no FASTA
MB no FASTA [3][4] [3][3]

4.5 MASA-Viewer

O MASA-Viewer é um software para visualizagdo de alinhamentos 6timos gerados por
quaisquer extensoes da plataforma MASA (Segao 3.6). Desenvolvido em 2009 por Edans
Sandes, o MASA-Viewer foi escrito em Java e, portanto, pode ser executado em qualquer
sistema que seja compativel com a Java Virtual Machine (JVM).

O programa tem por objetivo unificar a visualizagdo grafica e textual de alinhamentos
em um Unico software. Por ser uma aplicagao Java, dispensa qualquer procedimento de
instalagao - além da instalacao da JVM -, facilitando o uso por pesquisadores.

Ao final do Estdgio 5 (Segao 3.2.5), a plataforma MASA gera um arquivo binério,

que é utilizado pelo MASA-Viewer para construir os resultados. Também sdo necessarios

37



os arquivos FASTA das sequéncias alinhadas. Com os trés arquivos, o MASA-Viewer
constroi o grafico e a saida textual do alinhamento processado pela plataforma MASA.

A Figura 4.18 mostra a visualizacao dos resultados gerados pela plataforma MASA no
MASA-Viewer.

CUDALlign - Alignment Viewer - v0.0.1.0005 - Alpha Version[alignment.00.bin]

File View

Query: ATATTTTTTCTTGTTTTTTAT) \CTCTTTTCETACTTTTACACAGTATATCET a | =

mu\|\|\\|\|mmu\|\|\\|\|mmmHmnmmumu teorsal =

shjct: ST ATTTTTTCTTGTTTTTTATAT CCACARACT CTTTT CGT ACTTTTACACAGTATATCGT & (=
tuery: a 12
N TTTTTTTT I TTT T T T T T T T T it
Shjct: 62 GTTGTGGACAATTTTATTCCACAAGGT ATTGATTTTGTGEAT AACTTTCTTARTTTCATT 12
C 7 Guerys 131 GETATAGCTACITITTTTTGH 1
mu\|\|\\|\|mmu\|\|\\|\|mmmHmnmnnmm teas180]
- _ Shiee: 122 COTATAGCACTTITITTTEN 18
— — Guerys 181 TCTTTATCITATCCACARTTTGTGT ATARCATGTGGACAGTTTTANTCACATGTGGGTAR 341
- - FELETETEETT T teorzsad
Shjet: 182 TCTTTATCTTATCCACAXTTTGTGTATACAT GTGGACAGTTTTAKT CACATGTGGETAR 202
L i Guery: 241 ATGATTATCCACATTTGCTTTTTTOTCOAMMCCCTATCTCATAT ACAMCEACETTTTT 381
SECREEREREEEE R R LR LRy teaf 3000
— — shjct: 242 ATGATTATCCACATTT GCTTTTTTGTCEARKACCCTATCTCATAT ACARACGACGTTTTT 302
— ] wery: 30 30
= - AP TTT cearséal
L _ Shjee: 302 AGETTTTARAATACGTTTCETATARATATACATTTTATATTTATT CAGETTETACATTTG 362
- — Guerys 361 TTGCACAACCTTATT AT CTTAGTAMAGGAGGEACACCT TTGGAAAACATT I
L | \I\II\I\I\\I\I\\I\I\II\I\I\\I\I\\I\IHHHIHHIHHHIHHI[suuzu]
Shjee: 362 TTECACAACCTTATT AT CTTAGTAAAGGAGGEACACCTTTEEARAACAT rts)
_ ] Guerys 431 TONTTATGGARCAGCGCETTAMAGAACTCEAMAMMECTCHTARMCCAAGTTATER 481
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Query: 721 TTTACCACAGAGT ATGCT AAACCCARAAT ATACGTTTGATACATTTGTTATT GECTCTEE 781 =

Figura 4.18: Construcao do grafico e saida textual de um alinhamento de sequéncias pelo
MASA-Viewer.

Sobre a facilidade de uso, o MASA-Viewer apresenta uma interface grafica bastante
simples. Ao executar o programa, o usuario deve apenas clicar em File > Open alignment,
selecionar o arquivo bindario e selecionar, ou solicitar que o programa baixe, as sequéncias
FASTA utilizadas no alinhamento, conforme a Figura 4.19 mostra.

Open Sequences X

Name: AE016879.1 Bacillus anthracis str. Ames, complete genome
Access#: AE016879.1

Q? Length: 5227293 Hash: null
Repository: |[AE016879.1 Found

Name: AE017225.1 Bacillus anthracis str. Sterne, complete genome
Access#: AE017225.1
Q? Length: 5228663 Hash: null

Repository: |AE017225.1 Found

Figura 4.19: Processo de selecao das sequéncias FASTA para construcao dos resultados
pelo MASA-Viewer.

O MASA-Viewer consegue construir os resultados de grandes alinhamentos. Para
referéncia, a Figura 4.18 executou a visualizagdo do alinhamento de duas sequéncias de
5MB [3][4], consumindo aproximadamente 500MB de memoéria RAM.

38



Capitulo 5

Projeto do M ASA-Webaligner

Ao utilizar o MASA-CUDAlign ou alguma das variagoes da plataforma, como MASA-
OpenMP, a visualizagdo é um estagio opcional (Segao 3.2.6), porém muito util para o
estudo das sequéncias sendo analisadas. Além da plataforma MASA de alinhamentos,
foi desenvolvida, em 2009 por Edans Sandes, uma ferramenta de visualizacao simples
chamada MASA-Viewer (Secao 4.5).

O MASA-Viewer recebe a saida binaria gerada no Estdgio 5 (Segao 3.2.5) e as sequén-
cias utilizadas no alinhamento, e constréi o alinhamento, gerando um gréafico e uma saida
textual, além de dados sobre o alinhamento, como: score total, nimero de matches, mis-
matches, abertura de gaps e extensoes de gaps.

O presente trabalho visa integrar o MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP com o MASA-
Viewer, através de um servidor WEB, tornando simples sua utilizagao por pesquisadores,
abstraindo quaisquer instalagoes e configuragoes de ambiente. Sendo assim, o presente
capitulo apresenta o projeto do MASA-Webaligner. Na Secao 5.1 é apresentada uma vi-
sao geral do projeto, discorrendo sobre as funcionalidades e mostrando-se os principais
moédulos. A seguir, na Se¢ao 5.2, sera abordado o back-end da aplicagao, sua construgao,
linguagem e biblioteca utilizadas. Na Sec¢do 5.3 sera explicado o front-end da aplicacao
e o framework utilizado para facilitar a construcao da interface de usuario da plataforma
WEB.

5.1 Visao Geral

O MASA-Webaligner é uma ferramenta desenvolvida para integrar as funcionalidades do
MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP com o MASA-Viewer. E uma plataforma web de-
senvolvida com Express.JS [32] e React.JS [33] - back-end e front-end respectivamente
- que permite ao usuario enviar um par de sequéncias de DNA, alinha-las com MASA-

CUDAlign/MASA-OpenMP e analisar os resultados com auxilio de gréfico e saida textual
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interativos. A Figura 5.1 mostra a visao geral da plataforma. O MASA-Webaligner recebe
do usuario informagoes sobre as sequéncias a serem comparadas. Caso sejam fornecidos
os identificadores das sequéncias, o MASA-Webaligner se conecta ao site NCBI [34] e
recupera as sequéncias em formato FASTA. As sequéncias sdo entregues ao modulo de
escalonamento de execugao, que vai decidir qual comparagao sera executada no momento.
A comparacao a ser executada é passada ao moédulo de execugao, que ira invocar o co-
mando de execucao do MASA. Ao final da execucao, o MASA escreve o resultado em
seus arquivos de controle e sinaliza o final da execucao. O MASA-Webaligner percebe
que a execugao se encerrou e ativa o modulo de envio de email ao usuario ou executa o
moédulo de visualizagao do alinhamento. Os resultados sdao enfim entregues ao usuario,
via visualizacao grafica ou via e-mail. A visao geral do MASA-Webaligner estd ilustrada

na Figura 5.1.

MASA Webaligner MASA
1 5
o Informagdes Set Sequéncias Eocal 6 7
etup , | Escalona
— » = = | Executa
e MASA Execucdo Comando
L i 1 de execucao
Usuario 10 l
14 12
Resultados Visualiza | Concluido | Finaliza
Alinhamento Execucao
2 11 PS 9
Identificadores 10 l
s NE | Envia 1, Template ! Carrega |
: 1 Sequencias L E-mail 1T i Template :
: NCB' APl I% b= i 1 L
o ____
8
Sequenmas @ @ Armazenamento

Arquivos Arquivos
de sequéncias de controle MASA

Figura 5.1: Visao geral da plataforma MASA-Webaligner.

Para persisténcia dos dados fornecidos pelo usuario e para implementacao do sistema
de escalonamento, o MASA-Webaligner utiliza os bancos de dados PostgreSQL e Redis,
respectivamente. Ainda, os bancos nao possuem qualquer integracao entre si.

Para utilizagdo do banco PostgreSQL, foi utilizada a biblioteca TypeORM, responsa-
vel por realizar o mapeamento objeto-relacao. A biblioteca possui uma API para facilitar

a comunicacao com o banco de dados, além de possibilitar que o desenvolvedor também
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escreva suas proprias queries, caso seja necessario. Apesar da camada de abstragao for-
necida pela biblioteca, o desenvolvedor tem total controle sobre a utilizacdo do banco de
dados.

Ja no caso do banco Redis, o banco é utilizado pela biblioteca Bull e indiretamente
pelo MASA-Webaligner. Assim sendo, o desenvolvedor, a principio, ndo tem controle
total sobre o banco, tendo seu acesso mediado por meio da API disponibilizada pelo Bull.
Caso seja necesséaria a utilizagdo do banco Redis para outro proposito além da fila, é
necessaria a utilizacdo de uma nova biblioteca que permita, ao desenvolvedor, controle
sobre o banco.

A linguagem da plataforma MASA-Webaligner era, inicialmente, o JavaScript. A
linguagem, embora muito popular para desenvolvimento WEB, possui certas limitacoes
para projetos de maior porte. Essas limitacoes devem-se ao fato de que o JavaScript é
uma linguagem com tipagem dindmica e, quando combinada com o interpretador Node.JS
[35] - utilizado no desenvolvimento deste projeto -, ndo tem acesso as funcionalidades
mais recentes da linguagem sem configuragoes adicionais. Por isso, foi decidido utilizar o
TypeScript [36], que também ¢é utilizdvel com o Express.JS e React.JS.

O TypeScript é uma linguagem open-source construida em JavaScript, que adiciona
tipagem e outras funcionalidades ao JavaScript bésico [36], o que motivou sua escolha.
Com a utilizacao do TypeScript, torna-se simples aplicar conceitos que facilitam o desen-
volvimento, manutencao e evolugao do software, sem perder a versatilidade do JavaScript,
pois ao realizar a build do projeto, o codigo serd transpilado para JavaScript, podendo

ser executado em qualquer dispositivo que rode JavaScript [36].

5.1.1 Funcionalidades

O MASA-Webaligner, em sua versao atual, possui onze funcionalidades necessarias para
o alinhamento e visualizacdo dos resultados. O usudrio pode realizar a requisicao de
alinhamentos executados pelo MASA-CUDAlign ou MASA-OpenMP, pode optar pela
execugao apenas do Estagio 1 (Secdo 3.2.1) ou dos Estagios 1 a 5 (Segoes 3.2.2 e 3.2.5),
escolher entre alinhamento local ou global, optar pela remocao dos caracteres “N” das
sequéncias, habilitar ou desabilitar a otimizagdo Block Pruning (Segao 3.3.2), substituir
os caracteres da sequéncia, ou sequéncias, pelos seus complementos e alinhar o inverso da
sequéncia, ou sequéncias, fornecidas.

Apébs a conclusao do processo de alinhamento, o usuario tem acesso aos resultados
gerados. Dependendo dos estagios executados, os resultados apresentam as estatisticas
do alinhamento, o melhor score e sua posi¢do, ou o grafico do alinhamento e a saida

textual construidas pelo MASA-Viewer.
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O processamento dos alinhamentos requisitados pode demorar de segundos a horas
para ser concluido (dependendo do tamanho das sequéncias sendo analisadas). Para evitar
concorréncia no uso de recursos - o que aumentaria ainda mais o tempo de processamento
- foi utilizada uma estratégia de enfileiramento de requisi¢des de alinhamentos do tipo
First In First Out (FIFO), implementada com auxilio da biblioteca Bull [37], que serd
abordada em maior detalhe na Secao 5.2.

Devido a quantidade de tempo que um determinado alinhamento pode levar para ser
concluido, pode nao ser viavel fazer com que o usudrio espere com o navegador aberto,
enquanto o servidor processa a requisicao. Dessa forma, o usuario pode, no momento da
requisicao, informar seu nome e e-mail para que, quando o processamento do alinhamento
fique pronto, ele receba uma notificacdo com o endereco da pagina para visualizagao dos

resultados.

5.1.2 Arquitetura de Software

O MASA-Webaligner foi construido utilizando o paradigma de Orientacao a Objetos
(0O0). O uso de conceitos e principios de OO foram alguns dos motivadores pela escolha
do TypeScript como linguagem para o desenvolvimento da plataforma.

Dentre os principios que foram amplamente utilizados no desenvolvimento estao o
Principio da Substituigdo de Liskov e o Principio da Inversao de Dependéncia [38].

O Principio de Substituicao de Liskov diz que se, para cada objeto ol do tipo S, houver
um objeto 02 do tipo T, de modo que, para todo programa P definido em termos de T,
o comportamento de P nao seja modificado quando o2 for substituido por ol, entao S é
um subtipo de T' [38]. Por exemplo, admita um sistema de cobranga de um software que
pode ter licenca do tipo pessoal ou empresarial. Para gerar o boleto, o sistema interage
com a classe Licenca e ndo com a as classes Pessoal ou Empresarial [38].

O Principio de Inversao de Dependéncia determina que os sistemas mais flexiveis sao
aqueles em que as dependéncias de cédigo-fonte se referem apenas a abstragdes e nao
a itens concretos [38]. Para que isso seja alcangado, devem-se seguir algumas praticas:
(a) Nao fazer referéncia a classes concretas voldteis; (b) Nao derivar de classes concretas
volateis; (c¢) Nao sobrescrever fungoes concretas; e (d) Nunca mencionar o nome de algo
concreto e volatil.

Para que essas préticas sejam possiveis, devemos utilizar o padrao de Factories [38].
Suponha uma aplicacdo que executa algum servigo especifico. Esse servico depende de
uma dada implementagao, que deve ser disponibilizada ao servigo. Para obter a instancia
sem realizar a referéncia a implementacao, cria-se uma interface a qual ird implementar um

método que cria a instancia necessaria e a retorna para o servigo, que solicita a execucao
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do coédigo. O Principio de Inversao de Dependéncia foi implementado com auxilio da
biblioteca Tsyringe [39], que serd abordada na Segao 5.2.

O MASA-Webaligner foi construido utilizando quatro partes fundamentais: o front-
end, que lida diretamente com o usuario, provendo a interface para requisicao de alinha-
mentos e para construcao e visualizagdo dos resultados dos alinhamentos requisitados; o
back-end que recebe e processa as requisicoes de alinhamentos, além de retornar os dados
necessarios para a construgao dos resultados no front-end; os middlewares [40], que es-
tao contidos no back-end e interceptam as requisi¢coes de alinhamentos, verificando se os
dados fornecidos sao validos e permitindo, caso os dados sejam validos, o processamento
das requisicoes pelo back-end, e carregam possiveis arquivos de sequéncias sendo enviados
para alinhamento; e os servicos externos, que sao responsaveis pelo eventual download de
sequéncias FASTA e envio de e-mails. A Figura 5.2 mostra a organizagdo e a comunicacao

entre as partes do MASA-Webaligner.

Requisicdo do
alinhamento

Dados do Middlewares
o Alinhamento
‘e Front-end Back-end
S— A—
Usuario Resultados Dados e arquivos

do processamento

. Download
Alinhamento A
. Sequencia
l Concluido l FASTA
T T T = A o Tt T |
Aviso de conclusao | | | |
. E-mail . NCBI API |
1 ! | |

Figura 5.2: Mo6dulos da plataforma MASA-Webaligner.

5.2 Back-end da aplicacao

Existem diversos frameworks para o desenvolvimento do back-end de aplicagoes, que utili-
zam o Node.JS. O Express.JS é um framework para aplicativo da web do Node.JS minimo
e flexivel que fornece um conjunto de recursos para aplicativos web e mével [32].

O Express.JS é um framework unopinionated, ou seja, nao hd uma forma ou estrutura
pré-definida sobre como realizar o desenvolvimento de aplicagoes. Cabe ao desenvolve-

dor pensar todos os detalhes do sistema. Em projetos de grande porte, unopinionated
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frameworks podem ser um problema para o desenvolvimento, porém no caso do MASA-
Webaligner, que nao possui uma grande base de cédigo, o Express.JS é perfeitamente
aceitavel.

Para processar requisi¢oes ao back-end, o Express.JS utiliza fungoes que recebem como
argumento o endereco de roteamento e uma funcdo com o seguintes argumentos: um
objeto contendo os dados da requisi¢do (Request), um objeto de resposta (Response) e
uma funcdo (NextFunction) que pode ser chamada para ser executada na sequéncia. Ao
acessar o endereco de roteamento, o Express.JS executa a funcao passada como argumento.

Para conectar todos os médulos do servidor, utilizou-se a biblioteca Tsyringe [39], que
é open-source e mantida pela Microsoft. A biblioteca permite a aplicagdo dos principios
de Substituigao de Liskov e Inversao de Dependéncia (Segao 5.1.2).

Toda regra de negbcio do sistema foi quebrada em servigos, que podem depender de
diferentes classes de diferentes moédulos. Ao invés de resolver a dependéncia por meio
de referéncia a implementacao concreta, o Tsyringe permite resolver as dependéncias por
meio de injegoes. Para isso, definimos interfaces para a utilizagao das classes dos médulos,
que as implementam de acordo, e realizamos o registro das implementacoes no contéiner
do Tsyringe.

Cada servigo, ao ser instanciado, solicita uma injecdo de dependéncia - por quaisquer
modulos necessarios - ao contéiner do Tsyringe, que realiza a injecao em tempo de exe-

cucao. A Figura 5.3 mostra como é definido o construtor do servico GetFileName da
plataforma MASA-Webaligner.

@injectable()
expart default class GetFileNameService {
constructor(
@inject('storageProvider')
private storageProvider: IStorageProvider,

@inject('seguencefFilesProvider’)
private sequeceFiles: ISeguenceFilesProvider,

Figura 5.3: Construtor do servigo GetFileNameService responsavel por obter, verificar e
salvar as sequéncias FASTA fornecidas. O servico esta sendo injetado com as dependéncias
dos modulos Storage e NCBI.

O back-end foi dividido em dez moédulos, que sao: Middlewares, Alignments, Files,
Storage, National Center for Biotechnology Information (NCBI), Object-Relational Map-
ping (ORM), Queue, Aligner, Mail e Mail Template. A Figura 5.4 apresenta a organizagao
do back-end do MASA-Webaligner.
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Figura 5.4: Visao do back-end da aplicagado MASA-Webaligner.

5.2.1 M:ziddlewares

No Express.JS, middlewares sdo fungdes que interceptam a requisicaio HTTP e realizam
algum processamento ou validacao, antes que as regras de negbcio sejam executadas e
gerem uma resposta. Os middlewares possuem os mesmos parametros - Request, Response,
NeztFunction - das fungoes de processamento das requisicoes. No MASA-Webaligner,

foram utilizados dois middlewares: Validations e File Upload.

Validations

O middleware de Validations é construido utilizando a biblioteca Celebrate [41]. Ela per-
mite a validagao de rota, e garante que todos os inputs estao corretos antes de qualquer
processamento do servidor [41]. Dessa forma, quando uma requisicdo de alinhamento
chega do front-end, o Celebrate verifica se todos os campos estao corretos e, caso haja
alguma problema, retorna um erro ao front-end, evitando qualquer processamento desne-

cessario pelo back-end.

File Upload

O File Upload permite que arquivos sejam carregados no servidor por meio da biblioteca

Multer. Quando o usudrio faz a requisicdo de um alinhamento e opta por carregar um ar-
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quivo, o Multer [42] se encarrega do armazenamento temporario para que, posteriormente,

o moédulo Storage mova o arquivo para o local definitivo.

5.2.2 Alignments

Ao fazer uma requisicao de alinhamento ou do resultado de um alinhamento previamente
executado, o modulo Alignments é utilizado. Quando um alinhamento é requisitado,
apds o pré-processamento pelos Middlewares (Segao 5.2.1), o médulo Alignments aciona
o modulo Files para processar as sequéncias fornecidas e obter os nomes dos arquivos
FASTA salvos no armazenamento definitivo. Ao receber os nomes dos arquivos, o médulo
Alignments solicita, ao médulo Object-Relational Mapping (ORM), a criagdo dos dados
do alinhamento e das sequéncias no banco de dados, seleciona a extensao MASA que ird
executar o alinhamento, e solicita o escalonamento da execucao pelo médulo Queue. A
requisicao de alinhamentos conclui retornando o ¢d do alinhamento criado no banco de
dados ao front-end.

Quando a requisicao solicitada é pelo resultado do alinhamento, o pré-processamento
nao é executado por nenhum dos Middlewares. Ha apenas a solicitacdo pelos dados
contidos no banco de dados, por meio do médulo ORM, e das estatisticas contidas nos
arquivos de controles gerados pelo MASA-CUDAlign ou MASA-OpenMP, pelo moédulo

Storage. Apos obter as informagoes, o resultado é retornado ao front-end.

5.2.3 Fliles

Assim como o moédulo Alignments (Segao 5.2.2), o médulo Files também possui rotas
para comunicacao com o front-end, além de ser responsavel pela obtencao, verificacao e
solicitacao de armazenamento das sequéncias enviadas pelo usuario.

Ao receber a solicitagao de processamento de sequéncias do médulo Alignments, inicia-
se o processamento verificando qual tipo de entradas de dados foi escolhido pelo usuério.
Existem trés possibilidades de entrada: identificador do banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI API), carregamento de arquivo e inserg¢ao
manual.

No caso da utilizagdo da NCBI API, o médulo Files solicita a utilizagdo do mddulo
NCBI para download da sequéncia fornecida. Nao ha validagao dos dados, pois a utilizacao
do banco de dados da NCBI garante que o arquivo esta em um formato FASTA valido.
O arquivo baixado ¢ salvo diretamente no armazenamento definitivo.

Caso o usuério escolha carregar um arquivo, o middleware de File Upload (Se¢ao 5.2.1)

carrega o arquivo para o servidor, que ¢ acessado pelo médulo Files. E executada, entao,
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uma validagao, que verifica se o arquivo contém uma sequéncia FASTA valida, e o arquivo
¢é salvo no armazenamento definitivo.

Se o usuario optar por inserir manualmente a sequéncia, o processo é semelhante
com o carregamento de arquivo. Nesse caso, porém, nao ha arquivo salvo no espago de
armazenamento temporario. A sequéncia inserida fica contida na memoria do servidor, e
¢ validada e salva diretamente no armazenamento definitivo.

Em todos os trés casos, o processo finaliza devolvendo o nome do arquivo salvo no
armazenamento definitivo para o médulo Alignments.

As rotas de comunicacdo com o front-end, contidas no médulo Files, permitem a
requisicdo dos arquivos binario, gerado apds o processamento do MASA-CUDAlign ou
MASA-OpenMP (Segao 3.2.5), e das sequéncias FASTA fornecidas pelo usuario. Em am-
bos os casos, o médulo verifica se o alinhamento solicitado esta registrado no banco e envia
os arquivos para processamento no front-end. Caso os arquivos nao sejam encontrados,

uma excec¢ao € langada e o servidor retorna um codigo de erro.

5.2.4 Storage

O modulo Storage é responsavel por todas as operagdes de armazenamento, carregamento
e remocao dos arquivos utilizados pela plataforma MASA-Webaligner.

A interface do médulo define métodos para mover arquivos FASTA do espago tempora-
rio de armazenamento para o espaco definitivo, salvar sequéncias FASTA em meméria no
armazenamento definitivo, apagar arquivos FASTA, apagar arquivos de controle MASA,
carregar arquivos FASTA, carregar arquivos binarios da plataforma MASA e carregar os
arquivos de estatisticas do MASA. A implementacao atual do médulo realiza todas as

operacoes no disco rigido do préprio servidor.

5.2.5 National Center for Biotechnology Information (NCBI)

No caso de solicitar um alinhamento no qual uma ou ambas as sequéncias devem ser carre-
gadas pela API do National Center for Biotechnology Information, o médulo é acionado.

O moédulo NCBI possui apenas um método, que é responsavel por acessar a API
publica do National Center for Biotechnology Information, informar o id fornecido pelo
usuario e realizar o download da sequéncia FASTA.

Um streaming de dados ocorre ao solicitar o download e os dados sao escritos, de
maneira assincrona, no servidor. O servidor, entao, bloqueia a execugdo do método até
que o download seja concluido, ou lance uma exce¢do. No primeiro caso, retorna-se o
nome do arquivo gerado ao moédulo Files e no ultimo caso, o arquivo parcial é deletado

do servidor e uma nova excegao ¢ gerada para retornar um erro ao front-end.
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5.2.6 Object-Relational Mapping (ORM)

Ao realizar uma requisicdo - seja para gerar um alinhamento e solicitar resultados ou
arquivos - o MASA-Webaligner, por meio da biblioteca TypeORM, acessa o banco de
dados PostgreSQL [43] para criar entradas de alinhamentos e sequéncias, ou verificar se
um dado existe no banco.

O MASA-Webaligner utiliza o modelo de repositérios para intermediar o acesso aos
dados no banco utilizado. O TypeScript implementa o paradigma de Orientacao a Obje-
tos (O0O) (Segao 5.1.2), porém o banco de dados utiliza o modelo relacional. Para realizar
a comunicacao entre a aplicagdo e o banco é necessario utilizar alguma forma de mape-
amento objeto-relacdo. Para alcancgar esse objetivo, foi utilizada a biblioteca TypeORM
[44]. O TypeORM é um Object-Relational Mapper que executa no Node.JS, Browser e
outras plataformas, e pode ser usado com TypeScript e JavaScript (ES5, ES6, ES7 e ES8)
[44].

O moédulo Alignments define entidades - Alignments e Sequences -, que definem os
campos que serao mapeados de um objeto para uma tabela no banco de dados relacional.
Cada entidade possui seu préprio repositorio, que implementa métodos de busca e criagao
de dados no banco. No caso da entidade Alignments, existe também um método para atu-
alizar a situacao do alinhamento. O método é utilizado apds a conclusao do alinhamento
pelo MASA-CUDAIlign ou MASA-OpenMP.

Por 1ltimo, fazem parte do médulo ORM os arquivos de credenciais para conexao com
banco e os arquivos de migrations. As migrations funcionam como um versionamento do
banco de dados. Ao compartilhar as migrations, cada membro da equipe de desenvolve-
dores pode executar um comando e o banco de dados local - usado para desenvolvimento

- sera atualizado, ou revertido, de acordo com a implementacao das migrations.

5.2.7 Queue

Como visto na Se¢ao 5.1.2, os alinhamentos requisitados sdo escalonados para execugao
pelo médulo Queue. A fila de escalonamento é construida utilizando o Bull, uma biblioteca
Node que implementa uma fila utilizando o Redis [37].

O Redis é um banco NoSQL que utiliza um sistema de chave-valor. Cada alinha-
mento escalonado tem uma chave e a ela estao associados todos os dados necessarios para
executar o MASA-CUDAlign ou MASA-OpenMP.

Ao iniciar o processo do servidor, gera-se uma instancia da fila, por meio do Bull,
e, simultaneamente, inicia-se um segundo processo para dar inicio ao processamento dos
jobs contidos na fila. Ainda, sdo gerados listeners para os eventos de conclusao e erro de

processamento dos jobs na fila.
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Ao concluir uma execucao, o listener aciona o médulo ORM para atualizar a situacao
do alinhamento processado e, caso o usuario tenha fornecido os dados de contato, um
e-mail é enviado para avisa-lo da conclusao do alinhamento pelo MASA.

Por fim, o Bull implementa uma pagina, disponivel por um ponto de acesso do back-
end, que permite a visualizacao da fila, jobs concluidos e abortados, além de informagoes
sobre o consumo de recursos do sistema. A Figura 5.5 mostra a interface disponibilizada

pelo Bull para visualizacao dos dados das filas.

Version Memory usage Fragmentation ratio Connected clients Blocked clients

6.0.1 0.01% 6.85 2 0

MASAQueue

latest 6 completed

Figura 5.5: Interface de usuario da biblioteca Bull para visualizagao das filas do MASA-
Webaligner.

5.2.8 Aligner

O modulo Aligner implementa um tnico método, responsavel por criar um processo filho,
que ird executar o MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP.

A execugao da plataforma MASA ¢é feita por Estdgios (Secao 3.2). Como hd uma
ordem na execucgao - cada Estagio, com excecao do primeiro, depende da conclusao do
anterior - as execugoes sao feitas de maneira sincrona, ou seja, ao criar um processo filho
para execucao do MASA, a execucao do médulo fica bloqueada, aguardando o retorno do
processo filho.

O método nao possui nenhum retorno, pois apds a conclusao da execucao, o listener

do médulo Queue realiza as agoes necessarias, como visto na Se¢ao 5.2.7.

5.2.9 Mail e Mail Template

Os ultimos moédulos, Mail e Mail Template, serao explicados simultaneamente devido a
sua intima ligagao.

Ao requisitar um alinhamento, o usuario pode optar por informar seu nome e e-mail,
j& que o alinhamento requisitado pode demorar algum tempo até ser concluido. Quando

essas informagoes sao fornecidas, apds a conclusao do alinhamento, pelo médulo Aligner,
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o listener do modulo Queue executa agoes para finalizar o job. O método listener, caso o
nome e e-mail tenham sido fornecidos, aciona o moédulo Mail.

O moédulo Mail implementa apenas um método, que envia os e-mails de aviso de
conclusao de alinhamento para os usuarios.

Para enviar um e-mail, é necessario carregar um template para o corpo da mensagem.
Para realizar essa tarefa, o modulo Mail aciona o médulo Mail Template. O moédulo é
implementado com ajuda da biblioteca Handlebars [45], que prové o poder necessario para
permitir a construgao de templates semanticos efetivamente.

Os templates possuem coédigo HTML, combinado com varidveis - identificadas por
meio de chaves duplas -, que permitem adicionar informacoes em tempo de execucao. Os
templates sao carregados para compor o corpo dos e-mails, que, entao, sao enviados pelo
médulo Mail. A Figura 5.6 mostra o template carregado para envio de e-mails de aviso

de conclusao do processamento de alinhamentos.

<p>

We are writing this e-mail to let you know that your request for a
sequence alignment is ready!

Figura 5.6: Template escrito com sintaxe compativel com a biblioteca Handlebars.
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5.3 Front-end da aplicacao

Como dito na Secao 5.1, o MASA-Webaligner teve seu front-end construido com o Re-
act.JS. Trata-se de uma biblioteca para desenvolvimento WEB, open-source, escrita em
JavaScript e mantida pelo Facebook.

O React.JS ¢é baseado na utilizacado de States e Componentes para manipulacao dos
dados sendo apresentados na interface de usuario. Componentes quebram os varios ele-
mentos que compdem a interface de usuario de forma que cada Componente contenha seu
préprio State interno e contribua para a construcao de interfaces complexas [46].

A ideia por tras dos States do React.JS é que cada Componente sera renderizado
novamente ao identificar uma mudanca de Estado. Pode-se, entdo, ter varias variaveis
e objetos que determinam o State de um dado Componente. Para alterar o State, ndao
podemos simplesmente realizar uma atribuicao a uma variavel ou objeto. Devemos utilizar
uma funcao prépria do React.JS, a funcao setState.

A funcéo setState define um novo State ao Componente do React.JS. E importante
ressaltar que a funcao tem comportamento assincrono, pois o React.JS pode agrupar
varias chamadas do setState por questdes de desempenho [47].

Na linguagem HTML, as tags possuem atributos, que sao utilizados pelo CSS e JavaS-
cript, para identifica-las, estiliza-las ou gerar comportamentos dinamicos na interface de
usuario. No React.JS nao exitem atributos, mas existem os chamados Props. Esses sdo
como parametros de func¢oes e o React.JS possui apenas uma regra para os Props: todos
os Componentes React tém que agir como fungdes puras em relagdo aos seus Props [46],
ou seja, os Componentes tratam seus Props como pardmetros somente leitura.

O hook é outro conceito muito importante no React.JS. Hooks permitem reutilizar
légica com estado sem mudar sua hierarquia de componentes [48]. Efetivamente, hooks
permitem a criacao de funcionalidades que podem ser disponibilizadas por toda a aplica-
¢do. O React.JS ja possui alguns hooks nativos como, por exemplo, a funcao setState.

O front-end da plataforma possui uma organizacao bastante simples, composta por
trés paginas - Home, MASA-Aligner e Resultados -, a Figura 5.7 mostra a organizagao
do front-end. A Home nao possui impacto real na aplicagdo, pois apenas prové algu-
mas informagoes basicas ao usuario, além de direciona-lo para a pagina de requisicao de

alinhamentos (MASA-Aligner) e para o repositério do projeto no Github [49].

5.3.1 MASA-Aligner

A péagina de requisicao de alinhamentos é composta por um simples formulario, que contém

todas as configuragoes para um alinhamento, como descrito na Secao 5.1.1.
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MASA Viewer

Figura 5.7: Visao do front-end da aplicagio MASA-Webaligner.

Ao carregar a pagina, todos os campos do formulario tém seu State inicial definido e,
a cada mudanga gerada pelo input do usuario, seu State é atualizado. Os campos de input
foram divididos em cinco Componentes, que sao repetidos ao longo de todo o formulério:
Button para renderizacao de botoes; Radiolnput para renderizacao de caixas de selecao;
TextArealnput para renderizacao de caixas de textos longos; TextInput para renderizagao
de caixas de textos curtos; e UploadInput para renderizacao de campos de carregamentos
de arquivos. A Figura 5.8 mostra os Componentes utilizados na pagina de requisi¢ao de
alinhamentos.

Ao preencher o formulario com os dados, obrigatorios e opcionais, o usudrio deve
clicar no botao “Align Sequences”. O front-end ira, entdao, realizar uma validagao dos
dados inseridos no formuldrio, por meio da biblioteca Yup [50]. A Yup determina os
campos que sao optativos e obrigatérios, e verifica se os ultimos foram preenchidos. No
caso do campo optativo “e-mail”, ainda é verificado se esse é valido.

No caso de erros de validacao no front-end ou erros de processamento no back-end,
o front-end aciona o hook, desenvolvido para sinalizar erros, avisos e informagoes gerais,
addToast.

Toasts sao elementos graficos renderizados com uma animacao semelhante a uma tor-
rada ficando pronta em uma torradeira. O addToast renderiza um Toast contendo algumas

informagoes sobre o erro que foi gerado, para que o usuario tenha condi¢oes de ajustar os
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® CUDAlign

Your name

Upload File No file chosen

Your second sequence

Align Sequences

Figura 5.8: Componentes da plataforma MASA-Webaligner, em ordem: Radiolnput,
TextInput, UploadInput, Text Arealnput e Button.

inputs do formuldrio e tentar uma nova requisi¢ao, ou em casos de persisténcia dos erros,
possa entrar em contato com os desenvolvedores. A Figura 5.9 mostra um Toast de erro

renderizado pelo hook.

@ Request error ®

Extension must be selecter

Figura 5.9: Resultado da execucao do hook addToast, gerando um Toast de erro na inter-
face do usuério.

Apébs a conclusao das validagoes, caso nenhum erro tenha ocorrido, o front-end faz
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a requisicao do alinhamento ao back-end e, caso o back-end nao retorne erros, o id do

alinhamento requisitado é recebido e o usuério ¢ direcionado para a pagina Resultados.

5.3.2 Resultados

A pagina Resultados possui dois caminhos de renderizagao, pois a requisicdo pode ser
para o processamento apenas do Estdagio 1 (Segdo 3.2.1) ou dos Estégios 1 a 5 (Segoes
3.2.2 e 3.2.5). No entanto, em ambos os casos, hd um passo inicial comum. A pégina
contém um total de 11 variaveis de State que controlam quais e como serdo exibidas as

informagoes resultantes da requisicao de alinhamento, listadas abaixo:

e tries: Variavel que controla o nimero de requisi¢oes feitas ao back-end enquanto o

resultado do processamento do alinhamento nao esta pronto;

e isToggled: A variavel apresenta funcionalidade apenas para alinhamentos que exe-
cutam os Estagios 1 a 5. Quando seu State é true, torna visivel a caixa de contetido
lateral com dados estatisticos do alinhamento, quando “false” faz com que a caixa

fique escondida;

e alignmentData: Armazena todos os dados processados pelo MASA-Viewer. Seu
State contém os dados que serao utilizados para construcao do grafico e da saida

textual para alinhamentos que executam todos os Estagios;

e alignmentInfo: Armazena os dados obtidos do back-end. Para alinhamentos que
executam apenas o Estégio 1, seu State armazena os dados base do alinhamento,
das sequéncias e das estatisticas. Para os demais alinhamentos, além dessas infor-
macoes, armazena também os bytes do arquivo “.bin”; que contém os resultados do

alinhamento, e o conteido dos arquivos “fasta”;

e alignmentText: Apods o processamento do MASA-Viewer, armazena a saida textual

dos alinhamentos;

e renderGraph: Apos inserir os gaps nas sequéncias, se o tamanho final for igual ou

maior 1IMB, determina - com true ou false - se o grafico deve ser renderizado;

e graph: Com os resultados lidos pelo MASA-Viewer, a varidvel armazena os valores

das coordenadas (z,y), que serao utilizadas para montar o grafico do alinhamento;

e resetValues: Para que a saida textual possa retornar ao seu estado inicial apds
ajustes pelo usudrio, os valores de inicio e fim da sequéncia sao armazenados nesta

variavel;
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e min e mar: Armazenam os valores digitados pelo usudrio para ajuste na saida

textual. Representam o limite inferior e superior respectivamente;

e render: Determina qual o formato da pagina que sera renderizada. Seu State indica
a tela de “loading” (0), resultados Estagio 1 (1) e resultados Estagios 1 a 5 (2);

e errors: Determina se os resultados ou uma tela de erro devem ser renderizadas.

Inicio da renderizacao

Quando o usuario acessa a pagina Resultados, o endereco, na barra do navegador, contém
o id do alinhamento requisitado. Esse id é utilizado pelo front-end para realizar uma
requisicao ao back-end pelos dados do alinhamento.

Para que a requisicao seja feita de forma automatica, ao carregar a pagina, utiliza-
se um hook nativo do React.JS, o useEffect. O hook aceita uma funcdo e um array de
dependéncias, de forma que a fungao ¢é executada assim que o componente inicia o processo
de renderizagio e toda vez que qualquer item do array sofra uma mudanca de State. A
resposta do back-end pode conter, além dos dados basicos do alinhamento, dois erros. O
primeiro erro contém um codigo customizado, 452, que determina que o processamento do
alinhamento ainda nao foi concluido, e o segundo erro, 404, que indica que o id fornecido
nao corresponde a nenhum alinhamento cadastrado no sistema.

No caso do erro 452, o useFEffect atualiza o State da variavel que controla o niimero de
tentativas de obter as informacgoes do alinhamento pelo back-end, tries. A variavel tries
sofre um incremento (setState) a cada erro 452 e, como faz parte do array de dependéncias
do useEffect, implica em uma nova execuc¢ao do hook. O valor da variavel tries determina o
tempo até a proxima execucao. Os intervalos aumentam a uma velocidade de 5 segundos,
ou seja, a segunda tentativa ocorre apds 5 segundos, a terceira apds 10 segundos e assim
sucessivamente. Esse processo ira se repetir até que o servidor retorne o alinhamento ou
o usuéario feche a pagina.

O erro 404 implica em fim do ciclo de requisicdo. O usuario sera apresentado a uma
mensagem de erro, como mostrado na Figura 5.10, e devera tentar outro id ou pedir uma

nova requisicao de alinhamento.

Renderizacao Estagio 1

Para requisi¢oes que executam apenas o Estagio 1 (Se¢ao 3.2.1), apds o retorno do back-
end, o processo de renderizacdo atualiza o State “render” para o valor “1” e conclui a
renderizagao, disponibilizando 2 cards, que contém as estatisticas globais do alinhamento
e os resultados do Estagio 1: melhor score e posi¢do do melhor score na matriz de simi-

laridade. A Figura 5.11 mostra o resultado final da renderizacao do Estagio 1.
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mwmlﬂm MASA Project MASA Aligner  About Contact Contribute

OPS!

There was an error while rendering your results. Try refreshing the page.
If the error persists, request a new alignment or contact our team

Figura 5.10: Mensagem de erro apresentada ao usuario, caso o back-end nao responda a
requisicao como esperado.

AF133821.1 HIV-1 isolate MB2059 from Kenya, complete genome
Vs.
AY352275.1 HIV-1 isolate SF33 from USA, complete genome

Global Statistics Stage | Results
START: 0.0000 ( 0) avg.:-nan Best Score: 5091
SEQUENCES: 0.2540 ( 1) avg.: 0.2540 Best Position: (9418,9114)
INIT:0.2260 ( 1) avg.: 0.2260 Stagel times:
STAGET: 100.5970 (1) avg.: 100.5970 PREPARE: 0.2510 ( 1) avg.: 0.2510
TOTAL: 101.0770 INIT: 0.0000 ( 1) avg.: 0.0000
Total: 101.0770 ALIGN: 100.0180 (1) avg.: 100.0180
Matrix: 1.0316e+08 END: 0.2330( 1) avg.: 0.2330

RC1IPS- 102N ANAN TOTAL- 100 RN20

Figura 5.11: Resultado final do processo de renderizacao dos resultados de requisicao de
alinhamentos com execuc¢ao somente do Estagio 1.

Renderizacao Estagios 1 a 5

Diferente das requisi¢oes de alinhamentos que executam apenas o Estagio 1, apds a res-

posta inicial do back-end, o front-end realiza mais duas requisicoes, pelo arquivo “.bin”
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e pelos arquivos “fasta” respectivamente. Apds o recebimento dos arquivos, a variavel
“alignmentInfo” tem seu State atualizado.

Com a atualizacao do State, tem-se inicio a execugdo do hook useEffect, que tem a
variavel “alignmentInfo” na sua lista de dependéncias. Com a execucao deste hook, o
MASA-Viewer processa o arquivo “bin” e obtém todos os dados resultantes do alinha-
mento, atualizando, ao final, o State da variavel “alignmentData”, dando continuidade ao
ciclo de renderizacao e ativando a execugao de mais um hook useFEffect.

Com o inicio da execucdo do useEffect dependente da variavel “alignmentData”, o
front-end ja possui todos os dados necessarios para gerar as coordenadas. Com isso,
chama-se uma funcao, “buildGraphData”, que compara as duas sequéncias - com 0s gaps
ja inseridos. Para cada caractere véalido (A, G, C, T e N), o valor da coordenada é
incrementado em uma unidade, e para cada caractere invalido (-) o valor da coordenada se
mantém igual. Caso o tamanho das sequéncias ultrapasse 1MB, o State de “renderGraph”
é a atualizado para false e o grafico nao sera renderizado. O valor inicial é definido pelos
resultados obtidos do alinhamento e, portanto, varia de acordo com o tipo do alinhamento
(global ou local).

Por fim, utiliza-se instancias das classes TextChunk e TextChunkSum - pertencentes
ao MASA-Viewer - para gerar a saida textual com base nos dados obtidos do alinhamento.
Ao fim desse processo, os States das variaveis “alignmentText” e “render” sao atualizados
para conter a saida textual e o valor “2” respectivamente.

O 1ltimo passo da renderizagao ¢é iniciado com a execucao do ultimo wuseFEffect, que
tem as variaveis “render” e “alignmentText” em sua lista de dependéncias. Sua tnica acao
¢ inserir os resultados textuais no HTML da pagina, encerrando o ciclo de renderizacao.
As Figuras 5.12 e 5.13 mostram os resultados finais do processo de renderizacdo, com e
sem grafico.

Como dito anteriormente, a pagina de resultados possui uma variavel de State “isTog-
gled”, que controla a exibi¢ao das estatisticas dos alinhamentos que executam os Estagios
1 a 5. Ao clicar no botao “More Information”, o State da variavel é alterado para o inverso
de seu valor atual, ou seja, caso seja “true” vira “false” e vice-versa. A Figura 5.14 mostra

o efeito, na interface grafica, dos States “true” e “false” da variavel “isToggled”.

5.4 Instalacao

O MASA-Webaligner foi desenvolvido para rodar em ambiente Linux, assim como a plata-
forma MASA. Para instalacao do sistema, é necessaria a instalacdo do MASA-CUDAlign
[51], MASA-OpenMP [52] e Node.js. Além disso, para os bancos de dados utilizados no

sistema - PostgreSQL e Redis -, o usudrio tem duas opgoes: realizar a instalacao padrao
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AF133821.1 HIV-1 isolate MB2059 from Kenya, complete genome
AY352275.1 HIV-1 isolate SF33 from USA, complete genome
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Query 363 ATCCTTGATCTTTGGGTCTACCACACACAAGGCTTCTTCCCTGATTGGCAAAACTACACA
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sbjct: 36 ATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACA
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Gap Extensions: 87 (-2)

Download results

Adjust

Reset

Figura 5.12: Resultado final do processo de renderizacao dos resultados de requisicao de
alinhamentos com execucao dos Estagios 1 a 5 para alinhamentos menores que 1MB.
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Figura 5.13: Resultado final do processo de renderizagao dos resultados de requisicao de
alinhamentos com execugao dos Estagios 1 a 5 para alinhamentos maiores que 1MB.

do banco de dados ou utilizar um contéiner (Docker) para instalagao isolada dos bancos
de dados.

Para realizar a instalacao do MASA-CUDAlign, o usuéario deve se dirigir ao repositério

do projeto no Github [51], realizar o download da tltima versdo do software, abrir o
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Figura 5.14: A esquerda, o elemento grafico contendo as estatisticas geradas apds o pro-
cessamento do alinhamento esté escondido, o que implica em um valor false para variavel
“isToggled”. A direita, o elemento estd visivel, implicando um valor true para varidvel
“isToggled”.

terminal Linux na pasta em que o arquivo foi salvo e executar os seguintes comandos:

tar -xvzf masa-cudalign-3.9.1.1024.tar.gz
cd masa-cudalign-3.9.1.1024

./configure

make

sudo make install

O processo de instalacado do MASA-OpenMP é bastante semelhante. O usuério deve
acessar o repositério do projeto no Github [52], realizar o download da ultima versao
do software, abrir o terminal Linux na pasta em que o arquivo foi salvo e executar os

comandos:

tar -xvzf masa-openmp-1.0.1.1024.tar.gz
cd masa-openmp-1.0.1.1024

./configure

make

sudo make install

Para verificar que as instalagoes do MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP tiveram
éxito, basta executar os comandos “cudalign” e “masa-openmp”. Se nao houver problemas

na instalacao, o usuario devera ver as mensagens, conforme a Figura 5.15.
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Linked with MASA - Malleable Architecture for Sequence Aligners - 1.3.9.1024
University of Brasilia/UnB - Brazil

Copyright (c) 2010-2015 Edans Sandes - License GPLV3

This program comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.

See “cudalign --help' for more information.

bernardo@bernardo-Ryzen5: ~

Linked with MASA - Malleable Architecture for Sequence Aligners - 1.3.9.1024
University of Brasilia/unB - Brazil

Copyright (c) 2010-2015 Edans Sandes - License GPLv3

This program comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.

See “masa-openmp --help' for more information.

Figura 5.15: Execugao e retorno dos comandos para verificacao da instalacao dos softwares
de alinhamento MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP.

As demais instalagdes necessarias podem variar de acordo com a distribuicao Linux
e, por simplicidade, serao abordados apenas os processos de instalagao em distribuicoes
baseadas no Debian.

Com a instalacao dos softwares MASA concluida, o usudrio deve seguir para o site
do Node.js [35]. Existem algumas formas de realizar a instalacdo do Node.js, que po-
dem variar entre distribuigbes Linux e até mesmo dentro da mesma distribuigdo. Por
simplicidade, o método utilizado serd por meio do gerenciador de pacotes, utilizado no
desenvolvimento do MASA-Webaligner. Para instalar a versao Long-Term Support(LTS)

do Node.js, o usuario deve executar os seguintes comandos:

curl -sL https://deb.nodesource.com/setup_12.x | sudo -E bash -
sudo apt-get install -y nodejs

Os comandos realizam a insercao do repositério Node.js ao sistema do usudrio e a
instalagao do Node.js e NPM (Node Package Manager). Apés a conclusdo do processo de
instalagdo, o usuario pode executar os comandos “node —version” e “npm —version” e, no
éxito da instalacao, devera ver as versoes dos softwares instalados.

Por facilitar o processo, a instalacao dos bancos de dados sera apresentada pelo método
de contéiner, utilizando o Docker. Inicialmente, é necessario realizar a instalacao do

Docker. Para realizar a instalagao, o usuario deve executar os seguintes comandos:

sudo apt-get update
sudo apt-get install \
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apt-transport-https \
ca-certificates \
curl \
gnupg-agent \
software-properties—common
curl -fsSL https://download.docker.com/linux/ubuntu/gpg
| sudo apt-key add -
sudo add-apt-repository \
"deb [arch=amd64] https://download.docker.com/linux/ubuntu \
$(1sb\_release -cs) \
stable"
sudo apt-get update
sudo apt-get install docker-ce docker-ce-cli containerd.io
sudo groupadd docker
sudo usermod -aG docker $USER

Os comandos listados irdo realizar o download das dependéncias do Docker, download
da chave publica, adicionar o repositorio do Docker aos repositorios do sistema, realizar a
instalacao e adicionar privilégios de administrador ao Docker. Apoés a instalacao, o usuario
pode executar o comando “docker —version” para confirmar se o software foi instalado.
Em caso de éxito, o usudrio devera ver a versao do software como resultado.

Apos a instalagao do Docker, o usuario deve realizar a instalacado das imagens do

PostgreSQL e Redis. Para isso, deve executar os seguintes comandos:

docker run --name some-postgres -e
POSTGRES_PASSWORD=mysecretpassword -p port:port -d postgres

docker run --name some-redis -p port:port -d redis:alpine

PR3

Os parametros “some-postgres”, “mysecretpassword”, “port” e “some-redis” devem ser
substituidos pelo nome do contéiner PostgreSQL, senha do banco de dados PostgreSQL,
portas para direcionar o acesso do sistema operacional para o contéiner e nome do con-
téiner Redis respectivamente. Apods a instalagao dos bancos de dados, o usuario pode
executar o comando “docker ps -a” para verificar se os contéineres estao executando.

Apods a instalacao dos bancos de dados, o usuario deve baixar o MASA-Webaligner

[53]. Para realizar a instalacdo, o usudrio deve executar o seguintes comandos:

git clone https://github.com/bernas1104/MASA-Webaligner
cd MASA-Webaligner
cd backend
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npm i
cd ..
cd frontend

npm i

Os comandos listados irdo baixar os arquivos e pastas do repositério do projeto MASA-
Webaligner, instalar todas as dependéncias do back-end e instalar todas as dependéncias
do front-end. Apds a conclusao da instalagdo das dependéncias, o usuario deve acessar a
pasta “backend” e editar o arquivo “ormconfig.json”, adicionando o endereco do banco de
dados, o usudario e login e nome do banco. Ainda, deve criar um arquivo “.env” e adicionar

as seguintes linhas:

REDIS_HOST=enderego_banco_redis
REDIS_PORT=porta_banco_redis

Substituindo “endereco banco redis” e “porta_banco redis” de acordo. O usuario
pode executar o comando “npm run build” para realizar uma build do projeto e, com isso,
a instalacdo do back-end da aplicacao esta concluida. O cédigo de produgao, gerado pela
build, esta localizado na pasta “dist” e, para dar inicio a execu¢ao do MASA-Webaligner,
basta executar os comandos “node dist/shared/infra/http/server.js”, para iniciar o servi-
dor, e “node dist/shared /infra/http/queue.js”, para iniciar o servigo de fila.

Para concluir a instalacao do front-end da aplicacao, o usuario deve acessar a pasta
“frontend” e editar o arquivo “.env”, substituindo o valor de “REACT APP_API URL”

pelo enderego do back-end. A Figura 5.16 destaca a linha que deve ser alterada no arquivo

fit .env frontend X

1)
Tiv

1 REACT_APP_API_URL=endereco_do_back-end

Figura 5.16: Edi¢ao do arquivo “.env”. A linha em destaque deve ser alterada para conter
o endereco do back-end da aplicagao MASA-Webaligner.

Apo6s a edigao, o usuario deve voltar na pasta “frontend” e executar o comando “npm
run build”. Ao finalizar o processo de build, a instalacio do MASA-Webaligner esta
concluida e o c6digo de producao estara na pasta “build”.

Para acessar as paginas web do front-end, o usuéario necessita de um servidor web, como

o NGINX [54] (para uso local) ou algum servigo dedicado, como Netlify [55]. No segundo
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caso, o usuario devera dar preferéncia por hospedar o back-end da aplicacdo em algum
servigo dedicado, como a DigitalOcean [56]. A configuragdo dos ambientes de back-end
dedicado e web, seja local ou dedicado, estao além do escopo deste projeto e, portanto,

nao serao abordadas.
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Capitulo 6

Resultados

Apos a implementagdo do MASA-Webaligner, foram realizados testes para verificar como
o sistema se comporta quando houver miltiplas requisi¢oes simultaneas, e se a visualizacao
de alinhamentos de sequéncias médias e grandes (> 1MB) possui impacto no desempe-
nho. Para as requisi¢oes simultaneas, os testes foram feitos considerando a execugao dos
Estégios 1 a 5 (Segoes 3.2.2 a 3.2.5), pois a realizacdo de todos os Estagios implica no
“pior caso” tanto para o servidor, quanto para o cliente.

Na Secao 6.1 sdo descritos os ambientes de testes. A Secao 6.2 abordara os testes

executados e seus resultados.

6.1 Ambiente de testes

Para execucao dos testes da plataforma foram utilizados trés computadores pessoais, que
irao atuar como servidor e clientes respectivamente. Os computadores foram conectados
a uma rede pessoal, onde o servidor possui uma conexao Ethernet de 1 Gbps e os clientes
possuem conexao Wi-Fi com a rede. A velocidade da Internet disponivel para a rede é
de aproximadamente 240Mbps. A Tabela 6.1 apresenta a especificacdo dos computadores
utilizados.

Além disso, foram utilizados trés pares de sequéncias, que tipificam cargas pequenas,
médias e grandes. Para as cargas pequenas foram utilizadas as sequéncias Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/human/BRA/SP02/202057]
(MT126808.1) e Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1[58]
(NC_045512.2), que possuem tamanho aproximado de 30KB. Para cargas médias foram
utilizadas as sequéncias Chlamydia trachomatis A/HAR-13[25] (CP000051.1) e Chlamy-
dia muridarum Nigg[26] (AE002160.2), que possuem aproximadamente 1MB de tama-
nho. Por fim, para as cargas grandes foram utilizadas as sequéncias Bacillus anthracis
str. Ames[3] (AE016879.1) e Bacillus anthracis str. Sterne [4] (AE017225.1), que pos-
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Tabela 6.1: Especificacao das plataformas de hardware e software utilizadas nos testes do
MASA-Webaligner.

* Servidor Cliente 1 Cliente 2

Sistema Ubuntu 20.04 LTS Pop! OS 20.04 LTS Windows 10 Home

Operaci- Edition, 1909

onal

CPU AMD Ryzen 5 2600, | Intel Core i5-8250u, | Intel Core i3-7020u, 2-
6-Cores 12-Threads @ | 4-Cores 8-Threads @ | Core 4-Threads @ 2.40
3.40 Ghz 1.60 Ghz Ghz

GPU GTX 1050Ti, 768 | Intel UHD Graphics | Intel HD Graphics 620
CUDA Cores, 4 GB | 620 @ 300 Mhz @ 300 Mhz
GDDR5 @ 1392 Mhz
(Pascal)

Memoria | 16 GB DDR4 @ 2400 | 8 GB DDR4 @ 2400 | 4 GB DDR4 @ 2400
Mhz Mhz Mhz

Disco HDD 1 TB, 3.5, |SSD 240 GB, 2.5, |SSD 120 GB, 2.5,
SATA SATA SATA

suem aproximadamente 5MB de tamanho. Todas as sequéncias foram obtidas no site do

National Center for Biotechnology Information[34].

6.2 Testes

Os testes realizados foram divididos em duas categorias: requisi¢oes simultaneas e visuali-
zagao. A primeira categoria visa avaliar a capacidade do servidor para lidar com miltiplas
requisicoes sendo feitas ao mesmo tempo. A segunda categoria avalia a responsividade
do computador no lado do cliente ao abrir os resultados do alinhamento. Em ambas ca-
tegorias, foram requisitados os alinhamentos, ou seja, sao executados os Estagios 1 a 5,
ja que esse tipo de alinhamento é o pior caso para o servidor e para o cliente.

Para a categoria requisicoes multiplas, os cenarios executados foram 1, 2, 5 e 10
requisicoes simultaneas. Para cada cendrio, as requisi¢coes continham os arquivos das
sequéncias de 30KB, 1MB e 5MB, descritas na Secao 6.1, e foram executados cinco vezes,
anotando a média e o desvio padrao dos resultados. Ainda, testaram-se os casos onde as
sequéncias eram recebidas pela API do National Center for Biotechnology Information e
os casos onde as sequéncias eram fornecidas pelos usuarios. As Tabelas 6.2, 6.3, 6.4, 6.5
mostram os tempos necessarios para a resposta ao recebimento da requisi¢do com arquivos
obtidos pela API, os tempos necessarios para a resposta ao recebimento da requisicdo com
arquivos obtidos diretamente pela submissao do usuario, os tempos de processamento do
alinhamento e os tempos de devolucao dos resultados pelo servidor respectivamente. Para

simular as multiplas requisi¢oes, foram desenvolvidos dois pequenos scripts em JavaScript
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que fazem as requisi¢oes por meio de lagos. Os scripts estao disponiveis no Apéndice (A
e B). E importante ressaltar que os tempos representam as médias obtidas apés a tltima
requisicao ser concluida.

O tempo de resposta ao recebimento da requisicdo é o tempo necessario para que o
servidor receba a requisicao de um cliente, obtenha e armazene os arquivos da sequéncias,
insira a requisicao na fila de processamento e retorne o identificador do alinhamento para
o cliente. O tempo de processamento é o tempo necessario para que todos os alinhamentos
requisitados sejam concluidos e tenham seus resultados disponiveis. O tempo de devolucao
dos resultados é o tempo necessario para que o servidor receba a requisicao de um cliente
e devolva as informacoes e os arquivos binario e fasta para que o cliente possa construir
os resultados.

Para os tempos de resposta e processamento hé a possibilidade de obter os arquivos via
API ou submissao do usuario. Os arquivos obtidos via API utilizam o moédulo National
Center for Biotechnology Information (Segao 5.2.5) para obter os arquivos das sequéncias
que serao alinhadas. J& a submissao do usudrio utiliza o input textual ou upload de

arquivos de sequéncia pelo usuéario.

Tabela 6.2: Tempo médio de resposta do servidor MASA-Webaligner para requisicoes
simultaneas de alinhamentos. NC indica que nao foi possivel obter tempo devido a res-
tricoes da API.

Origem sequéncias API Usuario

N° de Requisi¢oes | 30KB | 1IMB | 5MB | 30KB | 1IMB | 5MB
1 1,57s | 3,31s | 7,49s | 0,06s | 0,32s | 1,31s
2 1,63s | 3,03s | 6,94s | 0,09s | 0,57s | 2,158
5 1,65s | 3,13s | 7,358 | 0,20s | 0,17s | 4,34s
10 NC 4,35s | 8,45s | 0,24s | 2,28s | 9,59s

Tabela 6.3: Desvio padrao do tempo de resposta para requisi¢oes simultaneas de alinha-
mentos. NC indica que nao foi possivel obter tempo devido a restrigoes da API.

Origem sequéncias API Usuario

N° de Requisi¢oes | 30KB | 1IMB | 5MB | 30KB | 1IMB | 5MB
1 0,08 0,75 2,70 0,02 0,05 0,03
2 0,16 0,03 1,11 0,04 0,12 0,11
5 0,07 0,12 0,61 0,01 0,05 0,12
10 NC 1,49 0,72 0,02 0,12 0,14

Além dos testes de requisicao e retorno de alinhamentos, foram realizados testes para
verificar como os clientes se comportam quando estao processando os resultados de ali-
nhamentos pequenos (30KB), médios (1MB) e grandes (5MB). A Tabela 6.6 mostra a
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Tabela 6.4: Tempo de processamento dos alinhamentos pelo servidor MASA-Webaligner
apos as requisicoes simultaneas. NC indica que nao foi possivel obter tempo devido a
restricoes da API e erros no processamento da fila.

Origem sequéncias API Usudrio

N° de Requisi¢coes | 30KB | 1IMB | 5MB | 30KB | 1IMB | 5MB
1 ~ bs ~ 30s NC ~ bs ~ 30s NC
2 ~ 10s | ~ 60s NC ~ 10s | =~ 60s NC
5 ~ 25s | ~ 150s | NC ~ 25s | ~ 150s | NC
10 NC ~ 330s | NC ~ 5H0s | =~ 330s | NC

Tabela 6.5: Tempo médio de resposta para os resultados dos alinhamentos, contendo:
informagoes do banco de dados, arquivo binario e arquivos FASTA. NC indica que nao
foi possivel possivel obter tempo devido a erros no processamento da fila.

N° de Requisicoes | 30KB | 1IMB | 5MB
1 0.04s | 0.38s | NC
2 0.05s | 0.60s | NC
5 0.10s | 1.31s | NC
10 0.14s | 2.67s | NC

quantidade de tempo e recursos utilizados para carregar o resultados no cliente. A aferi-
¢ao dos resultados foi feita com auxilio do System Monitor (Cliente 1) e do Gerenciador
de Tarefas (Cliente 2).

Tabela 6.6: Utilizagao de recursos, para visualizacao dos resultados de um alinhamento,
pelo cliente. NC indica que nao foi possivel obter o tempo devido a erros no processamento
da fila.

Cliente 1 2
Sequéncias 30KB 1MB | 5MB | 30KB 1MB | 5MB
Tempo ~ 1s ~ Ts NC SIS ~ 13s NC
CPU ao carregar | até 19% | até 23% | NC | até 23% | até 50% | NC
CPU ao interagir | até 24% | até 18% | NC | até 34% | até 30% | NC
Memoéria RAM 150MB | 900MB NC 200MB 1,4GB NC

6.3 Analise dos resultados

Como pode ser visto na Tabela 6.2, o niimero de requisi¢oes tem pouca influéncia no
tempo de resposta, com arquivos obtidos via API, para sequéncias de 30KB, porém, para
os outros tamanhos, cresce proporcionalmente a medida que o tamanho da sequéncia
aumenta. O mesmo comportamento pode ser observado para os tempos de resposta com

arquivos submetidos pelo usuario.
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Observa-se também que ao realizar requisi¢oes de alinhamentos que fazem uso da API
do National Center for Biotechnology Information para obter as sequéncias FASTA, o
tempo de resposta do servidor apresenta comportamento mais complexo. Por exemplo,
o tempo de resposta, para requisi¢oes utilizando a API, com uma tunica requisicao e
utilizando arquivos de 1MB demorou, em média, 3,31 segundos, mas para cinco requisi¢oes
simultdneas com os mesmo arquivos demorou, em média, 3,13 segundos. A Tabela 6.3
mostra que hd uma variagdo maior no desvio padrao quando se utiliza a API, ou seja, héa
menos uniformidade nos tempos de resposta. Isso se deve a dependéncia da velocidade
de conexao com a Internet pelo servidor e, ao fato de que, ao realizar o download da
sequéncia, o processo do servidor fica travado, forcando que apenas uma requisicdo a
API seja feita por vez, independente de quantas requisi¢oes estejam chegando. Sobre a
velocidade de download, nao ha o que ser feito além de tentar garantir uma boa conexao
com a Internet. No entanto, o segundo problema pode ser resolvido adicionando uma
funcionalidade experimental do TypeScript: as Worker Threads [59]. A ideia seria tornar
o download das sequéncias FASTA uma tarefa nao blocante, reduzindo o tempo de resposta
do servidor.

Nas Tabelas 6.2 e 6.4 verifica-se que apesar de ser possivel obter uma resposta do
servidor para requisicdo de alinhamentos grandes (> 5MB), o servidor nao é capaz de
processar o alinhamento em tempo habil. A biblioteca Bull, utilizada na implementagao
das filas (Secao 5.2.7), utiliza um mecanismo de trava (lock) com temporizador para
execucao de jobs. Os alinhamentos grandes estouram o tempo limite definido pelo Bull
e, apesar do processamento do alinhamento ocorrer, o servidor retorna que o job falhou.
Ainda, quando isso acontece, pode ocorrer, ou nao, de a fila, com todos os outros jobs,
concluidos ou néo, ser apagada. E possivel que um estudo em maior detalhe na biblioteca
e a alteracdo de parametros na inicializacao da fila, ou a substituicao desta resolva essa
questao.

Também nas Tabelas 6.2 e 6.4, observa-se que, quando utilizando a API, nao foi
possivel realizar as requisi¢coes simultaneas e, consequentemente, o processamento dos
alinhamentos para cenario de dez requisi¢oes de alinhamentos pequenos. A API do Na-
tional Center for Biotechnology Information limita sua utilizagdo a 10 requisi¢bes por
segundo. No caso de 10 requisi¢oes simultaneas de alinhamentos pequenos, o limite da
API foi estourado e nao foi possivel realizar os alinhamentos, ja que nao foi possivel obter
as sequéncias necessarias. No entanto, National Center for Biotechnology Information
permite que o limite seja aumentado mediante solicitagao e andlise do pedido [60].

No lado dos clientes, é possivel verificar que sistemas com hardware mais antigo, em-
bora consigam visualizar os resultados de alinhamentos de 1MB, ja apresentam limitacoes

de recursos, principalmente de memoria RAM. Na Tabela 6.6, o Cliente 2, ao visualizar o
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alinhamento de 1MB, utilizou 1.4GB dos 4GB disponiveis. No entanto, o consumo total
de memoria RAM no cliente atingiu aproximadamente 90%, mostrando que alinhamen-
tos maiores iriam forcar a maquina a um estado frequente de utilizacao da area swap, o
que seria desastroso para performance do sistema. Uma forma de tentar remediar essa
situacao seria disponibilizar a versao Java do MASA-Viewer e dando a possibilidade do
usuario poder analisar os resultados fora do ambiente do navegador, o que consome menos
recursos. A Figura 6.1 mostra que a visualizagdo de um alinhamento de 5MB consome

menos memoria do que a visualizacao dos alinhamentos de 1MB pelo navegador.

File View
Query: TATTTTTTCITGTTTTTTAT) [~
\HIHIHHHIHHHIHHHHHHHHIHHIHHIHHHIHHI [sn/snl =
Shiet: TATTTTTTCTTGTTTTTTATATCOACAAACT CTTTT CGTACTTTTACACAGT ATATCET =|
Query: @
RITTTTT T T T T T T T T T T T T T \IHHI\IHI\IHHI\IHI\IHHI\\HIHHHIHHIHHHIHHI[swuu]
shjct 62 GTTGTGGACAATTTT 122
- i Query: 121 GCTATAGETACTTTTTTTTGATATTATAGTTGTGTTTTCACTTTGARTAAGITTTCCACA 181
— -] \|HH|\|\H\H\|\|\IHHH\|\|HH|HHHIHHIHHHIHHI[501150]
Shjct: 122 GETATAGCTACTTTTTTTTGA 182
L | Query: 181 TCITTATCITATCCACAKTTTGTGT ATARCAT STGGACAGTTTTANTCACATGTGGETAR 241
C m LT Georzdos
Shjer: 182 TCTTTATCTTATCCACAATTTET \CATGTEGACAGTTTTAAT CACAT GTGGETAL 202
L N Query: 241 ATGATTATCCACATTTGCITTTTTATCEAMACCCTATCTCATATACAMACGACETTTTT 301
R e
Shjer: 242 ATGATTATCCACATTTGCTTTTTTGTCEALRACCCT ATCTCAT AT ACAAACGACETTTTT 382
= n Ouery: 201 TTTCETATAAKTATACATITTATATITATT T e
AE T T T csaragan
= — Shjct: 302 AGETTTTARAATACETTTCGTAT AAATATACATTTTATATTT ATT CAGETTGTACATTTG 262
Query: 361 TTGCACKACCTTATTCTTITACCATCITAGTAMAGGAGGEACACCTTTGEAMMATATETE 421
T TR
— — Shjct: 262 TTGCACAACCTTATT( ATCTTAGTAAAGGAGEEACACCTTTGEAARACAT an
- n Query: 421 TGATTTATGGAACAGCGCCTTARMAGAACTCEARARAARGGT CAGTARACCARGTTATER 41
FELLETCUTTV UL DT LT DCT T ECC 1] (e 4sed
— — Shjer: 432 TGATTTATGEAMCAGCGCCTTALRAGAACTCGARAAAAGET CAGT ARACCARGTTATGA am
Query: 481 AACATGGTTAMAATCANCAACCECACATANTTTAARGARAGATGTATTAACANTTACGSE 541
- — R
- i Shice 452 AACATGETTALATCAACAACCREATIT AXTTT AXKGARAGATGTATTACARTTACGSE 542
~ 1 Query: 541 TCCAMATGAATTCGCCCGTEATT GETTAGAAT CTCATTATTCAGAGCT AATTTCEGARA co1
[~ — \|HH|\|\H\H\|\|\IHHH\|\|HH|HHHIHHIHHHIHHI[501500]
- Shjct: 542 TCCARATGAATTCGCCCGTGATTGETTAGAAT CTCATTATTCAGAGCTAATTTCGGARAC €02
. L1 L1l LI L1l Query: 601 ACTTTATGATTTAACGG6E6CALAATTAGCT ATTCECTTTATTATTCCCCARAGTCARGE. €61
AL s
Shjer: 602 GATTTAACGGEGECAAATTAGCTATT: TTATTCCCCAARGTCARGE 662
661 TGAAGAGGAGATTGATCTTCCTCCT LT AAACCAAKT GEAGCACAGATEATTETARTCA

Resources File Systems

bernardo 5325 569,1 MiB 50,3 MiB 88,0KiB NfA Normal

Figura 6.1: Visualizacdo e consumo de memodria RAM pelo MASA-Viewer ao abrir um
alinhamento de duas sequéncias de 5MB [3][4].

Ainda sobre os clientes, verifica-se que o consumo de CPU pode alcancar niveis rela-
tivamente altos - até 50% no cliente 1, conforme a Tabela 6.6 -, porém isso ocorre apenas
no momento em que o alinhamento é carregado. Para interagoes com o grafico e a saida
textual, o uso de CPU ficou em niveis bem mais baixos.

Por fim, é importante frisar que, embora seja possivel testar e avaliar a experiéncia
do usudrio com o sistema, esse tipo de teste foge do escopo do presente trabalho. Ainda,
é possivel afirmar, sem necessidade de testes, que a experiéncia de usabilidade de uma
plataforma com interface grafica é muito superior a usabilidade dos softwares por meio

de um terminal para usuarios leigos.
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Capitulo 7
Conclusao

Neste trabalho de graduacao foi proposta, implementada e avaliada a plataforma MASA-
Webaligner, que integra as ferramentas de alinhamento de sequéncias MASA-CUDAlign e
MASA-OpenMP, e o sistema MASA-Viewer. O MASA-Webaligner foi implementado para
a utilizacao na web, visando facilitar o uso do MASA-CUDAlign e MASA-OpenMP por
biblogos e pesquisadores da area, abstraindo todo o processo de instalagao e configuragao
dos sistemas.

Os resultados experimentais obtidos (Se¢ao 5.3.2) mostram que o sistema suporta a
utilizacao simultdnea da plataforma por varios usudrios, sem um prejuizo de tempo de
resposta e processamento, para alinhamentos pequenos (x < 500KB) e médios (500KB
< z < 1MB) em um servidor com uma unica placa de video, apresentando resultados
melhores ao utilizar multiplas placas de video. Devido a integracdo com a API do National
Center for Biotechnology Information, o sistema torna simples a utilizagao de sequéncias
de DNA que pertencem ao banco de dados da instituigao.

O sistema também facilita a utilizacao e a andlise dos resultados obtidos. Com uma
Unica instalacao, multiplos usuarios tém acesso ao servigo de alinhamento, utilizando um
sistema, de filas para o processamento das requisi¢oes. Apds o processamento, usuarios
podem ser avisados por e-mail sobre a conclusao de suas requisi¢oes, tém acesso a integra-
¢ao com o visualizador grafico com funcao de zoom e possibilidade de download do grafico
obtido, e tém acesso a saida textual com possibilidade de download dos resultados obtidos.
Ainda, recebem estatisticas sobre o processamento de alinhamento para comparagdes com
outras ferramentas.

Foi observado, durante os experimentos, que o MASA-Webaligner interage bem com a
requisicao de alinhamentos que dependem da API do National Center for Biotechnology
Information, porém possui algumas questoes relacionadas a acessos concorrentes. Isso se
deve a forma com que o JavaScript lida com as requisi¢oes no back-end. A linguagem nao

foi construida com foco em concorréncia e, portanto, ao realizar as chamadas a API, o
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servidor realiza uma acao blocante, o que o atrapalha a lidar com multiplas requisi¢oes
simultaneas.

No lado do cliente, os alinhamentos pequenos e médios nao exigiram grandes recursos
computacionais do sistema. A partir dos alinhamentos de tamanho médio (x > 1MB),
optou-se por omitir o grafico dos resultados para que a utilizagdo dos recursos do sistema
mantenha-se baixa.

Tendo em vista os resultados obtidos, concluimos que o MASA-Webaligner atingiu
os objetivos propostos. A plataforma realiza a integracio do MASA-CUDAlign, MASA-
OpenMP e MASA-Viewer, abstrai o processo de instalacao, facilita o uso da plataforma
MASA, proporciona acesso a total capacidade de processamento do sistema para todos os
usuarios, pode avisar os usuarios sobre a conclusao do processamento, gera os resultados
graficos e textuais, disponibilizando-os para visualizacao e download sem que haja grande
utilizagao de recursos computacionais no sistema dos usuarios.

Como trabalhos futuros, sugerimos uma refatoragdo ou nova implementacao do ge-
renciador de filas, para que seja possivel utilizar o sistema sem a limitacao no tamanho
dos alinhamentos requisitados. Ainda, sugerimos também a introdugdo de mecanismo de
concorréncia para que o impacto de multiplas requisi¢oes, que utilizam a API do National
Center for Biotchnology Information, nos tempos de resposta do servidor seja diminuido.

Sugerimos também um estudo sobre a possibilidade de exibicao dos graficos, para
quaisquer tamanhos de alinhamentos, sem que haja um impacto significativo, no desem-
penho. Caso essa alternativa se mostre invidvel, sugerimos a implementacao de uma
opcao de download do sistema MASA-Viewer, para que o usuario tenha a possibilidade
de visualizar o grafico do alinhamento em sua maquina pessoal e fora do ambiente do
navegador.

Ainda, atualmente o MASA-Webaligner nao é capaz de realizar uma limpeza dos ali-
nhamentos requisitados, o que, com o passar do tempo, ird gerar uma grande quantidade
de dados, os quais nao serdo mais utilizados. Sugerimos o desenvolvimento de uma fun-
cionalidade, que periodicamente, apague todas as informagoes em disco e no banco de
dados que sejam anteriores a um determinado nimero de dias.

A plataforma MASA também é capaz de realizar alinhamentos semi-globais, os quais
nao estao disponiveis para requisicao na versao atual do MASA-Webaligner. Sugerimos a
implementagao da possibilidade de requisicao dos alinhamentos semi-globais, de forma a
utilizar de maneira completa a plataforma MASA, para trabalhos futuros.

A fila implementada pelo MASA-Webaligner cresce ou diminui de acordo com a utili-
zacao do sistema. No entanto, nao ha, atualmente, um sistema que persista dados sobre
a utilizagdo da fila. Sugerimos a implementacao de uma funcionalidade que persista in-

formacoes sobre a utilizacao da fila do sistema.
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Por fim, o MASA-Webaligner esta construido em forma de mondlito, o que pode ge-
rar um impacto negativo na performance do sistema, além de tornar sua manutencao
mais custosa. Sugerimos que a arquitetura do sistema seja alterada para uma de micro
servicos, de forma que haja um servidor responsavel por receber as requisi¢oes de alinha-
mento e persistir os dados no banco, e um segundo servidor responsavel por realizar os

alinhamentos e persistir os arquivos de controle em disco.
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Apéndice A

Script para teste de requisicao

alinhamentos

const fs = require(’'fs’);

const path = require(’path’);

const axios = require (' axios ’);
const api = axios.create ({

baseURL: ’http://192.168.0.250:3333 ",
1)

const KB301 = fs.readFileSync(
path.resolve(__ dirname, '30KB’, MT126808.1. fasta '),
"utf —87,

);

const KB302 = fs.readFileSync(
path.resolve(_ dirname, ’30KB’, 'NC 045512.2.fasta ’),
"utf —87,

);

const MBIl = fs.readFileSync(
path.resolve(__ dirname, '1IMB’, ’AE002160.2.fasta ’),
"utf —87,

)
const MB12 = fs.readFileSync(
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path.resolve(__ dirname, '1IMB’, ’CP000051.1.fasta ’),
"utf —87,

);

const MB51 = fs.readFileSync(
path.resolve(__ dirname, ’5MB’, "AE(016879.1.fasta ),
"utf —87,

);

const MB52 = fs.readFileSync(
path.resolve(__ dirname, '5MB’, ’AE017225.1.fasta ’),
"utf —87,

);

async function runTests(times) {
const sOinputs = [KB301, MBI11, MB51];
const slinputs = [KB302, MBI12, MB52];

for (let i = 0; i < times; i++) {

const before = new Date().getTime ();

axios ({

method: ’post’,

url: ’http://192.168.0.250:3333/alignments

data: {
extension: 1,
type: ’global 7
onlyl: false ,
clearn: false ,
block pruning: true,
complement: 0,
reverse: 0,
sQorigin: 3,
slorigin: 3,
sOinput: sOinputs[1],
slinput: slinputs|[1],

full _name: ’"John Doe’,
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email: ’johndoe@example.com’,
}s
maxBodyLength: 20000000,
maxContentLength: 20000000,
}).then (() = {
const after = new Date().getTime ();
console.log(
after — before + ’ milliseconds for request > + (i + 1)
)i
}).catch((err) = {

console.log(err.response.data);

});

runTests (1);
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Apéndice B

Script para teste de requisicao dos

resultados
const axios = require(’axios ’);
const api = axios.create ({
baseURL: ’http://192.168.0.250:3333",

1)

async function runTests(times) {
const ids = |
"4a618d36—a2f7 —46f5—-bb38—fd462c894b01 ",
'2d19a486—fecd —430f —8476—eclccab91474 "’

I;

for (let i = 0; i < times; i++) {

const before = new Date ().getTime ();

api.get(‘alignments/${ids [0]} ‘). then(async () = {

Y

await api.get(‘files/bin/${ids[0]} )
0]} );

await api.get(‘files/fasta/${ids[0]

const after = new Date().getTime ();
console . log(

after — before + ’ milliseconds for request > + (i + 1)

);
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}).catch((err) = {

console.log(err.response.data);

1)

runTests (10);
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