1 Introdugao

A homologia esta dividida em: ortologia, paralogia e xenologia. Estas trés relacdes sao
bastante importantes para os estudos de gendmica comparativa, sobre tudo a ortologia, que
além das informacdes evolutivas ligadas a ela, também permite que a funcdo de um ortélogo
seja transferida a outro. Duas proteinas sdo ortélogas quando foram originadas a partir de um
processo de especiacdo, enquanto que sdao chamadas de paralogas caso tenham divergido em

um processo de duplicacdo (Fitch, 1970; Fitch, 2000).

Existem diversas maneiras para identificar-se proteinas ortélogas, as mais utilizadas na
literatura serdo discutidas neste trabalho, juntamente com os principais repositérios online de

grupos de proteinas ortdlogas.

2 Métodos para identificagcdo de proteinas ortélogas

2.1 Melhor hit reciproco

Um dos métodos mais utilizados para identificar proteinas ortdlogas entre dois
organismos baseia-se no fato de que proteinas ortélogas tendem a ser mais semelhantes entre
si do que com qualquer outra proteina do outro organismo. Exemplos de ferramentas que
utilizam essa metodologia, cada uma com a sua peculiaridade, sdo: INPARANOID (Remm, et al.,
2001), OrthoMCL (Li, et al., 2003), HamSTR (Ebersberger, et al., 2009); alguns bancos de dados
também aplicam essa metodologia durante a constru¢do dos grupos ortélogos: COG/KOG

(Tatusov, et al., 2003; Tatusov, et al., 1997); eggnog (Jensen, et al., 2008; Muller, et al., 2010).

2.1.1 INPARANOID

Possui um dos melhores resultados dentre as ferramentas para agrupamento de
ortdlogos (Altenhoff and Dessimoz, 2009; Chen, et al., 2007; Jun, et al., 2009), e realiza apenas
a identificacdo de ortélogos entre dois organismos, para combinar os resultados pareados de

diversos organismos utiliza-se o MULTIPARANOID (Alexeyenko, et al., 2006).

O usudrio deve fornecer ao software os conjuntos de proteinas que se deseja

comparar em dois arquivos FASTA, e também se pode utilizar um terceiro conjunto de



proteinas como grupo externo. Para cada comparacdo entre dois organismos o INPARANOID
executa quatro alinhamentos par-a-par utilizando o BLAST (Altschul, et al., 1997), cada
organismos contra ele mesmo e contra o outro (por exemplo, Ax A e B x B, seguido por AxBe
B x A). As medias dos hits reciprocos sdo calculadas caso os alinhamentos possuam um escore
maior que 50 e a regido alinhada tenha pelo menos 50% do comprimento da maior proteina,
as proteinas com maior média de escore reciproco sdo assinaladas como ortélogos, e sdo
adicionados como paralogas aquelas proteinas que sdo mais similares aos ortdlogos iniciais

gue qualquer proteina do outro organismo (Figura 1).

Figura 1 Adicdo dos ortélogos ao grupo inicial, apenas proteinas mais similares aos ortélogos iniciais que a outras

proteinas do outro organismo.

No caso de querer-se analisar grupos ortdlogos de mais de dois organismos aplica-se o
MultiParanoid aos resultados do INPARANOID. No caso de compararmos trés organismos (A, B
e C) tomamos os grupos ortélogos do par A-B como base e procuramos os ortélogos-chave de
A-B em A-C e B-C. Os grupos de A-B que possuirem ortélogos-chave em comum com 0s grupos
de A-C e B-C serdo enriquecidos com todas as proteinas dos grupos com ortdlogos-chave em
comum. Caso haja divergéncia em rela¢do a alguma proteina (i.e. tenha sido assinalada a dois
grupos ortélogos diferentes) ela serd retirada do grupo no qual ela possua menor valor de

confianga.

2.1.2 OrthoMCL

O OrthoMCL possui uma metodologia muito proxima a do INPARANOID, mas
diferencia-se principalmente por utilizar o algoritmo de clusterizacdo de Markov (MCL) para
determinar a granularidade dos grupos. Ao invés de usar escore e/ou alinhamento como limiar
o OrthoMCL utiliza um p-valor de 1le-5 como limiar, escolhido empiricamente. As provaveis
relacbes de homologia determinadas pelo BLAST reciproco sdo convertidas em um grafo, onde

os nés sdo as sequencias protéicas e as arestas sdo as médias dos —logio(p-valor). A



clusterizacao de Markov faz uso de simulagdes e considera todas as relacdes simultaneamente

para separar os outparalogos, ortélogos distantes e outros falsos positivos em geral.

Um parametro importante do OrthoMCL é o valor de dilatagdo, que controla a
granularidade dos grupos. Quanto maior for o valor de dilatagdo mais coeso é o grupo
formado. E os clusters com proteinas de ao menos duas espécies sdo consideradas ao final da

andlise.

2.1.3 HaMStR (Hidden Markov Model based Search for Orthologs using Reciprocity)

Esta ferramenta realiza comparagdes bidirecionais para identificar proteinas ortélogas.
Entretanto, por seu objetivo principal ser o agrupamento de ESTs em grupos definidos
inicialmente por proteomas as compara¢des sao diferentes das implementadas nas

ferramentas anteriores.

Além do conjunto de ESTs que se deseja classificar de acordo com suas relages de
ortologia, o usuario deve fornecer um conjunto de grupos ortélogos previamente gerados por
outra ferramenta (i.e. INPARANOID ou OrthoMCL) e as sequéncias protéicas utilizadas na
geracdo dos mesmos. As proteinas de cada grupos ortélogo sdo alinhadas e utilizadas para
gerar um HMM de perfil, o qual serd alinhado contra o conjunto de ESTs alvo. Os ESTs que
obtiverem um alinhamento acima do limiar em seguida sdo alinhados, via BLASTp, contra o
conjunto de proteinas inicial mais préoximo. Desta maneira compara-se os conjuntos de
seqiiéncia em duas dire¢des, sendo uma delas mais restrita e outra permissiva em relagdao aos
alinhamentos. O préximo passo é avaliar se a proteina com a qual o EST obteve o melhor
alinhamento foi utilizada para gerar o HMM de perfil com o qual ele, o EST, obteve o melhor
alinhamento. Caso a avaliagdo seja positiva, o EST consultado sera inserido ao grupo ortélogo

contra o qual apresentou mais similaridade.

2.2 Identifica¢Oes baseadas em filogenia

Existem diversas ferramentas que utilizam esta metodologia para identificar proteinas
ortdlogas em um conjunto de organismos, como: RIO (Zmasek and Eddy, 2002) e
Orthostrapper (Storm and Sonnhammer, 2002), estas metodologias tendem a possuir uma
baixa taxa de falsos positivos e uma alta taxa de falsos negativos (Chen, et al., 2007). Além da

grande da falta de equilibrio entre sensibilidade e especificidade encontrada nestas



metodologias outra desvantagem é a necessidade de uma filogenia bem determinada e

completa entre as espécies.

2.3 Consideragoes

Dentre as ferramentas descritas neste trabalho as duas ferramentas mais utilizadas sao
INPARANOID/MultiParanoid e o OrthoMCL, estas duas ferramentas s3o tidas como referéncias
para identificacdo de proteinas ortélogas, seja entre dois organismos ou mais (Altenhoff and
Dessimoz, 2009; Chen, et al., 2007; Ebersberger, et al., 2009; Jun, et al., 2009). A ferramenta
HaMStR por ser recente, ndo foi levada em conta pelos trabalhos comparativos, e até mesmo
por seu objetivo (agrupar ESTs), provavelmente ndo sera tdo utilizada quanto o INPARANOID
ou OrthoMCL, ja que a propria gera¢do de ESTs ndo ocorre mais com a mesma freqiiéncia, pelo

proprio barateamento das tecnologias de seqiienciamento.

As restrigdes existentes para aplicacdo de metodologias baseadas em filogenia sdo os
fatores limitantes para o uso dessa metodologia, ja que uma filogenia coesa e com uma larga

guantidade de organismos nao esta disponivel para a maioria das espécies.

3 Bancos de dados

Existem diversos bancos de dados de grupos de proteinas ortdlogas, construidos de
maneiras diversas e que permitem, ou nao, a classificagdao de outras proteinas em seus grupos.
Os bancos de dados discutidos aqui sdo todos formados buscando-se homologia por

alinhamentos.

3.1 COG/KOG

Mesmo tendo sido descontinuada desde 2003 continua sendo uma das bases mais
citadas na literatura. O COG contém 66 genomas de bactéria e archaea, e a formacdo dos
grupos ortdlogos se da utilizando a metodologia de melhores hits reciprocos. Todos os
organismos sdo alinhados uns contra os outros, e os melhores hits reciprocos entre cada
espécie sdo identificados, e os conjuntos de proteinas que contenham pelo menos trés
proteinas de organismos diferentes formam os grupos ortélogos. Como nao apenas o melhor

hit é utilizado para formar os grupos ortélogos, os “tridngulos” com proteinas em comum sdo



mesclados. Cada grupo ortélogo é curado manualmente visando corrigir agrupamentos
errbneos e reagrupar possiveis proteinas com dominios multiplos. J4 o KOG contém proteinas
oriundas de sete eucariotos, e foi formado inicialmente baseado nos grupos criados
anteriormente para bactérias e archaea, enquanto que apenas as proteinas que ndo foram

agrupadas nos antigos grupos foram submetidas ao procedimento de comparacdes bilaterais.

Um dos fatores que tornou este banco de dados popular foram as ferramentas online
Cognitor/Kognitor, que classificam proteinas em seus grupos ortdlogos, informando seus

provaveis ortélogos e fungdes.

3.2 eggNOG

Este banco de dados de proteinas ortdlogas pode ser compreendido como uma
extensdo do COG/KOG. Possui seqliéncias protéicas de 630 genomas, e como passo inicial
essas proteinas foram adicionadas aos grupos previamente geradas pelo COG/KOG analisando
os melhores hits encontrados por alinhamentos Smith-Waterman. As proteinas que nao foram
assinaladas a nenhum grupo ortélogo pré-existente foram alinhadas entre si, utilizando Smith-
Waterman, e os conjuntos de pelo menos duas proteinas que forem os melhores hits
reciprocos formam um novo grupo ortélogos. Todo o processo empregado pelo eggNOG é n3do

supervisionado, da criacdo dos grupos ortélogos as avaliagdes de suas consisténcias.

3.3 OMA (Schneider, et al., 2007)

Este banco de dados anunciou este ano que possui implementado em seu banco de
dados proteinas provenientes de 1.000 genomas (Altenhoff, et al., 2010), e a construgao de
seus grupos esta dividido em quatro passos (Roth, et al., 2008): (1) todas as proteinas sdo
alinhadas utilizando-se Smith-Waterman e matriz PAM-224, as proteinas cujos alinhamentos
possuirem caracteristicas acima do limiar sdo assinaladas como ortdlogos-candidatos; (2) os
ortdlogos-candidatos sdo avaliados se a distancia evolutiva entre eles € menor que a distancia
para qualquer outra proteina do outro organismo, e caso sim sdo assinalados como pares-
estaveis; (3) compara-se a distancia entre os pares-estaveis com suas distancias para possiveis
ortdlogos em um terceiro organismo com a finalidade de manter apenas os pares-estaveis
mais recentes, que passam a ser assinalados como pares-verificados; (4) o agrupamento das

proteinas é realizado de maneira ndo obrigatoriamente transitiva e, ao convertermos as



relacbes dos pares verificados em um grafo (onde os nds sdo as seqliéncia e as arestas os
escores dos alinhamentos), selecionamos os sub-grafos com a maior soma das arestas como

grupos ortélogos (Figura 2).

Figura 2 Grafo gerado a partir das relagGes dos pares-verificados, a soma das arestas que ligam as proteinas W;- X;-
Z, é a maior o possivel, e dentre o restante nenhuma combinagdo é maior que Y,-Z,. Desta forma, os grupos

ortélogos formados sdo {W4, Z; e X;} e {Y, e Z,}

Recentemente foi adicionado ao escopo deste banco de dados uma busca de
similaridades com as proteinas classificadas e caracterizagdo funcional dos seus grupos

ortdlogos

3.4 OrthoDB (Kriventseva, et al., 2008)

E um banco de dados de grupos de proteinas ortélogas em eucariotos, possui 115
genomas de vertebrados, artrépodes e fungos (Waterhouse, et al., 2010). Seus grupos
ortdlogos sdo formados baseados na metodologia melhores hits reciprocos utilizando Smith-
Waterman com o PARALIGN (Saebo, et al., 2005). Metodologia préxima a aplicada no
COG/KOG, onde para o delineamento dos grupos ortdlogos deve haver ao menos uma
triangulagdo das proteinas com alinhamentos maiores que 30 aminodacidos e e-value menor

gue le-3, caso nao haja a triangulacdo o limiar do e-value passa a ser le-6.

A versdo do banco de dados lancada em setembro de 2010 foi incrementada com:
caracterizacdo funcional e evolutiva dos grupos ortdlogos. A caracterizagdo funcional dos
grupos ortélogos foi realizada submetendo as proteinas agrupadas a andlises de GO e
dominios do InterPro, e a partir destas informacGes os grupos foram classificados. Desta
maneira, 95% das proteinas agrupadas estdo em algum grupos com alguma caracterizagdo

funcional de GO e/ou InterPro. A caracterizacdo evolutiva dos grupos esta representada por:



(1) uma andlise da taxa de divergéncia de cada grupo, que é calculada como sendo a média das
identidades entre cada proteina do grupo normalizadas pela média de todos os grupos; (2)
analise da distribuicdo filética de cada grupo ortdlogos; e (3) grau de relacdo entre os grupos,
gue é determinado pelos alinhamentos par-a-par das proteinas de um determinado grupos

contra todos de um outro grupo.

3.5 Consideragoes

As construgdes das bases de dados de grupos ortdlogos descritas neste trabalho ndo
divergem muito em relagdo a sua metodologia basica para formag¢dao dos grupos. A base
COG/KOG é mais antiga, e ainda a mais utilizada, e por muito tempo foi a Unica a caracterizar
funcionalmente seus grupos ortélogos, outras bases mais antigas, que nao foram descritas,
neste trabalho como o InparanoidDB (O'Brien, et al., 2005) e OrthoMCL-DB (Chen, et al., 2006)
ndo caracterizam diretamente seus grupos ortélogos em relagao a fungdo. A presenga mais
freqliente deste tipo de informagdo nos bancos de dados é um reflexo da utilizagdo cada vez
maior da ortologia na anotagdo de proteinas, deixando de ser usada apenas em andlises

evolutivas.

A base OMA é a que possui a maior quantidade de organismos representados, e
avaliando-se os algoritmos expostos em seus respectivos artigos € uma das mais bem
planejadas e com melhores resultados de acertos de rela¢gdes de ortologia identificadas

(Altenhoff and Dessimoz, 2009).

4 Identificagdo de ortélogos utilizando sintenia

Uma forma de identificar ortélogos utilizada por (Jun, et al., 2009) consiste em
comparar-se apenas as regioes vizinhas de cada gene. Neste trabalho a regido sinténica
considerada abrange os seis genes mais préximos ao gene-alvo (trés de cada lado). Ao
comparar dois genes-alvo, considera-se que a sintenia foi conservada caso o alinhamento dos
genes vizinhos possua um e-value menor que le-5, e para que os genes-alvo sejam
considerados ortélogos uma taxa minima de conservagao sinténica deve ser encontrada entre

os genes-alvo, definida pelo usudrio.

Segundo o trabalho apresentado, esta metodologia apresentou resultados muito

similares aos do INPARANOID e OrthoMCL, entretanto ha um fato relacionado a duplicacdo



nado explicado durante a discussao do artigo. Caso haja a duplicacdo de uma proteina e a copia
seja alocada em uma regido distante da original, é mais provavel que a copia sofra uma menor
pressdao para manutencao da funcdo que a original, j3 que sua localizacdo é diferente.
Entretanto, ndo hd garantias de que este fato ocorra em uma freqiéncia relevante e o

trabalho n3do cita nenhum trabalho que avalie esta situagao.
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