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Resumo

Existem diversas aplicagdes para alinhamentos multiplos de sequéncias, sendo
estes amplamente utilizados. Assim, as consequéncias oriundas de erros nestes
alinhamentos nas andlises subsequentes podem ser graves. Nesta resenha discutiremos
sobre as possiveis implicagdes desses erros, e apresentamos algumas abordagens que tém
como objetivo a melhoria na acuracia desses alinhamentos. As abordagens apresentadas
aqui sdo a utilizagdo de modelos evolutivos em pair-HMMs e a utilizacio de modelos
pair-HMM mais complexos, que levam em conta a diferente taxa de evolugdo de partes
distintas das sequéncias. Além disso, relataremos ainda como inser¢des acabam sendo
mais penalizadas quando técnicas de alinhamento multiplo progressivo sdo utilizadas, e
apresentaremos uma solu¢do para este problema, apresentada por Loytynoja e Goldman.

Introducao

Desde que a teoria da evolucdo de Darwin comegou a ser amplamente aceita, tem
sido de grande interesse cientifico a idéia de reconstruir as relagdes evolutivas entre os
organismos. Com o desenvolvimento da biologia molecular e com a postulagdo do dogma
basico, foi desenvolvido um modelo de evolugdo baseado na alteragdo fisica da sequéncia
de acidos nucléicos dos cromossomos. Assim, a partir do comeco da década de 1960,
sequéncias moleculares tém sido uma importante base para estudos de evolucdo e de
filogenia.

Uma vez que podemos abordar a evolugdo a partir do mecanismo de modificacao
da sequéncia nucleotidica de nossos genomas, podemos modelar o processo evolutivo
como um processo de edicdo, com insergdes, alteragdes e remocdes de sequéncias de
acidos nucléicos. Para estimar a distancia entre duas sequéncias, podemos assim partir de
uma alinhamento de suas bases. Desta maneira, algoritmos de alinhamento de sequéncias
tém sido parte fundamental destes estudos. Esse tipo de algoritmo visa, em geral, parear
caracteres homodlogos, sendo eles nucleotideos ou aminoacidos. Esse problema se torna
mais complicado devido a mutagdes, insercdes e delecdes que acontecem nas sequéncias
no curso da evolugdo de cada organismo.

Além de informacdes filogenéticas, alinhamentos podem ainda prover
informagdes a respeito da fun¢do e da estrutura de determinada sequéncia. Isso ¢ feito
através da comparacdo com sequéncias de fungdo ou estrutura conhecidas e pareamento
de regides reconhecidamente importantes para a determinagdo dessas caracteristicas com
regides da nova sequéncia.

Existem diversas técnicas para realizar esse tipo de tarefa. O algoritmo classico
[5] utiliza uma pontuagdo para cada par de nucleotideos ou aminoacidos alinhados, de
forma que sequéncias mais similares e alinhamentos melhores obtém uma pontuagao



maior. Uma técnica bastante similar para solucionar esse tipo de problema, mas que
apresenta um maior formalismo matematico, e possibilita a utilizagdo de métodos
estatisticos tanto para calibrar as pontuacdes mais adequadamente, quanto para analisar
os resultados, ¢ a utilizagdo de modelos pair-HMM [1].

Muitas vezes, entretanto, estamos interessados em comparar diversas sequéncias
ao mesmo tempo, e identificar nestas qual foi o processo pelo qual essas sequéncias
divergiram a partir de um ancestral comum. Para isso, ¢ necessario descobrir quais dos
caracteres presentes nas sequéncias sdo homologos, e quais foram os eventos de inser¢ao
e delecdo que ocorreram. Esse tipo de comparacdo entre sequéncias, chamado
alinhamento multiplo, ¢ muito utilizado quando deseja-se estimar arvores filogenéticas de
organismos, ou em estudos de gendmica comparativa, em que queremos identificar as
modificacdes que ocorreram nos genomas de varios organismos que levaram ao
aparecimento de determinadas caracteristicas. Muitas outras aplicagdes sdo também
conhecidas.

Em todas essas utilizagdes, entretanto, ¢ de suma importdncia que os
alinhamentos sejam feitos de maneira correta. Wong et al. mostrou recentemente algumas
possiveis consequéncias da utilizacdo de alinhamentos multiplos incorretos. Neste mesmo
artigo, mostra ainda que as diferentes abordagens existentes para este problema acabam
gerando resultados bastante discrepantes [6]. Este tema sera discutido mais a fundo nesta
resenha.

Nao se conhece, at¢ o momento, nenhuma maneira de resolver o problema de
alinhamento de diversas sequéncias de maneira 6tima com complexidade diferente de
exponencial no numero de sequéncias [1]. Este fato torna, portanto, esse tipo de solu¢ao
inviavel. Assim, algumas técnicas que utilizam heuristicas tiveram que ser desenvolvidas
para gerar alinhamentos multiplos da maneira mais eficiente e correta possivel. A solucdo
mais amplamente utilizada para este problema ¢ chamada alinhamento multiplo
progressivo. Nesta técnica alinhamentos multiplos sdo gerados a partir de alinhamentos
sucessivos de pares de sequéncias. Inicialmente, um par de sequéncias ¢ alinhado, em
seguida, uma terceira sequéncia ¢ alinhada ao alinhamento gerado pelo par de sequéncias
iniciais, e esse processo ¢ iterado até que todas as sequéncias tenham sido alinhadas [1].

Recentemente Loytynoja e Goldman apontaram o fato de que esse tipo de
abordagem para realizar alinhamentos multiplos acaba penalizando eventos de inser¢do
mais de uma vez, gerando alinhamentos finais com uma propor¢do de substituicdes e
delecdes diferente da correta [4]. Neste mesmo artigo, propde ainda uma maneira de
corrigir este tipo de erro, € mostram as consequéncias geradas por esta modificagdo nos
alinhamentos. Este tema serd também discutido mais a fundo nesta resenha.

Estes mesmos autores sugerem ainda que a utilizagdo de informagdes sobre a
estrutura das sequéncias analisadas, podem ser de grande ajuda no melhoramento da
acurdcia de alinhamentos, ja que diferentes estruturas em um gene, por exemplo, tém
taxas de evolucdo bastante distintas, devido a pressdo seletiva ndo homogénea. Neste
artigo, mencionam ainda a utilizacdo de modelos pair-HMM que levam em conta a
distancia evolutiva entre as sequéncias em questdo [3].

2. Problemas relacionados a alinhamentos multiplos



Nesta sessdo descreveremos inicialmente o problema de penalizagio excessiva de
inser¢des quando ¢ utilizada a técnica de alinhamento multiplo progressivo. Em seguida
discorreremos sobre as implicagdes da ndo correcdo, ou correcdo inadequada deste
problema para os alinhamentos multiplos. Finalmente serdo discutidas algumas possiveis
consequéncias da utilizagdo de alinhamentos multiplos incorretos. Essas implicagdes
serdo analisadas a partir do experimento feito por Wong et al..

2.1. Problema de penalizaciao excessiva de insercoes [4]

Um problema mais especifico apresentado por diversas técnicas de alinhamento
multiplo ressaltado por Loytynoja e Goldman, ¢ o problema da penalizagdo excessiva de
eventos de insercdo. Esse ¢ um problema que ¢ inerente da metodologia que faz
alinhamentos multiplos progresivamente, que ¢ a metodologia basica da maioria das
técnicas de alinhamento multiplo utilizadas na atualidade.

Nesta técnica o alinhamento multiplo ¢ feito através do alinhamento de pares de
sequéncias ou de alinhamentos de alinhamentos prévios em ordem decrescente de
proximidade evolutiva, de acordo com uma dada arvore filogenética guia. Apesar de em
alinhamentos de pares de sequencias gaps abertos devido a inser¢des ndo possam ser
diferenciados daqueles abertos devido a eventos de delegdes, quando fazemos diversos
alinhamentos consecutivos, gaps associados a dele¢des sdo penalizados apenas uma vez,
enquanto gaps que aparecem por causa de inser¢des tém que ser abertos em todas as
iteragdes seguintes. Cada vez que um gap ¢ aberto, hd uma penalidade associada a isso,
assim, um unico evento de inser¢do ¢ penalizado vérias vezes. Esse fenomeno ¢
evidenciado na Figura 1 (A e B).

Algumas heuristicas previamente desenvolvidas para tentar solucionar este
problema dao uma penalidade menor para a abertura de gaps em posigdes que ja tém
algum gap aberto. Apesar de esse tipo de abordagem reduzir a penalidade das insergdes,
ela gera um problema quando acontecem multiplos eventos de inser¢do ou delegdo
proximos, ja que as aberturas de gaps vao ficar sistematicamente enviesadas no sentido
de serem colocadas sempre no mesmo lugar. Além disso, esse alinhamento for¢ado de
gaps, levara ao alinhamento de residuos ndo homdlogos. A consequéncia disso serd uma
superestimacdo da taxa de substituicdo de residuos, e também leva a uma subestimagao
do tamanho da sequéncia ancestral. Esses eventos estdo representados na Figura 1 (C e
D). Uma solugdo diferente para esse problema foi sugerida por Loytynoja e Goldman e
sera descrita mais a frente.

2.2. Implicacoes de erros em alinhamentos em analises posteriores [6]

Alinhamentos multiplos de sequéncias sdo, como mencionado anteriormente, a
base para diversos tipos de estudos. Esses envolvendo gendomica comparativa, construgao
de arvores filogenéticas, entre outros. Até recentemente, entretanto, essas analises eram,
em geral realizadas sobre alinhamentos curados, e manualmente editados. O
procedimento de geracdo desse tipo de alinhamento, entretanto, ¢ bastante demorado, e
depende de profissionais bastante treinados. Assim, esse tipo de alinhamento tem se
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Figura 1. Inser¢des ¢ delecdes ndo sdo
equivalentes em alinhamentos multiplos
progressivos. (A) Inser¢des necessitam que
um gap seja aberto em cada uma das iteragdes
de um alinhamento multiplo progressivo.
Assim, a implementacdo ingénua desse
algoritmo penaliza esse evento diversas vezes.
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mais de um evento de inser¢do ou delegdo
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residuos que na realidade ndo deveriam estar
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tornado cada vez mais dificil de ser obtido, devido a grande quantidade de dados gerados
e, consequentemente, de sequéncias a serem alinhadas. Métodos automatizados de
alinhamento, apesar de ja terem evoluido bastante, podem ndo produzir alinhamentos
corretos, principalmente quando trata-se de alinhamentos entre sequéncias bastante

divergentes.

Wong em 2008 fez um estudo que evidencia as implicagdes da utilizacdo de
alinhamentos gerados automaticamente, sem levar em conta a incerteza associada a eles.
Neste estudo Wong selecionou um conjunto de genes ortdlogos de sete espécies
diferentes de leveduras. Foram selecionados apenas genes que apareciam em todas as sete
espécies. Esse conjunto consistia em 1502 grupos de 7 genes ortélogos. Em seguida foi
realizado o alinhamento multiplo entre cada um desses grupos utilizando 7 programas



diferentes com essa mesma finalidade. Esses programas eram: Clustal W, Muscle, T-
Coffee, Dialign 2, Mafft, Dca, e ProbCons.

Dois tipos de analise comumente feitas utilizando alinhamentos multiplos foram
entdo realizadas para os alinhamentos gerados. A primeira analise foi uma estimagdo da
arvore filogenética dos organismos envolvidos no estudo. Neste experimento, uma arvore
foi estimada, através do método da méaxima verossimilhanga, para cada alinhamento
multiplo gerado. Foi observado que em poucos casos as arvores geradas a partir do
alinhamento de um mesmo conjunto de genes ortdlogos eram as mesmas para cada
método de alinhamento. Havia casos em que os sete métodos de alinhamentos diferentes
geravam seis arvores filogenéticas diferentes a partir de um mesmo conjunto de genes
ortologos. Foi observado entretanto, que as arvores geradas a partir de conjuntos de genes
mais similares eram mais consistentes, devido, provavelmente, ao fato de sequéncias
mais similares serem mais faceis de serem alinhadas.

A outra andlise realizada sobre esses dados foi a busca por sitios de sele¢ao
positiva. Esses sitios sdo aqueles que sdo bastante conservados devido a uma pressio
seletiva positiva agindo sobre eles. Para a maioria dos ORFs utilizados, nenhum sitio foi
inferido como estando sobre sele¢do positiva fazendo a inferéncia a partir do alinhamento
multiplo gerado por qualquer método. Entretanto, foi possivel observar que em 28,4%
dos casos, as inferéncias feitas utilizando os alinhamentos gerados a partir de diferentes
métodos, ndo davam resultados consistentes, j4 que o niumero de sitios sobre selecao
positiva inferidos ndo era o mesmo. Esta propor¢do dependia do valor do limiar adotado
para identificar um sitio como sobre pressao seletiva, mas mesmo utilizando um limiar de
95%, ainda havia inconsisténcia entre as inferéncias feitas a partir de cada alinhamento
em 14,8% dos casos.

Podemos perceber, portanto, que diferencas nos alinhamentos obtidos, podem ter
consequéncias sérias nas analises feitas posteriormente. Pode-se perceber ainda que a
variabilidade encontrada entre os alinhamentos feitos por diferentes métodos aumenta
muito quando a divergéncia entre as sequéncias alinhadas aumenta. Assim, métodos que
gerem alinhamentos melhores quando as sequéncias sdo bastante divergentes sao
necessarios, assim como € necessario levar em conta essa incerteza dos alinhamentos
quando fazemos qualquer tipo de andlise utilizando esses dados.

3. Abordagens para melhorar a qualidade de alinhamentos multiplos

Nesta sessdo mostraremos algumas abordagens utilizadas para melhorar a
qualidade de alinhamentos gerados através da técnica de alinhamentos multiplos
progressivos. Descreveremos inicialmente a abordagem de Loytynoja e Goldman para
tentar solucionar o problema da penalizagdo excessiva de inser¢des. Discorreremos ainda
sobre modelos de pair-HMM para alinhamentos de pares de sequéncias que levam em
conta a diferenca na taxa de evolugdo entre diferentes fragmentos de uma sequéncia,
assim como o fato de, no caso de alinhamento de genes, haver regides codificadoras e
ndo codificadoras. A maneira como as probabilidades de emissdo e transicdo entre os
estados do modelo sdo calculadas neste trabalho ¢ também descrita, ja que calcula as
pontuacdes utilizadas para fazer alinhamentos de pares de sequéncias a partir da distancia
evolutiva entre as sequéncias envolvidas, abordagem que pode melhorar os alinhamentos
gerados.



3.1. Solucionando o problema de penalizac¢iao de inserc¢oes [4]

No trabalho de Ldytynoja e Goldman, ¢ sugerida uma possivel solugdo para o
problema de penalizagdo excessiva de inser¢des. Essa abordagem ¢ chamada alinhamento
atento a filogenia e ¢ implementada em uma alinhador multiplo chamado PRANK,F.
Nesta metodologia, quando gaps sdo adicionados em uma etapa do alinhamento multiplo,
eles sdo marcados como possiveis inser¢des. Este alinhamento é entdo alinhado a
sequéncia mais proxima a ele. Essa comparagdo serve entdo como base para decidir se
aquele gap foi gerado por uma insercao ou por uma dele¢do. No caso de ele ser, de fato,
uma inser¢do, esta posi¢do ¢ entdo marcada permanentemente como inser¢ao, € novos
gaps podem ser adicionados ali sem penalidade nas proximas iteragcdes. Além disso,
como um evento de inser¢ao gera residuos que nao sdo homoélogos a nenhum outro, essas
posicdes marcadas como inser¢des, sdo proibidas pelo algoritmo de serem pareadas com
outros residuos. Dessa forma, eventos diferentes de inser¢do sdo contados separadamente,
mesmo quando eles ocorrem na mesma posi¢ao. Por outro lado, quando a comparagao
com sequéncias proéximas mostra que o gap parece ter sido gerado por uma delecdo, a
marcagdo ¢ removida, e a penalidade para abertura de gaps naquela posi¢do ¢ mantida,
fazendo com que o efeito seja direcionado apenas para insercdes.

Para validar esta abordagem, um conjunto de teste foi gerado sinteticamente.
Neste conjunto foram geradas sequéncias de acordo com arvores filogenéticas contendo
16, 32 e 64 sequéncias diferentes. Essas sequéncias foram geradas utilizando parametros
evolutivos realistas, que mimetizavam a evolucdo do DNA em regides sem restrigdes
funcionais ou estruturais. Além disso, elas foram feitas de maneira que no alinhamento
real a quantidade de inser¢des e delegdes fosse a mesma. Sao simuladas nesses
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experimentos arvores com as sequéncias mais proximas e mais distantes evolutivamente.
As sequéncias de cada arvore foram entdo alinhadas utilizando diversos programas que
utilizam a técnica de alinhamento multiplo progressivo (CLUSTAL W, MAFFT,
MUSCLE and T-COFFEE), além daquele implementado neste trabalho (PRANK.F).
Diversas medidas de acurdcia dos alinhamentos foram feitas, e os resultados estdo
apresentados na Figura 2. Pode-se observar que a nova metodologia tem resultados
melhores do que todas as outras em todos os quesitos. Além disso, ¢ possivel observar
que todas as metodologias, exceto PRANK , falham tanto quando a distancia evolutiva
aumenta, quanto quando a quantidade de sequéncias analisadas aumenta e mantendo a
distancia evolutiva constante. Isso é especialmente interessante, pois uma técnica
usualmente utilizada em andlises filogenéticas para melhorar supostamente a qualidade
de alinhamentos multiplos com sequéncias com grande distancia evolutiva, ¢ a utilizagao
de sequéncias de distancia evolutiva intermedidria para auxiliar os programas. Entretanto,
podemos ver neste resultado, que esse aumento no numero de sequéncias ndo parece
auxiliar o alinhamento.

3.2. Modelos de pair-HMM sensiveis a diferencas entre as taxas de
evolucio de partes das sequéncias [3]

Os pair-HMMs s3o uma variagdo do modelo HMM especialmente util para
encontrar alinhamentos entre pares de sequéncias e para avaliar a relevancia dos
alinhamentos encontrados. Diferente dos HMMs tradicionais, que geram apenas uma
unica sequéncia, os pair-HMMs geram um par de sequéncias alinhadas.

Figura 3. Modelo simples de pair-HMM

Consideremos por exemplo o pair-HMM representado na Figura 3. Esse ¢ um
modelo muito simples de pair-HMM, mas ¢ bastante ilustrativo. Nele, sdo geradas
simultaneamente duas sequéncias alinhadas x = XXy Xy € Y= V1YyeYy - O estado I,
emite um unico simbolo ndo alinhado x; na sequéncia x. Da mesma maneira, o estado 1,
também emite um simbolo y; ndo alinhado, mas dessa vez na sequéncia y. Por fim o
estado M emite um par de simbolos x;e y; alinhados, tais que x; € emitido na sequéncia
x e y, € emitido na sequéncia y [1].

Podemos notar que existe nesse modelo uma relacdo um pra um entre a sequéncia

de estados e o par de sequéncias alinhadas emitido. Com isso, o problema de encontrar o
alinhamento 6timo entre as duas sequéncias x e y fica reduzido a encontrar o caminho



6timo nesse modelo. Essa sequéncia 6tima pode ser encontrada utilizando uma extensao
do algoritmo de Viterbi [1].

Uma das vantagens de se usar pair-HMM ao invés de algoritmos tradicionais de
alinhamento, ¢ que com esse modelo calculamos a probabilidade de duas sequéncias
serem relacionadas sem que seja preciso nos comprometermos com um alinhamento
especifico, o que ¢ muito util quando a similaridade entre elas ¢ baixa e ¢
consequentemente dificil de se identificar o alinhamento correto. Isso pode ser feito
eficientemente através do algoritmo forward. Além disso, podemos ainda calcular através
de pair-HMMs a probabilidade a posteriori de duas bases estarem alinhadas utilizando o
algoritmo forward-backward [1].

Modelos de pair-HMM mais complexos que utilizem parametros mais adequados
para cada regido alinhada podem ser utilizados para melhorar a qualidade dos
alinhamentos obtidos. Um exemplo disso seriam os pair-HMMs utilizados no trabalho de
Loytynoja e Goldman. Esse tipo de modelo esta representado na Figura 4. Nesta figura
pode-se observar que ha basicamente dois pair-HMMs combinados. Cada um desses
modelos reconheceria, por exemplo, regides que evoluem mais rapidamente e mais
lentamente, dependendo das probabilidades de emissdes e transi¢des utilizadas em cada
um deles.

Figura 4. Modelo com cada um das regides em cinza escuro descrevendo um processo evolutivo distinto.

Neste trabalho, além de serem utilizados modelos diferentes para diferentes
regides das sequéncias, as probabilidades de transicdo para um estado de gap e de
emissdo para cada um dos estados sdo ainda calculadas baseando-se na distancia
evolutiva entre as sequéncias, € no caso das probabilidades de emissdo de matrizes 4x4,
com seus elementos representando a taxa de mutacdo instantanea entre cada um dos
nucleotideos definidas inicialmente. Isso permite, em um alinhamento multiplo
progressivo, que as probabilidades de transi¢do e emissdo do modelo sejam ajustadas em
cada iteracdo, de forma que a distidncia evolutiva entre as sequéncias sendo alinhadas
naquele momento seja levada em conta. Como deseja-se modelar dois processos
evolutivos distintos, as matrizes de taxa de mutacdo instantanea entre nucleotideos para
cada um dos processos em questdo pode ndo ser a mesma.



Para validar essa abordagem, foram alinhados os genes CAPZA2 de 15
organismos diferentes, junto com 500 bases que de fato flanqueiam esses genes de cada
lado dessas sequéncias. Foram utilizados dois modelos diferentes. O primeiro ¢ aquele
apresentado na figura 4. Neste caso, as probabilidades foram ajustadas de forma que um
dos sub-modelos descrevesse regides de rapida evolugdo e o outro descrevesse regides de
evolucdo mais lenta. Essas probabilidades eram estimadas a partir do conhecimento
prévio que havia sobre a taxa de mutagdo, frequéncia de gaps, e duracdo média de cada
tipo de regido, além da distdncia evolutiva entre as sequéncias. O segundo modelo
utilizado representava, além de regides de evolu¢do mais rapida e mais lenta, regides
codificadoras, em que cada nucleotideo de um cddon era modelado independentemente.
Uma representagdo grafica simplificada desse modelo estd apresentada na Figura 5 (B e
C). O treinamento desse ultimo modelo foi também realizado através de conhecimento
prévio sobre a estrutura das sequéncias. Os alinhamentos foram feitos utilizando o
programa PRANK descrito anteriormente.
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Figura 5: Os painéis (a) a (c) mostram a probabilidade a posteriori de diferentes classes de estruturas no
alinhamento completo (grafico do topo) e nas regides em torno dos éxons codificantes de proteinas.
(grafico inferior) . Em (a) e (b), respectivamente, os modelos FAST/SLOW e CODON sio usados para
alinhar sequéncias de Humano e Camundongo; em (c) o modelo CODON ¢ utilizado para linhar 15
sequéncias de mamiferos. As cores cinza-claro, cinza-escuro e preto representam, respectivamente, 0s
estados que modelam as regides de elugdo rapida, lenta regido codificante. Em (c) a adi¢do de sequéncias
mais distantes aumenta a informagdo evolutiva e tem como consequéncia que as regides com alta
probabilidade dos estados de regido codificante correspondem melhor as regides dos éxons codificantes.(o
painel (i) representa as 5 sequéncias do quadro menor e o painel (ii) as 15 do maior quadro na arvore guia).
As regides que correspondem a éxons conhecidos sdo indicadas por barras horizontais no topo dos graficos.

Neste teste assume-se que alinhamentos melhores serdo gerados quando o modelo
correto de evolucdo for utilizado em cada regido da sequéncia. Os resultados deste teste



estdo apresentados na Figura 5. Podemos ver que para alinhamento de pares de sequéncia
as regides codificantes foram identificadas, entretanto, podemos notar que ha diversas
regides em que o modelo de evolugdao lenta ¢ utilizado, mas ndo ha evidéncias de
nenhuma estrutura que justifique isso. Podemos notar ainda no alinhamento de pares de
sequéncias que o modelo de regido codificante apresenta melhor resultado. O resultado ¢
bastante melhorado quando tratamos de alinhamentos multiplos. Neste caso, parece que
os alinhamentos de sequéncias mais proximas acabam ajudando aquele entre sequéncias
mais distantes, j& que fornecem informacdo sobre a variagdo espacial do processo
evolutivo.

Discussao

Pudemos notar nos diferentes trabalhos mencionados nesta resenha que softwares
que realizam alinhamentos multiplos de sequéncias tém importancia fundamental na
analise das sequéncias bioldgicas. Considerado o fato de que novas técnicas de
sequenciamento permitem a geracdo de cada vez mais sequéncias, a importancia desse
tipo de programa sé tende a aumentar.

Entretanto, podemos ver pelo trabalho de Wong et al. que a utilizagao desse tipo
de técnica sem andlise cuidadosa dos resultados gerados, pode levar a conclusdes muitas
vezes incorretas. Os resultados desse trabalho mostram ainda que as técnicas de
alinhamento multiplo automatizado precisam ainda ser melhoradas, j4 que num futuro
proximo, se ndo ja no presente, sera impossivel fazer corre¢des manuais nos
alinhamentos gerados devido a enorme quantidade de sequéncias utilizadas.

Podemos ainda questionar se os requisitos computacionais das abordagens para
alinhar diversas sequéncias sdo adequados para tratar essa nova ordem de grandeza do
nimero de sequéncias. Uma andlise sobre isto ¢ feita em [2]. A partir dela pode-se notar
que a maioria das técnicas ndo tém essa capacidade.

Apesar dessa dificuldade em lidar com a nova quantidade de dados, pudemos ver
que as técnicas de alinhamento multiplo tém também evoluido bastante. A acuricia
dessas novas metodologias parece ser muito maior do que a das técnicas inicialmente
utilizadas.

E interessante notar ainda que o software de alinhamento multiplo mais utilizado
continua sendo o CLUSTALW [4], mesmo este sendo superado por todas as novas
metodologias para realizar este tipo de tarefa. Esta ¢ uma situagdo que precisa ser
mudada, haja vistas as consequéncias da utilizagdo de alinhamentos multiplos incorretos.
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