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Introducgao

O termo filogendémica foi proposto por Jonathan Eisen, no final da década de 1990,
como sendo a intersecéo entre filogenética e genémica com o intuito de aprimorar
a predicdo funcional de genes (Eisen et al. 1997). Este pesquisador com formacéo
multidisciplinar percebeu a importancia de interpretar os dados gendmicos gerados
pelo sequenciamento de DNA usando uma plataforma evolutiva, uma abordagem
que teve suas raizes nos trabalhos cientificos da década de 1960 (e.g. Dayhoff 1965,
Zukerdandl and Pauling 1965, Fitch and Margoliash 1967).

A filogenética (do grego, phylon + genetikos) é uma das areas da biologia
evolutiva assim como a filogeografia, evolucio molecular, dentre outras (Ridley
2003, Barton et al. 2007, Futuyma 2013, Matioli and Fernandes 2011). A filogenética
reconstroi as relacdes evolutivas entre organismos (vivos ou extintos), macromoléculas
(DNA, RNA, proteinas, etc.), ecossistemas ou entre quaisquer outros elementos que
compaprtilhem uma origem evolutiva comum.

A genbémica, termo cunhado pelo geneticista Thomas Roderick em 1986, refere-se ao
estudo do mapeamento, sequenciamento e analise do genoma (do inglés, genome, genes
+chromossome). Por analogia, outros termos foram criados contendo o sufixo émica, tais
como transcritbmica, protedmica, metabolomica, dentre muitos outros. Coletivamente,
estes termos estio relacionados ao uso de diferentes tecnologias para a andlise de dados
bioldgicos néo exclusivamente, porém frequentemente, em larga escala.

A motivacdo de Eisen baseou-se em um dos principais desafios da interpretacio
de dados genomicos que diz respeito a predicdo funcional de genomas, genes e seus
produtos a partir das suas respectivas sequéncias moleculares (Eisen 1997). Desde
entdlo, o termo filogendmica tem sido usado em diferentes contextos e aplicacdes
(Eisen and Hanawalt 1999, Eisen and Fraser 2003, Sjolander 2004, Delsuc et al. 2005,
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Jeffroy et al. 2006, Nahum and Pereira 2008, Nahum et al. 2009, Sjolander 2010,
Engelhardt et al. 2011, Burki 2014, Wang et al. 2014, Wang and Wu 2015). Em alguns
casos, os termos filogendmica e filogenética sdo usados como sinbnimos embora sejam
conceitualmente distintos.

Antes mesmo do termo filogenémica ser cunhado, pesquisadores ja analisavam os
dados de genomas completamente sequenciados através da reconstrucéo de arvores
evolutivas. Na literatura, os trabalhos envolvendo analise filogenémica podem ser
referidos também por outras terminologias, tais como: “whole-genome phylogeny”,
“genome-wide phylogenetic analysis”, “whole genome-based phylogenetic analysis”,
“evolutionary genomics”, etc. (e.g. Fitz-Gibbon and House 1999, Uddin et al. 2004,
Kuo et al. 2008, Bonaventura et al. 2010). Quando a filogenémica é usada na analise
de genomas mitocondriais, por exemplo, esta abordagtem é frequentemente referida
como mitogenomica (Pereira and Baker 2006, Pacheco et al. 2011, Wang and Wu 2015).

Cabe ressaltar ainda que a filogenomica nfo se limita a analise de genomas
completamente sequenciados. Ela inclui também a analise de familias génicas e
proteicas ou mesmo genes individuais em questdes relacionadas a biologia evolutiva
das macromoléculas e/ou dos organismos nos mais variados ambientes (Eisen 1997,
Eisen and Hanawalt 1999, Nahum et al. 2009, Castoe et al. 2007, Andrade et al. 2011).

Este capitulo apresenta inicialmente conceitos fundamentais aos estudos de
filogenomica que envolvem a interpretacéio de arvores evolutivas e as relacdes de
homologia entre genes e seus produtos. Em seguida, o capitulo trata das principais
metodologias de analise filogenémica com énfase aquelas que utilizam dados de
sequéncias moleculares. Apresentam-se alguns temas muito importantes como
a predicdo de homologia, predicéo funcional e exemplos da analise de genomas
completamente sequenciados usando a filogenomica. Em conjunto, o capitulo aborda
variados temas sob uma perspectiva evolutiva e, portanto, intertidisciplinar.

Arvores evolutivas

A arvore filogenética, também chamada de arvore evolutiva ou filogenia, é a forma
mais amplamente utilizada de representaciio dos dados evolutivos (Figura 1). Ela
mostra as relacdes entre diferentes elementos (e.g. genes) presentes na base de dados
analisada e seus possiveis ancestrais. A arvore é um tipo especial de grafo (cf. teoria
de grafos) e inclui alguns componentes principais, tais como: ramos, nds (internos e
terminais) e raiz no caso das arvores enraizadas.

Os ramos conectam as pontas (ou arestas) aos seus ancestrais representados
pelos nés na arvore. Os ramos correspondem a um unico tdxon ou um unico gene no
caso de uma arvore de genes. O mesmo se aplica a todas as demais filogenias, sejam
de familias de proteinas, de caracteres morfoldgicos, dentre outras. Uma escala é
fornecida quando o comprimento dos ramos (do inglés, branch length) é proporcional
ao tempo evolutivo ou a variacéo genética.

Um taxon consiste em um grupo de organismos (e.g. espécies, géneros, familias,
etc.). Frequentemente, o taxon é referido como unidade taxondmica operacional (do
inglés, operational taxonomic unit - OTU). No caso das macromoléculas, estas unidades
sdo representadas por sequéncias de nucleotideos (DNA ou RNA) ou de residuos de
aminodacidos (proteinas).
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Figura 1. Componentes da arvore evolutiva. Uma arvore evolutiva hipotética mostrando ramos externos
e internos, nds internos e arestas (tips). As arestas da arvore correspondem aos taxons (OTU) ou
macromoléculas (genes, proteinas, introns, etc.).

Na mesma arvore, é possivel ter diferentes niveis taxénomicos. Por exemplo,
espécies e subespécies. Quando se trata de arvores de familias génicas, diferentes
genes e pseudogenes podem ser identificados. O mesmo se observa para arvores de
familias proteicas, nas quais variantes funcionais sfo estudadas (Nahum and Pereira
2008, Nahum et al. 2009).

Os nés representam um ancestral (tdxon, gene, proteina, etc.) dando origem a dois
ou mais ramos. Geralmente, os nés vém associados a valores de apoio estatistico (do
inglés, support values) que indicam o grau de confianca de um determinado grupo
indicado pela topologia da arvore.

O grupo monofilético, também chamado de clado, é formado por dois ou mais
ramos conectados por um n6 com apoio estatistico significativo, ou seja, um grupo
constituido por um ancestral e todos os seus descendentes (tdxons, genes, proteinas,
etc.). Se mais de dois ramos emergem a partir do nd, tem-se uma politomia (do grego,
polli + tomi, muitos cortes). A identificacdo de uma politomia indica que as relacdes
entre os elementos analisados nfo foram resolvidas.

As arvores podem ser enraizadas ou nfio enraizadas. O enraizamento da arvore pode
ser feito pela escolha de um grupo externo (do inglés, outgroup). A raiz estabelece a
ordem na qual os eventos evolutivos ocorreram ao longo do tempo. Em alguns casos,
a escolha do grupo externo representa um desafio.

Existem diferentes formas de se representar uma mesma arvore evolutiva
(Figura 2). As arvores podem estar dispostas na forma retangular, radial ou circular.
No caso das retangulares, elas podem ser orientadas horizontalmente com as arestas
a direita e a raiz a esquerda ou vice-versa. As arvores também podem ser orientadas
verticalmente com as arestas no topo e a raiz na base ou vice-versa. No cladograma,
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Figura 2. Representacdes da arvore evolutiva. Cladograma (A), filograma (B, C e D) dispostos nas
formas retangular (A e B), radial (C) e polar (D). Imagens geradas a partir de uma arvore hipotética
usando o programa FigTree.

todos os ramos tém igual comprimento, ao passo que, no filograma os ramos tém
comprimentos distintos refletindo a diversidade dos dados analisados.

A arvore evolutiva representa uma hipdtese ou um conjunto de hipéteses sobre
as relacdes evolutivas entre os elementos de uma andlise comparativa. O racional
que permeia o delineamento, reconstrucéo e interpretacéo de arvores é denominado
tree-thinking (O"Hara 1997, Bapteste et al. 2005, Baum et al. 2005, Cracraft and
Bybee 2005, Omland et al. 2008, Sandvik 2008, Meisel 2010). A literatura que
discute este racional é muito interessante e certamente recomendada para aqueles
que pretendem construir ou expandir seu conhecimento nas diferentes areas da
biologia evolutiva.

Homologia e evolugao molecular

Homologia versus similaridade

Homologia e similaridade néo sfio termos intercambiaveis (cf. Reeck et al. 1987).

Homologia é arelacio de ancestralidade entre dois ou mais elementos (e.g. genes).
Dizer que genes, proteinas, sequéncias, estruturas ou posicdes de um alinhamento
sdo homologos significa dizer que os mesmos compartilham um ancestral comum.
Sendo assim, a homologia é um termo qualitativo.
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A similaridade, por sua vez, corresponde ao grau de proximidade entre duas ou
mais sequéncias moleculares, geralmente expresso em porcentagem (%). Portanto,
a similaridade é um termo quantitativo e pode ser calculada através de diferentes
abordagens. Sequéncias ou estruturas similares podem ou nio compartilhar um
ancestral comum.

Por exemplo, podemos dizer que dois genes homologos sdo 90% similares no nivel
da sequéncia de nucleotideos. Porém, estes genes nio podem ser referidos como 90%
homodlogos. O conceito de grau de homologia nio existe!

Sobre a origem da similaridade nos niveis da sequéncia, estrutura e/ou funcéo
biolbgica, devemos considerar pelo menos dois cenarios. As sequéncias moleculares
podem se originar por evolucéo divergente (descendéncia com modificacéo a partir
de um ancestral comum) ou evolucéo convergente (similaridade sem que haja um
ancestral ou historia evolutiva comum).

Ao longo do tempo evolutivo, homologos podem divergir a ponto de nio mais
exibirem grau de similaridade detectavel pelos métodos computacionais. Portanto,
nem todos os homdlogos sio similares nos niveis da sequéncia, estrutura e/ou funcio
biolobgica.

A convergéncia evolutiva (ou evolucio convergente) pode levar ao surgimento de
sequéncias altamente similares apesar de nio serem relacionadas evolutivamente.
Da mesma forma, a presenca de duas estruturas tridimensionais altamente similares
néo garante que estas proteinas sejam realmente homologas. Além da evolucéo
convergente ser bem aceita no nivel morfoldgico, esta é cada vez mais discutida no
nivel molecular através de estudos que evidenciam sua ocorréncia entre distintos
genes (Doolittle 1994, Galperin et al. 1998, Gherardini et al. 2007, Castoe et al. 2007).

Um dos exemplos de convergéncia evolutiva melhor estudados é o da triade
catalitica das cisteino e serino proteases que evoluiu independentemente em mais
de 20 superfamilias de enzimas (Buller and Townsend 2013). Outro exemplo sio as
familias de galactoquinase, hexoquinase e riboquinase que tem funcdes enzimaticas
similares na fosforilacio de acticares mas evoluiram a partir de trés familias néo
homoélogas distintas (Bork et al. 1993). Tais enzimas possuem similaridade de
sequéncia, porém apresentam estruturas tridimensionais completamente distintas.

Genes que tem similaridade funcional ou no nivel de suas sequéncias, mas
tem uma origem evolutiva independente, ou seja, ndo compartilham um ancestral
comum, sdo chamados de genes analogos. O mesmo pode-se dizer das proteinas ou
quaisquer outros elementos nesse contexto. Processos evolutivos como convergéncia,
paralelismo e reversfo dando origem a sequéncias ou estruturas analogas séo
chamados, em conjunto, de homoplasia.

Relacdes de homologia

Conforme mencionado anteriormente, genes homoélogos sio aqueles que descendem
de um ancestral comum. O evolucionista Walter Fitch, pioneiro na reconstrucéo de
arvores evolutivas baseadas em sequéncias de DNA e proteinas, definiu diferentes tipos
de homologos baseado em dados moleculares (Fitch and Margoliash 1967, Fitch 1970).

Segundo Fitch, genes paralogos sdo homodlogos que divergiram entre si apds
um evento de duplicacéio génica (Fitch 1970). Por exemplo, os genes humanos que
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codificam as hemoglobinas o e 3 sdo paralogos. Por sua vez, genes ortélogos séo
homologos que divergiram entre si apos um evento de especiac¢io (divergéncia entre
duas espécies). Genes que codificam a globina a de duas espécies de mamiferos (e.g.
homem e camundongo) sdo ortélogos.

Posteriormente, outros termos foram propostos para classificar os diferentes
subtipos de genes paralogos (Sonnhammer and Koonin 2002, Koonin 2005). Inparalogs
sdo paralogos que se originaram a partir de duplicacdes linhagem-especificas apds
um evento de especiac¢io. Por sua vez, os outparalogs sdo paralogos resultantes de
duplicacées que precederam um dado evento de especiacéo.

Genes xendlogos sdo aqueles que divergiram entre si apés um evento de
transferéncialateral de genes (Koonin et al. 2001). Os genes de resisténcia a antibidticos
presentes em diferentes espécies de bactéria sio um bom exemplo de genes xeno6logos.

Uma arvore evolutiva representando as relacdes entre membros de uma
superfamilia ou familia génica em distintos organismos devera conter tanto paralogos
quanto ortologos. Eventualmente, os genes xen6logos também podem estar presentes.

O ntimero de homélogos de uma familia génica pode variar entre diferentes
organismos em func¢io de ganho, perda e eventos de duplicacio génica pos-
especiacido (Descorps-Declere et al. 2008, Gabaldén 2007, Chothia and Gough 2009,
Nahum et al. 2009, Silva et al. 2011). A inativacdo de genes originando pseudogenes
altera o nimero de genes funcionais de uma familia génica. A expansio de familias
génicas pode refletir possiveis adaptacdes dos organismos a diversos ambientes
(Copley et al. 2003, Nahum et al. 2009, Silva et al. 2011).

Mecanismos de evolugdo molecular

A duplicacéio génica seguida de divergéncia ¢ o principal mecanismo de evolugéo
molecular conforme postulado por Susumu Ohno e posteriormente confirmado
por varios estudos independentes realizados antes mesmo do desenvolvimento das
tecnologias genémicas (Ohno 1970).

Erros ocorridos durante a recombinacfio homoéloga ou mesmo eventos de
retrotransposi¢do podem levar a duplicacdo parcial ou total de genes. Além da
duplicacdo génica, podem ocorrer também a duplicacdo cromossomica (polissomia
parcial ou total) e a duplicacio genomica (poliploidia parcial ou total), que em
conjunto constituem mecanismos muito importantes na evolucio de diversos grupos
taxondmicos conforme amplamente descrito na literatura (Ridley 2003, Griffiths et
al 2004, Clarck 2005, Barton et al. 2007, Baba et al. 2009, Futuyma 2013).

Existem diversos outros mecanismos de evolucdo molecular. Dentre eles, citam-se:
mutacdo, recombinacéo, ganho e perda de genes, amplificacfio génica, conversio
génica, embaralhamento de éxons, embaralhamento de dominios proteicos, fusio de
genes (proteinas multimodulares), transferéncia lateral (horizontal) de genes, trans-
splicing, splicing alternativo de transcritos, lineage sorting, etc. (Page and Holmes
1998, Ridley 2003, Griffiths et al. 2004, Barton et al. 2007, Nahum 2011, Matioli and
Fernandes 2011, Futuyma 2013). Como resultado, observam-se a neofuncionalizacéo
e subfuncionalizacio de genes e seus produtos ou mesmo a inativacfio de genes
(pseudogenes).
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Em conjunto, estes mecanismos modelam a evolucdo dos genomas, transcritomas,
proteomas e quaisquer outros sistemas simples ou complexos que, orquestrados
pelas interacdes com o ambiente (células, biomas, etc.), desempenham um papel
fundamental na origem e evolucio da extraordinaria biodiversidade observada nos
organismos contemporéneos como resultado de 3.5 bilhdes de anos de histéria da
vida bioldgica na Terra.

Cabe ressaltar, que a maioria destes mecanismos foram evidenciados através de
estudos de genética classica e genética molecular, sendo que a identificacio da maioria
deles precedeu as analises de gendmica comparativa (Ridley 2003, Griffith et al. 2004,
Clark 2005, Barton et al. 2007, Futuyma 2013). A compreensio destes processos é
de fundamental importincia para a interpretacdo de dados bioldgicos no contexto
evolutivo como é o caso dos estudos envolvendo a analise filogenémica.

Tipos de dados

Diferentes tipos de dados podem ser usados para testar as hipdteses evolutivas. Dentre
eles, citam-se os dados morfoldgicos, moleculares, ecoldgicos, fosseis, dentre outros.
Exemplos de dados moleculares incluem: dados de alozimas, sitios de enzimas de
restricdo no DNA, sequéncias moleculares (DNA, RNA e proteinas), contetido génico,
ordem génica (sintenia), assinaturas genomicas, etc. A énfase deste capitulo é a analise
filogenémica usando dados de sequéncias moleculares.

Sequéncias moleculares

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento de acidos nucléicos e a
disponibilidade de dados em bancos publicos, os dados de sequéncia e organizacio
de genomas, genes e seus produtos representam a principal “matéria-prima” da
andlise filogendmica, gendémica comparativa e outras abordagens. De fato, existem
diversos bancos de dados de sequéncias, estruturas, funcéo biolégica, taxonomia e
ontologia disponiveis na Web (cf. Bolser et al. 2012). Alguns dos principais bancos de
dados e ferramentas computacionais dedicados a anélise filogenomica estio listados
na Tabela 1.

Apesar do desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de proteinas, a maioria
das sequéncias de aminodacidos depositadas nos bancos de dados ainda corresponde
aquelas preditas computacionalmente a partir das sequéncias de nucleotideos. No caso
dos dados estruturais, um namero crescente de modelos estfio sendo gerados por
predicéio computacional, além daqueles gerados por métodos experimentais, tais
como a cristalografia de Raio-X e ressonincia magnética.

No caso das sequéncias moleculares, o nucleotideo ou aminoacido é tratado como
um carater independente. Cada tipo de carater pode apresentar diferentes estados.
Sendo assim, sequéncias de DNA tém quatro estados (A, C, G e T), enquanto que
sequéncias de proteina tém 20 estados (A, C,D,E,F, G, H,LK,L, M, N,P,Q,R, S, T, V,
W eY). Por convenciéo, sequéncias de RNA depositadas em bancos de dados contém
T ao invés de U. As insercdes ou delecdes (do inglés, insertions or deletions — indels),
incluidas nos alinhamentos de sequéncias moleculares, podem ser consideradas
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Tabela 1. Bancos de dados de analise filogenomica.

Bancos de Dados URL
BPG http://phylogenomics.berkeley.edu
Ensembl Compara http://www.ensembl.org/info/docs/compara
Genelrees http:/genetrees.vbivt.edu
PANTHER http://www.pantherdb.org
PHOGs http://bioinf.fbb.msu.ru/phogs
Phylemon http:/phylemon.bicinfo.cipf.es
PhyloExplorer http://www.ncbi.orthomam.univ-montp2.fr/phyloexplorer
PhyloFacts http:/phylofacts.berkeley.edu
PhylomeDB http:/phylomedb.org
TreeBASE http://www.treebase.org
TreeFam http://www.treefam.org
eggNOG http://eggnog.embl.de

URL: Endereco de acesso na Web.

um estado de carater adicional. Logo, sequéncias de DNA/RNA e proteina teriam,
respectivamente, cinco e 21 estados de carater.

Na analise filogenomica, podem ser usados dados de genes e proteinas individuais,
familias génicas e proteicas, genomas e transcritomas parcial ou completamente
sequenciados. Note que estas analises nfo se limitam aos genomas nem as analises
em larga escala.

A escolha de marcadores moleculares para os estudos evolutivos depende da
pergunta cientifica e da hipdtese que se pretende testar. Devem ser consideradas
as taxas de substituicdo de nucleotideos ou de aminoacidos, a origem e o modo de
evolucdo das sequéncias moleculares, sua presenca em organismos de interesse, a
disponibilidade e curadoria dos dados que se pretende analisar, etc. Os critérios de
selecdo de alvos filogenéticos sdo amplamente descritos na literatura (e.g Russo 2011,
Freeman and Herron 2013).

Em se tratando da filogenémica usando dados moleculares, as etapas metodoldgicas
incluem a identificacdo de potenciais homoélogos, o alinhamento de sequéncias
moleculares, areconstrucio de arvores evolutivas, predicdo de homologia e a anotacéo
das arvores para interpretacdo dos resultados.

Selecao de sequéncias para analise

Uma etapa crucial na analise filogendmica é a identificacio de potenciais homdlogos
que possam ser estudados nessa plataforma evolutiva. Essa etapa é realizada
primeiramente pela selecdo de sequéncias potencialmente homdlogas a partir de
bancos de dados e da predi¢cdo de homologia usando-se diferentes métodos.
Quando se trata de sequéncias moleculares, podemos aplicar métodos extrinsecos
e intrinsecos usando bancos de dados e ferramentas computacionais. Os métodos
extrinsecos desconsideram as caracteristicas existentes nas sequéncias a serem
analisadas enquanto que os métodos intrinsecos sio baseados no reconhecimento
de caracteristicas especificas da sequéncia em associacéo ao conteido da mesma.
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O método de similaridade é um exemplo de método extrinseco. Ele baseia-se na
busca por sequéncias similares em bancos de dados a partir de uma ou mais sequéncias
de interesse, sendo cada uma delas tratada por query, ou seja, uma pergunta ao banco.
A estratégia mais amplamente usada neste caso é a que envolve o uso dos softwares do
pacote Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al. 1997), disponivel
no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

A busca por similaridade nédo garante a identificacio de homoélogos, uma vez que
similaridade e homologia sdo conceitos distintos como discutido em maior detalhe
no item anteriormente. Por isso, nos referimos a esta etapa como a identificacéio de
potenciais homologos. A confirmagio ou ndo da homologia dependera da analise das
filogenias para as distintas bases de dados evidenciando a ancestralidade comum entre
as sequéncias selecionadas.

Sequéncias analogas podem ser recuperadas na busca por similaridade e estarfo,
portanto, presentes na arvore filogenética. Neste caso, poderio ser evidenciados os
casos de convergéncia evolutiva, conforme mencionado anteriormente.

Um exemplo de método intrinseco é o uso de modelos ocultos de Markov (do inglés,
Hidden Markov Models - HMMSs), que permitem modelar a probabilidade de uma
sequéncia linear de eventos em uma dada base de dados (Durbin et al. 1999). Os HMMs
sdo amplamente usados na analise de dados bioldgicos como, por exemplo, na predicéio
de genes no genoma, alinhamento multiplo de sequéncias moleculares e identificacéo
de potenciais sequéncias homologas em bancos de dados (cf. Mount 2004). Bancos
de dados como o Pfam (Finn et al. 2014) e SUPERFAMILY (Wilson et al. 2009) fazem
uso desta metodologia para a identificacfio de familias de dominios de proteinas.

O método intrinseco costuma ser especifico para determinada base de dados, uma
vez que os genes e proteinas variam consideravelmente entre diferentes contextos
evolutivos (e.g. presenca/auséncia em diferentes organismos). Além disso, o perfil de
expressio de genes e proteinas, assim como variantes de splicing alternativo variam
em diferentes estagios do desenvolvimento ou localizacéo celular de um organismo.
Portanto, deve-se construir diferentes HMMs para distintas bases de dados de modo
a testar diferentes hipoteses que possam responder as perguntas de interesse.

Conteddo génico, ordem génica e outros

O alinhamento de sequéncias de genomas completamente sequenciados pode oferecer
desafios importantes a analise filogenémica em funcéo da distribuicfio desigual de
homologos entre distintos organismos, ou seja, pelas diferencas quanto a presenca e
auséncia de genes no genoma dos mesmos.

Além disso, o grau de divergéncia entre as sequéncias presentes nestes genomas
pode variar significativamente comprometendo a qualidade dos alinhamentos e,
consequentemente, a acurdcia e robustez da reconstrucio de arvores evolutivas.

Uma alternativa é se trabalhar com um perfil filogenético (Pellegrini et al. 1999).
Este perfil consiste em uma matriz de dados de presenca e auséncia de genes ou
familias de genes em cada organismo selecionado. O mesmo se aplica aos dados de
proteinas ou familias de proteinas presentes ou ndo em um grupo de organismos
selecionados para analise.
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Esta abordagem se baseia no contetido génico e nfo leva em consideracio a
organizacio gendmica. Para tanto, usa-se a matriz de presenca e auséncia de genes
ou proteinas, dominios protéicos, etc. Alternativamente, pode se usar a distincia
evolutiva baseada na proporcéo de ortdlogos compartilhados entre dois genomas
divididos pelo tamanho do menor genoma evitando assim artefatos relacionados a
variacdo no tamanho dos genomas analisados.

A vantagem desta abordagem é que é possivel analisar uma grande quantidade
de dados, cobrindo praticamente todo o genoma, acessando a histdria evolutiva dos
organismos e niio apenas a historia de genes ou produtos génicos. Uma das desvantagens
desta abordagem é que ela ndo detecta os eventos de transferéncia lateral de genes,
embora em alguns casos ela possa fornecer indicios para a identificacfo de tais eventos.

Estudos baseados em ordem génica comparam regides ortélogas do genoma de
distintos grupos taxonOmicos e buscam inferir a arvore evolutiva que minimiza o
numero de pontos de interrupcéio (do inglés, breakpoints) que levam a mudanca
da organizacdo dos genes de um genoma em outro. Esta abordagem tem sido
utilizada para reconstruir a filogenia de uma grande variedade de organismos (e.g.
Blanchette et al. 1999).

Outra abordagem de anéalise de sequéncias se baseia no uso de assinaturas genémicas
também chamadas de DNA strings (Qi et al. 2004). Neste caso, o algoritmo calcula a
frequéncia de pequenos trechos de nucleotideos presentes nas sequéncias analisadas,
geralmente a partir de dinucleotideos. As frequéncias sdo representadas graficamente
na forma de imagem colorida na qual as cores representam a frequéncia dos strings.

A anélise de assinaturas genOmicas nfo requer que as sequéncias moleculares
sejam alinhadas evitando possiveis limitacdes relativas a identificacéio de homologia
e grau de divergéncia entre as mesmas.

E possivel ainda usar mudancas genomicas raras para a anélise filogenémica. Estas
mudancas incluem indels de um tnico ou multiplos nucleotideos ou aminoacidos,
posicéo de introns, informacdes sobre fusiio e fissdo de genes, integracio de elementos
moveis, dentre outros (Rokas and Holland 2000).

Alinhamentos e reconstrugao filogenética

Alinhamento de sequéncias moleculares

O alinhamento é um procedimento computacional que visa estabelecer a
correspondéncia entre as posicdes (sitios ou colunas) de duas ou mais sequéncias
moleculares (linhas) mantendo a ordem das mesmas (Figura 3). As lacunas (gaps) no
alinhamento correspondem a um ou mais eventos de insercéo ou delecéio em posicdes
especificas das sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos. Geralmente, estes indels
sdo representados por hifen (-) ou ponto () no alinhamento de sequéncias.

Existem diferentes tipos de alinhamento. Com relacfio ao nimero de sequéncias,
tem-se o alinhamento par-a-par (do inglés, pairwise alignment) ou seja, entre duas
sequéncias, e o alinhamento multiplo (multiple sequence alignment) entre trés ou
mais sequéncias.
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Figura 3. Alinhamento de multiplas sequéncias de aminoécidos (proteina) gerado com o programa
ClustalX. Os gaps (-) no alinhamento correspondem a indels nas sequéncias moleculares.

O alinhamento também pode ser classificado como global e local em funcéio da
estratégia usada para se alinhar duas ou mais sequéncias moleculares. No alinhamento
global, todos os nucleotideos ou aminoacidos de todas as sequéncias sdo alinhados
uns aos outros na extensio completa da sequéncia de maior comprimento.

No alinhamento local, somente as regides das sequéncias apresentando a mais
alta densidade de identidades sio alinhadas e, dessa forma, blocos de alinhamentos
locais sio identificados e mapeados nas sequéncias. Tais blocos podem cobrir grande
parte da sequéncia original dependendo do grau de identidade e similaridade entre
as sequéncias. Em outras palavras, quanto maior o grau de identidade/similaridade
entre as sequéncias, maior a extenséo do alinhamento local.

Os métodos de alinhamento local e global néo sdo apropriados para a analise de
dados contendo eventos de recombinacéio ou rearranjo de sequéncias. O primeiro
método busca alinhar as sequéncias de modo a cobrir a regifio de sobreposicédo entre
elas, enquanto que o segundo tenta forcar o alinhamento a fim de estender a regifio
alinhada. Nestes casos, recomenda-se o uso de um método hibrido, denominado
semiglobal ou “glocal” (global-local), que busca o melhor alinhamento possivel que
inclua o inicio e fim das sequéncias (Brudno et al. 2003). Este procedimento pode ser
util na anélise comparativa de genomas completamente sequenciados.

Os métodos de alinhamento séo baseados em programacéo dindmica, método
progressivo (hierarquico), método iterativo, HMMs, algoritmos genéticos e simulated
annealing (cf. Mount 2004, Higgs and Attwood 2005). Diferentes algoritmos
computacionais sio usados para produzir e analisar os alinhamentos de sequéncias.
Tais algoritmos foram implementados em diferentes softwares, tais como os listados
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na Tabela 2. Diferentes softwares de alinhamento exibem distintos niveis de acuracia,
robustez, dentre outras caracteristicas (e.g. Edgar 2010).

Um alinhamento de sequéncias representa uma hipotese evolutiva. Cada posi¢do no
alinhamento contém nucleotideos ou aminoacidos que supostamente compartilham
uma mesma historia evolutiva, i.e. evoluiram a partir de um ancestral comum. Trata-se
de uma homologia de posi¢éo (do inglés, positional homology).

Note que nem todas as diferencas observadas nos sitios de um alinhamento
correspondem a mutacdes nas sequéncias moleculares. Narealidade, a maioria destas
diferencas refletem substitui¢des ocorridas nas sequéncias homologas ao longo do
tempo evolutivo. E importante se fazer uma clara distincéio entre os conceitos de
mutacio e substitui¢do na analise de sequéncias moleculares. Embora estes termos
sejam frequentemente usados como sinénimos, eles sio conceitualmente distintos
(Ridley 2003, Griffith et al. 2004, Barton et al. 2007, Futuyma 2013).

Uma mutacéo (do latim, mutare) corresponde a uma mudanca herdavel no DNA.
Mutac¢des podem alterar o fendtipo, mas isso ndo é uma regra. Por exemplo, uma
mutacéo silenciosa dd origem a uma sequéncia diferente de DNA que especifica
o mesmo aminoacido. Uma mutacfio neutra ndo altera funcio e a maior parte das
mutagOes sdo neutras.

Por outro lado, uma substitui¢io (e.g. nucleotideo ou aminoacido) é uma mudanca
observada entre um ou mais elementos sem que haja alteracéio do fenétipo selvagem.
Por exemplo, as substituicdes nas sequéncias de um gene de dois individuos ou duas
populacdes diferentes conforme identificado na analise de alinhamentos.

A analise do alinhamento de sequéncias tem diversas aplica¢des no contexto da
biologia molecular e evolucio. Dentre eles, citam-se: analise de perfis e padroes,

Tabela 2. Softwares de alinhamento de sequéncias moleculares.

Softwares URL
BioEdit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedithtml
Clustal http://www.clustal.org
Diallign http://dialign.gobics.de
MAFFT http://www.ebi.ac.uk/Tools/mafft
Mugsy http:/mugsy.sf.net
Muscle http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle
Probalign http://www.cs.njit.edu/usman/probalign
ProbCons http://probcons.stanford.edu
SATCHMO-JS http://phylogenomics.berkeley.edu/g/satchmo
T-Coffee http:/tcoffee.crg.cat
Gblocks http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html
trimAl http:/trimal.cgenomics.org
ZORRO http://probmask.sourceforge.net

URL: Endereco de acesso na Web. Softwares de construcio (topo) e edicdo/filtragem (fundo) de alinhamentos.
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identificacfio de grupos de sequéncias relacionadas, montagem de genes e genomas,
desenho de primers para a reacio em cadeia da polimerase (do inglés, polimerase
chain reaction - PCR), identificacdo de sequéncias de vetores de clonagem, estudos de
polimorfismo, caracterizacéo de insercdes e delecdes, andlise de dominios protéicos,
identificacdo de motivos conservados, predi¢do de estrutura de proteinas, dentre
outros (Griffith et al. 2004, Mount 2004, Bab4 et al. 2009).

Outras consideragdes sobre o alinhamento de sequéncias

Conforme mencionado anteriormente, a andlise filogenomica pode ser realizada
usando-se diferentes tipos de dados, por exemplo, sequéncias de genes e proteinas,
familias génicas e proteicas, genomas e transcritomas parcial ou completamente
sequenciados.

As sequéncias de nucleotideos (DNA e RNA) ou de aminoacidos (proteinas) a
serem alinhadas podem corresponder a sequéncias simples (e.g. um tnico gene) ou
concatenadas (e.g. multiplos genes dispostos sequencialmente na base de dados) de um
ou mais organismos. No caso do alinhamento de sequéncias concatenadas, a ordem dos
genes deve ser amesma em todas as sequéncias analisadas, pois a maioria dos softwares
de alinhamento assume essa premissa. Neste caso, o alinhamento das sequéncias pode
ser realizado basicamente de duas formas: 1) alinhamento das sequéncias individuais
e posterior concatenacio das sequéncias alinhadas ou 2) alinhamento das sequéncias
concatenadas de nucleotideos ou aminodcidos.

Importante: Sequéncias de genes com diferentes padrdes de organizacéo (i.e.
ocorréncia e distribuicdo de éxons, introns e regides nio codificantes) devem ser
previamente processados computacionalmente antes do uso das mesmas em softwares
de alinhamento. O mesmo se aplica a proteinas que apresentam distintas arquiteturas
(ocorréncia e distribuicdo de dominios protéicos). Exemplos de proteinas com
distintas arquiteturas estfo ilustrados no Pfam (Finn et al. 2014). Este procedimento
se justifica, pois a maioria dos softwares de alinhamento nfio leva em consideracéo
estas diferencas. Portanto, o nfio processamento prévio das sequéncias com distintas
organizacOes resulta em alinhamento de regides ndo homoélogas.

Obter um alinhamento de alta qualidade é etapa crucial no processo de
reconstrucio das arvores evolutivas (Nahum et al. 2006, Talavera and Castresana 2007,
Jordan and Goldman 2011, Wu et al. 2012). A qualidade do alinhamento depende da
sua acurdcia, auséncia ou baixa frequéncia de regides de ambiguidade, dentre outros
fatores. Obter um alinhamento de alta qualidade pode ser um procedimento bastante
complexo considerando o numero de sequéncias a serem analisadas e/ou o grau de
divergéncia entre elas impondo um limite restritivo quanto ao custo computacional,
ou seja, o tempo de processamento dos dados. A exclusio das posi¢des ambiguas do
alinhamento confere maior acuracia a reconstrucéo de arvores evolutivas. Existem
diferentes softwares que permitem proceder a filtragem dos dados de alinhamento
de sequéncias. Dentre eles, citam-se o Gblocks (Talavera and Castresana 2007) e o
trimAl (Capella-Gutiérrez et al. 2009).

Para fins de reconstrucio de arvores evolutivas, é possivel combinar os alinhamentos
de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos em uma mesma base de dados. Para isso,
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deve-se alinhar separadamente cada tipo de sequéncia e posteriormente considera-las
como diferentes particdes ao se usar os diferentes softwares de reconstrucédo de
arvores evolutivas. Além disso, pode-se combinar outros dados como os morfoldgicos,
estruturais, etc. a base de dados a ser analisada conforme implementado em alguns
softwares de reconstrucéo de arvores evolutivas (Ronquist and Huelsenbeck 2003).

Reconstrugao de arvores evolutivas

Existem basicamente duas categorias de métodos de reconstrucio de arvores
evolutivas: métodos de distincia (geométricos) e métodos baseados em caracteres.

Os métodos de distancia transformam os dados em uma medida da distAncia entre
cada par de sequéncias e usam a matriz para a construcio da arvore. Neste método,
a analise é realizada em duas etapas principais. Primeiramente, calcula-se a matriz
de distincia entre cada par de sequéncias de um alinhamento. Posteriormente,
constroéi-se a filogenia usando os dados da matriz. Nesta etapa, usa-se um algoritmo de
construcdo de arvores como o neighbor-joining, stepwise addition, star decomposition,
etc. (Felsenstein 2003, Barton et al. 2007). Apesar de ser simples e rapido, o método de
distincia é pouco realista, pois se perde informacéo na conversio dos caracteres em
medidas de distincia entre as sequéncias. Além disso, esse método oferece limitacdes
no caso de sequéncias divergentes.

Os métodos baseados em caracteres usam diretamente os caracteres alinhados, tais
como sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos. Estes métodos incluem: maxima
parcimonia (maximum parcimony), maxima verossimilhanca (maximum likelihood) e
inferénciabayesiana (bayesian inference), sendo os dois tltimos considerados métodos
probabilisticos por calcularem a probabilidade dos dados serem explicados pelo
modelo evolutivo (Felsenstein 2003, Barton et al. 2007, Matioli and Fernandes 2011).

O método de maxima parcimonia preconiza que a melhor hipétese evolutiva é
aquela que requer o menor nimero de passos para explicar um dado processo. Dessa
forma, a arvore que possuir um menor nimero de mudancas para explicar os dados
do alinhamento é considerada ideal (drvore mais parcimoniosa). Neste método, as
arvores sdo calculadas diretamente a partir dos dados do alinhamento. Nao ha calculo
de distancia. As possiveis arvores sio comparadas e cada uma delas recebe um score
que reflete o nimero minimo de mudancas no estado de carater (e.g. substituicdes de
nucleotideos) necessarios ao longo do tempo evolutivo para posicionar as sequéncias
em uma dada arvore. A analise é relativamente rapida para bases de dados contendo
algumas centenas de sequéncias e robusta quando as sequéncias sdo proximas entre si,
ou seja, quando exibem altos niveis de similaridade. Entretanto, o método de maxima
parcimonia tem baixo desempenho quando existe uma variacéo substancial entre as
sequéncias analisadas (divergéncia entre as sequéncias).

A maxima verossimilhan¢a é um método semelhante ao de maxima parcimoénia no
que diz respeito a atribuicdo de um score as diferentes topologias a serem comparadas,
porém trata-se de um método probabilistico. O método de maxima verossimilhanca
busca a arvore que maximiza a probabilidade dos dados observados. Neste método,
calculam-se as probabilidades associadas a diferentes topologias e cada uma delas
com as varia¢des nos tamanhos dos ramos, considerando o modelo evolutivo
escolhido. A arvore 6tima é aquela com maior valor de verossimilhanca, ou seja, maior
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probabilidade dos resultados terem se originado conforme o modelo de substituicéo de
nucleotideos ou de aminoacidos. Este é considerado um método de maior consisténcia
e robustez, porém apresenta algumas desvantagens. Por ser um método complexo,
tem um alto custo computacional, o que pode limitar as andlises de bases de dados
contendo um grande numero de sequéncias. Além disso, é particularmente sensivel
a ambiguidades presentes no alinhamento.

Ainferénciabayesianaestamuitorelacionadaao método de maximaverossimilhanca,
porém pode ser realizada mais rapidamente para bases de dados contendo um grande
numero de sequéncias, além de ser menos sensivel a ambiguidades. Esta analise usa
o algoritmo de Monte Carlo baseado em cadeias de Markov (do inglés, Markov chain
Monte Carlo - MCMC), uma classe de algoritmos para amostragem de distribuictes de
probabilidade baseadas na construcéo de cadeias de Markov. Na inferéncia bayesiana,
estima-se a probabilidade posterior das hipoteses evolutivas a partir do conhecimento
da topologia, comprimento dos ramos, pardmetros de substituicfo de nucleotideos e
probabilidades dos dados fornecidos a priori. As principais desvantagens deste método
incluem a necessidade de se especificar a distribuicéio a priori dos parametros e a
dificuldade em se determinar se 0 MCMC alcancou a convergéncia.

Existem distintos modelos evolutivos de sequéncias de nucleotideos e de
aminodacidos usados em estudos de evoluc¢do molecular e inferéncia filogenética
(cf. Felsenstein 2003, Barton et al. 2007, Matioli and Fernandes 2011). Tratam-se de
modelos matematicos que descrevem a probabilidade de mudanca de um carater
(nucleotideo ou aminoacido) em outro. A maioria dos modelos sdo simplificac¢oes
dos fendmenos bioldgicos e, portanto, sdo pouco realistas. Por outro lado, modelos
complexos, i.e. com um maior nimero de pardmetros, requerem uma grande
quantidade de dados a fim de testar a hipotese evolutiva. A quantidade de dados estd
relacionada ao niumero de sequéncias e/ou numero de sitios em um alinhamento.

O teste de multiplos modelos para verificar qual deles melhor se adequa aos
dados também pode ser feito durante a reconstrucéo das arvores seja por maxima
verossimilhanca ou inferéncia bayesiana. A selecio do modelo que melhor explica
a base de dados a partir de um conjunto de modelos candidatos pode ser realizada
usando-se ferramentas como as desenvolvidas pelo grupo do pesquisador David
Posada: ModelTest (Posada 2006) e ProtTest (Darriba et al. 2011).

A topologia da arvore evolutiva por si s ndo é suficiente para se analisar as relacoes
entre os tAxons ou macromoléculas nas bases de dados analisados. E necessario avaliar
o grau de confianca na topologia obtida apés a reconstruc¢io das arvores. Existem
diferentes metodologias para se avaliar o grau de confianca na topologia de uma ou
mais arvores evolutivas. Dentre elas, cita-se o bootstrapping. Nesta abordagem, as
colunas do alinhamento original sdo reamostradas e novas bases de dados (réplicas)
sdo geradas, sendo cada uma delas usada para gerar uma arvore. As arvores sio
comparadas e cada né recebe um valor em porcentagem que indica quéo frequente
as duas sequéncias (arestas) ocorrem juntas nas diferentes arvores. Na inferéncia
bayesiana, o valor de apoio estatistico atribuido a cada n6 da arvore corresponde a
probabilidade posterior.

Outra abordagem para se testar o grau de confianca de arvores evolutivas é o
aLRT (do inglés, approximate likelihood-ratio test). Este teste é bastante rapido e tem
demonstrado acuracia e robustez (Anisimova and Gascuel 2006). O aLRT vem sendo
cada vez mais utilizado, especialmente em estudos em larga escala.
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Existe um grande nimero de softwares para a reconstrucio de arvores evolutivas
disponiveis para instalacdo local ou para uso diretamente na Web. A Tabela 3 mostra
uma relaciio de softwares ou pacotes desenvolvidos para essa finalidade. Uma
referéncia importante é a lista de softwares reunida no website do pesquisador Joseph
Felsenstein (University of Washington) que desenvolveu o PHYlogenetic Inference
Package - PHYLIP (Felsenstein 1989).

A partir dainferéncia das arvores evolutivas, é importante proceder a anotacdo das
mesmas com base nas informacdes disponiveis na literatura e em bancos de dados.
Em se tratando de filogenias moleculares, as informacdes relevantes dizem respeito
as sequéncias propriamente ditas, dados estruturais e fun¢éo bioquimica dos produtos
génicos caracterizada experimentalmente por distintas metodologias.

Além disso, é importante acrescentar informacdes taxonémicas, ecoldgicas, etc. dos
taxons dos quais foram obtidas as sequéncias. Esta é uma etapa crucial na interpretacéo
dos resultados obtidos pela reconstrucéo de arvores evolutivas, especialmente para
fins de predicio funcional das sequéncias (hipotéticas ou preditas) néo caracterizadas
experimentalmente até o momento do estudo.

Tabela 3. Softwares de reconstrucéo de arvores evolutivas.

Softwares URL
BAMBE http://www.mathcs.dug.edu/larget/bambe.html
BEAGLE http://code.google.com/p/beagle-lib
BEAST http://beast bio.ed.ac.uk
EDIBLE http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/edible
GARLI http://code.google.com/p/garli
GeneTree http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/genetree/genetree.html
MacClade http://www.macclade.org
MEGA http://www.megasoftware.net
Mesquite http:/www.mesquiteproject.org/mesquite/mesquite.html
MrBayes http://mrbayes.sourceforge.net
PAML http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html
PAUP* http://paup.csit.fsu.edu
PHYLIP http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
PhyloBayes http://www.phylobayes.org
Phylocom http://phylodiversity.net/phylocom
Phylogeny.fr http:/www.phylogeny.fr
RAXML-VI-HPC http://www.exelixis-lab.org
SHOT http://coot.embl.de/~korbel/SHOT
TREE-PUZZLE http://www.tree-puzzle.de
FigTree http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
iTOL http://itol.embl.de
Tree Editars http://bioinfo.unice.fr/biodiv/Tree_editors.html
TreeDyn http://www.treedyn.org
TreeView http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

URL: Endereco de acesso na Web. Softwares de construciio (topo) e edicdo/visualizacdo (fundo) de drvores

evolutivas.
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Na interpretacfio das arvores evolutivas, deve-se verificar se os resultados
respondem a(s) pergunta(s) do estudo em questio e se 0s mesmos apoiam ou rejeitam
a(s) hipotese(s) propostas(s) inicialmente (cf. Walsh and Sharma 2009).

Predicao funcional de genes e seus produtos

Relacao entre sequéncia e fungao

Conhecer a funcéo bioldgica dos genes e seus produtos é de crucial importancia
em vdrias areas da Ciéncia e Tecnologia. Esta tarefa se torna um grande desafio
considerando o nimero crescente de dados de sequéncias moleculares depositadas em
bancos de dados. Uma vez que a caracterizacdo experimental de todas essas sequéncias
seria inviavel, torna-se necessaria a utilizacfio de metodologias que possam auxiliar
na predico das possiveis funcdes desempenhadas pelos genes e seus produtos.

A maioria dos métodos de predicdo funcional baseia-se em buscas por similaridade
em bancos de dados com a transferéncia da anotacéo funcional das sequéncias mais
similares para a sequéncia de interesse. Esta abordagem constitui uma das principais
fontes de erro na anotacéio dos genes individuais e/ou genomas completamente
sequenciados (Bork and Koonin 1998, Galperin et al. 1998, Gilks et al. 2002, Sjolander
2004).

A similaridade de sequéncia pode ou nfo refletir a similaridade funcional dos alvos
de estudo (e.g Gerlt and Babbitt 2000). Membros de familias génicas, por exemplo,
podem compartilhar um grau de similaridade variavel e divergirem quanto as funcoes
biologicas desempenhadas em distintas condic¢des fisioldgicas. Existem alguns casos
extremos nos quais a substitui¢do de um tnico residuo de aminoacido é responsavel
pela alteraciio da funcéo bioquimica de uma dada proteina.

A identificacdo de homologos pode ndo ser suficiente para realizar a predicéo
funcional de um gene ou proteina ainda ndo caracterizados experimentalmente. Isso
se deve ao fato de que nem todos os homdlogos tem a mesma funcéo. Por exemplo, a
duplicacdo génica seguida de divergéncia de sequéncia pode gerar genes com func¢des
diferentes. Os mecanismos de evoluc¢do molecular mencionados anteriormente podem
contribuir para a divergéncia funcional dos genes e proteinas em grau variavel entre
distintos grupos taxondmicos.

Iniciamente foi mencionada a limitacfio da predicéio baseada em similaridade.
Entdo, citou-se que a identificacdo de homologos néo implica em confirmacédo de
funcéo. A seguir pretende-se ilustrar como a filogenémica emerge como plataforma
evolutiva contribuindo efetivamente para a prediciio da funcéo de genomas, genes e
seus produtos bem como fornecendo insigths para priorizacéo naidentificacfio de alvos
moleculares para futuras andlises e delineamento experimental para a caracterizacio
dos mesmos.

Predicao funcional via filogenémica

Eisen e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a andlise filogenética
poderia ser usada como ferramenta para realizar a predicfio funcional de genes e
proteinas, permitindo uma melhor identificacfo das rela¢des de ortologia entre
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membros da superfamilia das SNF2, envolvidos em diversos processos celulares,
tais como reparo de DNA, regulacio da transcricéio, dentre outros (Eisen et al. 1995).
Posteriormente, Eisen cunhou o termo filogendmica como plataforma evolutiva para
a predicdo funcional de genes e seus produtos, nomeando este racional a pedido do
editor da revista Nature Medicine (Eisen et al. 1997).

As funcdes génicas e de seus produtos podem se modificar ao longo do tempo e
entre os diferentes organismos como resultado da evolugéo. Portanto, a reconstrugéo
da histéria evolutiva dos genes e seus produtos pode auxiliar na predicdo funcional
daqueles que ainda néo foram caracterizados experimentalmente. Este é o racional
em que se baseia a predi¢éio funcional a partir da filogenomica.

Conforme discutido anteriormente, o primeiro passo neste processo ¢é a
reconstrucdo de uma arvore evolutiva que represente uma hipdtese ou um conjunto
de hipoteses que representem as relacdes evolutivas de um alvo de interesse (genoma,
gene, proteina, etc.) e seus homologos em distintos organismos. As informacdes obtidas
a partir da reconstrucéo de arvores evolutivas, tais como topologia, comprimento de
ramos e apoio estatistico, podem contribuir para a predicéo funcional de diferentes
maneiras.

Deve-se considerar que os clados (ancestrais e seus descendentes) identificados na
arvore diferem dos clusters de similaridade de sequéncia, pois os primeiros resultam
dainferéncia filogenética usando diferentes métodos computacionais que convertem
padroes de similaridade em relacdes evolutivas tendo como premissa um modelo
evolutivo definido.

Inicialmente, deve-se identificar os eventos de duplicacdo génica e especiaciio
que originaram, respectivamente, paralogos e ortologos (e.g. Gabaldén 2007,
Silva et al. 2011, Sonnhammer et al. 2014). Outros processos evolutivos podem ser
identificados a partir das arvores baseados na interpretacfio das mesmas. Em seguida,
é importante mapear na arvore todas as informacdes funcionais obtidas a partir da
caracterizacio experimental descrita na literatura (e.g. Nahum et al. 2009).

A possibilidade de genes ortélogos compartilharem a mesma funcéo é, em geral,
mais alta do que quando paralogos sfo analisados, visto que paralogos surgem por
duplicacéio génica, um dos principais mecanismos de evolucio molecular. Pérem,
cabe ressaltar, que isso ndo é uma regra.

As informacdes obtidas a partir da reconstrucéo de drvores evolutivas podem
contribuir para a predicdo funcional de diferentes maneiras. As informacdes disponiveis
podem ser usadas para tracar a histéria das modifica¢des funcionais, identificando
por exemplo, quais caracteristicas sdo conservadas ao longo do tempo evolutivo
e quais divergem entre os diferentes organismos. Eventos de neofuncionalizacéo,
subfuncionalizagdo e inativacdo de genes e seus produtos podem ser revelados pela
interpretacéo das arvores evolutivas. A hipdtese de convergéncia evolutiva, ou seja, o
compartilhamento de caracteristicas (morfoldgicas, moleculares, etc.) similares sem
que haja ancestralidade comum entre os genes ou organismos analisados também
pode ser testada neste contexto.Com esta abordagem, também se pode corrigir erros
de anotacdo funcional previamente descritos na literatura. Connforme mencionado
anteriormente, é possivel atribuir func¢des a genes ou proteinas sem caracterizacio
experimental prévia. Além disso, pode-se identificar possiveis adaptacdes biologicas
a partir da identificacfio de funcdes espécie-especificas e expansiio ou reducéio de
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familias génicas/proteicas em um organismo em relacdo aos demais organismos
analisados (e.g. Nahum et al. 2009, Silva et al. 2011).

Existem varios bancos de dados e ferramentas commputacionais que usam a
filogenémica como plataforma preditiva de fun¢des bioldgicas de genes e proteinas
(Tabela 1). Dentre elas, destaca-se o PhyloFacts desenvolvido pelo Berkeley
Phylogenomics Group, liderado pela Dra. Kimmen Sjélander na Universidade da
Califérnia, Berkeley, EUA (Krishnamurthy et al. 2006). Trata-se de uma enciclopédia
filogenomica com informacdes estruturais e funcionais das proteinas do banco de
dados UniProt (UniProt Consortium 2015), analisadas em uma plataforma evolutiva.
O PhyloFacts identifica familias de proteinas homoélogas baseado na conservacio
da arquitetura proteica (sequéncia completa) ou de dominios protéicos (sequéncia
parcial) identificados conforme o Pfam (Finn et al. 2014).

Para cada grupo de proteinas homologas, o PhyloFacts disponibiliza o alinhamento
das sequéncias, as arvores evolutivas, predicdo de ortologia, modelos ocultos de
Markov, dominios protéicos de acordo com o Pfam, anotacdes segundo o Gene
Ontology, dados experimentais, e outros tipos de dados.

Exemplos de estudos usando filogendmica

A filogenomica se aplica a um enorme numero de situacdes abrangendo desde os
estudos da biodiversidade e origem da vida até as aplicaces em saide, ambiente
e sociedade (Sjolander 2004, Gabald6n 2007, Nahum and Pereira 2008, Mindell
2009, Burki 2014). Seguem-se exemplos que ilustram algumas das aplicacdes da
filogenomica.

Dados de genes e genomas mitocondriais tém sido amplamente usados em
estudos evolutivos de varios grupos taxonomicos ha décadas. A andlise de genes
mitocondriais (e.g. citocromo ¢ oxidase subunidade I - cox1), considerados como
marcadores padrio na identificacdo de espécies, tem sido usados em estudos de
codigo de barras de DNA (do inglés, DNA barcoding) que incluem reconstrucéo
filogenética. Por outro lado, estudos de mitogendmica usando dados de genomas
mitocondriais completamente sequenciados tem contribuido para revelar as relacdes
evolutivas entre grandes ordens de aves, por exemplo.

Um estudo das relacdes evolutivas e tempos de divergéncia de representantes de
ordens de Neognathae (Neoaves) ilustra o uso de dados de genomas mitocondriais
completamente sequenciados (Pacheco et al. 2011). Neste estudo, foi possivel
resolver as politomias previamente observadas na filogenia de Neoaves analisando
80 genomas mitocondriais. Esta abordagem permitiu identificar Columbiformes
(pombos, rolas, etc.) e Charadriiformes (gaivotas, macaricos, etc.) como grupos
irm#os. A partir desta amostragem taxon6mica (do inglés, taxon sampling), foi
possivel resolver as relacdes evolutivas entre as principais ordens de aves. Além disso,
as hipdteses evolutivas foram usadas para se estimar os tempos de divergéncia desses
grupos indicando que esta diversificacdo ocorreu antes do limite Cretaceo/Tercidrio
(K/T), que foi um pouco mais recente do descrito anteriormente na literatura. As
arvores com as estimativas de tempo de divergéncia foram usadas para estimar a
taxa de evolugéio de cada gene mitocondrial. Os autores identificaram uma grande

Filogenémica 135



variacio destas taxas entre os genes mitocondriais e entre as diferentes linhagens
de aves analisadas.

Outro importante estudo foi realizado com os Apicomplexa. Estes incluem

muitos patégenos importantes para a saide humana e animal, tais como: Babesia,
Cryptosporidium, Plasmodium, Theileria e Toxoplasma, cujos genomas foram
completamente sequenciados. Um estudo comparativo do genoma nuclear de sete
espécies de Apicomplexa identificou 268 genes de cdpia inica adequados a inferéncia
filogenética (Kuo et al. 2008). Neste estudo, um ciliado de vida livre, Tetrahymena
thermophila, foi usado como grupo externo. As filogenias obtidas foram consistentes
com as concepgoes anteriores sobre a evolucido de Apicomplexa baseadas em
informacdes de ultraestrutura e de desenvolvimento. A primeira vista, o nivel de
incongruéncia entre as arvores de genes e arvore de espécies pareceu bastante
elevado, porém a maioria dos conflitos observados nfo apresentou altos valores
de apoio estatistico (bootstrap). Além disso, sequéncias de genes cujas andlises
filogenéticas geraram topologias com alto valor de apoio estatistico se mostraram
robustas independentes das mudancas nos parametros de alinhamento ou do método
filogenético utilizado. A analise de multiplos genes néo ligados exibindo forte sinal
filogenético é importante para a inferéncia filogenética precisa, uma vez que distintos
genes podem ter uma historia evolutiva diferente da filogenia dos organismos.
Em conjunto, este estudo forneceu uma lista de alvos filogenéticos de um grupo
importante de patégenos direcionando futuras iniciativas de sequenciamento e
caracterizacdo experimental de representantes desse grupo.
Estudos de gendmica comparativa tém mostrado que familias de proteinas variam
significativamente em um mesmo organismo e entre organismos distintos. Esta
variacdo inclui o nimero de membros em cada familia bem como as relagdes da
sequéncia, estrutura e funcio dos mesmos.

Em outro estudo envolvendo a abordagem filogenomica, foi possivel conectar a
diversidade funcional de membros de familias de enzimas a capacidade metabdlica
de distintos organismos contribuindo para suas caracteristicas biologicas/fisiolégicas
particulares (Nahum et al. 2009). Para tanto, foram analisadas trés familias de
proteinas em trés distintas bactérias (Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa), cujo genoma foi completamente sequenciado e cuja biologia e ecologia
sdo bem conhecidas e amplamente descritas na literatura. As familias de enzimas
estudadas apresentaram distintas composicdes e relacdes evolutivas entre si e
entre as bactérias analisadas conforme evidenciado pela inferéncia bayesiana
realizada neste estudo. As caracteristicas funcionais conservadas entre membros
de cada familia incluem o mecanismo de reacio, uso de cofatores e especificidade
de substrato. Neste estudo, varias observacdes relativas a presenca e auséncia
das funcdes enzimaticas correspondem ao conhecimento sobre a bioquimica e
ecofisiologia destas bactérias. A analise também permitiu contribuir para a predicéo
funcional de proteinas sem caracterizacio experimental prévia. Em conjunto, este
tipo de abordagem pode ser bastante util na predicio da diversidade metabdlica
de organismos que sfio relativamente pouco conhecidos e/ou que ainda nfo sio
cultivaveis em laboratério como € o caso daqueles evidenciados por estudos de
metagenomica.
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Conclusées, desafios e perspectivas

O termo filogenomica foi cunhado para refletir a intersecéo entre filogenética e
genodmica para predicdo funcional de genes e seus produtos. Posteriormente, foi usado
em distintos contextos e aplica¢des. Por se tratar de uma abordagem evolutiva, a
filogenomica se baseia na reconstrucfo e interpretaciio de arvores, um racional também
conhecido por tree-thinking, o qual assume que distintos elementos (organismos,
moléculas, etc.) podem estar relacionados sob uma perspectiva histérica, temporal
e espacial.

Dessa forma, a filogenomica envolve também a identificacio, predicéo e
interpretacéo de relacdes de homologia. As relacdes de homologia implicam em
ancestralidade comum. A similaridade (quantitativa) pode ser um indicativo de
homologia (qualitativa), porém os dois termos n#o sfo intercambiaveis.

Diferentes dados podem ser usados na analise filogendmica como as sequéncias
moleculares, conteudo e ordem génica, dentre outros. Em se tratando de sequéncias
moleculares, as etapas metodoldgicas incluem identificacdo de potenciais homoélogos,
obtencio de alinhamentos e reconstrucio de arvores evolutivas para diferentes
finalidades. A compara¢do de dados de genomas completamente sequenciados
oferece alguns desafios importantes na obtencéo de alinhamentos de boa qualidade.
Alternativamente, usam-se dados de contetido e ordem génica, além de assinaturas
genomicas.

Existem diferentes métodos de reconstrucéo filogenética que incluem distintos
modelos evolutivos e algoritmos implementados em um grande ntimero de softwares
amplamente descritos naliteratura. A escolha do tipo de dado e metodologia de analise
dependem da natureza da hipdtese evolutiva que se deseja testar. Esta, por sua vez,
esta intimamente relacionada as perguntas pertinentes ao objeto de estudo conforme
a Otica da metodologia cientifica.

Outros desafios encontrados na anélise filogenomica dizem respeito ao custo
computacional das mesmas que incluem o tempo de processamento devido a
complexidade dos dados, dos modelos, etc. A computacgio paralela é uma estratégia
usada para contornar estes desafios. Outra possibilidade é a utilizacfio de computacéio
nas nuvens (do inlés, cloud computing) onde o processo computacional é distribuido em
centenas ou milhares de computadores localizados em ampla distribuicéo geografica.

Em conjunto, estas abordagens tém a capacidade de gerar um volume imenso
de dados. Todavia, assim como qualquer outra andlise de dados (bioldgicos ou ndo)
em menor ou maior escala, o desafio reside e residira sempre na interpretacio dos
mesmos e construcio de conhecimento. Nesse sentido, técnicas de mineracdo de
dados e representacéo de ontologias podem auxiliar tremendamente no processo.

O principal desafio nesta e em qualquer outra area da Ciéncia diz respeito a
formacéo de recursos humanos com perfil inter/multidisciplinar, autdnomo e criativo.
O profissional deve ter sempre uma boa fundamentacéo tedrica, ser conhecedor
dos conceitos e dos seus relacionamentos e certamente ser conhecedor da histéria
e filosofia do seu campo de atuacio, seja este educacional, cientifico, tecnolégico,
de inovacdo ou outro. Afinal... “Quem néo conhece sua prépria histéria, arrisca-se a
repeti-la” (autor desconhecido).
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