
Alinhamento múltiplo de 
sequências



Alinhamento múltiplo de sequências. O que é ?

• Um alinhamento múltiplo de sequências é simplesmente uma extensão 
do alinhamento de pares de sequências para um conjunto igual ou 
superior a 3

• É o estabelecimento de correspondências entre resíduos de diferentes 
sequências

• A determinação do alinhamento múltiplo óptimo de um conjunto de 
sequências não é um problema trivial e só pode ser resolvido para um 
pequeno número de sequências 

• A geração de alinhamentos múltiplos é normalmente feita com recurso 
a métodos heurísticos que não garantem a solução óptima



Exemplo de alinhamento múltiplo

Alinhamento de membros da família das proteínas ribossomais L10P de diversos organismos



Importância do alinhamento múltiplo de 
sequências

• Os alinhamentos múltiplos de sequências são uma ferramenta central para 
a inferência da função das proteínas por comparação das suas sequências

• Os alinhamentos múltiplos são o ponto de partida para a previsão da 
estrutura secundária e identificação dos resíduos importantes para a 
especificidade

• Os alinhamentos múltiplos são a base dos métodos de pesquisa de 
sequências mais sensíveis de que dispomos (ex.: PSI-Blast) 

• Os alinhamentos múltiplos são ainda o ponto de partida para a construção 
de árvores filogenéticas e determinação das relações evolutivas entre 
organismos

• Os alinhamentos múltiplos são uma forma conveniente de anotar as 
características estruturais e funcionais comuns a uma família de proteinas.

• Os alinhamentos múltiplos podem ser usados para a construção de perfis, 
matriz de score de score posicionais (PSSMs) e modelos ocultos de Markov
(HMMs)



O alinhamento múltiplo aumenta a precisão do alinhamento simples
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Precisão do alinhhamento simples (%)

Comparação da precisão de 
alinhaments de pares de sequências 
quando produzidos de forma isolada 
ou fazendo parte de um alinhamento 
múltiplo.

Pode ver-se que na maior dos casos a 
precisão obtida com o alinhamento 
múltiplo é superior (valores acima da 
diagonal). 

(A precisão é avaliada através da 
comparação com alinhamentos 
estruturais)



Alinhamento múltiplo: métodos

Os métodos para a produção de alinhamentos de 3 ou mais 
sequências podem ser divididas em várias categorias:

• Extensão dos métodos óptimos para N sequências: o 
algoritmo de N-W pode ser estendido para 3 ou mais sequências, 
mas exige o uso de matrizes multi-dimensionais e torna-se muito 
pesado computacionalmente (exp.: MSA)

• Métodos progressivos (ou hierárquicos) : baseiam-se na 
aplicação sucessiva de métodos óptimos a todos os pares de 
sequências, depois a pares de pares, etc., através de uma 
estrutura em árvore. São os métodos mais usados. (Exp: 
Clustalw, t-coffee)

• Métodos iterativos: geral um alinhamento global inicial de 
todas as sequências, que é refinado em passos sucessivos 
(SAGA, DIALIGN)

• Métodos de segmentos: comparação de “janelas” de 
comprimento fixo nas várias sequências (p.exp.: MACAW) 



Programação dinâmica a N dimensões

A extensão directo dos algoritmos de Needleman-Wunsch ou Smith-
Waterman para N sequências torna-se impraticável 
computacionalmente: o alinhamento óptimo é agora um caminho num 
cubo a N dimensões.

Se tivermos N sequências de comprimento L, a matriz terá LN células

Exemplo: 10 sequências de comprimento 200 - 20010 = 1022 células !

Matriz para o alinhamento múltiplo de 3 sequências 
(a seta vermelha representa o caminho óptimo na matriz)



Algoritmo de Carrillo-Lipman-Gupta

Este método é uma simplificação que reduz o espaço de busca e permite 
encontrar um alinhamento próximo do óptimo.

O método começa por definir intervalos para o alinhamento de cada par 
de sequências, e usa este intervalos para definir um volume de busca 
dentro do hipercubo.

Implementado no programa MSA - demasiado pesado para ser usado 
com mais de 25-30 sequências com ~100 aminoácidos.

Não existem servidores de acesso livre para este programa.

Alinhamento 
óptimo

Alinhamento 
heurístico

Volume de 
busca

Os alinhamentos 
produzidos têm 

baixa probabilidade 
de ser óptimos!



Cálculo do score num alinhamento múltiplo: 
o método SP (sum of pairs)



Cálculo do score num alinhamento múltiplo: 
o método SP (sum of pairs)
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SBl62(N,N) = 6

SB62(N,C) = -3

SBl2(C,C) = 9

10*6+0*(-3)+0*9=0 6*6+4*(-3)+0*9=24 3*6+6*(-3)+1*9=9Score



Métodos de alinhamento progressivo

Os métodos de alinhamento progressivo usam o algoritmo de 
programação dinâmica para calcular distâncias entre pares de 
sequências. As distâncias são usadas para construir uma árvore que 
serve de guia para criação do alinhamento múltiplo.



Software para alinhamento múltiplo progressivo

• CLUSTALW: 
Um dos softwares mais usados, existe também como um programa que 
pode ser instalado e executado no PC.
DEIXOU DE SER SUPORTADO PELO EBI

• CLUSTAL OMEGA:
Nova versão do programa CLUSTALW, usa modelos HMM em vez de 
matrizes de score. Recomendado para proteínas.
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

• T-COFFEE: 

Mais rigoroso, mas mais lento que CLUSTALW, incorpora informação de 
vários métodos de alinhamento tanto locais como globais. Recomendado 
para alinhamentos pequenos.
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/

• MUSCLE:
Recomendado para alinhamentos de DNA/RNA
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/


CLUSTALW

• Criado em 1994 por Thompson, Higgins and Gibson.

• Alinhamento de todos os possíveis pares de sequências com um método de 
programação dinâmica convencional

• Árvore de guia (guide tree) construída a partir das similaridades entre todos 
os pares calculadas no passo anterior é usada para conduzir a adição 
sucessiva de sequências ao alinhamento múltiplo

• As sequências mais próximas são alinhadas primeiro

• Os gaps nos alinhamentos de pares são conservados até ao fim do 
alinhamento

• Esquema de penalização de gaps ajustável

• Sequências são pesadas de acordo com seu graus similaridade

Principal problema: os erros no alinhamento de pares propagam-se ao alinhamento 
(o alinhamento de cada par não tem em consideração a relação de cada sequência 
as demais sequências.   

Vantagens do método: rápido, suporta um grande número de sequências ; 
facilmente configurável

Thomspm et al. (1994) Nuc.Ac.Res. 22:4673



CLUSTALW



T-Coffee

T-Coffee – Tree-based Consistency Object Function For Alignment Evaluation 

• Criado por Cédric Notredame e colaboradores em 2000.
• Procura obviar a principal limitação dos métodos de alinhamento progressivos: 

propagação dos erros nos alinhamentos de pares para o alinhamento múltiplo 
final

• Combina a informação de alinhamentos locais e globais entre todo os pares de 
sequências para a geração de uma livaria.

• Os pares de resíduos da livraria são pesados de acordo com a fiabilidade do 
alinhamento de pares de onde provêm.

• A livraria de pares é extendida corrigindo os pesos de cada par de alinhamentos 
com a geração de todos os tripletos de sequências incluindo cada par.

• Os pesos são usados para gerar alinhamentos de pares pelo método de 
programação dinâmica. As similaridades obtidas permitem gera uma árvore 
guia e alinhar progressivamente todos as sequências (tal como CLUSTALW)

Principal problema: a precisão diminui à medida que o número de sequências 
aumenta. Não é fiável para mais de ~100 sequências. 

Vantagens do método: mais rigoroso  que CLUSTALW,  melhor para sequências 
com regiões mais divergentes

Notredame et al. (2000) J. Mol. Biol. 302:205-217



Pesagem

Extensão
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T-Coffee



CLUSTAL OMEGA

• Publicado em 2011

• Optimizações no algoritmo reduzem a memória e tempo de computação 
necessárias possiblitando o alinhamento de um número muito maior de 
sequências (> 100 000)

• Utilização de perfis baseados em modelos de Markov (HMMs) permite um 
alinhamento mais rigoroso, particularmente nas regiões de fraca similaridade

• Para além de mais rápido, é muito mais preciso do que ClustalW

• Permite adicionar sequências a um alinhamento previamente  calculaado

• Permite usar um perfil HMM para uma determinada família de sequências 
como input adicional para o cálculo do alinhamento múltiploe, com aumento 
significativo da precisão

Sieves et al. (2011) Mol. Sys. Biol. 7:529



Métodos iterativos alinhamento

Os métodos de alinhamento progressivo têm como principal problema a 
propagação dos erros nos alinhamentos iniciais para o alinhamento final. 
Os métodos iterativos obviam esta situação através de repetidos passos 
de alinhamento global, com vista à otimização do score (por exemplo 
SP). 

• DIALIGN: pesquisa de alinhamentos locais sem gaps em pares de 
sequências, pesados para o cálculo e otimização do alinhamento final.
https://dialign.gobics.de/anchor/submission.php

• PRRP/PRRN: refinamento iterativo de um alinhamento progressivo 
com construção de árvore e uso de pesos no alinhamento de pares. 
https://www.genome.jp/tools-bin/prrn

• SAGA: método iterativo baseado num algoritmo genético.
Não está disponível na forma de serviço “on-line”. É bastante pesado 
computacionalmente. 
https://tcoffee.org/Projects/saga/index.html

https://dialign.gobics.de/anchor/submission.php
https://www.genome.jp/tools-bin/prrn
https://tcoffee.org/Projects/saga/index.html


Alinhamento iterativo com PRRP/PRRN

Gotoh (1996) J. Mol. Biol. 264:823-838





















Inferências estruturais e funcionais a partir de alinhamentos múltiplos 
de sequências

Centro activo

“loop”

Estrutura secundária

Estrutura secundária

Alinhamento de sequências da tioredoxina



Edição interactiva de alinhamentos com Jalview

http://www.jalview.org/



Jalview desktop



JalviewJS web app



NCBI MSA Viewer



Protocolo de alinhamentos múltiplos

1. Encontrar as sequências a alinhar, através de pesquisas em bases de dados 
ou por outra via

2. Definir as regiões de cada sequência a incluir no alinhamento (não tentar 
alinhar regiões demasiado diferentes!)

3. Avaliar o grau de semelhança das sequências através dos alinhamentos de 
pares

4. Começar por alinhar as sequências mais semelhantes, adicionar em 
seguida as mais distantes

5. Inspeccionar o alinhamento obtido, procurando problemas: regiões com 
demasiados gaps, baixa conservação, conflito com outras fontes de 
informação (p.exp. localização do centro activo). Corrigir manualmente com 
um editor de alinhamento (p.exp. Seaview ou Jalview)

6. Remover as sequências que “destroem” o alinhamento, re-alinhar as 
restantes

7. Usar os resíduos-chave conservados no sub-alinhamento como guia para a 
adição de novas sequências
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