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Resumo

Nestetrabalho,umaintroducéaaa Bioinforméticaé deserolvida atra-
vésdaandlisedealgumagiasferramentasle softwae maisusadaso
estudode alinhamentade seqiiéncias Os conceitoshiolégicosfun-
damentaisaointroduzidosformandoa basenecessariparasecom-
preendeicomoagemalgunsalgoritmose comose podedeserolver
outrosqueatendanmaisdiretamentéisnecessidadeto pesquisador
A licencade algumaderramentaséoanalisadadustrama diferenca
entreos conceitoge suasmplicac6esye softwae livre e de cédigo-
aberto.
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Capitulo 1

Intr odu o

Nestetrabalho,apresenta-se usode ferramentadivresou de cédigoabertoem
plataformaGNU/Linux no estudodo maisfundamentaproblemade Bioinforma-
tica: o estudode alinhamentade seqliénciasNestecapitulo,apresenta-sdados
justi cativos paraumaabordagensobresoftwae livre e GNU/Linux emum es-
tudorelacionadaom Bioinformatica.

A preferéncigor plataformadJnix e compatieis e o usodasferramentasle
softwae livre naBioinformaticaja sdobastanteeonsagradoentreos pesquisado-
resda area. Como aspectosnotivadorespelaescolhade uma plataformaUnix-
compatiel no estudode topicosem Bioinformatica, [[Gibas& JambecKZ200T]
apontanméoapena® altograudecon abilidadee desempenhdessalataforma.
Eleslembramtambémque é possiel encontrarumagrandequantidadede fer-
ramentagie software de excelentequalidadee popularidadeno meio cienti co,
compatieiscomo UNIX. Issosedeve aofatodo Unix serusadoextensvamente
emuniversidadespndeé comumo desewrolvimento de software paraanalisede
dadoscienti cos. Naspalarrasdessesutores:

Os pesquisadas de Biologia Computacionale de Bioinformatica
tém ainda maior probabilidadede ter deserolvido softwae para
Unix, porqueaté meadogda décadade 90 as UnicasestacOesle tra-
balho capazedle visualizar os dadosde estrutuas de proteinasem
temporeal erammaquinasSilicon Graphicse SunUnix.

A opcaoporumaplataformaGNU/Linux torna-seentdoumaescolhamediata
dadoo tempode amadurecimente de conquistagiesseplataforma. A nal, séo



maisde dezanosde grandedesewrolvimentoe excelentegesultadosTem-seuma
con abilidade comparael com a do Unix, masdisponiel paramaquinasmais
modesta® a um custoimbatiel, devido a gratuidadedo GNU/Linux.

[Gibas& JambecK2001] apresentantrés motivos parautilizar e defender
a plataformaGNU/Linux: custo-beneficic coma disponibilidadedo Linux, o
Unix passaa ser barato;, melhor utilizacdodos recursoscomputacionais PCs
antigose consideados"“obsoletos” por usuariosdo Windowstornam-seestacdes
detrabalhosurpreendentemente xiveise Uteis grandenimerode ferramentas
ha umarica bibliotecade ferramentagdisponiveigara Biologia Computacional
e para a pesquisamgeral.

O conteudalo texto foi distribuido daseguinteforma:

Capitulo 1: Introdugdogemaqueseapresenta justi cativa parao desewolvi-
mentodestetrabalho.

Capitulo 2: SaointroduzidosmetodicamentasfundamentosobreBiologia
Celulare Biologia Molecular necesséarioparaa discussdaobreas ferramentas
analisadasoscapitulosseguintes.

Capitulo 3: Apresenta-salgunshancosle dadospublicosquecontémdados
e artigosbioldgicos. Informagdessobreformatosde arquivos aceitospor esses
repositériossaocitadasem caracterintrodutériosobreo processale disponibili-
zacaocolaboratia de dadosde pesquisas.

Capitulo 4: Analisa-seo BLAST (BasicLocal AlignmentTool), um conjunto
de ferramentagaraalinhamentode seqiiéncias.Quantoa forma de utilizagédo
analisou-seespecialmenta ferramenteblast2 sequenceisadana comparagaale
duasseqiiénciafornecidagpelo préprio usuario.Além disso,a estruturade dire-
tériosdo arquvo compactadguecontémosfontesdo pacotefoi analisaddreve-
mente.

Capitulo 5: O usodo ClustalWé descritodetalhadamentatravés da execu-
¢dode um alinhamentamdltiplo de cincosequénciasA ferramentaClustalX que
prové umainterfacegra ca paraa utilizacdodo ClustalW é citadabrevementee
utilizadaparao alinhamentalasmesmagincoseqiéncias.

Capitulo 6: O TpXshadeé apresentad@eomo um poderosorecursoparaa
formatacdonal dosresultadosobtidoscom asferramentasie alinhamento. E
evidenciadosuacapacidademfornecerumaexcelentequalidadegra ca alémde
umagrande e xibilidadeaopesquisador

Concluséo: Ostépicosdeserolvidos sdosintetizado® a mensagemnal da
pretensaalestetrabalhoé enfatizada.



Capitulo 2

Fundamentosde Biologia Celular
e Biologia Molecular

2.1 DNA eRNA

As informagfegenéticasaoarmazenadasosacidosnucléicos o acidodesoxir
ribonucléicaDNA) eo acidoribonucléicaRNA). O DNA éencontradgrincipal-
menteno nlcleodacélula. Mais especi camente&oscromossomosO RNA, por
suavez, é encontrad@rincipalmenteno citoplasmag em poucaescalaambém
NOSCromossomos.

A descobertaequeé namoléculade DNA ondeseencontrarmasinformacdes
genéticaga sene comoincentivo ao estudodo codigo genético. E importante
aindadestacagueasinformac¢descontidasno DNA podemserrepresentadasm
umaestruturarelatvamentesimples.

Os acidosnucléicossaoformadospor umaou duascadeiagou tas) deele-
mentosestruturaisienominadosucleotideosDessadorma, moléculasde DNA e
RNA séoclassi cadascomopolimeros.Um polimeroé umamoléculacomposta
depequenoglementogosmondmerosjjueserepetenmemsuaestruturaNo caso
demoléculasdle DNA e RNA, osmondmerosaoosnucleotideos.

A simplicidadeda estruturade moléculasde DNA e RNA se constituipelo
pequenmumerode nucleotideoglistintos- sdoapenagjuatro,sejaparaDNA ou
paraRNA.

Cadanucleotidea constituidgoor umabasenitrogenadaumamolé-
culadeacgucare umgrupamentale fosfato.Ha doistiposdeacgucar



nosacidosnucléicos:desoxiriboseno DNA e riboseno RNA. Asba-
sesnitrogenadassaoas primidinas: citosina(c), timina (t) e uracila
(u) e aspurinas: adenina(a) e guanina(g). O DNA contéma, ¢, g
et, enquantoo RNA contému emvezdet. EmambosDNA e RNA,
osnucleotideogstéoligadosformandoumalongacadeiapolinucle-
otidica. Essacadeiaé formadapor ligacdesentre o grupofosfatode
carbono5 deumnucleotidea o carbono3 do aglcardo nucleotideo
adjacentdlOliveiral.

As sequénciasle nucleotideosie moléculasde DNA e RNA podemserre-
presentadaatravés de longascadeiasde letras. Essadetrasestaocontidasem
um conjuntode quatroletras: a, ¢, g, t paramoléculasde DNA e a, c, g, u para
moléculasde RNA. Apesarda simplicidadeno queserefereao nimerode letras
possieis, as cadeiasgendema ser bastantecomplecas por seremextremamente
longas.Mesmoparamicrooganismosa menssagera longa, tipicamentel 0° ca-
racteres[|lLesk(2002]

Narealidadep DNA é compostgoor duasseqiiénciasle aminoacidosentre-
lacadas.Mas issondorepresentaim fator complicadora suaestruturaumavez
gueosnucleotideoseligam demaneiraespeci cas:a sdpodefazerparcomt, e
g sépodefazerparcomc. E exatamenteessacaracteristicguegaranteo sucesso
dareplicacao.

Quandoumacélulasedividepara formarduasnovascélulas- Ihas,o
DNA é replicadodesennlandoasduas tas e usandocada ta como
ummodelopara criar a suaimagemquimicaespelhadagu ta com-
plementafGibas& Jambeg& (2001].

Moléculasde RNA, emgeral,apresentamamadnica ta de nucleotideogjue
podeassumirumagrandevariedadele conformagegspaciais.

2.2 GenesDNA gendmico,cDNA, cromossomoggenoma

Genessaotrechosde umamoléculade DNA quecontémasinformacéesjuede-
terminamascaracteristicade umaespéciecomoumtodoe de cadaindividuoem
si. JAlbertsetal. (1999] caput[Qliveirae Inoue(2002].



Existemtréstiposdegenesnsgenescodi cadoresdeproteina queconstituem-
seemmodelogparagerarmoléculagie proteinapsgenesspeci cadoresie RNA
e; os genesnaotranscritos,que sdoregidesdo DNA gendmicoque possuenal-
gum propdsitofuncional, masnaoalcancamessepropésito,sendotranscritosou
corvertidosparacriar outramolécula.[Gibas& JambecKZ2001]

O termoDNA gendmicorefere-seao genecompleto.lssosene paradiferen-
ciardochamaddNA complementarquerefere-seaogenesemaspartesquenao
sdocodi cantes- osintrons As partescodi cantessaodenominadaéxons Essa
divisdo aplica-sesomenteaosorganismoseucariontegorganismoscujascélulas
possuermucleos). Nos organismosprocariontes(organismoscujascélulasnao
possuemnucleos)aregidocodi cante seestendale formaininterrupta.

Um cromossomoé umamoléculamuito longade DNA que contémmuitos
genes. E o conjuntocompletodos cromossomosle uma célulaé denominado
genoma

2.3 Prote nas

As proteinassdoasmoléculagesponséagis pelamaior partedasestruturae das
atividadesdos organismos. Outroselementogmportantesnos organismos,que
naosaoproteinassdotratadospor intermédiode enzimas que, por suavez, sao
proteinasA importanciadasproteinagparaosorganismos evidenciadagelapro-
priaorigemetmoldgicadapalavra: o suecdBerzeliug1779-1848kriou 0 conceito
proteinabaseadma palavia de origemgrega proteios quesigni ca primeiro, ou
de principal importanciaAnénimd. A importanciado estudode alinhamentos
desequénciaprotéicas ressaltadaor [JAltschuletal. (1990]:

Observa-sguegenesou proteinascomseqiiénciasimilarestémgrande
chancede possuiem fungfessimilares. As primeiras informacgdes
para determinacdalafuncdode umgene cujasequéncidoi recente-
menteobtida, quasesempe saoobtidaspelabuscade similaridades
entre a nova seqiiéncia seqiiénciasle proteinasou familiasde pro-
teinasconhecidas.

Moléculasde DNA sdo,em primeiraaproximacaouniformes. Proteinasno
entantomostramumagrandevariedadede conformag@esridimensionais.Isto é
necessariparagarantira grandediversidadede suascaracteristicafuncionaise



estruturaigLesk(200Z]. E aestruturaridimensionade umaproteinaquede ne
suasfuncoes.

A sequéncialosaminoacidosle umaproteinadita suaestruturaridimensio-
nal. O paradigmajueseestabeleceyortantoé:

A sequéncialo DNA determineaasequéncialaproteina;
A sequéncialaproteinadeterminasuaestrutura;

A estruturadaproteinadeterminasuafungao.

Assimcomoo DNA e o RNA, asmoléculasie proteinagambémséopolime-
ros. Masno casodasproteinasps elementogundamentais osaminoacidosséo
maisdiversi cadosem relacdoaosnucleotideos.A TabelaZ1 apresentas nu-
cleotideogqueconstiueno DNA e o0 RNA) e osaminoacidogqueconstituenas
proteinas) Natabela,os aminoacidosiparecentlassi cadoscomopolares apo-
larese eletricamentearrggados.Outrasclassi cagéeslosaminoacidopodemser
Uteis.Porexemplo,pode-seclassi carosaminoacidogonformesuasungdesos
sereshumanosgdenotandauaissdoessenciaig quaissdonao-essenciais.



Tabela2.1: Nucleotideo® aminoacidosaturais

Osquatro nucleot deospresenteemmol culas de DNA
a adenina c citosina g guanina t timina

Osquatro nucleot deospresenteemmol culas de RNA
a adenina c citosina g guanina u uracila

Osvinte amino cidos naturais presenteem mol culas de Prote nas
Amino cidosapolares

G glicina A alanina P prolina V valina

| isoleucina L leucina F fenilalanina M metionina

Amino cidospolares
S serina C cisteina T treonina N asparaginal
Q glutamina H histidina Y tirosina W triptofano

Amino cidosel tricamentecarregados
D acidoaspartico E acidoglutamico K lisina R amginina

A seqliéncialosaminoacidoemumamoléculade proteinaconstituenacha-
madaestrutua primaria daproteina E essaestruturajuede ne aformaeafuncéo
daproteina.As interac6esnolecularegentreaminoacidogeramumacadeiapro-
téicadenominadastrutua secundariae algumasvezes,umaestrutua terciaria
[Ohiveiraeinoue(Z2002]

A determinacaadasestruturasgridimensionaislasproteinagpermite“realizar
pesquisasnaisdirecionadaso sentidode encontar inibidores, ativadoesenzi-
maticose outros ligantesque permitama producaode farmacosmaise cientese
especi cos:o almejadoDesenolvimentoRacionalde Farmocos(Rational Drug
Design) [[Prosdocimettal (Z003]. Umainfeliz realidaderelacionada issoé o
casodo HIV. Comoosvirussaoorganismognaissimples,é maisfacil encontrar
mos mutacdegelevantesnesserganismosdo que em outrosorganismosmais
compleos, sobretudemyvirusquesereproduzemmuito rapidamente.

Sobreisso, [[Leme(200Z] a rma quea rapida taxaderepioducdodo HIV e
suainerentevariabilidadegenéticaconduziam a identi cacéo de muitasvarian-
tesdo virus, que apresentanrsuscetibilidadesliversasas drogas ARVs. O HIV
apresentaimagrandequantidadale variacbese mesmaosimplesalteractegro-
duzemsensibilidadesliferentesas drogas. [[Leme(2002] cita um exemplo: na
transcriptaseeversa, umamudancana posicao65, de AAA para AGA, provoca



Tabela2.2: Abreviaturadosaminoacidosaturais

G glicina- glycine(Gly) A alanina- alanine(Ala)

P prolina- proline (Pro) V valina- valine(Val)

| isoleucina isoleucing(lso) L leucina- leucine- (Leu)

F fenilalanina- phenylalaningPhe) M metionina- methioningMet)

S serina- serine(Ser) C cisteina cysteingCys)

T treonina- threonine(Thr) N asparagina aspaggine (Asn)

Q glutamina- glutamine(GIn) H histidina- histidine(His)

Y tirosina- tyrosine(Tyr) W triptofano- tryptophan(Try)

D acidoaspartico asparticacid (Asp) E acidoglutamico- glutamicacid (Glu)
K lisina- lysine(Lys) R amginina- arginine (Arg)

umaalteragdona proteinaproduzida- lisina para arginina - ocasionandaesis-
ténciaa droga DDI.

E comumadotara corvencaode escreer nucleotideogmletrasmintsculase
aminoacidogmletrasmailsculaslssoé bomparaevitar confusbesporexemplo,
nessacorvenc¢ao,atg representaria sequénciale nucleotideosadenina-timina-
guanina,enquantoque ATG representaria sequénciade aminoacidosalanina-
treonina-glicina.Entretantonemtodosos autoressegguemessacorvengdo,como
no casodo exemploanteriorde [[Leme(2002Z].

Umaoutracorvencaoguetambémé comumentaitilizada: osnomesdosami-
noacidossdofreqiientementabreviadosusandaas primeirastrésletrasdo nome
doaminoacidmoidiomaingléscomapenas primeiraletramaitsculaPorexem-
plo, Gly paraglycine As exce¢beocorremparaosaminoacidosasparaginaglu-
taminae triptofanoqueséaorepresentadgsor Asn, Gln e Trp, respecttamente O
raro aminoacidoselenocisteiné representadpor Sec,narepresentacaque usa
trésletras,e por U, narepresentacdosaumadunicaletra. A TabelaZ3 relaciona
cadaaminoacidacomseusrespectios nomee abreviaturaeminglés.

Portantoumasequénciale proteinagambémpodeserrepresentadpor uma
cadeiade caracteresNessaepresentacdcadaaminoacidadasequéncia repre-
sentadgpor umaletra ou por um conjuntoformadopor trésletras,sendoapenas
aprimeiramailscula A representacadosaminoacidogor letrastinicasé geral-
mentepreferidapor fornecerumavizualizacdanaissimplese por requeremenor
dispéndiccomputacional.

MesmoquandmsnucleotideosleumDNA séorepresentadasmletrasmaius-
culas,é facil percebegueumadadaseqiiénciaefere-sea um DNA. Issosedeve
pelasimplicidadede suaestruturano que serefereaosdiferentescaracteresgjue



aparecemmarepresentacada seqiiéncia cadeiagjuerepresentanmoléculasde
DNA contémapenasasletrasA, C, G e T; cadeiagjuerepresentanmoléculas
de RNA sdaoconstituidasisando-sepenassletrasA, C, G eU; por m, repre-
sentacdede proteinacontémumamaiorvariedadeleletras.A FiguralZJilustra
exemplosreaisderegibesdesequénciadeumamoléculaDNA edeumamolécula
deproteina.

GAGCTGGCCGCCCCGTCACTATTCCGGATCTTGGTACTCTATLAGCGAATACCCACTCATG
GCTCCCAATATCGCATCCGTTACGGCGTATGCATCAGGACTTIGCTCACTACTGAEGCCACCA
ACGACATCGAAAGCCTGGCCAGTATCGGTCACCAGAGBBECT

MATFQEFIQQNEDRDGVRFSWNVWPSSRLEATRMVVAVAKERPDLPPIQYEPVLCRATCRAL
NPLCQVDYRAKLWACNFCYQRNQFPPTYAGISEVNQPREBIFEYVVQRGEMPLNFYVVDTGIE
DDDLQALKESLQMSLSLL

Figura 2.1: Exemplosdetrechosde seqiiénciade DNA e proteina

2.4 O cdigo gentico

O assuntdratadonestasecaodispertaumadiscussasobreopnidesdivergentes.
Alguns autoresaindaescreem e se fundamentammo chamadocodigo genético
univesal. O caractefundamentatio conceitoé tdo marcantegquetorna-sedificil
paraalgunspesquisadoredescartarersuavalidade.

O cédigogenéticopodeserrepresentadpor umatabelaque permiterotular
todasaspossieistriadesformadascom os quatronucleotideopresentegmmo-
léculasde RNA.

O principiodo cédigogenéticaa rma que,nasintesedasproteinasa seqiién-
cia de trésnucleotideoslo RNA formamum determinadaamino&cido. A cada
triade de nucleotideogorrespondeim dado aminoéacido. Alguns aminoacidos
podemserconstituidogpelacombinacaale diferentedriadesmascadatriadees-
peci ca um Unicoaminodcido.

Opinibesde especialistaglivergem quantoa universalidadedessacorrespon-
déncia.[Olivelrg] a rma queessacorrespondéncia universal para todosos or-
ganismosvivos [[Gibas& JambecK2001]] tambémdefendenessaidéiae apre-
sentamumatabelada“correspondéncianiversal”.

Por suavez, [Brown (2002], apresentaimasecaoque de ne exatamenteo
oposto,como se mostraevidentepelo prépriotitulo dase¢do- Thegeneticcode
is not univessal. O autorencerraa discussasobrea ndo-urversalidadedo co-



digo genéticocom a a rmagéao de que o cédigo dito universal, aplica-sesim a
umagrandevariedadale genesde umagrandevariedadede organismosmasque
desviossdopossieis.

Umabaseconcretasobrea contestacaquantoa ndo-unversalidadealo codigo
genéticoé apresentadao portal Biologia nawel:

O fato de ser possivelkraduzir genesde um organismoemoutro, p.
ex., geneshumanosemeE. coli, sugeria queo codigopadrao(..) era
univesal. Todavia,o estudadediferentessequénciade DNA a partir
dosanos80revelaramalgumaddivegénciasemrelacdoao padrao.

P. ex., emmitocdndriasde mamifeos o cddonpara a Metiniciadora

podeser AUG ou AUA (lle no padréao); UGA especi caTrp e ndo
terminacdo; AGA e AGG especi camterminacdoe ndo Arg. Nas
mitocéndriasde plantas, fungos,Droso la e protozoarias,também
ocorremvaria¢cdesemrelacaoao padréo. Nosprotozoariosciliados,

os codonsUAA e UAG, ao invésde especi caemparada, codi cam

GIn. Alémdisto,foi relatadoemCandidaspp(Santosetal, 1997),eu-

cariotosunicelulaes,a existénciade codonspolissémicosisto €, um

codoncodi candomaisdeumaminoacido.No casocitado, CUG co-

di ca tantoLeucomoSerdenotand@mbiglidade nosremetendas

seuintesquestdesil) emCandida,asaltercdesno CodigoGenético
ainda ndo estariamcompletamentestabelecidaspu 2) a ambigui-
dadeCUG seriavantajosa permitindorapida adaptacéoa desa 0s
ambientaisdevendoser mantidacomotal.

Estassdoalgumasdasevidénciasde queo cddigogenéticopadréo,
sebemqueamplamenteitilizado,ndoé universal

Hinegardnere Engelbegﬂ desdel963,tambémja semostraam contrariosa
esseprincipiosimplistasobrea evolucdodasespécies.

A correspondénciantreastriadesde nucleotideo® seusrespectios aminoa-
cido,compdeo queé chamadalecddigogenético Esseconceitotalvez possaser
aplicadoa organismosie umamesmaespécie.

http:/Mmww biologianavehcom/
2http://www biologianavehcom/Livro2/C8/unversal.html
S[hineyardner Engelbeg (1963]| e [hinejardner Engelbeg (1963
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Tabela2.3: Codigogenético- responsasl pelasintesadasproteinas

Base2
Basel | U | C | A | G | Base3
Phe | Ser | Tyr Cys U
Phe | Ser | Tyr Cys C
v Leu | Ser | STOP | STOP A
Leu | Ser | STOP | Trp G
Leu | Pro| His Arg U
Leu | Pro| His Arg C
c Leu | Pro| Gin Arg A
Leu | Pro| Gin Arg G
lle | Thr | Asn Ser U
lle Thr | Asn Ser C
A lle | Thr | Lys Arg A
Met' | Thr | Lys | Arg G
Val | Ala | Asp Gly U
Val | Ala | Asp Gly C
G Val | Ala | Glu Gly A
Val | Ala | Glu Gly G

Cadatriade é tambémchamadade cédon e cadaseqiiénciade c6donsque
codi ca um polipeptidecé denominadaistron [Oliveird).

O cadigogenéticd‘universal”,queé o responsésl pelasintesedasproteinas,
é apresentadoaTabeldZ3

2.5 O eyeleseaaniridia - Um exemplopara justi®cativa
do estudode compara o0 entreseq ncias

A mosca-das-fruta@®rosophilamelangaste) é muito estudad@omomodelona
pesquisaobrea evolucdode animais.Porisso,seusgenessdobastanteconheci-
dos.Elatemumgenedenominad@yelesqjue,sefor retiradodo genomgpor mé-
todosde Biologia molecular) resultaem mocas-das-frutasemolhos. E evidente,
portanto,que o geneeyelesstem umafuncaoimportanteno desemolvimento do
olho.

O serhumanoapresentaim genedenominadaniridia que tambémparece
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ter papelfundamentano deserolvimento de olhos. Essadeducdocomecoua
se formar a partir da obseracéo,citadapor [Gibas& JambecK2001]), de que
os seeshumanogjue ndo témesse(ou emquemessegenesoffeu umamutacao
su ciente para que o produto protéico parassede funcionar corretamente) 0s
olhossedesemolvemsemiris.

A mentalidadededutva doscientistasos levarama fazero seguinte questio-
namento:‘e seinserirmoso geneaniridia emumaDbDrosophilasemolhos(semo
eyeles¥y? Bom...0o queaconteceé quea aniridia promove a producaode olhos
normaisnaDrosophila Naspalarrasde[|Gibas& JambecK2001]:

E uma coincindénciainteressante Poderia haver algumasimilari-

dadeemcomoo “eyeless’e a “aniridia” funcionamapesarde mos-
caseseeshumanoseremorganismogxtremamenteiferentes?Pos-
sivelmente Para sabercomoo “eyeless”e a “aniridia” funcionam,
juntos, é possivelcompaar suassegiiéncias.Entretanto, é preciso
lembrar sempe que 0s genesinteragem reciptocamentede maneia

complea. E precisoumaexperimentacieuidadosgpara obteruma
respostanaisde nitiva.

2.6 Alinhamento de seq ncias, similaridade, identidade
e homologia

Umavezrepresentadassseqiiénciade nucleotideo®u de aminoacidogsleduas
moléculaspode-seentdocompara-laembuscade similaridadesem suasestrutu-
ras. Essacomparaca@ermiteinferir sobreas propriedadesle umadeterminada
moléculabaseando-sempropriedadesonhecidaslaoutra. Ao processalecom-
paracaocentre sequénciasgenomina-salinhamentode seqiiéncias No alinha-
mentode duassequénciagjiferenteseventossaorealizadosobreos monémeros
deumadadaseqiiénciduscando-sebterumamaiorsimilaridadesntreasduas.A
FiguralZZilustraum alinhamenteentreduasseqiiéncialipotéticas.Umarapida
inspecaovisual, ja indicaa existénciade certasimilaridadeentreasduassequén-
cias.Naprimeiraaproximacéaorealizou-seapenaglgumadranslactesleregioes
dasequénciaNa seggundaaproximacaoalémdastranslagfesefetuou-séambém
umainversaodasposi¢cOesledoiscaracteresAs translagcdeforamindicadascom
umtraco” ” eoslocaisondeoscaracteresdocoincidiramforammarcadogom
um “X”.
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Seql: GAGCTGGCCGCGCGTCA
Seqg2:. GACTGACCGCGCGCTCAA
Ali.l: GAGCTGGCCGCGCCGTCA
GA CTGXCCGCXCXXTCAA
Ali.2: GAGCTGGCCGCGCCGTCA
GA CTGXCCGCXCCGTCAA
(o

Figura 2.2: Um alinhamentdipotético

E importantedestacaque a interpretacaalos resultadosie um dadoalinha-
mentoé fundamentaparagarantirinterpretacdesoerentesom os fundamentos
daBiologia. Boapartedapesquisam Bioinformaticaconsisteem procurarobter
algoritmosquesejamcapazesletratarasseqiénciade caracteresleformaafor-
necerresultadosadavez maisprecisodiologicamentes reduzircadavez maisa
necessidaddeinterferénciado pesquisador

A comparacadesequénciapermiteinferir sobrepossieismutagcdesCompara-
segenomagle organismosde espécieglistintas,supondoprovaweis eventosque
levarama mutacdaleumaespécigaraaoutra. Dentreospossieiseventos pode-
secitar ainversaode umaseqiénciale genesou a substituicdale algunsgenes.
A essesventosdeve-seatribuir valoresque representensuasprobabilidadesie
ocorréncia.Essagrobabilidadeséotraduzidasatraszés do conceitode distancia
entre genes

Para cadatipo de evento existe a de nicdo de uma“distancia” entreos ge-
nes[Walter(1999]]. Assim, aorealizarumainversdonaordeme naorientacéo
dosgenesnumadeterminad@orcdodo genomap eventorealizadoé denominado
reversdoe € computadadistanciadereversaa O eventodenominaddranspo-
sicadoconsisteem mover umaporcaode umaregido paraoutradentrodo genoma
e a distanciarelacionadachama-sealistancia de transposicdo Quandose move
osblocosde genesdeumlocal paraoutrodentrodo genomaeg seinverteaordem
e aorientacaalosgenesdiz-sequeserealizouumatransversaoe a distanciaé
achamadalistanciade transversaa Por m, existetambématranslocacag ea
respectiadistanciadetranslocacag quesereferematrocadepor¢deentredois
cromossomosdiferentesdentrodo genoma.

De formagenérica,alinhar duasseqiiénciag encontar umacorres-
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pondénciaentre basessimilares. Para o alinhamentosado utilizadas
mutacBepuntuaisnosgenestais comosubstituicbesremocoe® in-

secdesdebases A distanciaé computadassociand@ustosa estas
opeiacdes,e procurandopelacomposicdanenoscara dente asque
transformanumasequénciana outra [Walter (1999].

A premissale sebuscaro menorcustopossiel norearranjoé justi cado pela
hipoteseda parsimdnia. Nesteprincipio,assume-squea Naturezano processo
evolutivo, sempresegue 0 caminhoqueexige 0 menornimeropossiel de trans-
formagbes.Assim, ao setentarestudaras possieis mutagéesgdeve-seoptarpor
umasériede eventosminimos.

A hip6teseda parsimémia pode ser contestada tal contestacaode ser
submetidaa experimentacéo.Ainda que nao concretize-s&omo umalLei, sua
suposicagermiteestabelecaumalinha parapesquisadogenéticas.

A estruturado DNA determinaos mecanismogparaa auto-replicacée paraa
translacaalosgenesem proteinas Portanto,0 estudode alinhamentale seqiién-
cias,permitepesquisagariadasio campodaBiologia: pesquisasobreaevolugédo
deorganismospesquisasoltadasparao combatedenovosvirusapartirdeoutros
ja conhecidospesquisasoltadasparaa obtencaade novos farmacosa partir de
similaridadesntreseqiiénciade diferentegroteinasgentreoutras.

Quantoa suaamplitudede aplicacacsobrea seqiiénciaym alinhamentgode
serclassi cadocomoalinhamento global ou alinhamento local. Quandoo ali-
nhamenta realizadaomando-séodaa seqiiéncieele é chamadale alinhamento
global. Quandoo alinhamenta realizadcemfragmentogie umaseqiiéncisgle é
chamadale alinhamentdocal. A escolhgpelotipo de alinhamentamaisapropri-
adodependala nalidade desejada.

O alinhamentoglobal é util para compaar duasseqiiénciahiomo-
logas. Mas quandoas duasseqiénciagspenaspossuentertosdo-
miniosemcomumpou quandoé necessaricompaar umaseqiiéncia
comtodasasentradasdeumabasededados esta-senaisinteressado
nosmelhoesalinhamentogocaisentre duassubsequéncigdRodad.

Duassequénciasdohomoélogasguandoelasdervamdeum mesmoancestral
[Prosdocimettal (Z003]. E importantedestacaque homologiae similaridade

14



saodois conceitosdistintos. Segundo[|Prosdocimettal (Z003], o alinhamento
indicao grau de similaridadeentie sequénciaga a homolgia € umahipo6tesale
cunhoevolutiva

Importantetambémé destacarueo alinhamentdndicaapena® graude si-
milaridadeentreassequénciapesquisadasqueum mal alinhamentmaoimplica
emsequénciasdo-homologasComefeito,[[Pearsori2001) comparaaseqiéncia
eaestruturadetrésproteinasbaovine chymotrypsinS.griseustrypsine S.griseus
proteaseA. As trés proteinasapresentanuma estruturatridimensionalbastante
similar. As duasprimeirasapresentangrandesimilaridadeem suassequéncias,
enguantoque a terceirasequénciando apresentaima similaridadesigni cante.
Assim, conclui[[Pearsori2001], proteinahhoméblogasdoapresentamecessari-
amenteseqiénciasomumasimilaridadeestatisticamentsigni cante,ou mesmo
detectéel.

Quandomais que duasseqiiénciasdoalinhadasp processa chamadaali-
nhamento multiplo. Técnicasde alinhamentamdltiplo sdoaplicadasprincipal-
mentea seqiénciaprotéicadGibas& JambecKZ2001].

Exemplode programagyue utilizam o alinhamentaglobal séoo ClustalWe
o Multialin. O algoritmodo BLAST realizao alinhamentdocal. O alinhamento
global é usadogeralmentearadeterminaregidesmais conseradasde sequién-
cias homoélogas.Jao alinhamentdocal é, geralmenteutilizado na procurapor
sequénciabomologasu analogagProsdocimettal (Z003].
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Capitulo 3

Bancosde dadosbiol gicos
p blicos

O armazenamenteinformagfe® dadoscienti cos, sobretud@uandcemescala
mundial, precisasercuidadosamenterganizadade formaa evitar duplicidadese
elevadasredundéanciasDeve-seaindabuscarpadréegjue possibilitema concen-
tracdode informacdesemqueosprépriospadréesornem-sdimitadoresno pro-
cessaodo desewmolvimento cienti co. Assim, € importanteque os padréessejam
cuidadosamentprojetadosde forma a permitir umamaior e xibilidade parase
ajustarao desewmolvimento futuro e é tambémimportante por vezes,abandonar
um padraocsubstituindo-@or outromais e xivel e melhordotadoderecursos.

Em Bioinformatica,existemdiversosbancosde dadospublicosde periédicos
cienti cos e de resultadogie pesquisasUmavez que a principal ferramentade
pesquisaem Biologia computacionaé o préprio computadgra disponibilizagao
dedadosde pesquisasatravésdo propriomeiocomputacionalaz comquea utili-
zacaodestesladogpossaseraproveitadacomextremafacilidade.

Em geral,osdadosdisponieis emrepaositériopublicospodemserusadosi-
vrementgpara ns nao-comerciaisgomoexplicitado,porexemplo,peloCopyright
do Swiss-Pofl.

ThisSwiss-Pot entryis copyright.It is producedhrougha collaboration
betweenhe Swisdnstituteof BioinformaticsandtheEMBL outstation
- the EuropeanBioinformaticsinstitute Theme are no restrictions
on its useby non-po t institutionsas long as its contentis in no

thttp:/ww.expasych/sprot/
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way modi ed and this statements not remaed. Usage by and for
commecial entitiesrequiresa licenseagreement(Seehttp://wwwisbh-
sib.ch/announcebr sendan emailto licenseisb-silgh)

A principal instituicdode compartilhamentale informacdese dadosbiol6-
gicos é, semsombrade davidas,o NCBI (National Centerfor Biotecnolayy
Informatior), sendocitado em praticamentdodos(sendoem todos)os cursose
livros de Bioinformatica. O NCBI estaestabelecidamos EstadodUnidos, existe
desdel988,criandobancogledadosconduzindgesquisagmBiologia Compu-
tacional,desermolvendoferramentaslesoftwareparaanalisededadoggenémicos,
e disseminandinformag6esdiomédicagINCBI]. O NCBH ¢ umadivisdodaBi-
bliotecaNacionalde Medicinados EstadodJnidos (NLM - National Library of
Medicing no InstitutoNacionaldaSaldgNIH - National Institutesof Health).

O Entre#l é um recursodo NCBI que procuracentralizarconsultasnos di-
versosrepositoriosdo Centrode Informacdes.Ao submeteumaconsulta,essa
é realizadatantonosbancosde dadosde artigoscienti cos e livros online como
tambémnosbancosde dadoshiolégicos,comoo bancode dadosde nucleotideos
(GenBank)e o0 bancode dadosde seqliénciaprotéicas.

Dentreaspublicagbeglisponieis, existe umaseparagaentrearquivos dispo-
nibilizadosintegral e gratuitamentee, outros,com apenas abstiact disponiel
livremente. Nesselltimo caso,pode-seobtero restantedo contetidopor e-mail
medianteo pagamentae algumataxa.

A FiguraZd mostrao resultadadaconsultapor “Drosophilaeyelessaniridia”.
A quantidadeleregistrosparacadatipo dedadoé informadaacladodorespectio
item. Semaisdeumapalasra é passadagcorreumabuscapelaocorrénciadetodos
ostermos.

O item PubMeddo Entreztraz apena<itacdese resumogabstiacty. Mas
o item PubMedCentral traz artigoscompletosdisponiis gratuitamente Os ar
tigos sdoapresentadosm umaformatacédgadraocom ilustracbesde excelente
resolucdo.As ilustracbespodemser visualizadasem versbesmaiores. O leitor
podeaindaoptarpelavisualizacdada imagemna mesmajanelaou em outraja-
nela. Além disso,cadaartigo contémlinks paraoutrosartigoscitados bemcomo
paraoutrosartigosqueo citaram,facilitandobastante processale pesquisai-
bliogré ca, quegeralmenteanteced@aspesquisagmum novo projetocienti co.

O item Genomecontémasseqiénciade genomagsompletogelativos a pes-
quisaefetuadaEsteitem leva ao NCBI MapMewer, guemostra,emformapicto6-

2http://www.ncbi.nlm.nih.ge/)
Shttp://www ncbi.nlm.nih.ge/Entrez/inde.html
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| Entrez cross-database search - Mozilla {Build ID: 2003022516} - 0%
Arquivo  Editar Exibir Ir Marcadores Ferramentas Janela Ajuda
< & A ¥ am " n = 4
~ - p:ffwww.ncbi_nim. nih.gov/gquery /gauery fegi v Pasquisar -
Voltar Avancar Atualizar  Parar 4 gy 2 2 u 2 Imprimir
4% Pagina Inicial | 'WfMarcadores 4 Red Hat Network [ Support (fShop [ Products ([ Training
8 [ £ Entrez cross-database search ‘ x
=
e Entrez, The Life Science
SITE P PubMed | Entrez | Human Genorme: [ GenBank__| Map Viewer [~ BEAST
Search across [Presaphila cyeless aniridia ] Tal Help
& Y PubMed: biomedical terature ciations and abstracts @ 2 (5 Boaks: oniine baoks
10 Ej Pubfled Central: free, full text jounal ariicles @ 3 K OMIM: Online Mendelan Inheritance in ban
4 R site Search: NCBI web and FTP siees
: . UniGene: gene-oriented clusters of transcript - 1
22 (@ Nucleotide: sequence database (GenBank) none s 2
sequences
|
24 o.8%8 Protein: sequence database @ 76 (g® cOD: conserved protein domain database |
1 111} Genome: whole genome sequences 505 @ 30 Domains: domain fram Entez Sinucure |
207 ﬂ_ o reedmenaal e R ar @ none P UniSTS: markers and mapping data @ |
B s |
none ‘@ Taxomomy: organisms in GenBank @ 2 Py PopSer: population swdy data sets
| % & w2 @ @ | Conclido o-la|
o | it ! il

Figura 3.1: Consultapor “Drosophilaeyelessaniridia” no Entrez

rica, um mapagenéticocompleto,destacandoegifesrelatva aosseusgenes.A
partir dessemapa,é possiel ampliardeterminadaegido do mapa,ou selecionar
umgeneespeci co.

A Figural32 mostrao mapagen6micoda Drosoé la. Ao clicar no link refe-
renteao geneey obteve-seasinformagdesespeci cassobreessegeneconforme
ilustradona Figural3:3 O pesquisadopodeaindavisualizarou mesmoefetuar
um downloadda sequiénciajue desejar clicandoem Download View Sequence
Evidence No downloadou navisualizacdopode-seoptar peloformato FASTA
ou peloformatoGenBank.
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nchi.nim.nih,

& - -3 § &

org-dro&chr—+

) ‘ # Entrez Map View

‘l.Gene

Chromosome: X 2L 2R 3

Master Map: Genes On Sequence

Drosephila melanogaster build 3.2

View Summary

Region Displayed: -35K-1,500K bp Download/View S [Evidence
_Gute Contig Conp Benes... gymbol O LinkOut  Description
HiE ! pan +  fbsv prdl mm hm pangolin
E 0 + Ank  +  fbsvprd mmhm Ankyrin
= ,‘ ol CGl674 + fhsvprdmm  CG674-PB
B 1 SwtT +  fbsv prdl mm hm CG2381-PB
%; g = + 1. -CG2165 +  fbsvprdl mmhm CG2165-PB
= - = HEE o Hef +  fhsv prdl mm hm Host cell factor
o - a' “CG2052 + fsvprdmm  CG2052-PB
g; - . CG11533+  fbsv prdl mm hm CG11533-PA
= * Ll + fhbsvprdimm  Zn finger homeodomain 2
%; i +  fhsvprdl mmhm CG1981-PA
& e + sy prdl mm b eyeless
gj . | < +  fb sv prdl mm hm bent
o +  fbsv prdl mm hm CG2999-PA
4 : + b sv pr dl mm hm Eukaryotic-initiation-factor 4G
11 * +  fb sv prdl mm hm twin of eyeless
1.2 +  fbsvprdlmm hm plexin A
t b sv pr dl mm hm Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11
- v +  fbsvprdl mm hm shaven
& Kif’C  +  fbsvprd mmhm CG17461-PA
e . “Caps  +  fhsvprdl mmhm Calelum activated protein for secretion

View Summary:
Track 1; Cytogenetic

Table View

Figura 3.2: MapagendmicadaDroso6 la no Map\iewer do NCBI
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Display | Default | show:|20 x| Sendto |Text =

[T1:ey eyeless [Drosophila melanogaster] Links
GenelD: 43812 Locustag: CG1464: FLYBASE: FBgn0005558 updated 20-Apr-2004
Transcripts and products: RefSeq below
HC_004353
[ 717428 [ 740800
Nn 15573:( 3;!’ 726607 CE1364-PE
NH_073553 NP_524625 CG1464-PR
B - coding region B - untranslated region

Genomic context: chromosome: 4: Maps: 102D6-102E1

[ 704520 b [08717 b

CE11360 o —. |,
wmgesliondn Are70
Gene type: protein coding
Gene name: ey
Gene description: eyeless
RefSeq status: Provisional
Organism: Drosephila inelanogaster
Lineage: Eukaryota; Metazoa: Arthropoda; Hexapoda; Insecta; Pterygota; Neoptera; Endopterygota; Diptera; Brachycera;
Muscomorpha; Ephydrotdea; Drosophilidae; Drosophila
Gene aliases: Ey: eye: EYEL: Pax6: CG 1464: DPax-6: 1(4)33: 1(4)102CDh: [(4)102CDr
General protein information:
Names: CG1464-PB
CG1464-PA

P Bibliography:
PubMed links
GeneRifs:

. Combinatorial control of Drosophila eye development by eyeless, homothorax, and teashirt.

[

. The direct functional antagonism between PB (proboscipedia) and EY proteins suggests a novel crosstalk mechanism integrating
known selector functions in head morphogenesis.

Coexpression experiments show that EY needs to collaborate with high level of HH and DPP to induce ectopic eye formation.

[Ty

. Data report the identification of a Drosophila Pax gene, eye gone (eyg), which is required for eye development and appears to act
cooperatively with eyeless protein.

P NCBI Reference Sequences (RefSeq)
mRNA Sequence NM 166789
Product NP_726607 CG1464-PB
mRNA Sequence NM (79889
Product NP_524628 CG1464-PA

P Related Sequences
Nucleotide Protein
None AARY6182
Genomic AE003843 AAN06513
Genomic AEO003843 AAF59318

Figura 3.3: Informacdesobreo geneey
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Uma sequénciano formato FASTA inicia com umalinha de comentariose-
guidadaseqiiénciam si naslinhassubsequentesA linha de comentariog ini-
ciadacom o caracter>". Logo ap6so caractermarcadorde comentarig>", é
comumencontraise“gi” referentea GenBanldenti er. O NCBI recomendaue
aslinhasdasegiéncigenhamo maximo80 caracterd® O conhecimentalessas
recomendac¢deasimportanteaosubmeteumanova sequiénciaoNCBI ouaoutro
repositoriopublicoqueaceiteseqiiénciaso formatoFASTA.

As sequénciasubmetidasoNCBI devemestarrepresentadas padrad UB/IU-
PAC paraaminoacido® nucleotideos;omasseguintesexcegdesletrasminiscu-
las sdoaceitase sdocorvertidasparamaiusculasym hifenou travessagodeser
usadopararepresentanmalacuna(gap decomprimentdndeterminado.

Pode-saindausaraletraN pararepresentanm nucleotideaesidualdesco-
nhecido.

A Figura3d apresentéodososresiduogpermitidosemseqiiénciadenucleo-
tideos.

A --> adenosine M --> A C (amino)

C --> cytidine S --> G C (strong)

G --> guanine W--> AT (weak)

T --> thymidine B-> GTC

U --> uridine D-> GAT

R --> G A (purine) H-> ACT

Y --> T C (pyrimidine) V-> GCA

K --> G T (keto) N-> AGCT (any)

- gap of indeterminate length

Figura 3.4: Residuosiceitospelo NCBI emsequénciade nucleotideosio formatoFASTA.

Emsequénciadeaminoacidosl) e* sdoaceitaeisealetraX podeserusada
pararepresentaresiduogde aminoacidoslesconhecidogOsresiduosaceitosem
arquivos no formatoFASTA no NCBI pelosprogramagjuetratamseqiénciasle
aminoacidogBLASTP, BLASTX e TBLASTN) estdoapresentadora Figura
B3

“http://www.nchi.nlm.nih.ge/BLAST/fasta.shtml
50sprogramasjuecompdenp pacoteBLAST estaarelacionadogmum capitulopréprio.
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A alanine P proline

B aspartate or asparagine Q glutamine

C cystine R arginine

D aspartate S serine

E glutamate T threonine

F phenylalanine U selenocysteine

G glycine V valine

H histidine W tryptophan

| isoleucine Y tyrosine

K lysine Z glutamate or glutamine
L leucine X any

M methionine *  translation stop

N asparagine - gap of indeterminate length

Figura 3.5: ResiduosceitogpeloNCBI emseqiiénciade aminoacidoso formatoFASTA.

A Figurd3-@mostraaseqiiénciglogenesy dadroso la noformatoFASTA. As
FigurafZ.delB.8mostramaanotacadalamesmaequéncimoformatoGenBank O
formatoGenBankirazmaisinformacdesalémdasequiiénci@msi, queapareceo

nal. Dentreasvariadasnformacdesiem-se porexemplo,diversosartigosrela-
cionadosjndicando-seautores|ocaldepublicacadqou Unpublishedquandainda
naopublicado),comentariosobreo artigo, quandohouver etc. O conhecimento
do formatoGenBanké importantendoapenagparaa analisede um arquivo nesse
formato. E importantetambémparase construiralgoritmosque extraiame com-
paremdeterminadasformag¢desmvariosarquivos, automatizande agilizando
umatarefa rotineiraqueseriamuito desgastanteasoexecutadananualmente.

>ref|[NC_004353.1|:734034-734222 Drosophila  melanogaster  chromosome 4,
complete  sequence
GAGCTGGCCGCCCCGTCACTATTCCGGATCTTGGTACTCUATLAGCGAATACCCACTCATG
GCTCCCAATATCGCATCCGTTACGGCGTATGCATCAGGACTTIGCTCACTACTGATGCCACCA
ACGACATCGAAAGCCTGGCCAGTATCGGTCACCAGAGBAELCTG

Figura 3.6: Sequéncialo geneey dadrosoé la noformatoFASTA. A primeiralinhafoi truncadana
adaptacaparaaimpressao.
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LOCUS NC_004353 189 bp DNA linear INV 19-APR-2004
DEFINITION Drosophila  melanogaster  chromosome 4, complete sequence.
ACCESSION NC_004353 REGION: 734034..734222

VERSION NC_004353.1 GI:24638835

KEYWORDS

SOURCE Drosophila  melanogaster  (fruit fly)

ORGANISM Drosophila  melanogaster
Eukaryota; Metazoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta;
Pterygota; Neoptera;  Endopterygota; Diptera; Brachycera;
Muscomorpha;
Ephydroidea; Drosophilidae; Drosophila.

REFERENCE 1 (bases 1 to 189)

AUTHORS Kaminker,J.S., Bergman,C.M.,  Kronmiller,B., Carlson,J.,
Svirskas,R., Patel,S., Frise,E., Wheeler,D.A., Lewis,S.E.,
Rubin,G.M., Ashburner,M. and Celniker,S.E.

TITLE The transposable elements of the Drosophila  melanogaster
euchromatin: a genomics perspective

JOURNAL Genome Biol. 3 (12), RESEARCH0084(2002)
MEDLINE 22426070
PUBMED 12537573

REFERENCE 6 (bases 1 to 189)

AUTHORS .

CONSRTM FlyBase

TITLE Direct ~ Submission

JOURNAL Submitted (06-SEP-2002)  University of California Berkeley,

539 Life
Sciences  Addition, Berkeley, CA 94720, USA
REFERENCE 7 (bases 1 to 189)

AUTHORS Adams,M.D., Celniker,S.E., Gibbs,R.A., Rubin,G.M. and
Venter,C.J.
TITLE Direct  Submission

JOURNAL Submitted (21-MAR-2000) Celera Genomics, 45 West Gude
Drive,  Rockville, MD 20850, USA
COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject

to final
NCBI review. The reference  sequence was derived from
AE014135.
COMPLETENESSHull length.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..189

/organism="Drosophila melanogaster"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:7227"

/chromosome="4"

Figura 3.7: Partedasequéncialo geneey dadrosé la no formatoGenBank.Modi cada naadap-
tacdoparaaimpressao.
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gene

mMRNA

CDS

CDSs

ORIGIN
1 gagctggceeg
61 catctcatcg
121 tcactcactg
181 ctgccccegt
1

<1..>189

/gene="ey"
/locus_tag="CG1464"
/note="eyeless;
DPax-6, 1(4)33,
/map="102D6-102E1"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GenelD:43812"

1..>189

/gene="ey"

/locus_tag="CG1464"
/product="CG1464-RB"
ltranscript_id="NM_166789.1"
/db_xref="G|:24638703"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GenelD:43812"

1..>189

/gene="ey"

/locus_tag="CG1464"
/codon_start=1
/protein_id="NP_524628.2"
/db_xref="G|:24638702"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GenelD:43812"

1..>189

/gene="ey"

/locus_tag="CG1464"
/codon_start=1
Iprotein_id="NP_726607.1"
/db_xref="G|:24638704"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GenelD:43812"

synonyms: Ey, eye, EYEL, Pax6,
1(4)102CDh, I(4)102CDr"

CG1464,

acctctctta
gcatcaggac
agtatcggtc

ccccgtcact
gctcccaata
agtccaccca

attccggatc
tcgcatcegt
acgacatcga

ttggtaccce
tacggcgtat
aagcctggee

gcgaaatacc
cttcacttgc
accagagaaa

Figura 3.8: Continuacaalasequéncialo geneey dadroso la no formatoGenBank.Modi cada na
adaptacdparaaimpressao.
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Capitulo 4

BLAST - BasiclLocal Alignment
Tool

O volumede dadoscontidosnosrepositériogplblicosé enormee continuacres-
cendo.E impressindiel, portanto quehajaalgumaferramentajuefacilite o pro-
cessadecomparacade umanova seqiénci@omassequénciag conhecidas.

Dentreasferramentagxistentesdestaca-se BLAST (BasicLocal Alignment
Tool), que é a ferramentamais popular de compaacao de seqiiénciasie DNA
comosbancosde dadosgendémicog/Santoss Queiroga2003].

Por serumaferramentdivre parauso ndo-comercialpode-seencontrardi-
ferentesimplementagcfeslo BLAST. A mais conhecidaé a NCBI-BLAST do
National Centerfor Biotednolagy Information Outramuito conhecidaé a WU-
BLASTH da Universidadede WashingtonHiga (2001]. Umacomparaca@ntre
osparametroslasversdedVU e NCBI do BLAST podeservistano sitedo WU-
BLASTH.

Um centrode pesquisapu mesmoalgumpesquisadoeipodeoptarpor imple-
mentalocalmenteo BLAST. Masissonaoé umapraticacomum.Nestecapitulo,a
implementacdo NCBI-BLAST foi escolhidaA utilizacdodo BLAST éilustrada
emum alinhamentadosgeneseyelesse aniridia. Além disso,partedaestrutura
dediretériose dealgunscédigos-fonte# analisada.

O BLAST ¢é constituidona verdadede uma série de programas. Segundo
[Higa(2001], saoeles:

blastp, paracomparacadesequénciadeaminoacidogmbancosiedados
deproteinas;

http://blast.wustl.edu/blast/
2http://blast.wustl.edu/blast/cparms.html
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blastn, paracomparacédesequénciadenucleotideoembancodedados
deDNA,;

blastx, paracomparacaae umasequénciale nucletotidedransladada&m
todosos ORFs(OpenReadingFrame$ combancosledadosde proteinas;

tblastn, paracomparacade sequénciale proteinacomumbancodedados
desequénciadenucleotideoslinamicament&ransladadosmtodososseus
ORFse;

tblastx, paracomparans ORFsde umasequénciale nucleotideogom os
ORFsdetodososnucleotideogmum bancodedadosde nucleotideos.

O pacotedoscoédigos-fontegontémtambémalgunsarquivos quesenemape-
nasparafornecerumainterface mais amigawl ao pesquisador O sub-diretério
wwwhblast traz,porexemplo,rotinasCGIl (CommonrGatevay Interface e arqui-
vosHTML paraproverao acess@oBLAST via browser

Como exemplo de utilizacdodo BLAST, simulou-seaqui uma pesquisade
comparaca@ntreos genesegyelesse aniridia em buscade similaridadessigni -
cantes.

Para compararduasseqiénciagspeci cascom 0 BLAST no NCBI, deve-
se utilizar a interface propria paracomparacaale duasseqUénci& A Figura
H.1 mostraa paginado Blast 2 sequenceslo NCBI. Na gura, ja sevé asduas
sequénciatancadagelo pesquisador foram utilizadasassequénciagdosgenes:
eyelesx aniridia.

A Figura.d mostraumapaginaequialentedisponibilizadano Swiss-Prdi.
Trata-sede umaimplementaca@scritaem Perl. As seqliénciaslo eyelesse do
aniridia tambémforam alinhadasatravés do Swiss-Proparaefeitosde compara-
¢dodo comportamentalasduasferramentas.Foi necessariagetirar aslinhasde
comentarigparainserirasseqiénciasomoseqiénciafornecidagpelousuario.

Foramutilizadosos mesmaparametrosiosdois portais(NCBI e Swiss-Prot).
Os resultadosoram bastantesimilares. A FiguralZ.3 mostrao resultadoobtido
no NCBI e a FiguralZ:4 exibe o resultadaobtido com pelo Swiss-Prot.No NCBI,
assimilaridadessdodemarcadasatravés de umalinha entreas duaslinhas refe-
rentesasduasseqiiénciasubmetidaparao alinhamento Paracadasimilaridade
encontradacorrea impressaala letra referenteao monémero. Nos resultados
fornecidosatravés do Swiss-Protassimilaridadeséoapontadastrarésde uma
terceiralinha, abaixodasduasseqiiénciaalinhadaspndeapareceim* (asterisco)
paracadasimilaridadeencontrada.

Shttp://www.ncbi.nlm.nih.ge/blast/bl2seq/bl2.html
“http://us.&pasyorg/tools/sim-prot.html
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Figura 4.1: Comparand@assequénciagdo geneeyelesscomo geneaniridia no BLAST atravésdo
portaldo NCBI.
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Figura 4.2: Comparand@sseqiiénciago geneeyelesscomo geneaniridia no BLAST atravésdo
portaldo Swiss-Prot.

30



Figura 4.3: Resultadalacomparacéentreo geneeyelesscomo geneaniridia.
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Figura 4.4: Resultadalacomparacéentreo geneeyelesscomo geneaniridia.
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Para efetuaruma breve analiseda estruturado BLAST, obteve-seo pacote
com os codigos-fonteglasferramentagio NCBI - nchi-tools. Essepacoteesta
disponiel no servidorFTP° do NCBI via FTPanénimo.O pacoteestadisponiel
no arquivo ncbi.tar.gz

As ferramentagstaoescritasemlinguagemC. E cadaarquivo .c ou .h apre-
sentaumadescricaale suafuncdo,bemcomoum relatériocompletode suasrevi-
soes.

A maiorpartedo cédigo-fontedasferramentagstalocalizadano subdiretério
tools - tanto os heades comoos arquivos principais. A Figura 4.5 ilustraa
estruturade diretdriosdo pacotedescompactadoA Figura4.6 exibe o contetido
do sub-diretorionetwork

$ls -F

access/ build/ corelib/ gif/ README

algo/ build.me* ctools/ include/ README.htm

api/ build.me64* data/ lib/ regexp/

asn/ cdromlib/ ddv/ link/ sequin/

asnlib/ checkout.date demo/ make/ tools/

asnstat/ cn3d/ desktop/ network/ util/

bin/ config/ doc/ object/ VERSION

biostruc/ connect/ errmsg/ platform/ vibrant/
Figura 4.5: Contetdado arquivo nchi.targz descompactado.

apple/ entrez/ medarch/ nsdemocl/ spell/ vibnet/

blast3/ idlarch/ netmanag/ penfs/ suggest/ wwwhblast/

encrypt/ id2arch/ nsclilib/ socks/ taxonl/

Figura 4.6: Contetdado sub-diretérionetwork.

Os arquivos que disponibilizama interface Web parao acessa ferramenta
estdolocalizadosno sub-diretérionetwork/wwwblas t . A Figura4.7 exibe o
conteudalestesub-diretorio.

Sftp://ftp.nchi.nih.ge/
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blast.cgi* megablast_cs.html rpsblast_cs.html
blast_cs.cgi* megablast.html rpsblast.html
blast_cs.html nchi_blast.rc rpsblast.log
blast.html psiblast.cgi* rpsblast.rc
blast.rc psiblast_cs.cgi* Src/
config_setup.pl psiblast_cs.html wblast2.cgi*
data/ psiblast.html wblast2_cs.cgi*
db/ psiblast.log whblast2_cs.html
discontiguous.html psiblast.rc wblast2.html
docs/ readme.html wwwhblast.log
images/ README.rps

index.html readme.txt

Figura 4.7: Contetdado sub-diretérionetwork/wwwblast.

No sub-diretérimetwork/wwwblast ~ encontra-séantoosarquvosHTML
comoos arquivos CGIl (CommonGateavay Interface). A paginapadrdode nida
peloarquvo index.html | exibe apena®slinks paraosdiversogprogramas:

R I R R

Regular BLAST without  client-server support
Regular BLAST with client-server support
PSI/PHI  BLAST without  client-server support
PSI/PHI  BLAST with client-server support
Mega BLAST without client-server support
Mega BLAST with client-server support

RPS BLAST without  client-server support

RPS BLAST with client-server support

BLAST 2 sequences without client-server support
BLAST 2 sequences with client-server support
Readme file

O arquvo blast.html exibe a interfaceWeb paraacess@o BLAST con-
tendoumformularioHTML bastantesimpli cado. O acess@oBLAST éfeito via
CGl peloarquwvo blast.cgi

<FORMACTION="blast.cgi" METHOD= POST NAME="MainBlastForm"

ENCTYPE="multipart/form-data">

A paginainicial parasubmeteruma seqiéncigaraalinhamentaatravés do
BLAST € o arquvo blast.html
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A paginareferenteao Blast2 sequenceaitilizadano experimentodo alinha-
mentodo eyelesse aniridia, € de nida peloarquivo wblast2.html . Este,por
suavez, utiliza o arquivo de CGl wblast2.cgi

<HTML>
<HEAD>
<title>Blast 2 Sequences<f/title>

<FORMNAME="bl2" method="Post" action="wblast2.cgi?0"
enctype="multipart/form-data">

Até mesmoo contetidodo Entrez estadisponiel no pacote. Os respectios

arquivos encontram-seo sub-diretdrionetwork/entrez/ client.
$Is  network/entrez/client/ -F

netentr.asn netentr.h netlib.h objneten.c

netentr.c netlib.c netpriv.h objneten.h

As matrizes BLOSUM e PAM, quesaoultilizadasnoprocessalealinhamento,
conformea con guracaodo usuérioestadocalizadaso sub-diretéricdata .

$ more data/BLOSUM62
# Matrix made by matblas from blosum62.ijj
# * column uses minimum score
# BLOSUMClustered  Scoring Matrix in 1/2 Bit Units
# Blocks Database = /data/blocks_5.0/blocks.dat
# Cluster Percentage: >= 62
# Entropy = 0.6979, Expected = -0.5209

A RNDT COQQEGHI L KMFZPSTWY VB Z X *
A 4-1 -2 - o-1-1 0-2-1-1-1-1-2-1 1 0-3-2 0-2-1 0-4
R-1 5023 102 03-2 2-1-3-2-1-1-3-22-3=-1 0-1 -4
N-2 O 6 13 0 0 0 133 0-2-3-2 10-4-2-3 3 0-1 -4
b—2-2 163 0 2-1-1-3+4-1-3-3-1 0-1-4-3-3 4 1-1 -4
co0333 934-33-1-13-1=2-3-1-1-2-2:-1-32332:-24
Q-1 1. 0 03 522 032 1 03-1 0-1-2-1-2 0 3-1 -4
E-1 0 0 24 252 033 1-2-3-1 0-1-3-2-2 1 4-1 -4
G002 0-1-3-2-2 62442332 0-2-2-3-3:-1:-=2-1214
H-2 o0 1-1-3 002 83-3-1-2-1-=2:-1-2-2 2-3 0 0-1 -4
/-1 -333-1-3-34-3 423 103+-=2=-1-33-1 3-3-3-1-4
L1 -2 -3 4-1-23-4-3 2 42 2 0-3-2-1-2-1 1-4-3-1-4
K1 2 0-1-3 1 1-2-1-3-2 5-1-3-1 0-1-3-2-=2 01-1-4
M1 -1-2-3-1 0232 121 50-2-1-1-1-1 1-3-1-1 -4
F2-3-3-3-2333-1 00-3016-4-2-2 1 3-1-3-3-1-4
p1-2-2-1-3-1-1-2-=23-3-1-=24 7-1-1-4-3-2-2-1-=2-4
s 141 1 01 0O0O0O-1-2-2 0-1-2-1 4 1-3-2-2 020 044
T o021 0-1-1-1-1-2-=2-1-1-1-1-2=-21 1522 0-1-1 0-4
w3 3 4 -4 -2 -2 -3 -2 -2-3-2-3-1 143211 2-3 -4 -3 -2 -4
Yy2-2-2-3-2-1-2-3 2-1-1-2=-1 3-3-2-2 2 7-1-32:-2-114



V033312233312 1122 0-3-1 432 -1-4
B2-1 3 43 0 1-1 0-3 4 0-3-3-2 0-1-4-3-3 4 1-1 -4
z-1 00 13 3 42 0-3-3 1-1-3-1 0-1 322 1 4-1 -4
X 0-1-1-1-2-1-1-1-1-1-1=-1-1=-1-=22 020-=2-1-1-1-1-1-4
¥ 4 4 4 4 -4 -4 -4 -4 -4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 1

A licenca,segundoa qual asferramentasio NCBI sdodisponibilizadasapa-
recelogonoinicio detodososarquios.

PUBLIC DOMAIN NOTICE

National  Center for Biotechnology Information
This software/database is a "United States Government Work" under the
terms of the United States Copyright Act. It was written as part of
the author's offical duties as a United States Government employee and
thus cannot be copyrighted. This software/database is freely available
to the public for use. The National Library of Medicine and the U.S.
Government have not placed any restriction on its use or reproduction.

Although all reasonable efforts have been taken to ensure the accuracy
and reliability of the software and data, the NLMand the U.S.
Government do not and cannot warrant the performance or results that
may be obtained by using this software or data. The NLMand the U.S.

Government disclaim all  warranties, express or implied, including
warranties of performance, merchantability or fitness for any particular
purpose.

Please cite the author in any work or product based on this material.

E I A N I I R S N

——=%/

Dadossobreo cédigo,tais comoautor datade criacdo,verséodarevisdoe
descricdamu funcaodo programatambémestacsemprepresentes.

File Name: $RCSfile:  wwwblastcyv $
Author: Sergei  Shavirin

Initial Creation  Date: 03/15/2000
$Revision: 113 $

File  Description:
Standalone  WWWBlast CGI program.

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
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Capitulo 5

ClustalW e ClustalX

O ClustalWé a versdoWeb de um dosprogramagle alinhamentanultiplo mais
utilizados (Clustal) [Prosdocimiettal (2003). O ClustalX nadamais é do que
umainterfacegra ca (X Window) parao ClustalW

A Figura5.1 mostrao alinhamentade cinco seqiiénciagrotéicasobtidocom
o ClustalW executaddocalmente As sequiénciastilizadasrepresentamam caso
real de estudode sequénciasle proteinasrepressorasle imunidade. Todosos
procedimentoempregadosestdocapresentadogo longo da presentesecaadesde
a obtencaalassequénciaemum bancode dadospublicosatéa obtencaalo ali-
nhamento. A Figura 5.2 mostrao mesmoalinhamentoobtido com o ClustalX
executadolocalmente. Foi utilizado o mesmoarquivo de entradausadoparao
alinhamentaomo ClustalW
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CLUSTAL W (1.82)

sp|P13772|IMMF_BPPH1
sp|P06153|RPC_BPPH1
sp|P06966|DICA_ECOLI
sp|P03035|RPC2_BPP22
sp|P04132|RPC_BPP2

multiple

sequence alignment

--LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSD(ER!
----- MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERR
METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQW®WER
--MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQSEH

---MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYY'

* ** *

sp|P13772|IMMF_BPPH1
sp|P06153|RPC_BPPH1
sp|P06966|DICA_ECOLI
sp|P03035|RPC2_BPP22
sp|P04132|RPC_BPP2

LDLNVLKMTEIQVVEE-GGYDR---------===-=------ -
IQVSAIVGEETLIKEEQAEYNS------mmnnmmemmmeeee -
CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKP--------nnemmmmmeev

CSPDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGQ\E’I\/ EA
FTKYTLWFMTNQIAPEFGQIAP-------mneemmmmeeev -

sp|P13772|IMMF_BPPH1
sp|P06153|RPC_BPPH1
sp|P06966|DICA_ECOLI
sp|P03035|RPC2_BPP22
sp|P04132|RPC_BPP2

------------- KEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGEP ~ MS
------------- VALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAEM  R-

CSEDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRNGKL
------------------- ALAHFGQ-NETTSPHSGQKTG-- -

sp|P13772|IMMF_BPPH1
sp|P06153|RPC_BPPH1
sp|P06966|DICA_ECOLI
sp|P03035|RPC2_BPP22
sp|P04132|RPC_BPP2

QTQRINKKYTPKKYRNDDQE--------s-rnenen-
ARQRTNKR
DAGRKFLKPLNPQYPMIEINGNCKIIGVVVDAKLANLP

Figura 5.1: O alinhamentale cincoproteinasio ClustalW

Alternatvamente p ClustalWpodeserutilizadovia internetatravésde alguns
sitesque disponibilizama ferramentamedianteumainterfaceWeh Mas o pro-
cessaleobtencaoinstalacac utilizagaolocal dasferramentag bastantesimples.
E éissoquepassan serdescritonestecapitulo.

5.1 Obtendoeinstalandoo ClustalW e o ClustalX

O ClustalWe o ClustalX podemserobtidosfaciimentenainternetemdiferentes
formatosbinarios(.deb, .rpm, targz etc.}. Pode-seoptartambémpor obter o
codigofonte e compilaro pacote.

!PacotesDebian,por exemplo,podemserobtidosem:
http://packages.qa.debiargtm/clustaiv-mpi.html
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Figura 5.2: O alinhamentale proteinasio ClustalX

A instalagdado ClustalX requero ClustalW além de outrospacotesNCBI.
Porisso, a instalacdodo ClustalX normalmentga traz junto o ClustalW Com
efeito,issosemostrouverdadeiradantonaversaoo cial emformatotargz como
tambémnaversaodo projetoDebian. A Figura5.3ilustraainstalacaado pacote
clustalx  via apt-get

# apt-get install clustalx
Lendo Lista de Pacotes... Pronto
Construindo  Arvore de Dependéncias... Pronto
Os pacotes extra a seguir serdo instalados:
clustalw libnchi6 libvibrant6 nchi-data ncbi-tools6 vibrant6
Suggested packages:
seaview
Os NOVOSpacotes a seguir serdo instalados:
clustalw clustalx libnchi6 libvibrant6 ncbi-data ncbi-tools6
vibranté
0 pacotes atualizados, 7 novos instalados, 0 a serem removidos e

422 ndo atualizados.
E precis fazer o download de 5752kB de arquivos.
Depois de desempacotar, 16,9MB adicionais de espago em disco serdo
usados.
Quer continuar? [S/n]
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Figura 5.3: InstalagaalosprogramasClustalX/Clustal\We dependéncias.

5.2 Sobrealicen a do ClustalW/ClustalX

Apesarde seremprogramagie cédigo aberto,o ClustalW e o ClustalX ndose

enquadrantomo softwarelivre. A licencasegundoa qual sdodisponibilizados
apresentaimarestricdo: parapoderdistribuir umaverséoalteradado programa
é precisorequererautorizacialos autores. E importantesalientarque isso vale

tambémparaos pacoteddervadosdo ClustalWe ClustalX distribuidospelaDe-

biar?. As Figuras5.4, 5.5 e 5.6 ilustrama licencacontidano pacotedistribuido

pelaDebian.

This package was debianized by Andreas Tille <tille@debian.org> on
Sat, 27 Oct 2001 22:16:53 +0200
It was downloaded from:

ftp://fitp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX / and
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalW /

while the source was merged to one common upstream source
(see README.Debian)

Authors:

Toby Gibson <Toby.Gibson@EMBL-Heidelberg.de>
Julie  Thompson <julie@titus.u-strasbg.fr>

Des Higgins  <d.higgins@ucc.ie>

Copyright:

Non-free. You cannot distribute it at will
Licence included here:

Figura 5.4: Licengado ClustalWno pacotedistribuidopelaDebian- partel.

2http://packages.debianggunstable/science/
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Fokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

LICENCE FOR CLUSTAL W

Fokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Clustal W (hereafter "the program") is copyright (c) 1994-1998
by Julie D. Thompson, Desmond G. Higgins and Toby J. Gibson.

Permission is granted to copy, distribute and use the program
provided no fee is charged for it and provided that this copyright
and licence notice is not removed or altered.

The full source code of the program is provided free. You should not

distribute a modified version of the program without obtaining the
permission  of the authors. You must keep the original copyright and
licence  notice. You must also document clearly the modifications you
have made. You must make clear that this is not the original version.
Commercial distributors of Clustal Ware requested to contact the
Clustal W authors in order to take out a non-exclusive licence. See

the READMEfile included  with Clustal W for a rationale.

You should understand that this software is provided as-is. The authors
make no claims towards its suitability for any purpose and accept
absolutely no liability for any damages the program may cause. Use at
your own risk.

* End of licence

Figura 5.5: Licengado ClustalWno pacotedistribuidopelaDebian- parte2.
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Special  authorization for Debian:

From: "Toby Gibson" <Toby.Gibson@EMBL-Heidelberg.de>
Date: Thu, 17 Dec 1998 14:37:02 +0100
To: Stephane Bortzmeyer <bortzmeyer@debian.org>

Subject: Re: Fwd: clustalw_1.7-4_i386.changes REJECTED

Hi Stephane,

Now that we have thought about it, | don't think we can meet your
stricter free criterion. There are already several companies who
bundle Clustal Win sequence analysis packages and so are effectively
selling it  They have paid for non-exclusive licences  even though

anyone can get the program for free: but they must have a multiple
alignment  engine, so we might as well earn some money which we can
put toward further development.

| think the main thing is to allow the distribution at all by Debian.
We seem to have reached this point.

Please do include this licence in the Debian package and | hope the
release can go smoothly from now on.

Figura 5.6: Licengado ClustalWno pacotedistribuidopelaDebian- parte3.

5.3 Alinhamento M ltiplo no ClustalW

O usodo ClustalWemum problemade alinhamentanultiplo é apresentadonessa
secaosaguindoum exerciciopropostopor [ Tekaia(1996). Nesteexercicio,dife-
rentesproteinagepressorasaocomparadapelatécnicadealinhamentanditiplo.
As seqiénciaalinhadadoram:

dica_ecaoli
immf_bpphl
rpc_bpphl
rpc_bpp2

rpc2_bpp22
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As seqiiénciaframobtidasno SwissProt. Passogaraobtencaalasseqiién-
ciasnoformatoFASTA atravésdo SwissProt:

1. Utilizar aferramentalebuscado préprioSwissProtProcuraipordica_ecoli

2. No nal dapaginasobrea proteinapesquisaday pesquisadoencontraum
link entitulado# in FASTA format onde# € o Primary accessiomumber

3. Sugira uma janelacontendoapenasa seqiénciaequisitadaem formato
FASTA. Salhar aseqliénciamum arquivo e repetiro processgaraasde-
maissequéncias.

A metodologisemprgadaaqui na obtengdadassequénciapropostadifere
daquelaescritgoor[ Tekaia(1996), masosdadosobtidossdoexatament®@smes-
mos,fatoconstatad@oma utilizagdodo comandaiff

Para submetersequiénciago ClustalW deve-seprepararum arquvo, texto
contendoas seqiiénciagm um dos formatosvalidos[ Tekaia(1996). Todasas
seqgliénciaslevem estarcontidasno mesmoarquivo umaapdsa outra. A Figura
5.7ilustraum exemplodearquivo deentradacomseqiiénciano formatoFASTA.
O arquivo foi geradoa partir dassequiénciasbtidasnaconsultaao SwissProt.

Nasversdesanterioresaversaol.7 do ClustalW ja eramaceitosseisformatos
dearquivos de entrada:FASTA (Pearson)NBRF/PIR,EMBL/SwissProt, GDE,
CLUSTAL, GCG/MSF. Naverséadl.7,foi acrescentadosuporteaoformatoRSKE
usadopelaversaod do GCG.

A descricdade cadaum dosformatosvalidos paraas sequiénciasle entrada
fogeaoescopalestetrabalho.Suacitacaoé feitaaquiparadestacaaimportancia
do conhecimentalesse$ormatospor partedo pesquisador

Paracadaumdosformatos gxisteumadeterminacaquantcaoprimeirocarac-
ter ou palarra quedeve apareceno arquivo. A Tabela5.1apresentasde nicoes
paracadatipo de formato. Na vers&ooriginal do ClustalW arquvos no formato
GCG/MSFtinham que seriniciadoscom a palarra PILEUP. A partir da versédo
1.7,0 arquvo podeseriniciadopor: PILEUR 1AA_MUL TIPLE_ALIGNMENT,
IINA_MULTIPLE_ALIGNMENT ou aindapeloscaractereMSF. Nesteultimo
casodeve-seter oscaracteres (doispontosseguidos)no nal dalinha.

N&oé necessariexplicitar ao ClustalW (ou ao ClustalX) qual é o formatodo
arquivo de entrada.O préprio programaidenti ca issode acordocom os carac-
teresiniciais do arquivo. Todasassequénciaso arquivo devem estarno mesmao
formato.

Tambémnéo é necessariaxplicitar o tipo de sequénciasacidosnucléicos
(DNA/RNA) ou aminoacidogproteinas)O proprioprogramadenti ca isso.

Shttp://us.&pasyorg/
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Tabela5.1: Formatosde entradgpossieis parao ClustalWe osrepectvoscaractereiciais.

Formato dearquivo  Caracter ou string inicial

FASTA >

NBRF >P1;0u>D1;
EMBL/SWISS ID

GDE protein %

GDE nucleotide #

CLUSTAL CLUSTAL
GCG/MSF PILEUPou

IAA_MUL TIPLE_ALIGNMENT ou
IINA_MULTIPLE_ALIGNMENT ou
MSF ( nalizando aprimeiralinhacom..)

>sp|P06966|DICA_ECOLI  HTH-type transcriptional regulator dicA (Repre
METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQWERBDSKENLRLSKVLQ
CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKPVALSPKELELLELFNALPESERIAEMRRVKNFNX
LFEELLKARQRTNKR

>sp|P13772|IMMF_BPPH1 ImmF control region 10 kDa protein - Bacteriop
LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSDIENGRWKPISSRIAILINL D
LNVLKMTEIQVVEEGGYDRAAGTCRRQAL

>sp|P06153|RPC_BPPH1 Immunity repressor  protein - Bacteriophage phi-
MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERDRYNPSEAVAGAGIQVSA
IVGEETLIKEEQAEYNSKEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGEREAVELMEAM
HIVRQTQRINKKYTPKKYRNDDQE

>sp|P04132|RPC_BPP2 Repressor protein C - Bacteriophage P2.
MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYYESGRSDRRIMNIQTPQFK
YTLWFMTNQIAPEFGQIAPALAHFGQNETTSPHSGQKTG

>sp|PO3035|RPC2_BPP22 Repressor protein  C2 - Bacteriophage P22, *
MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQWERSEHERRNAISKALQGS
PDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGQWMEAVEYNWIBDTTVDGS
EDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRNGKLVVBENEATRKLYMB
GRKFLKPLNPQYPMIEINGNCKIIGVVVDAKLANLP

Figura 5.7: Exemplode arquivo de entradgparao ClustalW Algumaslinhasforamtruncadagpara
ns deimpressao.
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Segguindocom a execugaodo exercicio propostopor [ Tekaia(1996), o pro-
gramaClustalWfoi iniciado.

$ clustalw

felaiakokoioioied CLUSTAL W (1.82)  Multiple Sequence Alignments felaiekokoieioied

1. Sequence Input From Disc

2. Multiple Alignments

3. Profile | Structure Alignments
4. Phylogenetic trees

S. Execute a system command

H. HELP

X. EXIT (leave program)

Your choice: 1

Inicialmente escolhe-s@ opc¢aol paraexplicitar o arquivo deentradaprevi-
amentepreparado.

Sequences should all be in 1 file.

7 formats accepted:
NBRF/PIR, EMBL/SwissProt, Pearson (Fasta), GDE, Clustal, GCG/MSF, RSF.

Enter the name of the sequence file: repr.pep

O programgedeo nomedoarquivo deentradacomassequénciasepr.pep
no exemplo.

Sequence format is Pearson
Sequences assumed to be PROTEIN

Sequence 1: dica_ecoli 135 aa
Sequence 2: immf_bpphl 89 aa
Sequence 3: rpc_bpphl 144 aa
Sequence 4: rpc_bpp2 99 aa
Sequence 5: rpc2_bpp22 216 aa
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Sequence Alignments

*kkkkkkk

Fkddkekkok CLUSTAL W (1.82)  Multiple
1. Sequence Input From Disc
2. Multiple Alignments
3. Profile | Structure Alignments
4. Phylogenetic trees
S. Execute a system command
H. HELP
X. EXIT (leave program)

Your choice: 2

O formatodo arquivo de entradaé identi cado pelo préprio programee o ta-
manhode cadaseqiiéncia calculado.O menuprincipal volta a aparecerAgora
queasseqiénciag foramlidas,pode-s@ptarpeloalinhamentaniltiplo dasmes-
mas(opc¢éo2 do menuprincipal). Suige o submenuelacionadaomalinhamento

multiplo.

Fkkkkk

MULTIPLE ALIGNMENT MENU*****x

1. Do complete multiple alignment

2.  Produce guide tree file only

3. Do alignment using old guide tree file
4. Toggle Slow/Fast pairwise alignments =
5. Pairwise alignment parameters

6.  Multiple alignment  parameters

7. Reset gaps before alignment? = OFF

8. Toggle screen display = ON

9 Output format options

S. Execute
H. HELP
or press

a system command

[RETURN] to go back to main menu

Your choice:

now (Slow/Accurate)

SLOW

Antesde procedercom o alinhamentog interessanteeri car os parametros
queseraousados.Paratratardisso,é necessari@ntesum breve comentarioso-
bre como o alinhamentomdltiplo é realizadopelo programa. O algoritmo do
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ClustalW produzinicialmenteum alinhamentgpara-parentreas seqiénciasA
partirdai,o programageraum arqguvo comdadossobrea arvore logenéticacom
asseqglUénciagnvolvidas. Analisandoa logenética do conjuntode seqiiéncias,
o0 algoritmorealizaautomaticamente alinhamentandltiplo. Osparametrosisa-
dosnoalinhamentgara-parpodemsercon guradosatravésdaopc¢acs do menu
MULTIPLE ALIGNMENT E os parametrosisadosho alinhamentandltiplo pro-
priamentedito, podemser visualizadose alteradosatravés da op¢do6 do menu
MULTIPLE ALIGNMENT. O sub-mentPAIRWISEALIGNMENTPARAMETERS
gue apresentas con guragdesparaos alinhamentogpara-paré exibido da se-
guinteforma:

ookl PAIRWISE ALIGNMENT PARAMETERS¥**x

Slow/Accurate alignments:

1. Gap Open Penalty :10.00

2. Gap Extension Penalty :0.10

3. Protein  weight matrix :Gonnet  series
4. DNA weight matrix :[lUB
Fast/Approximate alignments:

5. Gap penalty 3

6. K-tuple (word) size 1

7. No. of top diagonals 5

8. Window size 5

9. Toggle Slow/Fast pairwise alignments = SLOW
H. HELP

Enter number (or [RETURN] to exit):

O sub-menuMULTIPLE ALIGNMENTPARAMETERS$jueapresentascon-
guracdesparao alinhamentanultiplo € exibido daseguinteforma:

ool MULTIPLE ALIGNMENT PARAMETERS##**x

1. Gap Opening Penalty :10.00

2. Gap Extension Penalty :0.20

3. Delay divergent sequences 30 %

4. DNA Transitions Weight :0.50

5. Protein  weight matrix :Gonnet  series
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6. DNA weight matrix :IUB
7. Use negative  matrix :OFF

8. Protein Gap Parameters

H. HELP

Enter number (or [RETURN] to exit):

Nestemomento,é interessant@bserar que a versdodo ClustalW utilizada
aqui, versdol.8, apresentalgumasdiferencasem relagédoa verséol.4 do pro-
grama, utilizada por [Tekaia(1996). Além de apresentaalgunsparametrose
op¢cBesamais,aversaol.8trazalgunsvalorespadrdegliferentesdaversaol .4.

Assim, paraqueo resultadoobtido no exemploproposto que maispréximo
do resultadaapresentadpor [ Tekaia(1996), deve-seobsenrar atentamenteada
parametrajuefoi utilizadopeloautor

A exatacompreencado signi cado de cadaparametrcé fundamentaparao
sucessaapesquisaQuantoa operacionalizacd@ con guracdodosparametros
semostrabastanteéntuitiva.

A escolhado formatode saidadesejad@ de nida atrasésdaopcac9 (Output
formatoptiony do menuMULTIPLE ALIGNMENTMENU. E possiel optarpor
maisde um formatode saida.

ookl MULTIPLE ALIGNMENT MENU*****x

1. Do complete multiple alignment  now (Slow/Accurate)
2. Produce guide tree file only
3. Do alignment using old guide tree file

4. Toggle Slow/Fast pairwise alignments = SLOW

5. Pairwise alignment parameters
6.  Multiple alignment  parameters

7. Reset gaps before alignment? = OFF
8. Toggle screen display =
9 OQutput format options

S. Execute a system command

H. HELP
or press [RETURN] to go back to main menu

Your choice: 9
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*kkkkkkkk

ok wbE

© o~

Format of Alignment Output **¥kkkiix

Toggle CLUSTAL format output = ON
Toggle NBRF/PIR format output = OFF
Toggle GCG/MSFformat output = ON
Toggle PHYLIP format output = OFF
Toggle NEXUSformat output = OFF
Toggle GDE format output = OFF
Toggle GDE output case = LOWER
Toggle CLUSTALWsequence numbers = OFF
Toggle output order = ALIGNED
Create alignment output file(s) now?
Toggle parameter output = OFF

HELP

Enter number (or [RETURN] to exit):

Apos de nir todos os parametroglesejadospode-seiniciar o alinhamento

através
ALIGN

Fkkkkk

or

daopcéol (Do completemultiple alignmentnow) do menuMULTIPLE
MENTMENU.

MULTIPLE ALIGNMENT MENU*****x

Do complete  multiple alignment  now (Slow/Accurate)
Produce guide tree file only
Do alignment using old guide tree file

Toggle Slow/Fast pairwise alignments = SLOW

Pairwise  alignment  parameters
Multiple alignment  parameters

Reset gaps before alignment? = OFF
Toggle screen display =
Qutput format options

Execute a system command
HELP
press [RETURN] to go back to main menu

Your choice: 1

O programgedeentaoparaqueo usudrioforne¢caum nomeparacadaarquivo
de saida. Além de um arquivo paracadaformato ativado no menu Format of
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AlignmentOutput tambémé criadoum arquivo .dndcom asinformagdegaraa
construcaalaarwre genética.

O alinhamentara-paré realizadoe suasrespectiaspontuacdesalculadas.
A partir dessapontuacdesy programaconstréio arquivo .dnde inicia o alinha-
mentomultiplo.

Enter a name for the CLUSTAL output file [repr.aln]:
Enter a name for the GCG/MSFoutput file [repr.msf]:

Enter name for new GUIDE TREE file [repr.dnd]:

Start of Pairwise alignments

Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 17
Sequences (1:3) Aligned. Score: 21
Sequences (1:4) Aligned. Score: 16
Sequences (1:5) Aligned. Score: 27
Sequences (2:3) Aligned. Score: 29
Sequences (2:4) Aligned. Score: 19
Sequences (2:5) Aligned. Score: 15
Sequences (3:4) Aligned. Score: 12
Sequences (3:5) Aligned. Score: 11
Sequences (4:5) Aligned. Score: 11
Guide tree file  created: [repr.dnd]
Start of Multiple Alignment

There are 4 groups

Aligning...

Group 1: Delayed
Group 2: Delayed
Group 3: Delayed
Group 4: Delayed
Sequence:3 Score:563

Sequence:1 Score:887

Sequence:5 Score:1063

Sequence:4 Score:360

Alignment  Score 449

A ordememqueassequénciasaoexibidasnosarquivosdealinhamentoé de-
nida peloparametroroggle outputorder do menuFormatof AlignmentOutput
Aqui, optou-sepor imprimir asseqiénciasaordememaqueasseqténciaforam
alinhadasegundoo guiaparaa anoreno arquvo .dnd. Essaé aopgaopadraoda
versaol.8do ClustalW Elafazcomqueassequénciasejamagrupadasonforme
seugraude relacionamentoNo tutorial de [ Tekaia(1996]), asseqiénciagoram
impressasio arquivo de saidanamesmaordemgue aparecenmo arquvo de en-
trada. Essaalternatva é selecionadascolhendo-se valor INPUT FILE parao

parametrologgle outputorder do menuFormatof AlignmentOutput
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Consensus length
CLUSTAL-Alignment
GCG/MSF-Alignment

CLUSTAL W (1.82)

immf_bpphl
rpc_bpphl
dica_ecoli
rpc2_bpp22
rpc_bpp2

immf_bpphl
rpc_bpphl
dica_ecoli
rpc2_bpp22
rpc_bpp2

immf_bpphl
rpc_bpphl
dica_ecoli
rpc2_bpp22
rpc_bpp2

= 218
file  created [repr.ain]
file  created [repr.msf]

multiple sequence alignment

--LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSBIERYLP$KTLSRIAILIN

----- MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERDRYNPESTLEAVAGALG

METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVS@GBESEPTGKNLFAISKVLQ

--MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQBETEPXSENLLAISKALQ

---MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYBERSTPFDVMMNLQTPQ
. * . . .. * * . .

*k

LDLNVLKMTEIQVVEE-GGYDR
IQVSAIVGEETLIKEEQAEYNS -rmrmrmmmemcmccns  meeee e e
CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKP--wrmrmemcmememcss  ecee meee e
CSPDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGUMEREHRAIENWIDTTVD
FTKYTLWFMTNQIAPEFGQIAP--cmcmememememane meeee e e

------------- KEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGE ~ PMSQEARSLMEARHIVR
------------- VALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAE ~ MR--ARVKNFNKLFEELLK
CSEDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRM@KKLESENEATRKLVM
------------------- ALAHFGQ-NETTSPHSGQKTG-

Press [RETURN] to continue or X to stop:

E facil compreendea estruturado arquivo .dnd e compreendea ordemse-
guidano alinhamento.Bastaumarapidainspecéado contetidodo arquivo. Pri-
meiramentepcorreo alinhamentalospares:

dica_ecoli:rpc2_kp22 eimmf_bpphl:rpc_bpphl

Em seguidaocorreo alinhamentandltiplo entreos dois alinhamentoga obti-
dose asequénciauerestou(rpc_bpp2).

A ordemda

impressaoparaa opcaooutputorder = ALIGNED, segue em

ordem crescentedos fatoresreferentesaos alinhamentosdos pares(0.05245e

0.06317)cando

asequéncigaemparpor dltimo.

# contetdo do arquivo repr.dnd:

(

(dica_ecoli:0.33467,rpc2_bpp22:0.39125):0. 06317,
(immf_bpph1:0.33596,rpc_bpph1:0.37191):0.0 5245,

rpc_bpp2:0.43751
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Sobrea metodologizempregadapeloClustalWno alinhamentale seqiiéncias,
[Gibas& JambecK2001) explicam: a heuristicausadano ClustalWsebaseiana
analise lo genética

Ainda sobrea estratégizemprgyadano ClustalW [Gibas& JambeckK2001)
armam que ela produzalinhamentogazoaveisem diversas condigbes Entre-
tanto,osautoreenfatizamquetal estratégiadoé aprovadefalhaspodendapre-
sentarresultadosmprecisosno alinhamentae na analise logenética de seqtién-
ciasfracamenteelacionadasApesardisso,o alinhamentopar-a-par de sequién-
cias por meiode programacaodinamicaé muito precisopara seqiiénciagorte-
menterelacionadasindependentementia matrizde pontuacdmu dosvaloresde
penalidadegjuesejamusados Quantoao casode sequiénciafracamenteelacio-
nadasyale destacanindaguea precisaado alinhament@ara-par emprgadono
ClustalW} aumentanamedidaem queseutiliza um niimeromaiorde seqiiéncias.

Comoja armado, existem diversosparametrosnvolvidos no alinhamento
multiplo de seqiiénciaskE importantequeo pesquisadotenhaumaboacompre-
encacsobrematrizegdepontuacaoyaloresdepenalidadeper s etc. No ClustalW
osparametrosdode nidosapartirdedoissub-menusalémdoMultiple Alignment
(AlinhamentosMltiplos), descritdbrevementenessaecaogxisteo Pro le Structue
Alignment(Alinhamentoglaestruturadosper s). No ClustalX,osparametrosao
de nidos a partir do menususpens@lignment(Alinhamento).
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Capitulo 6

O TeXshade

O preparode artigosapresentandmesultadosle alinhamentale seqliénciasons-
titue, geralmentepmatarefs que podeserdividida em duaspartes. A primeira
€ compostadasrotinasde estudodas seqgiiéncia® obtencéodos possieis ali-
nhamentos.A segundarefere-seao tratamentodos dadosobtidos,ou seja, dos
alinhamentogbtidos,deformaaobterumaboaimpressagra ca.

O ClustalX,analisadmo Capitloanterior temumaopc¢aono menuFile para
gerarum arquivo de saidaPostScript Mas esserecursondomostraa mesmae-
xibilidade encontradacom a utilizacdodo TpXshade. Por exemplo, o resultado
€ impressoem um arquivo PSa partee deve serinseridono documentgosteri-
ormente.Jacom o TeXshade,a marcagaalo alinhamentcé geradagpelo proprio
IATEX e pode,portanto,ser geradapelo cédigo-fontedo proprio documentoque
contémo relatdrio,dissertacaetc.

Aliando o enormepoderde construcdae macrosa grande e xibilidade para
utilizacaode corese o alto graude qualidadegra ca do IATEX, Eric Beitz cons-
truiu umapoderosderramentapaseadanicamenteemrecursosio IATEX, como
macrose arquivos de estilo. Ele denominowestaferramentade TeXshadee a dis-
ponibilizousegundoa GPL.

O TpXshadet umprogramapara criagaodeimagensdealinhamentalesequén-
ciascomqualidadegra ca pro ssional[Gibas& Jambeck2001)

A ferramentaleve recebeseqiiénciaalinhadasomodadosdeentradaEssas
sequénciaslevem estarcontidasem um Unico arquvo texto. Essearquivo pode
apresentaseemtrésdiferenteformatos:FASTA, MSF e ALN.

O usuariopodeconstruirdiferentessaidaautilizando per s pré-de nidosou
criandoper s personalizadoO usuarictemaindatotal liberdatenade nicdo das
coresdemarcacgaale caracteristicado alinhamento.

Paraum dadoalinhamentog possiel fazermarcactesliversas,conformeo
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interessala pesquis@mandamentoE possiel marcarapena®sresiduosdénti-
cos,ouaindadestacaespecialmentesresiduosdénticosqueaparecenemtodas
assequénciaslinhadas.Se o pesquisadodesejar podetambémoptar por uma
marcacaaueidenti que residuogprotéicosde acordocom suasfuncionalidades:
acidos;basespolares;aroméaticoetc. O TeXshadepermiteaindamarcarregides
do alinhamentoutilizar estruturassecundariagm arquvos nosformatosDSSR
STRIDE ou PHD, e muitosoutrosrecursos.

A ferramentgpossuiquatromodosde marcacégré-de nidos: identical si-
milar; diversee; functional As Figuras6.l, 6.2, 6.3 e 6.4 foraminseridasnessa
secagoarailustraralgumasdaspossibilidadesio TeXshade.
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S22

Plnuc.SE
P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE
consensus

>>>>>

AQP1nuc.SE
AOP2nuc.SE
AOP3nuc.SE
AOQP4nuc.SE
AOQP5nuc.SE
consensus

Plnuc.SE
P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE
consensus

>>>r>>

AQP1nuc.SE
AOP2nuc.SE
AOQP3nuc.SE
AOP4nuc.SE
AQP5nuc.SE
consensus

Plnuc.SE
P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE
onsensus

Figura 6.1: Exemplo com modo: identical O arquvo de entradafoi o arquivo de exemplo

AQPDNA.MSF queacompanha pacote.
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51
4

X
(X
X

€GCCAGCeAR “TCé

non conserved
conserved
all  match

>
lelee/e’e)

(@]
o

AAGAAL_C

)
>>>>>

Plnuc.SE
P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE
consensus

AQP1lnuc.SE
AOP2nuc.SE
AOP3nuc.SE
AQP4nuc.SE
AOQP5nuc.SE
consensus

P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE
consensus

>>>r>>

AQP1lnuc.SE
AQP2nuc.SE
AOQP3nuc.SE
AOP4nuc.SE
AQP5nuc.SE
consensus

§
%
%

Plnuc.SE
P2nuc.SE
P3nuc.SE
P4nuc.SE
P5nuc.SE

nsensus

Figura 6.2: Exemplocom modo: identical e o pardmetraallmatchspecialparamarcarcom uma
corespeciab ocorrénciaderesiduosdénticosemtodasassequénciastilizadasno alinhamentoO

arquivo deentraddoi o arquivo de exemploAQPDNA.MSF queacompanha pacote.
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1 WAS. .. AQP1.PRO
T O AQP2.PRO
I NRCG. . . .. EVLHI R AQP3.PRO
1 SDGAAARRWGKCGPPCSRESI WA AQP4.PRO
1 K. AQP5.PRO
4 KK ANVT|HaYE AQPL.PRO
3 ESINAFSRAVEAERLALR AQP2.PRO
12 Vg . .. .. ) NGT AQP3.PRO
26  FMGIT QAN AE AQP4.PRO
3 . (OSINAFFKAVEAEFL AL AQP5.PRO
27 |BSIRGSA NYPLERNQT|®Y, AQP1.PRO
26 |[EGLGS A, | . L AQP2.PRO
31 |[EGCGS\/: AQP3.PRO
51 [ESVGS AQP4.PRO
27 |[EGEGSHEKIE AQP5.PRO
52 SIBAT AQP1.PRO
44 €] AQP2.PRO
52 TL AQP3.PRO
73 SIAT AQP4.PRO
45 GT AQP5.PRO
77  |RNUT SC V P1.PRO

69 |RAVT\AA G P2.PRO

J4Em P AViIF AMeFR P3.PRO

97 |[FAUT vCT P4.PRO

70 [EANT G P5.PRO

K acidic ()

K basic (+)
X polar uncharged
B¢ hydrophobic  nonpolar

Figura 6.3: Exemplocommodo:functionale o tipo hydiopathy O arquivo deentraddoi o arquivo
deexemploAQPpro.MSFyueacompanha pacote.
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AQPL.PRO [ [l Mwn
AQP2.PRO | I’ Iy
AQP3.PRO | VIl Iy
AQPA.PRO [ Il M 1
AQPS.PRO | Il Iiw

non conserved
similar

| conserved

| all match

Figura 6.4: Exemplocom modo: similar; parametrcalimatchspecial esquemale coresgrayse;
usodo®ngerprint com500residuogor linhaparaimprimir osresultadogmformatodelinhassem
especi carosresiduosO arquivo deentraddoi o arquivo deexemploAQPpro.MSFjueacompanha
0 pacote.

6.1 Requisitospara o sistema

O TpXshadeequer IATEX 2', o arquivo deestilocolor.sty eodvips . Todos
essesecursosaoencontradogmgeral,emtodasasdistribuicdesde GNU/Linux
destinadas estacoesdetrabalho.

6.2 Obtendoeinstalandoo TeXshade

O TpXshadepodeserobtidoemhttp://homepages.uni¢tangende/leitz/dtse.himl.
Atualmente,encontra-seaversdol.7. Todo o pacoteestaconcentrade@m dois
arguvos: o arquio instaladortexshade.ins € 0 arquvo contendoarquivos
compatactadotexshade.dtx

Paraexecutaro arquio texshade.ins com o IATEX, bastautilizar o co-
mando:

latex texshade.ins
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Dos arquivos que sdodescompactadogela execucdodo texshade.ins
0 Unico arquivo essenciaparao funcionamentalo TeXshadeé o arquivo deno-
minadotexshade.sty . Bastacopiarestearquivo paraumdiretdrioconsultado
pelolATEX paraqueo TpXshadeestejgprontoparaserutilizadoa partirdequalquer
diretério. Alternatvamente pode-semanterumacopiadestearquivo no mesmo
diretériodo arquivo queserasubmetidcao TeXshade.

6.3 Analisandoosarquivosdo pacote

Ao executaro arquivo texshade.ins com o IATEX, os arquios listadosna
Tabela6.1 sédocriadosno mesmadiretorio.

Comoa rmado anteriormentep Unico arquvo essenciaparaa utilizagaodo
TeXshadege o arquivo texshade.sty . Osdemaisarquivos, sdoarquivos suple-
mentaresysadosa construcaala documentagcddo TpXshadeou naconstrugéo
do prépriotexshade.sty

No arquivo standard.cod , encontra-ses de ni¢des padréesdo cédigo
genético.Taisde nigbessédorealizadasisandm comandaondon . Sdocopiadas
parao arquio texshade.sty no momentcemaqueeleé gerado.

\codon{A{GCA,GCG,GCC,GCT,GCU,GCN}
\codon{CH{TGC,TGT,UGC,UGU,TGY}
\codon{D{GAC,GAT,GAU,GAY}
\codon{E}{GAA,GAG,GAR}
\codon{F{TTC,TTT,UUC,UUU,TTY}
\codon{GH{GGA,GGG,GGC,GGT,GGU,GGN}
\codon{HH{CAC,CAT,CAY}
\codon{I{ATA,ATC,ATT,AUA,AUC,AUU,ATH}
\codon{KHAAA ,AAG,AAG,AAR}
\codon{LK{CTA,CTG,CTC,CTT,TTA,TTG,CUG,CUG  ,CUC,CUU,UUA, UUG,YTN
\codon{MHKATG,AUG,ATG}

\codon{N}{AAC,AAT,AAU,AAY}
\codon{PKCCA,CCG,CCC,CCT,CCU,CCN}
\codon{Q}CAA,CAG,CAR}
\codon{R}AGA,AGG,CGA,CGG,CGC,CGT,CGU,MGN }
\codon{SKTCT,TCC,TCG,TCA,AGT,AGC,UCU,UCC ,UCG,UCAAGU, WSN}
\codon{TH{ACT,ACC,ACG,ACA,ACU,ACN}
\codon{VKGTA,GTG,GTC,GTT,GUA,GUG,GUC,GUU ,GTN}
\codon{WKTGG,UGG,TGG}
\codon{YKTAC,TAT,UAC,UAU,TAY}
\codon{.{TAA, TAG, TGA,UAA ,UAG,UGA,TRR}

59



Tabela6.1: Arquivos geradosaoexecutaro arquivo texshade.ins

texshade.sty 0 arquvo de estilo com todos os comandosdo
TeXshade;

texshade.def : um arquivo de para@metrosie exemplo;

AQPDNA.MSF um arquivo de exemplode um alinhamentale nucleo-
tidesno formatoMSF;

AQPpro.MSF: umarquivo deexemplodeumalinhamentaleproteinas
noformatoMSF;

AQP2spec.ALN : um exemplo suplementarde alinhamentoprotéicono
formatoALN;

AQP1.phd: informacdessobrea estruturasecundariano formato
PHD

AQP1.top : dadosdatopologiaextraidosdo AQP1.phd;

standard.cod de ni¢cdespadrdesio codigogenético;

ciliate.cod : de ni¢des do cédigo genéticomacromolecularcelu-

lar);

6.4 Gerandoo arquivo dedocumenta o

A documentacasobreo TeXshade(mantidapelo préprio criadordaferramenta,
Eric Beitz) podeserobtidaexecutandoo arquvo texshade.dtx pelo IATEX.
Mas deve-sedeixar claro que isso so podeserfeito apdsa execugaodo arquivo
texshade.ins . Assim, sefor necessarimbterinformacdespréviassobrea
instalacaogdeve-seconsultaro arquivo texshade.txt

[Beitz (2000] recomendaueo arquivo sejaexecutadovia IATEX duasvezes.
(Usuariosdo IATEX ja estdoacostumadosom esseipo de comportamento.)sso
€ umaexigénciado IATEX paraguesejapossiel gerarasreferénciasNasexperi-
mentacOesealizadaparaestamonogra a,mesmonasegundaexecucaop LATEX
emitiuumarecomendacasugerindaumanova execugao:

LaTeX Warning: Label(s) may have changed.
Rerun to get -cross-reference s right.

Deve-seenfatizartambémquealgunsdosarquivos geradogelaexecucaode
texshade.ins devem estarpresenteso mesmodiretério ondese encontrao
texshade.dtx . Como, por exemplo,algunsarquivos de exemplosde alinha-
mento(AQPDNA.MSFAQPpro.MSF etc). O arquivo texshade.sty  ,queéo
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arguivo que contémos comandogio TeXshade tambémé necessarigparagerar
adocumentacdporqueo proprio processale geracdala documentacaexecuta
comandoslo TeXshadesobreosarquivos deexemplos.

A execucédodo texshade.dtx como IATEX gera,entreoutros,o arquivo
texshade.dvi (desdea primeiraexecucao ndosedeve esquecede executar
maisumaou duasvezes).O arquvo texshade.dvi  , por suavez permitea ge-
racdodo arquivo PostScript(ps) atravésdo comando:

dvips texshade.dvi -0 texshade.ps

O dvips ndoé um comandaopropriamentalito, masum utilitario e precisa,
portanto estarnnstalado Paragerar umaversacempdf (PortableDocumetrfile),
usuariosdo GNU/Linux (e compatieis) podemusaro utilitario ps2pdf - basta
usaro comando:

ps2pdf texshade.ps  texshade.pdf

Alguns usuariosdo IATEX, preferemgerara versaopdf diretamentea partir
do aplicatvo pdflatex . Mas esseprocedimentacostumagerarresultadosn-
desejaeis. Com efeito, nasexperimenta¢besealizadagparaestetrabalho,esse
procedimentanéo foi bem sucedidoparageraradequadamentes exemplosde
resultado®btidoscomo TepXshade.

Algunssistemaslisponibilizamtambémo comandadvipdf quepermitege-
rar aversaoPDF diretamente partir do arquvo dvi.
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6.5 Tiposdearquivosreconhecidogelo TEXshade

O TpXshadeaceitacomoentradaarquivosdealinhament@mtrésformatos:MSF
ALN ou FASTA. Arguivos no formatoMSF apresentam-seomoilustradona Fi-
gura6.5. Logo naprimeiralinha, é informadoo tipo de alinhamento seé um
alinhamentade nucleotideo®u se é um alinhamentale peptideos.O parametro
gqueindicaissoé o parametrolype quepodeassumiro valor P paraindicarum
alinhamentale peptideo®u N paraindicarum alinhamentale nucleotideos.

Cadasequénci@mumarquivo MSF éidenti cadaporumnomelocalizadono
inicio de cadalinha de sequenciamentdsnomesidenti cadoresdasseqiiéncias
sdode nidos no inicio do arquvo em linhascontendoos parametrodName Len
(length; Chedk (chedksun) e; Weight

Umalinha contendaduasbarrag(//) é obrigatoriae sene paraseparara se¢ao
inicial, cominformac8essobreasseqiénciasontidasno arquivo, dasseqiiéncias
propriamentealitas.

AQPDNA.MSF MSF: 979 Type: N Freitag, 12. Februar 1999 Check: 2594
Name: AQP1nuc.SEQ Len: 807 Check: 8330 Weight:  1.00

Name: AQP2nuc.SEQ Len: 813 Check: 7220 Weight:  1.00

Name: AQP3nuc.SEQ Len: 855 Check: 7590 Weight:  1.00

Name: AQP4nuc.SEQ Len: 960 Check: 8696 Weight:  1.00

Name: AQP5nuc.SEQ Len: 795 Check: 758 Weight:  1.00

1

1 60
AQP1nuc.SEQ ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC........c........ TCTT CT.....
AQP2nuc.SEQ ATGTG...GGAACTCAG........ccceeviieees ATC CAT....
AQP3nuc.SEQ ATG........ AACC........ GTTGCGGGG.AGATG.....CTC C...... .
AQP4nuc.SEQ ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTG THIBTATGA
AQP5nuc.SEQ ATGAAAAA.GGAGGTGTG........cccueveiiieene CTC CCT....

61 120
AQP1nuc.SEQ GGC..TGTGGTGGCT....GAGTTCCTGGCCATGA.CCCTCTTCG.. .
AQP2nuc.SEQ ..., AGCCTTCTCCC GAGCAGEC
AQP3nuc.SEQ .ACATCC....GCTACCGG.....CTG......... CTTCGCCA ...GGC TC
AQP4nuc.SEQ AGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTAGGGGAIA
AQP5NUC.SEQ ..o TGCCTTCTTCA AGGCGGIT

Figura 6.5: Inicio do arquivo de exemploAQPDNA.MSKueacompanha pacote.

E possiel desconsideraalgumasseqiiénciaso processale marcacaalo ali-
nhamentosemmuito esforcoemumarquivo MSFE. Comefeito,aoinvésdeterque
apagarcadalinha referenteas seqiiénciasjue devem ser desconsideradappde-
sesimplesmente&lesignatais seqliiénciasacrescentandom sinal de exclamacéao
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() noinicio dalinha quede ne seusrespeciios nomes.Contudo,veremosjue
mesmassoé desnecessarippisexisteumcomandalo TeXshadeguepermitede-
nir sequénciaaseremdesconsiderada® usodestecomandaispensaualquer
tipo deedicdodosarquivosdeentrada.

A Figura6.6 ilustraum exemplode arquivo MSF que contémo alinhamento
de cinco seqliénciagnasondea segundae a terceiraestdomarcadaparaserem
desconsideradasNo jargdo técnicodainformatica, diz-seque essasseqiiéncias
encontram-seomentadas.

AQPDNA.MSF MSF: 979 Type: N Freitag, 12. Februar 1999 Check: 2594
Name: AQP1nuc.SEQ Len: 807 Check: 8330 Weight:  1.00

IName: AQP2nuc.SEQ Len: 813 Check: 7220 Weight:  1.00

IName: AQP3nuc.SEQ Len: 855 Check: 7590 Weight:  1.00

Name: AQP4nuc.SEQ Len: 960 Check: 8696 Weight:  1.00

Name: AQP5nuc.SEQ Len: 795 Check: 758 Weight:  1.00

1

1 60
AQP1nuc.SEQ ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC........c.c..... TCTT CT.....
AQP2nuc.SEQ ATGTG...GGAACTCAG.........ccceeeiiees ATC CAT....
AQP3nuc.SEQ ATG........ AACC........ GTTGCGGGG.AGATG.....CTC C..... .
AQP4nuc.SEQ ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTG THIBTATGA
AQP5nuc.SEQ ATGAAAAA.GGAGGTGTG.......cccceviirienne CTC CCT....

61 120
AQP1nuc.SEQ GGC.. TGTGGTGGCT.....GAGTTCCTGGCCATGA.CCCTCTTCG.. .
AQP2nuc.SEQ ..o, AGCCTTCTCCC GAGCAGEC
AQP3nuc.SEQ .ACATCC....GCTACCGG.....CTG......... CTTCGCCA ...GGC TC
AQP4nuc.SEQ AGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTAGGGGATA
AQP5NUC.SEQ ..o TGCCTTCTTCA AGGCGGIT

Figura 6.6: Exemplode um arquvo MSF com seqiiénciagsomentadasO comentarioé de nido
como pontodeexclamacgdd!) noinicio dalinha.

O formatoALN é bastantesimilaraoformatoMSF. Comoprincipaldiferenca,
deve-sedestacaguearquivos ALN ndoexplicitamo tipo dassequiénciagjemodo
queo comandmseqtype {<tipo> } éfundamentahessecaso,comP parain-
dicar peptideos N paraindicar nucleotideos. A Figura6.7 ilustraum exemplo
dearquvo ALN minimo, quepodeserobtido commuitasferramentasle alinha-
mento.
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%90%%%%% %% %% %8e0880880880%0%0 %% %0 %0800880880090%0 Y% %Y Y S0 %0 %% %0 % VA

%%%%% %%%%%
%%%%%his is a minimal .ALN file %%% %%
%%%%%many sequence aligners can produce them %%%%%
%%%%% %%%% %

%%%%%0%0%0 %% %% %2888080806880%0%0%% %0 %8888888080680%0 % %YW Yo VS0 %0 %% Y% Y FHio

AQP2bt  SIAFSRAVLAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMARGETLVQALGHVEA
AQP2cf SVAFSRAVFAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMARGILVQALGHVEA
AQP2dd SIAFSRAVFSEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMARETLVQALGHISGA
AQP2ec SIAFSRAVLAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQAMPSVLQIAMAKGILVQALGHVGA
AQP2em SIAFSRAVFSEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMARETLVQTLGHISGA

AQP2bt HINPAVTVACLVGCHVSFLRAVFYVAAQLLGAVAGAALLHEAIRS
AQP2cf HINPAVTVACLVGCHVSFLRAAFYVAAQLLGAVAGAALLHEAYRG
AQP2dd HINPAVTVACLVGCHVSFLRATFYLAAQLLGAVAGAAILHEITRRG
AQP2ec HINPAVTVACLVGCHVSFLRAAFYVAAQLLGAVAGAALLHEDRR
AQP2em HINPAVTVACLVGCHVSFLRATFYLAAQLLGAVAGAALLHELIOIRS

Figura 6.7: Inicio do arquivo deexemploAQP2spec.ALN queacompanha pacote.

6.6 Utilizando o TeXshade

Parautilizar o TeXshade,primeiramente necessérigrepararum arquvo con-
tendoum alinhamentanultiplo de seqiiénciasm um dosformatosreconhecidos
pelo TeXshade:MSF, ALN ou FASTA. O pacotetraz trésarquivos de exemplos
dealinhamentaque podemserusadosem testedniciais: doisno formatoMSF e
um no formatoALN.

O arguvo AQPDNA.MSFHraz um alinhamentade moléculasde DNA; o ar
quivo AQPpro.MSF forneceum exemplode arquivo contendoum alinhamento
de proteinas;o arquvo AQP2spec.ALN constitue-seem outro exemplode ar
quivo dealinhament@rotéico,porém,noformatoALN.

Paraexperimentao TpXshadepastacriarumarquivo .tex contendono pream-
bulo, adiretiva:

\usepackage{texshade}

Um arquivo minimousandao arquvo AQPDNA.MSkode,entdo,serescrito
conformeilustradonaFigura6.8.
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\documentclass{article}
\usepackage{texshade}

\begin{document}
\begin{texshade {AQPDNA.MSF}

\end{texshade}
\end{document}

Figura 6.8: Exemplode um arquivo minimoaserusadocomo TpXshade.

No exemplodaFigura6.8, todosos pardmetrosio TeXshadeassumeno va-
lor padréo. O resultadoé umamarcacamo modoidentical Todosos residuos
idénticosemumadadaposi¢cao desdequeocorramem nimeromaior do queum
dadopercentualsdomarcadosem umadadacor (na cor azul por padréo). Esse
resultadcestailustradonaFigura6.1

A maioriadoscomandoslo TeXshadedevem serinseridosentreasdiretivas
nbegin{texshade} enend{texshade} .Masalgumapcdesdocon gu-
radasatravés de parametro®pcionaise ndo de comandosspeci cos. Pode-se,
por exemplo, utilizar a opgéoallmatthspecialpararequerera marcagaaespecial
deresiduosdénticosque produzamum alinhamentade 100%,i.e., queocorrem
emtodasasseqiiénciano mesmoponto- Figura6.2 Tambémé possiel alterar
asde ni¢gbes dascoresou fazercom que os residuosalinhados,que ndo sejam
idénticos,masapresentenalgumasimilaridade sejammarcadocom umaoutra
cor.

No casodomodofunctional existemseistipospré-de nidos(charge, hydiopath,
structue, chemical,standartarea, accessiblearea) e o usuariopodefacilmente
de nir outrostipos. A Figura 6.9 ilustra um exemplo de marcacdono modo
functionaldo tipo hydmopathy O resultadcé o queaparecenaFigura6.3. Nesse
caso,alémda marcacaalosresiduoddénticos,que ocorremacimade um certo
percentualtem-se¢ambémaidenti cacaoderesiduogicidos;residuodasicosre-
siduosnédo-polare®; residuogolaresndocarregados.A exibicdodalegendadas
coresé bastanténteressanteessecasoe podeserobtidasimplesmentacrescen-
tando-seo comandmshowlegend
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\begin{texshadeKimagens/AQPpro_mini.MSF}
\shadingmode[hydropathy]{functional}
\showlegend

\end{texshade}

Figura 6.9: Caédigoquegerouo resultadcexibido naFigura6.3.

Parafavorecervisualiza¢desapidasfoi implementad@m comandong erprint
que elimina os caracteregjue representanos mondmeroq Beitz (2000). Esse
comandopermitede nir o nimerode residuospor linha. Além disso, é possi-
vel modi car o esquemale coresparaque sejamutilizadossomentgons cinza
ou somentepretoe branco- Util paraimpressfesle baixo custo. A Figura6.10
mostraum exemplode cédigoqueusao esquemale coresgrayse como usodo

ngerprint de nindo que aimpressaaleve colocar500 residuogor linha. Com
essenumeroelevadoderesiduogorlinha, asmarcacbeassumenumaespessura
bem na, lembrandaimpadraadecdodigodebarras.O resultadalestecédigoesta

ilustradonaFigura6.4.

\begin{texshadeKimagens/AQPpro_mini.MSF}

\shadingcolors{grays}

\fingerprint{500}
\shadingmode[allmatchspeciall{similar}
\showlegend

\end{texshade}

Figura 6.10: Codigoquegerouo resultadoexibido naFigura6.4.

Ocomandakillseq {<numero- da-s eqlién ci a>} podeserusadmara
determinalquea seqiiéncialesignadgeloniimeroindicadodeve serdesconside-
radanamarcacdo.A numeracaalassequénciasicia-sedo numerall. O uso
dessecomandoelimina a necessidadda edicdodo arquivo original, quandose
desejadesconsideraalgumagiasseqiiénciasontidasno arquio.

O comandmseqtype {<tipo> }, onde<tipo> podeassumiro valorP ou
N, sene paraindicar o tipo dasequénciade Peptideo®u de NucleotideosEsse
comandoé fundamentaljuandose trataarquivos ALN de sequiénciaprotéicas,
umavezquearquivos ALN naoexplicitam o tipo dearquvo e sendogueo padréao
assumidgelo TeXshadeé o de queassequénciasejamde nucleotideos.
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Existemmuitasoutraspossibilidadesomo TeXshade Paramaioresnforma-
¢Oes,sugere-sa consultadadocumentacao cial ([Beitz (2000Y)).
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Capitulo 7

Conclus o

Nestetrabalho,foram apresentadadiferentesferramentagparausono estudode
alinhamentale seqiiénciade nucleotideo®u deaminoacidos.
Dentreasferramentasle softwae, analisou-se:

Bancosde Dadospublicos(disponiwis no NCBI ou no Swiss-Prot);
O BLAST - BasicLocal AlignmentSeach Tool;
O ClustalWe o ClustalXe;

O TpXshade.

O queessaderramentagém em comum, é o fato de seremdistribuidassob
algumaforma de licengaque garantea possibilidadede analisedo codigo-fonte.
Em algunscasos,a licencagarantetotal liberdadena distrituicdo, mesmopara

ns comerciais,desdeque se mantenhaa mesmaliberdadenos novos produtos

derivados. Em outroscasosa licencagarantea liberdadeparaalteracace redis-
tribuicdodaferramentagdesdequesem ns lucratvos. Umaoutramodalidadede
licengapermitea analisee mesmoa alteragaado cédigo, masrestringeque,em
casode alteracdalo mesmo.a ferramentas6 podeserredistribnidacoma prévia
autorizacadaosautoresmesmaosem ns lucrativos.

Outracaracteristic@omumdasferramentagnalisadag o fatode seremver
sBesdesemolvidas paraambienteUNIX e similares. Todasforam instaladase
experimentadasobrealgumadistribtuicdo GNU/Linux.

Evidenciou-sea grandefacilidadenaobtencaojnstalacdae con guracdodas
ferramentaparaambientes$sNU/Linux. Sejaatravésdepacotestarball’ oupelo
comandaapt-get
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Conceitosde Biologia Celular e Biologia Molecular foram introduzidose a
aplicacdalestesonceitodoi ilustradaseguindoumaordemdidatica.

Ao analisamsBancosde Dadospublicos,foi possiel xar diversosconceitos
taiscomo: gene genoma sequéncigsdentreoutros.Além disso,evidenciou-seo
grandevalor e belezainerentesio processaletrabalhocolaboratio. Destacou-se
tambéma grandeémportanciadasNovasTecnologiagle Informacgédoe Comunica-
cdocomoelementogacilitadoresletodoo processo.

Na seqiénciap BLAST foi analisadaaplicando-ono estudode um alinha-
mentode um problemaespeci co: a pesquisasobrea similaridadeentregenes
de espéciexompletamentelistintas. Esteestudo,comodemonstradoabrepor
tasparapossieis descobertasobrea evolucdodos seresvivos, bemcomo para
a producaode farmacosmais e cientes e com menosdanosaospacientesou a
Natureza.

Enquantoo BLAST foi utilizado parao alinhamentade duassequénciaso
CLUSTAL foi apresentadoomoumadasprincipaisferramentasitilizadasno es-
tudodealinhamentosnultiplosdeseqiiéncias.

Concluindoametodologianapesquisalesimilaridadesentreseqiiénciagna-
lisou-seumaferramentajueaplica-sesomentena marcacaalosresultadoga ali-
nhados. O grandepotencialda TeXshadena marcag&alos dadosfoi mostrado,
aindaque, ndototalmente. Destacou-s® fato de que a TeXshadeé umaferra-
mentadistribuidasoba GPL e totalmentebaseadaa lATEX.

Em momentoalgum,teve-sea pretensaale encerrars tépicosaquitratados.
Espera-sasim queestetrabalhopossaserutil emestudosntrodutériosem Bioin-
formaticaao mesmotempoque estimuleos novos pesquisadoredessaareado
conhecimentaienti co, a desemolveremcadavez cédigosde softwae disponi-
veis paralivre e total analisee reutilizacdo.Essedesejosseinspiramnacrenca
desteautorde que o total compartilhamentalo conheciment&ienti co é a ver
dadeirachave paraum desewmolvimento mais rapido, e caz e coerentecom as
necessidaddsumanas.

Muitas outrasferramentadivresaplicadasa Bioinformaticaencontram-séa-
cilmentedisponiwis. [Prosdocimiettal (2003) e[Gibas& JambecK2001) apre-
sentamvastadistasdeformabastantalidatica.Comodicaparatrabalhoscomple-
mentaressugere-saima abordagentomparatia entrediferentesferramentase
implantagB8esvaliando,performances con abilidadeemdiferentediposdeestu-
dosbioldgicos.
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