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Resumo

Nestetrabalho,umaintroduçãoàBioinformáticaédesenvolvida atra-
vésdaanálisedealgumasdasferramentasdesoftwaremaisusadasno
estudode alinhamentode seqüências.Os conceitosbiológicosfun-
damentaissãointroduzidos,formandoabasenecessáriaparasecom-
preendercomoagemalgunsalgoritmose comosepodedesenvolver
outrosqueatendammaisdiretamenteàsnecessidadesdopesquisador.
A licençadealgumasferramentassãoanalisadasilustrama diferença
entreosconceitos(e suasimplicações)desoftware livre e decódigo-
aberto.
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Capítulo 1

Intr odu��o

Nestetrabalho,apresenta-seo usode ferramentaslivresou de códigoabertoem
plataformaGNU/Linux no estudodo maisfundamentalproblemadeBioinformá-
tica: o estudode alinhamentode seqüências.Nestecapítulo,apresenta-sedados
justi�cativos paraumaabordagemsobresoftware livre e GNU/Linux emum es-
tudorelacionadocomBioinformática.

A preferênciapor plataformasUnix e compatíveise o usodasferramentasde
software livre naBioinformáticajá sãobastanteconsagradosentreospesquisado-
resda área. Comoaspectosmotivadorespelaescolhade umaplataformaUnix-
compatível no estudode tópicosem Bioinformática,[Gibas& Jambeck(2001)]
apontamnãoapenaso altograudecon�abilidadeedesempenhodessaplataforma.
Eles lembramtambémque é possível encontraruma grandequantidadede fer-
ramentasde softwarede excelentequalidadee popularidadeno meio cientí�co,
compatíveiscomo UNIX. Issosedeve aofatodo Unix serusadoextensivamente
emuniversidades,ondeé comumo desenvolvimentodesoftwareparaanálisede
dadoscientí�cos. Naspalavrasdessesautores:

Os pesquisadores de Biologia Computacionale de Bioinformática
têm ainda maior probabilidadede ter desenvolvido software para
Unix, porqueatémeadosda décadade90 asúnicasestaçõesdetra-
balho capazesde visualizaros dadosde estruturas de proteínasem
temporealerammáquinasSiliconGraphicse SunUnix.

A opçãoporumaplataformaGNU/Linux torna-seentãoumaescolhaimediata
dadoo tempode amadurecimentoe de conquistasdessaplataforma.A�nal, são
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maisdedezanosdegrandedesenvolvimentoeexcelentesresultados.Tem-seuma
con�abilidade comparável com a do Unix, masdisponível paramáquinasmais
modestaseaumcustoimbatível, devido àgratuidadedoGNU/Linux.

[Gibas& Jambeck(2001)] apresentamtrês motivos parautilizar e defender
a plataformaGNU/Linux: custo-benefício- com a disponibilidadedo Linux, o
Unix passaa ser barato; melhorutilizaçãodos recursoscomputacionais- PCs
antigoseconsiderados“obsoletos” por usuáriosdoWindowstornam-seestações
detrabalhosurpreendentemente�exíveise úteis; grandenúmerodeferramentas-
há umarica bibliotecade ferramentasdisponíveispara Biologia Computacional
epara a pesquisaemgeral.

O conteúdodo texto foi distribuídodaseguinteforma:
Capítulo 1: Introdução,emqueseapresentaa justi�cativa parao desenvolvi-

mentodestetrabalho.
Capítulo 2: Sãointroduzidos,metodicamente,osfundamentossobreBiologia

Celulare Biologia Molecularnecessáriosparaa discussãosobreas ferramentas
analisadasnoscapítulosseguintes.

Capítulo 3: Apresenta-sealgunsbancosdedadospúblicosquecontêmdados
e artigosbiológicos. Informaçõessobreformatosde arquivos aceitospor esses
repositóriossãocitadasemcaracterintrodutóriosobreo processodedisponibili-
zaçãocolaborativa dedadosdepesquisas.

Capítulo 4: Analisa-seo BLAST (BasicLocalAlignmentTool), um conjunto
de ferramentasparaalinhamentode seqüências.Quantoà forma de utilização
analisou-seespecialmentea ferramentablast2sequenceusadanacomparaçãode
duasseqüênciasfornecidaspeloprópriousuário.Além disso,a estruturadedire-
tóriosdoarquivo compactadoquecontémosfontesdopacotefoi analisadabreve-
mente.

Capítulo 5: O usodo ClustalWé descritodetalhadamenteatravésdaexecu-
çãodeum alinhamentomúltiplo decincoseqüências.A ferramentaClustalXque
provê umainterfacegrá�ca paraa utilizaçãodo ClustalWé citadabrevementee
utilizadaparao alinhamentodasmesmascincoseqüências.

Capítulo 6: O TEXshadeé apresentadocomo um poderosorecursoparaa
formatação�nal dos resultadosobtidoscom as ferramentasde alinhamento.É
evidenciadosuacapacidadeemfornecerumaexcelentequalidadegrá�ca alémde
umagrande�e xibilidadeaopesquisador.

Conclusão:Ostópicosdesenvolvidossãosintetizadose a mensagem�nal da
pretensãodestetrabalhoéenfatizada.
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Capítulo 2

FundamentosdeBiologia Celular
eBiologia Molecular

2.1 DNA eRNA

As informaçõesgenéticassãoarmazenadasnosácidosnucléicos- o ácidodesoxir-
ribonucléico(DNA) eo ácidoribonucléico(RNA). ODNA éencontradoprincipal-
menteno núcleodacélula.Mais especi�camentenoscromossomos.O RNA, por
suavez, é encontradoprincipalmenteno citoplasma,e em poucaescalatambém
noscromossomos.

A descobertadequeénamoléculadeDNA ondeseencontramasinformações
genéticasjá serve como incentivo ao estudodo códigogenético. É importante
aindadestacarqueasinformaçõescontidasno DNA podemserrepresentadasem
umaestruturarelativamentesimples.

Os ácidosnucléicossãoformadospor umaou duascadeias(ou �tas) de ele-
mentosestruturaisdenominadosnucleotídeos.Dessaforma,moléculasdeDNA e
RNA sãoclassi�cadascomopolímeros.Um polímeroé umamoléculacomposta
depequenoselementos(osmonômeros)queserepetememsuaestrutura.No caso
demoléculasdeDNA eRNA, osmonômerossãoosnucleotídeos.

A simplicidadeda estruturade moléculasde DNA e RNA seconstituipelo
pequenonúmerodenucleotídeosdistintos- sãoapenasquatro,sejaparaDNA ou
paraRNA.

Cadanucleotídeoéconstituídopor umabasenitrogenada,umamolé-
cula deaçúcare umgrupamentodefosfato.Há doistiposdeaçúcar
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nosácidosnucléicos:desoxiriboseno DNA e riboseno RNA. Asba-
sesnitrogenadassãoasprimidinas: citosina(c), timina (t) e uracila
(u) e as purinas: adenina(a) e guanina(g). O DNA contéma, c, g
e t, enquantoo RNA contému emvezde t. EmambosDNA e RNA,
osnucleotídeosestãoligadosformandoumalongacadeiapolinucle-
otídica. Essacadeiaé formadapor ligaçõesentre o grupofosfatode
carbono5 deumnucleotídeoeo carbono3 doaçúcardonucleotídeo
adjacente[Oliveira].

As seqüênciasde nucleotídeosde moléculasde DNA e RNA podemserre-
presentadasatravés de longascadeiasde letras. Essasletrasestãocontidasem
um conjuntodequatroletras:a, c, g, t paramoléculasdeDNA e a, c, g, u para
moléculasdeRNA. Apesardasimplicidadeno queserefereaonúmerode letras
possíveis, ascadeiastendema serbastantecomplexas por seremextremamente
longas.Mesmoparamicroorganismosa menssagemé longa,tipicamente106 ca-
racteres.[Lesk(2002)]

Na realidade,o DNA é compostopor duasseqüênciasdeaminoácidosentre-
laçadas.Mas issonãorepresentaum fator complicadorà suaestrutura,umavez
queosnucleotídeosseligamdemaneirasespecí�cas:a sópodefazerparcomt, e
g sópodefazerparcomc. É exatamenteessacaracterísticaquegaranteo sucesso
dareplicação.

Quandoumacélulasedividepara formarduasnovascélulas-�lhas,o
DNA é replicadodesenrolandoasduas�tas e usandocada�ta como
ummodelopara criar a suaimagemquímicaespelhada,ou �ta com-
plementar[Gibas& Jambeck (2001)].

MoléculasdeRNA, emgeral,apresentamumaúnica�ta denucleotídeosque
podeassumirumagrandevariedadedeconformaçõesespaciais.

2.2 Genes,DNA genômico,cDNA, cromossomosegenoma

GenessãotrechosdeumamoléculadeDNA quecontêmasinformaçõesquede-
terminamascaracterísticasdeumaespéciecomoumtodoedecadaindivíduoem
si. [Albertset al. (1999)] caput[Oliveirae Inoue(2002)].
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Existemtrêstiposdegenes:osgenescodi�cadoresdeproteína, queconstituem-
seemmodelosparagerarmoléculasdeproteína;osgenesespeci�cadoresdeRNA
e; os genesnãotranscritos,quesãoregiõesdo DNA genômicoquepossuemal-
gum propósitofuncional,masnãoalcançamessepropósito,sendotranscritosou
convertidosparacriaroutramolécula.[Gibas& Jambeck(2001)]

O termoDNA genômicorefere-seaogenecompleto.Issoserve paradiferen-
ciardochamadoDNA complementarquerefere-seaogenesemaspartesquenão
sãocodi�cantes- osíntrons. As partescodi�cantessãodenominadaséxons. Essa
divisãoaplica-sesomenteaosorganismoseucariontes(organismoscujascélulas
possuemnúcleos). Nos organismosprocariontes(organismoscujascélulasnão
possuemnúcleos),a regiãocodi�canteseestendedeformaininterrupta.

Um cromossomoé umamoléculamuito longade DNA quecontémmuitos
genes. E o conjuntocompletodos cromossomosde uma célula é denominado
genoma.

2.3 Prote�nas

As proteínassãoasmoléculasresponsáveis pelamaiorpartedasestruturase das
atividadesdos organismos. Outroselementosimportantesnos organismos,que
nãosãoproteínas,sãotratadospor intermédiode enzimas,que,por suavez,são
proteínas.A importânciadasproteínasparaosorganismoséevidenciadapelapró-
priaorigemetmológicadapalavra: osuecoBerzelius(1779-1848)criouoconceito
proteínabaseadona palavra deorigemgrega proteios, quesigni�ca primeiro, ou
de principal importância[Anônimo]. A importânciado estudode alinhamentos
deseqüênciasprotéicasé ressaltadapor [Altschulet al. (1990)]:

Observa-sequegenesouproteínascomseqüênciassimilarestêmgrande
chancede possuírem funçõessimilares. As primeiras informações
para determinaçãodafunçãodeumgene, cujaseqüênciafoi recente-
menteobtida,quasesempre sãoobtidaspelabuscadesimilaridades
entre a nova seqüênciae seqüênciasdeproteínasou famíliasdepro-
teínasconhecidas.

Moléculasde DNA são,em primeiraaproximação,uniformes.Proteínas,no
entanto,mostramumagrandevariedadedeconformaçõestridimensionais.Isto é
necessárioparagarantira grandediversidadedesuascaracterísticasfuncionaise
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estruturais[Lesk(2002)]. É aestruturatridimensionaldeumaproteínaquede�ne
suasfunções.

A seqüênciadosaminoácidosdeumaproteínadita suaestruturatridimensio-
nal. O paradigmaqueseestabelece,portantoé:

� A seqüênciadoDNA determinaaseqüênciadaproteína;

� A seqüênciadaproteínadeterminasuaestrutura;

� A estruturadaproteínadeterminasuafunção.

Assimcomoo DNA eo RNA, asmoléculasdeproteínastambémsãopolíme-
ros. Masno casodasproteínas,oselementosfundamentais- osaminoácidos,são
maisdiversi�cadosem relaçãoaosnucleotídeos.A Tabela2.1 apresentaos nu-
cleotídeos(queconstiuemo DNA e o RNA) e osaminoácidos(queconstituemas
proteínas).Na tabela,osaminoácidosaparecemclassi�cadoscomopolares,apo-
lareseeletricamentecarregados.Outrasclassi�caçõesdosaminoácidospodemser
úteis.Porexemplo,pode-seclassi�carosaminoácidosconformesuasfunçõesnos
sereshumanos,denotandoquaissãoessenciaise quaissãonão-essenciais.
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Tabela2.1: Nucleotídeose aminoácidosnaturais

Osquatro nucleot�deospresentesemmol�culas deDNA

a adenina c citosina g guanina t timina

Osquatro nucleot�deospresentesemmol�culas deRNA

a adenina c citosina g guanina u uracila

Osvinte amino�cidos naturais presentesemmol�culas deProte�nas

Amino�cidosapolares

G glicina A alanina P prolina V valina

I isoleucina L leucina F fenilalanina M metionina

Amino�cidospolares

S serina C cisteína T treonina N asparagina

Q glutamina H histidina Y tirosina W triptofano

Amino�cidosel�tricamentecarregados

D ácidoaspártico E ácidoglutâmico K lisina R arginina

A seqüênciadosaminoácidosemumamoléculadeproteínaconstituemacha-
madaestrutura primáriadaproteína.Éessaestruturaquede�ne aformaeafunção
daproteína.As interaçõesmolecularesentreaminoácidosgeramumacadeiapro-
téicadenominadaestrutura secundáriae algumasvezes,umaestrutura terciária
[Oliveirae Inoue(2002)]

A determinaçãodasestruturastridimensionaisdasproteínaspermite“realizar
pesquisasmaisdirecionadasno sentidodeencontrar inibidores,ativadoresenzi-
máticose outros ligantesquepermitama produçãodefármacosmaise�cientese
especí�cos:o almejadoDesenvolvimentoRacionaldeFármocos(RationalDrug
Design)” [Prosdocimiet tal (2003)]. Umainfeliz realidaderelacionadaa issoé o
casodo HIV. Comoosvírussãoorganismosmaissimples,é maisfácil encontrar-
mosmutaçõesrelevantesnessesorganismosdo queem outrosorganismosmais
complexos,sobretudoemvírusquesereproduzemmuito rapidamente.

Sobreisso,[Leme(2002)] a�rma quea rápida taxadereproduçãodo HIV e
suainerentevariabilidadegenéticaconduziramà identi�caçãodemuitasvarian-
tesdo vírus, queapresentamsuscetibilidadesdiversasàs drogasARVs. O HIV
apresentaumagrandequantidadede variaçõese mesmosimplesalteraçõespro-
duzemsensibilidadesdiferentesàsdrogas. [Leme(2002)] cita um exemplo: na
transcriptasereversa, umamudançana posição65, de AAA para AGA, provoca
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Tabela2.2: Abreviaturadosaminoácidosnaturais

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

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

I isoleucina- isoleucine(Iso) L leucina- leucine- (Leu)

F fenilalanina- phenylalanine(Phe) M metionina- methionine(Met)

S serina- serine(Ser) C cisteína- cysteine(Cys)

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

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

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

D ácidoaspártico- asparticacid (Asp) E ácidoglutâmico- glutamicacid (Glu)

K lisina - lysine(Lys) R arginina- arginine(Arg)

umaalteraçãona proteínaproduzida- lisina para arginina - ocasionandoresis-
tênciaà droga DDI.

É comumadotaraconvençãodeescrever nucleotídeosemletrasminúsculase
aminoácidosemletrasmaiúsculas.Issoébomparaevitar confusões:porexemplo,
nessaconvenção,atg representariaa seqüênciade nucleotídeosadenina-timina-
guanina,enquantoque ATG representariaa seqüênciade aminoácidosalanina-
treonina-glicina.Entretanto,nemtodososautoresseguemessaconvenção,como
no casodo exemploanteriorde[Leme(2002)].

Umaoutraconvençãoquetambémécomumenteutilizada:osnomesdosami-
noácidossãofreqüentementeabreviadosusandoasprimeirastrêsletrasdo nome
doaminoácidonoidiomainglêscomapenasaprimeiraletramaiúscula.Porexem-
plo, Gly paraglycine. As exceçõesocorremparaosaminoácidos:asparagina,glu-
taminae triptofanoquesãorepresentadospor Asn,Gln eTrp, respectivamente.O
raroaminoácidoselenocisteínaé representadopor Sec,na representaçãoqueusa
trêsletras,e por U, narepresentaçãousaumaúnicaletra. A Tabela2.2 relaciona
cadaaminoácidocomseusrespectivosnomeeabreviaturaeminglês.

Portanto,umaseqüênciadeproteínastambémpodeserrepresentadapor uma
cadeiadecaracteres.Nessarepresentação,cadaaminoácidodaseqüênciaé repre-
sentadopor umaletra ou por um conjuntoformadopor trêsletras,sendoapenas
a primeiramaiúscula.A representaçãodosaminoácidospor letrasúnicasé geral-
mentepreferidapor fornecerumavizualizaçãomaissimplesepor requerermenor
dispêndiocomputacional.

MesmoquandoosnucleotídeosdeumDNA sãorepresentadosemletrasmaiús-
culas,é facil perceberqueumadadaseqüênciarefere-sea um DNA. Issosedeve
pelasimplicidadede suaestruturano queserefereaosdiferentescaracteresque
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aparecemnarepresentaçãodaseqüência- cadeiasquerepresentammoléculasde
DNA contêmapenasasletrasA, C, G e T; cadeiasquerepresentammoléculas
deRNA sãoconstituídasusando-seapenasasletrasA, C, G e U; por �m, repre-
sentaçõesdeproteínascontêmumamaiorvariedadedeletras.A Figura2.1 ilustra
exemplosreaisderegiõesdeseqüênciasdeumamoléculaDNA edeumamolécula
deproteína.

GAGCTGGCCGCCCCGTCACTATTCCGGATCTTGGTACCCCACCTCTCTTAGCGAAATACCCATCTCATCG
GCTCCCAATATCGCATCCGTTACGGCGTATGCATCAGGACCTTCACTTGCTCACTCACTGAGTCCACCCA
ACGACATCGAAAGCCTGGCCAGTATCGGTCACCAGAGAAACTGCCCCGT

MATFQEFIQQNEDRDGVRFSWNVWPSSRLEATRMVVPVASLFTPLKERPDLPPIQYEPVLCSRATCRAVL
NPLCQVDYRAKLWACNFCYQRNQFPPTYAGISEVNQPAELLPQFSTIEYVVQRGPQMPLNFLYVVDTCME
DDDLQALKESLQMSLSLL

Figura 2.1: ExemplosdetrechosdeseqüênciasdeDNA e proteína

2.4 O c�digo gen�tico

O assuntotratadonestaseção,dispertaumadiscussãosobreopniõesdivergentes.
Alguns autoresaindaescrevem e se fundamentamno chamadocódigogenético
universal. O caracterfundamentaldo conceitoé tãomarcantequetorna-sedifícil
paraalgunspesquisadoresdescartaremsuavalidade.

O códigogenéticopodeserrepresentadopor umatabelaquepermiterotular
todasaspossíveis tríadesformadascomosquatronucleotídeospresentesemmo-
léculasdeRNA.

O princípiodocódigogenéticoa�rma que,nasíntesedasproteínas,aseqüên-
cia de trêsnucleotídeosdo RNA formamum determinadoaminoácido.A cada
tríadede nucleotídeoscorrespondeum dadoaminoácido. Alguns aminoácidos
podemserconstituídospelacombinaçãodediferentestríades,mascadatríadees-
peci�ca umúnicoaminoácido.

Opiniõesde especialistasdivergemquantoà universalidadedessacorrespon-
dência.[Oliveira] a�rma queessacorrespondênciaé universal para todososor-
ganismosvivos. [Gibas& Jambeck(2001)] tambémdefendemessaidéiae apre-
sentamumatabelada“correspondênciauniversal”.

Por suavez, [Brown (2002)], apresentaumaseçãoquede�ne exatamenteo
oposto,comosemostraevidentepelo próprio título da seção- Thegeneticcode
is not universal. O autorencerraa discussãosobrea não-universalidadedo có-
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digo genéticocom a a�rmação de que o código dito universal,aplica-sesim a
umagrandevariedadedegenesdeumagrandevariedadedeorganismos,masque
desviossãopossíveis.

Umabaseconcretasobreacontestaçãoquantoànão-universalidadedocódigo
genéticoéapresentadanoportalBiologia na Web1:

O fato de ser possíveltraduzir genesde um organismoemoutro, p.
ex., geneshumanos,emE. coli, sugeria queo códigopadrão(..) era
universal. Todavia,o estudodediferentesseqüênciasdeDNA a partir
dosanos80revelaramalgumasdivergênciasemrelaçãoao padrão.

P. ex., emmitocôndriasdemamíferoso códonpara a Met iniciadora
podeser AUG ou AUA (Ile no padrão); UGA especi�caTrp e não
terminação;AGA e AGG especi�camterminaçãoe não Arg. Nas
mitocôndriasde plantas,fungos,Drosó�la e protozoárias,também
ocorremvariaçõesemrelaçãoao padrão.Nosprotozoáriosciliados,
oscódonsUAA e UAG, ao invésdeespeci�caremparada,codi�cam
Gln. Alémdisto,foi relatadoemCandidaspp(Santosetal, 1997),eu-
cariotosunicelulares,a existênciadecódonspolissêmicos,istoé,um
códoncodi�candomaisdeumaminoácido.Nocasocitado,CUGco-
di�ca tantoLeucomoSer, denotandoambigüidadeenosremetendoas
seguintesquestões:1) emCandida,asalterçõesno CódigoGenético
ainda não estariamcompletamenteestabelecidas,ou 2) a ambigui-
dadeCUG seriavantajosa,permitindorápida adaptaçãoa desa�os
ambientais,devendosermantidacomotal.

Estassãoalgumasdasevidênciasdequeo códigogenéticopadrão,
sebemqueamplamenteutilizado,nãoéuniversal.2

Hinegardnere Engelberg3, desde1963,tambémjá semostravamcontráriosa
esseprincípiosimplistasobreaevoluçãodasespécies.

A correspondênciaentreastríadesdenucleotídeoseseusrespectivosaminoá-
cido,compõeo queéchamadodecódigogenético. Esseconceitotalvezpossaser
aplicadoaorganismosdeumamesmaespécie.

1http://www.biologianaweb.com/
2http://www.biologianaweb.com/Livro2/C8/universal.html
3[hinegardner& Engelberg (1963)] e [hinegardner& Engelberg (1963)]
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Tabela2.3: Códigogenético- responsável pelasíntesedasproteínas

Base2

Base1 U C A G Base3

Phe Ser Tyr Cys U

Phe Ser Tyr Cys C
U

Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOP Trp G

Leu Pro His Arg U

Leu Pro His Arg C
C

Leu Pro Gln Arg A

Leu Pro Gln Arg G

Ile Thr Asn Ser U

Ile Thr Asn Ser C
A

Ile Thr Lys Arg A

Met4 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

Cadatríadeé tambémchamadade códone cadaseqüênciade códonsque
codi�ca umpolipeptídeoédenominadacistron [Oliveira].

O códigogenético“universal”,queé o responsável pelasíntesedasproteínas,
éapresentadonaTabela2.3.

2.5 O eyelessea aniridia - Um exemplopara justi®cativa
do estudode compara��o entreseq��ncias

A mosca-das-frutas(Drosophilamelanogaster) émuitoestudadacomomodelona
pesquisasobrea evoluçãodeanimais.Por isso,seusgenessãobastanteconheci-
dos.Elatemumgenedenominadoeyelessque,sefor retiradodogenoma(pormé-
todosdeBiologiamolecular),resultaemmocas-das-frutassemolhos.É evidente,
portanto,queo geneeyelesstem umafunçãoimportanteno desenvolvimentodo
olho.

O serhumanoapresentaum genedenominadoaniridia que tambémparece
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ter papelfundamentalno desenvolvimento de olhos. Essadeduçãocomeçoua
se formar a partir da observação,citadapor [Gibas& Jambeck(2001)], de que
os sereshumanosquenão têmesse(ou emquemessegenesofreu umamutação
su�ciente para que o produto protéico parassede funcionar corretamente),os
olhossedesenvolvemsemíris.

A mentalidadededutiva doscientistasos levarama fazero seguintequestio-
namento:“e seinserirmoso geneaniridia emumaDrosophilasemolhos(semo
eyeless)? Bom.. .o queaconteceé quea aniridia promove a produçãode olhos
normaisnaDrosophila. Naspalavrasde[Gibas& Jambeck(2001)]:

É uma coincindênciainteressante. Poderia haveralgumasimilari-
dadeemcomoo “eyeless”ea “aniridia” funcionam,apesardemos-
casesereshumanosseremorganismosextremamentediferentes?Pos-
sivelmente. Para sabercomoo “eyeless”e a “aniridia” funcionam,
juntos,é possívelcomparar suasseqüências.Entretanto,é preciso
lembrar sempre queos genesinteragemreciprocamentede maneira
complexa. É precisoumaexperimentaçãocuidadosapara obteruma
respostamaisde�nitiva.

2.6 Alinhamento de seq��ncias, similaridade, identidade
ehomologia

Umavezrepresentadasasseqüênciasdenucleotídeosou deaminoácidosdeduas
moléculas,pode-seentãocompará-lasembuscadesimilaridadesemsuasestrutu-
ras. Essacomparaçãopermiteinferir sobreaspropriedadesde umadeterminada
moléculabaseando-seempropriedadesconhecidasdaoutra.Ao processodecom-
paraçãoentreseqüências,denomina-sealinhamentode seqüências. No alinha-
mentodeduasseqüências,diferenteseventossãorealizadossobreosmonômeros
deumadadaseqüênciabuscando-seobterumamaiorsimilaridadeentreasduas.A
Figura2.2 ilustraum alinhamentoentreduasseqüênciashipotéticas.Umarápida
inspeçãovisual, já indicaa existênciadecertasimilaridadeentreasduasseqüên-
cias.Naprimeiraaproximação,realizou-seapenasalgumastranslaçõesderegiões
daseqüência.Na segundaaproximação,alémdastranslações,efetuou-setambém
umainversãodasposiçõesdedoiscaracteres.As translaçõesforamindicadascom
umtraço“ � ” eoslocaisondeoscaracteresnãocoincidiramforammarcadoscom
um“X”.
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Seq.1: G A G C T G G C C G C G C G T C A
Seq.2: G A C T G A C C G C G C G C T C A A

Ali.1: G A G C T G G C C G C G C C G T C A
G A C T G X C C G C X C X X T C A A

Ali.2: G A G C T G G C C G C G C C G T C A
G A C T G X C C G C X C C G T C A A

|_|

Figura 2.2: Um alinhamentohipotético

É importantedestacarquea interpretaçãodosresultadosde um dadoalinha-
mentoé fundamentalparagarantirinterpretaçõescoerentescomos fundamentos
daBiologia. BoapartedapesquisaemBioinformáticaconsisteemprocurarobter
algoritmosquesejamcapazesdetratarasseqüênciasdecaracteresdeformaa for-
necerresultadoscadavezmaisprecisosbiologicamentee reduzircadavezmaisa
necessidadedeinterferênciadopesquisador.

A comparaçãodeseqüênciaspermiteinferir sobrepossíveismutações.Compara-
segenomasde organismosde espéciesdistintas,supondoprováveis eventosque
levaramàmutaçãodeumaespécieparaaoutra.Dentreospossíveiseventos,pode-
secitar a inversãodeumaseqüênciadegenesou a substituiçãodealgunsgenes.
A esseseventosdeve-seatribuir valoresquerepresentemsuasprobabilidadesde
ocorrência.Essasprobabilidadessãotraduzidasatravésdo conceitodedistância
entre genes.

Paracadatipo de evento existe a de�nição de uma “distância” entreos ge-
nes[Walter(1999)]. Assim, ao realizarumainversãona ordeme na orientação
dosgenesnumadeterminadaporçãodogenoma,o eventorealizadoédenominado
reversãoeécomputadoadistânciadereversão. O eventodenominadotranspo-
siçãoconsisteemmover umaporçãodeumaregiãoparaoutradentrodo genoma
e a distânciarelacionadachama-sedistância de transposição. Quandosemove
osblocosdegenesdeum localparaoutrodentrodo genoma,e seinvertea ordem
e a orientaçãodosgenes,diz-sequeserealizouumatransversãoe a distânciaé
a chamadadistânciade transversão. Por�m, existetambéma translocação, e a
respectivadistânciadetranslocação, quesereferemàtrocadeporçõesentredois
cromossomosdiferentesdentrodo genoma.

De formagenérica,alinhar duasseqüênciaséencontrar umacorres-
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pondênciaentre basessimilares. Para o alinhamentosãoutilizadas
mutaçõespuntuaisnosgenestais comosubstituições,remoçõese in-
serçõesdebases.A distânciaé computadaassociandocustosa estas
operações,e procurandopelacomposiçãomenoscara dentre asque
transformamumaseqüênciana outra [Walter (1999)].

A premissadesebuscaro menorcustopossível no rearranjoé justi�cado pela
hipóteseda parsimônia. Nesteprincípio,assume-sequeaNatureza,no processo
evolutivo, sempresegueo caminhoqueexige o menornúmeropossível de trans-
formações.Assim,ao setentarestudaraspossíveis mutações,deve-seoptarpor
umasériedeeventosmínimos.

A hipóteseda parsimômia podeser contestadae tal contestaçãopodeser
submetidaà experimentação.Ainda que não concretize-secomo uma Lei, sua
suposiçãopermiteestabelecerumalinhaparapesquisas�logenéticas.

A estruturado DNA determinaosmecanismosparaaauto-replicaçãoeparaa
translaçãodosgenesemproteínas.Portanto,o estudodealinhamentodeseqüên-
cias,permitepesquisasvariadasnocampodaBiologia: pesquisassobreaevolução
deorganismos;pesquisasvoltadasparao combatedenovosvírusapartirdeoutros
já conhecidos;pesquisasvoltadasparaa obtençãode novos fármacosa partir de
similaridadesentreseqüênciasdediferentesproteínas;dentreoutras.

Quantoàsuaamplitudedeaplicaçãosobreaseqüência,umalinhamentopode
serclassi�cadocomoalinhamento global ou alinhamento local. Quandoo ali-
nhamentoérealizadotomando-setodaaseqüência,eleéchamadodealinhamento
global.Quandoo alinhamentoé realizadoemfragmentosdeumaseqüência,eleé
chamadodealinhamentolocal. A escolhapelotipo dealinhamentomaisapropri-
adodependeda�nalidade desejada.

O alinhamentoglobal é útil para comparar duasseqüênciashomó-
logas. Mas quandoas duasseqüênciasapenaspossuemcertosdo-
míniosemcomum,ou quandoé necessáriocomparar umaseqüência
comtodasasentradasdeumabasededados,está-semaisinteressado
nosmelhoresalinhamentoslocaisentreduassubseqüências[ Rocha].

Duasseqüênciassãohomólogas,quandoelasderivamdeummesmoancestral
[Prosdocimiet tal (2003)]. É importantedestacarquehomologiae similaridade
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sãodois conceitosdistintos. Segundo[Prosdocimiet tal (2003)], o alinhamento
indicao grau desimilaridadeentre seqüências,já a homologia éumahipótesede
cunhoevolutivo.

Importantetambémé destacarqueo alinhamentoindicaapenaso graudesi-
milaridadeentreasseqüênciaspesquisadasequeummalalinhamentonãoimplica
emseqüênciasnão-homólogas.Comefeito,[Pearson(2001)] comparaaseqüência
eaestruturadetrêsproteínas:bovinechymotrypsin,S.griseustrypsineS.griseus
proteaseA. As três proteínasapresentamuma estruturatridimensionalbastante
similar. As duasprimeirasapresentamgrandesimilaridadeem suasseqüências,
enquantoque a terceiraseqüêncianão apresentauma similaridadesigni�cante.
Assim,conclui [Pearson(2001)], proteínashomólogasnãoapresentamnecessari-
amenteseqüênciascomumasimilaridadeestatisticamentesigni�cante,oumesmo
detectável.

Quandomaisqueduasseqüênciassãoalinhadas,o processoé chamadoali-
nhamento múltiplo . Técnicasde alinhamentomúltiplo sãoaplicadasprincipal-
menteaseqüênciasprotéicas[Gibas& Jambeck(2001)].

Exemplode programasqueutilizam o alinhamentoglobal sãoo ClustalWe
o Multialin. O algoritmodo BLAST realizao alinhamentolocal. O alinhamento
global é usadogeralmenteparadeterminarregiõesmaisconservadasde seqüên-
cias homólogas.Já o alinhamentolocal é, geralmenteutilizado na procurapor
seqüênciashomólogasouanálogas[Prosdocimiet tal (2003)].
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Capítulo 3

Bancosdedadosbiol�gicos
p�blicos

O armazenamentodeinformaçõesedadoscientí�cos,sobretudoquandoemescala
mundial,precisasercuidadosamenteorganizadodeformaa evitar duplicidadese
elevadasredundâncias.Deve-seaindabuscarpadrõesquepossibilitema concen-
traçãodeinformaçõessemqueosprópriospadrõestornem-selimitadoresno pro-
cessodo desenvolvimentocientí�co. Assim, é importantequeos padrõessejam
cuidadosamenteprojetadosde forma a permitir umamaior �e xibilidade parase
ajustarao desenvolvimento futuro e é tambémimportante,por vezes,abandonar
umpadrãosubstituindo-oporoutromais�e xível emelhordotadoderecursos.

Em Bioinformática,existemdiversosbancosdedadospúblicosdeperiódicos
cientí�cos e de resultadosde pesquisas.Uma vez quea principal ferramentade
pesquisaemBiologia computacionalé o própriocomputador, a disponibilização
dedadosdepesquisasatravésdo própriomeiocomputacionalfazcomqueautili-
zaçãodestesdadospossaseraproveitadacomextremafacilidade.

Em geral,osdadosdisponíveisemrepositóriospúblicospodemserusadosli-
vrementepara�ns não-comerciais,comoexplicitado,porexemplo,peloCopyright
do Swiss-Prot1.

ThisSwiss-Prot entryiscopyright.It isproducedthroughacollaboration
betweentheSwissInstituteofBioinformaticsandtheEMBLoutstation
- the EuropeanBioinformaticsInstitute. There are no restrictions
on its useby non-pro�t institutionsas long as its contentis in no

1http://www.expasy.ch/sprot/
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way modi�ed and this statementis not removed. Usage by and for
commercial entitiesrequiresa licenseagreement.(Seehttp://www.isb-
sib.ch/announce/or sendanemailto licenseisb-sib.ch)

A principal instituiçãode compartilhamentode informaçõese dadosbioló-
gicos é, semsombrade dúvidas,o NCBI (National Center for Biotechnology
Information), sendocitadoem praticamentetodos(senãoem todos)os cursose
livros de Bioinformática. O NCBI estáestabelecidonosEstadosUnidos,existe
desde1988,criandobancosdedados,conduzindopesquisasemBiologiaCompu-
tacional,desenvolvendoferramentasdesoftwareparaanálisededadosgenômicos,
e disseminandoinformaçõesbiomédicas[NCBI]. O NCBI2 é umadivisãodaBi-
bliotecaNacionalde MedicinadosEstadosUnidos(NLM - National Library of
Medicine) no InstitutoNacionaldaSaúde(NIH - NationalInstitutesof Health).

O Entrez3 é um recursodo NCBI que procuracentralizarconsultasnos di-
versosrepositóriosdo Centrode Informações.Ao submeterumaconsulta,essa
é realizadatantonosbancosde dadosde artigoscientí�cos e livros onlinecomo
tambémnosbancosdedadosbiológicos,comoo bancodedadosdenucleotídeos
(GenBank)eo bancodedadosdeseqüênciasprotéicas.

Dentreaspublicaçõesdisponíveis,existeumaseparaçãoentrearquivosdispo-
nibilizadosintegral e gratuitamentee, outros,com apenaso abstract disponível
livremente.Nesseúltimo caso,pode-seobtero restantedo conteúdopor e-mail
medianteo pagamentodealgumataxa.

A Figura3.1mostrao resultadodaconsultapor“Drosophilaeyelessaniridia”.
A quantidadederegistrosparacadatipo dedadoéinformadaaoladodorespectivo
item. Semaisdeumapalavraépassada,ocorreumabuscapelaocorrênciadetodos
ostermos.

O item PubMeddo Entrez traz apenascitaçõese resumos(abstracts). Mas
o item PubMedCentral trazartigoscompletosdisponíveis gratuitamente.Osar-
tigos sãoapresentadosem umaformataçãopadrãocom ilustraçõesde excelente
resolução.As ilustraçõespodemservisualizadasem versõesmaiores. O leitor
podeaindaoptarpelavisualizaçãoda imagemna mesmajanelaou em outraja-
nela.Além disso,cadaartigocontémlinks paraoutrosartigoscitados,bemcomo
paraoutrosartigosqueo citaram,facilitandobastanteo processodepesquisabi-
bliográ�ca, quegeralmenteantecedeaspesquisasemumnovo projetocientí�co.

O item Genomecontémasseqüênciasdegenomascompletosrelativos à pes-
quisaefetuada.Esteitem leva aoNCBI MapViewer, quemostra,emformapictó-

2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.html
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Figura 3.1: Consultapor “Drosophilaeyelessaniridia” no Entrez

rica, um mapagenéticocompleto,destacandoregiõesrelativa aosseusgenes.A
partir dessemapa,é possível ampliardeterminadaregiãodo mapa,ou selecionar
umgeneespecí�co.

A Figura3.2 mostrao mapagenômicoda Drosó�la. Ao clicar no link refe-
renteao geneey obteve-seasinformaçõesespecí�cassobreessegeneconforme
ilustradona Figura3.3. O pesquisadorpodeaindavisualizarou mesmoefetuar
um downloadda seqüênciaquedesejar, clicandoem DownloadView Sequence
Evidence. No downloadou na visualização,pode-seoptarpelo formatoFASTA
ou peloformatoGenBank.
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Figura 3.2: MapagenômicodaDrosó�la no MapViewer doNCBI
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Figura 3.3: Informaçõessobreo geneey
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Uma seqüênciano formatoFASTA inicia com umalinha de comentáriose-
guidada seqüênciaem si naslinhassubsequentes.A linha de comentárioé ini-
ciadacom o caracter“>”. Logo apóso caractermarcadorde comentário“>”, é
comumencontrar-se“gi” referenteaGenBankIdenti�er. O NCBI recomendaque
aslinhasdaseqüênciatenhamno máximo80 caracteres4. O conhecimentodessas
recomendaçõeséimportanteaosubmeterumanovaseqüênciaaoNCBI ouaoutro
repositóriopúblicoqueaceiteseqüênciasno formatoFASTA.

AsseqüênciassubmetidasaoNCBI devemestarrepresentadasnopadrãoIUB/IU-
PAC paraaminoácidosenucleotídeos,comasseguintesexceções:letrasminúscu-
lassãoaceitase sãoconvertidasparamaiúsculas;um hífenou travessãopodeser
usadopararepresentarumalacuna(gap) decomprimentoindeterminado.

Pode-seaindausara letraN pararepresentarum nucleotídeoresidualdesco-
nhecido.

A Figura3.4apresentatodososresíduospermitidosemseqüênciasdenucleo-
tídeos.

A --> adenosine M --> A C (amino)
C --> cytidine S --> G C (strong)
G --> guanine W --> A T (weak)
T --> thymidine B --> G T C
U --> uridine D --> G A T
R --> G A (purine) H --> A C T
Y --> T C (pyrimidine) V --> G C A
K --> G T (keto) N --> A G C T (any)

- gap of indeterminate length

Figura 3.4: ResíduosaceitospeloNCBI emseqüênciasdenucleotídeosno formatoFASTA.

Emseqüênciasdeaminoácidos,U e* sãoaceitáveisealetraX podeserusada
pararepresentarresíduosdeaminoácidosdesconhecidos.Osresíduosaceitosem
arquivos no formatoFASTA no NCBI pelosprogramasquetratamseqüênciasde
aminoácidos(BLASTP, BLASTX e TBLASTN)5 estãoapresentadosna Figura
3.5.

4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/fasta.shtml
5Osprogramasquecompôemo pacoteBLAST estãorelacionadosemumcapítulopróprio.
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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
I 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: ResíduosaceitospeloNCBI emseqüênciasdeaminoácidosno formatoFASTA.

A Figura3.6mostraaseqüênciadogeneeydadrosó�la noformatoFASTA. As
Figuras3.7e3.8mostramaanotaçãodamesmaseqüêncianoformatoGenBank.O
formatoGenBanktrazmaisinformaçõesalémdaseqüênciaemsi, queapareceno
�nal. Dentreasvariadasinformações,tem-se,por exemplo,diversosartigosrela-
cionados,indicando-seautores,localdepublicação(ouUnpublishedquandoainda
nãopublicado),comentáriossobreo artigo,quandohouver etc. O conhecimento
do formatoGenBanké importantenãoapenasparaa análisedeum arquivo nesse
formato. É importantetambémparaseconstruiralgoritmosqueextraiame com-
paremdeterminadasinformaçõesemváriosarquivos,automatizandoe agilizando
umatarefa rotineiraqueseriamuitodesgastante,casoexecutadamanualmente.

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

GAGCTGGCCGCCCCGTCACTATTCCGGATCTTGGTACCCCACCTCTCTTAGCGAAATACCCATCTCATCG
GCTCCCAATATCGCATCCGTTACGGCGTATGCATCAGGACCTTCACTTGCTCACTCACTGAGTCCACCCA
ACGACATCGAAAGCCTGGCCAGTATCGGTCACCAGAGAAACTGCCCCGT

Figura 3.6: Seqüênciadogeneey dadrosó�la no formatoFASTA. A primeiralinha foi truncadana
adaptaçãoparaa impressão.
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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.
COMPLETENESS:full length.

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..189

/organism="Drosophila melanogaster"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:7227"
/chromosome="4"

Figura 3.7: Partedaseqüênciado geneey dadrosó�la no formatoGenBank.Modi�cada naadap-
taçãoparaa impressão.
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gene <1..>189
/gene="ey"
/locus_tag="CG1464"
/note="eyeless; synonyms: Ey, eye, EYEL, Pax6, CG1464,
DPax-6, l(4)33, l(4)102CDh, l(4)102CDr"
/map="102D6-102E1"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GeneID:43812"

mRNA 1..>189
/gene="ey"
/locus_tag="CG1464"
/product="CG1464-RB"
/transcript_id="NM_166789.1"
/db_xref="GI:24638703"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GeneID:43812"

CDS 1..>189
/gene="ey"
/locus_tag="CG1464"
/codon_start=1
/protein_id="NP_524628.2"
/db_xref="GI:24638702"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GeneID:43812"

CDS 1..>189
/gene="ey"
/locus_tag="CG1464"
/codon_start=1
/protein_id="NP_726607.1"
/db_xref="GI:24638704"
/db_xref="FLYBASE:FBgn0005558"
/db_xref="GeneID:43812"

ORIGIN
1 gagctggccg ccccgtcact attccggatc ttggtacccc acctctctta gcgaaatacc

61 catctcatcg gctcccaata tcgcatccgt tacggcgtat gcatcaggac cttcacttgc
121 tcactcactg agtccaccca acgacatcga aagcctggcc agtatcggtc accagagaaa
181 ctgccccgt

//

Figura 3.8: Continuaçãodaseqüênciadogeneey dadrosó�la no formatoGenBank.Modi�cada na
adaptaçãoparaa impressão.
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Capítulo 4

BLAST - BasicLocal Alignment
Tool

O volumededadoscontidosnosrepositóriospúblicosé enormee continuacres-
cendo.É impressindível, portanto,quehajaalgumaferramentaquefacilite o pro-
cessodecomparaçãodeumanova seqüênciacomasseqüênciasjá conhecidas.

Dentreasferramentasexistentesdestaca-seo BLAST (BasicLocalAlignment
Tool), queé a ferramentamaispopular de comparação de seqüênciasde DNA
comosbancosdedadosgenômicos[Santos& Queiroga(2003)].

Por ser umaferramentalivre parausonão-comercial,pode-seencontrardi-
ferentesimplementaçõesdo BLAST. A mais conhecidaé a NCBI-BLAST do
NationalCenterfor Biotechnology Information. Outramuito conhecidaé a WU-
BLAST1 da Universidadede Washington[Higa (2001)]. Uma comparaçãoentre
osparâmetrosdasversõesWU e NCBI do BLAST podeservistano sitedo WU-
BLAST2.

Um centrodepesquisa,ou mesmoalgumpesquisador, podeoptarpor imple-
mentarlocalmenteoBLAST. Masissonãoéumapráticacomum.Nestecapítulo,a
implementaçãoo NCBI-BLAST foi escolhida.A utilizaçãodoBLAST é ilustrada
emum alinhamentodosgeneseyelesse aniridia. Além disso,parteda estrutura
dediretóriosedealgunscódigos-fontesé analisada.

O BLAST é constituídona verdadede uma sériede programas. Segundo
[Higa (2001)], sãoeles:

� blastp, paracomparaçãodeseqüênciasdeaminoácidosembancosdedados
deproteínas;

1http://blast.wustl.edu/blast/
2http://blast.wustl.edu/blast/cparms.html
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� blastn, paracomparaçãodeseqüênciasdenucleotídeosembancosdedados
deDNA;

� blastx, paracomparaçãodeumaseqüênciadenucletotídeotransladadaem
todososORFs(OpenReadingFrames) combancosdedadosdeproteínas;

� tblastn, paracomparaçãodeseqüênciadeproteínacomumbancodedados
deseqüênciasdenucleotídeosdinamicamentetransladadosemtodososseus
ORFse;

� tblastx, paracompararosORFsdeumaseqüênciadenucleotídeoscomos
ORFsdetodososnucleotídeosemumbancodedadosdenucleotídeos.

O pacotedoscódigos-fontescontémtambémalgunsarquivosqueservemape-
nasparaforneceruma interfacemaisamigável ao pesquisador. O sub-diretório
wwwblast traz,porexemplo,rotinasCGI (CommonGatewayInterface) earqui-
vosHTML paraprover ao acessoaoBLAST via browser.

Como exemplo de utilizaçãodo BLAST, simulou-seaqui uma pesquisade
comparaçãoentreos geneseyelesse aniridia em buscade similaridadessigni�-
cantes.

Para compararduasseqüênciasespecí�cascom o BLAST no NCBI, deve-
se utilizar a interfaceprópria paracomparaçãode duasseqüências3. A Figura
4.1 mostraa páginado Blast 2 sequencesdo NCBI. Na �gura, já sevê asduas
seqüênciaslançadaspelopesquisador- foramutilizadasasseqüênciasdosgenes:
eyelesse aniridia.

A Figura4.2 mostraumapáginaequivalentedisponibilizadano Swiss-Prot4.
Trata-sede umaimplementaçãoescritaem Perl. As seqüênciasdo eyelesse do
aniridia tambémforamalinhadasatravésdo Swiss-Protparaefeitosdecompara-
çãodo comportamentodasduasferramentas.Foi necessárioretirar aslinhasde
comentárioparainserirasseqüênciascomoseqüênciasfornecidaspelousuário.

Foramutilizadososmesmoparâmetrosnosdoisportais(NCBI e Swiss-Prot).
Os resultadosforam bastantesimilares. A Figura 4.3 mostrao resultadoobtido
no NCBI e a Figura4.4exibe o resultadoobtidocompeloSwiss-Prot.No NCBI,
assimilaridadessãodemarcadasatravésde umalinha entreasduaslinhasrefe-
rentesàsduasseqüênciassubmetidasparao alinhamento.Paracadasimilaridade
encontradaocorrea impressãoda letra referenteao monômero.Nos resultados
fornecidosatravésdo Swiss-Prot,assimilaridadessãoapontadasatravésde uma
terceiralinha,abaixodasduasseqüênciasalinhadas,ondeapareceum* (asterisco)
paracadasimilaridadeencontrada.

3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
4http://us.expasy.org/tools/sim-prot.html
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Figura 4.1: Comparandoasseqüênciasdo geneeyelesscomo geneaniridia no BLAST atravésdo
portaldoNCBI.
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Figura 4.2: Comparandoasseqüênciasdo geneeyelesscomo geneaniridia no BLAST atravésdo
portaldoSwiss-Prot.
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Figura 4.3: Resultadodacomparaçãoentreo geneeyelesscomo geneaniridia.
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Figura 4.4: Resultadodacomparaçãoentreo geneeyelesscomo geneaniridia.
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Para efetuaruma breve análiseda estruturado BLAST, obteve-seo pacote
com os códigos-fontesdasferramentasdo NCBI - ncbi-tools. Essepacoteestá
disponível noservidorFTP5 do NCBI via FTPanônimo.O pacoteestádisponível
no arquivo ncbi.tar.gz .

As ferramentasestãoescritasemlinguagemC. E cadaarquivo .c ou .h apre-
sentaumadescriçãodesuafunção,bemcomoumrelatóriocompletodesuasrevi-
sões.

A maiorpartedo código-fontedasferramentasestálocalizadano subdiretório
tools - tanto os headers comoos arquivos principais. A Figura 4.5 ilustra a
estruturadediretóriosdo pacotedescompactado.A Figura4.6 exibe o conteúdo
do sub-diretórionetwork .

$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: Conteúdodo arquivo ncbi.tar.gzdescompactado.

apple/ entrez/ medarch/ nsdemocl/ spell/ vibnet/
blast3/ id1arch/ netmanag/ pcnfs/ suggest/ wwwblast/
encrypt/ id2arch/ nsclilib/ socks/ taxon1/

Figura 4.6: Conteúdodo sub-diretórionetwork.

Os arquivos quedisponibilizama interfaceWeb parao acessoà ferramenta
estãolocalizadosno sub-diretórionetwork/wwwblas t . A Figura4.7 exibe o
conteúdodestesub-diretório.

5ftp://ftp.ncbi.nih.gov/
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blast.cgi* megablast_cs.html rpsblast_cs.html
blast_cs.cgi* megablast.html rpsblast.html
blast_cs.html ncbi_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 wblast2_cs.html
discontiguous.html psiblast.rc wblast2.html
docs/ readme.html wwwblast.log
images/ README.rps
index.html readme.txt

Figura 4.7: Conteúdodo sub-diretórionetwork/wwwblast.

No sub-diretórionetwork/wwwblast encontra-setantoosarquivosHTML
comoos arquivos CGI (CommonGateway Interface). A páginapadrão,de�nida
peloarquivo index.html , exibeapenasoslinks paraosdiversosprogramas:

* 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 arquivo blast.html exibe a interfaceWebparaacessoaoBLAST con-
tendoumformulárioHTML bastantesimpli�cado. O acessoaoBLAST éfeito via
CGI peloarquivo blast.cgi :

<FORMACTION="blast.cgi" METHOD= POST NAME="MainBlastForm"
ENCTYPE="multipart/form-data">

A páginainicial parasubmeteruma seqüênciaparaalinhamentoatravés do
BLAST éo arquivo blast.html .
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A páginareferenteaoBlast2 sequences, utilizadano experimentodo alinha-
mentodo eyelesse aniridia, é de�nida peloarquivo wblast2.html . Este,por
suavez,utiliza o arquivo deCGI wblast2.cgi .

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

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

Até mesmoo conteúdodo Entrezestádisponível no pacote. Os respectivos
arquivosencontram-seno sub-diretórionetwork/entrez/ cl ien t .

$ls network/entrez/client/ -F

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

As matrizesBLOSUM ePAM, quesãoutilizadasnoprocessodealinhamento,
conformeacon�guraçãodo usuário,estãolocalizadasno sub-diretóriodata .

$ more data/BLOSUM62
# Matrix made by matblas from blosum62.iij
# * 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 R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V B Z X *
A 4 -1 -2 -2 0 -1 -1 0 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 0 -3 -2 0 -2 -1 0 -4
R -1 5 0 -2 -3 1 0 -2 0 -3 -2 2 -1 -3 -2 -1 -1 -3 -2 -3 -1 0 -1 -4
N -2 0 6 1 -3 0 0 0 1 -3 -3 0 -2 -3 -2 1 0 -4 -2 -3 3 0 -1 -4
D -2 -2 1 6 -3 0 2 -1 -1 -3 -4 -1 -3 -3 -1 0 -1 -4 -3 -3 4 1 -1 -4
C 0 -3 -3 -3 9 -3 -4 -3 -3 -1 -1 -3 -1 -2 -3 -1 -1 -2 -2 -1 -3 -3 -2 -4
Q -1 1 0 0 -3 5 2 -2 0 -3 -2 1 0 -3 -1 0 -1 -2 -1 -2 0 3 -1 -4
E -1 0 0 2 -4 2 5 -2 0 -3 -3 1 -2 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2 1 4 -1 -4
G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6 -2 -4 -4 -2 -3 -3 -2 0 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -1 -4
H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8 -3 -3 -1 -2 -1 -2 -1 -2 -2 2 -3 0 0 -1 -4
I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4 2 -3 1 0 -3 -2 -1 -3 -1 3 -3 -3 -1 -4
L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4 -2 2 0 -3 -2 -1 -2 -1 1 -4 -3 -1 -4
K -1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5 -1 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2 0 1 -1 -4
M -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5 0 -2 -1 -1 -1 -1 1 -3 -1 -1 -4
F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6 -4 -2 -2 1 3 -1 -3 -3 -1 -4
P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7 -1 -1 -4 -3 -2 -2 -1 -2 -4
S 1 -1 1 0 -1 0 0 0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4 1 -3 -2 -2 0 0 0 -4
T 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5 -2 -2 0 -1 -1 0 -4
W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11 2 -3 -4 -3 -2 -4
Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 -1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7 -1 -3 -2 -1 -4
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V 0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 4 -3 -2 -1 -4
B -2 -1 3 4 -3 0 1 -1 0 -3 -4 0 -3 -3 -2 0 -1 -4 -3 -3 4 1 -1 -4
Z -1 0 0 1 -3 3 4 -2 0 -3 -3 1 -1 -3 -1 0 -1 -3 -2 -2 1 4 -1 -4
X 0 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2 0 0 -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 licença,segundoa qualasferramentasdo NCBI sãodisponibilizadas,apa-
recelogono início detodososarquivos.

* ========================================== ==============================
*
* 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 NLM and the U.S.
* Government do not and cannot warrant the performance or results that
* may be obtained by using this software or data. The NLM and 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.
*
* ========================================== ==============================*/

Dadossobreo código, tais comoautor, datade criação,versãoda revisãoe
descriçãoou funçãodoprograma,tambémestãosemprepresentes.

* File Name: $RCSfile: wwwblast.c,v $
*
* Author: Sergei Shavirin
*
* Initial Creation Date: 03/15/2000
*
* $Revision: 1.13 $
*
* File Description:
* Standalone WWWBlast CGI program.
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Capítulo 5

ClustalW e ClustalX

O ClustalWé a versãoWebdeum dosprogramasdealinhamentomúltiplo mais
utilizados(Clustal) [Prosdocimiet tal (2003)]. O ClustalX nadamais é do que
umainterfacegrá�ca (X Window) parao ClustalW.

A Figura5.1mostrao alinhamentodecincoseqüênciasprotéicasobtidocom
o ClustalW, executadolocalmente.As seqüênciasutilizadasrepresentamumcaso
real de estudode seqüênciasde proteínasrepressorasde imunidade. Todosos
procedimentosempregadosestãoapresentadosao longo da presenteseçãodesde
a obtençãodasseqüênciasemum bancodedadospúblicosatéa obtençãodo ali-
nhamento. A Figura 5.2 mostrao mesmoalinhamentoobtido com o ClustalX
executadolocalmente. Foi utilizado o mesmoarquivo de entradausadoparao
alinhamentocomo ClustalW.
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

sp|P13772|IMMF_BPPH1 --LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSDIENGR
sp|P06153|RPC_BPPH1 -----MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERDR
sp|P06966|DICA_ECOLI METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQWERGD
sp|P03035|RPC2_BPP22 --MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQWERSE
sp|P04132|RPC_BPP2 ---MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYYESGR

. :. * **. : :.. :. :: * .

sp|P13772|IMMF_BPPH1 LDLNVLKMTEIQVVEE-GGYDR-------------------- --
sp|P06153|RPC_BPPH1 IQVSAIVGEETLIKEEQAEYNS-------------------- --
sp|P06966|DICA_ECOLI CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKP-------------------- --
sp|P03035|RPC2_BPP22 CSPDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGQWMEAVE
sp|P04132|RPC_BPP2 FTKYTLWFMTNQIAPEFGQIAP-------------------- --

:

sp|P13772|IMMF_BPPH1 -------------AAG---TCRRQAL---------------- --
sp|P06153|RPC_BPPH1 -------------KEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGEP MS
sp|P06966|DICA_ECOLI -------------VALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAEM R-
sp|P03035|RPC2_BPP22 CSEDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRNGKLVV
sp|P04132|RPC_BPP2 -------------------ALAHFGQ-NETTSPHSGQKTG-- --

.. ..

sp|P13772|IMMF_BPPH1 --------------------------------------
sp|P06153|RPC_BPPH1 QTQRINKKYTPKKYRNDDQE------------------
sp|P06966|DICA_ECOLI ARQRTNKR------------------------------
sp|P03035|RPC2_BPP22 DAGRKFLKPLNPQYPMIEINGNCKIIGVVVDAKLANLP
sp|P04132|RPC_BPP2 --------------------------------------

Figura 5.1: O alinhamentodecincoproteínasnoClustalW.

Alternativamente,o ClustalWpodeserutilizadovia internetatravésdealguns
sitesquedisponibilizama ferramentamedianteumainterfaceWeb. Mas o pro-
cessodeobtenção,instalaçãoeutilizaçãolocaldasferramentasébastantesimples.
E é issoquepassaaserdescritonestecapítulo.

5.1 Obtendoe instalandoo ClustalW eo ClustalX

O ClustalWe o ClustalXpodemserobtidosfacilmentena internetemdiferentes
formatosbinários(.deb, .rpm, tar.gz etc.)1. Pode-seoptar tambémpor obter o
códigofonteecompilaro pacote.

1PacotesDebian,por exemplo,podemserobtidosem:
http://packages.qa.debian.org/c/clustalw-mpi.html
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Figura 5.2: O alinhamentodeproteínasnoClustalX

A instalaçãodo ClustalX requero ClustalWalémde outrospacotesNCBI.
Por isso, a instalaçãodo ClustalX normalmentejá traz junto o ClustalW. Com
efeito,issosemostrouverdadeirotantonaversãoo�cial emformatotar.gz como
tambémnaversãodo projetoDebian.A Figura5.3 ilustraa instalaçãodo pacote
clustalx via apt-get .

# apt-get install clustalx
Lendo Lista de Pacotes... Pronto
Construindo Árvore de Dependências... Pronto
Os pacotes extra a seguir serão instalados:

clustalw libncbi6 libvibrant6 ncbi-data ncbi-tools6 vibrant6
Suggested packages:

seaview
Os NOVOSpacotes a seguir serão instalados:

clustalw clustalx libncbi6 libvibrant6 ncbi-data ncbi-tools6
vibrant6

0 pacotes atualizados, 7 novos instalados, 0 a serem removidos e
422 não atualizados.

É precis fazer o download de 5752kB de arquivos.
Depois de desempacotar, 16,9MB adicionais de espaço em disco serão
usados.
Quer continuar? [S/n]
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Figura 5.3: InstalaçãodosprogramasClustalX/ClustalWe dependências.

5.2 Sobre a licen�a do ClustalW/ClustalX

Apesarde seremprogramasde códigoaberto,o ClustalWe o ClustalX não se
enquadramcomosoftware livre. A licençasegundoa qual sãodisponibilizados
apresentaumarestrição:parapoderdistribuir umaversãoalteradado programa
é precisorequererautorizaçãodosautores.É importantesalientarqueissovale
tambémparaospacotesderivadosdo ClustalWe ClustalX distribuídospelaDe-
bian2. As Figuras5.4, 5.5 e 5.6 ilustrama licençacontidano pacotedistribuído
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://ftp-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: LicençadoClustalWnopacotedistribuídopelaDebian- parte1.

2http://packages.debian.org/unstable/science/
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**********************
LICENCE FOR CLUSTAL W
**********************

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 W are 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: LicençadoClustalWnopacotedistribuídopelaDebian- 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, I don't think we can meet your
stricter free criterion. There are already several companies who
bundle Clustal W in 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.

I 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 I hope the
release can go smoothly from now on.

Figura 5.6: LicençadoClustalWnopacotedistribuídopelaDebian- parte3.

5.3 Alinhamento M�ltiplo no ClustalW

O usodoClustalWemumproblemadealinhamentomúltiplo éapresentadonessa
seção,seguindoumexercíciopropostopor [Tekaia(1996)]. Nesteexercício,dife-
rentesproteínasrepressorassãocomparadaspelatécnicadealinhamentomúltiplo.
As seqüênciasalinhadasforam:

� dica_ecoli

� immf_bpph1

� rpc_bpph1

� rpc_bpp2

� rpc2_bpp22
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As seqüênciasforamobtidasnoSwissProt3. Passosparaobtençãodasseqüên-
ciasno formatoFASTA atravésdo SwissProt:

1. Utilizar aferramentadebuscadopróprioSwissProt.Procurarpordica_ecoli.

2. No �nal dapáginasobrea proteínapesquisada,o pesquisadorencontraum
link entitulado# in FASTA format, onde# éo Primaryaccessionnumber.

3. Surgirá uma janelacontendoapenasa seqüênciarequisitadaem formato
FASTA. Salvar a seqüênciaemum arquivo e repetiro processoparaasde-
maisseqüências.

A metodologiaempregadaaqui na obtençãodasseqüênciaspropostasdifere
daqueladescritapor[Tekaia(1996)], masosdadosobtidossãoexatamenteosmes-
mos,fatoconstatadocomautilizaçãodo comandodiff .

Para submeterseqüênciasao ClustalW, deve-seprepararum arquivo, texto
contendoasseqüênciasem um dos formatosválidos [Tekaia(1996)]. Todasas
seqüênciasdevem estarcontidasno mesmoarquivo umaapósa outra. A Figura
5.7 ilustraumexemplodearquivo deentradacomseqüênciasno formatoFASTA.
O arquivo foi geradoapartirdasseqüênciasobtidasnaconsultaaoSwissProt.

Nasversõesanterioresàversão1.7doClustalW, já eramaceitosseisformatos
dearquivos deentrada:FASTA (Pearson),NBRF/PIR,EMBL/SwissProt,GDE,
CLUSTAL, GCG/MSF. Naversão1.7,foi acrescentadoo suporteaoformatoRSF,
usadopelaversão9 doGCG.

A descriçãode cadaum dosformatosválidosparaasseqüênciasde entrada
fogeaoescopodestetrabalho.Suacitaçãoé feitaaquiparadestacara importância
do conhecimentodessesformatosporpartedopesquisador.

Paracadaumdosformatos,existeumadeterminaçãoquantoaoprimeirocarac-
ter ou palavra quedeve aparecerno arquivo. A Tabela5.1apresentaasde�nições
paracadatipo de formato. Na versãooriginal do ClustalW, arquivos no formato
GCG/MSFtinhamqueser iniciadoscom a palavra PILEUP. A partir da versão
1.7,o arquivo podeseriniciadopor: PILEUP, !!AA_MUL TIPLE_ALIGNMENT,
!!NA_MULTIPLE_ALIGNMENT ou aindapeloscaracteresMSF. Nesteúltimo
caso,deve-seteroscaracteres.. (doispontosseguidos)no �nal dalinha.

Nãoé necessárioexplicitar aoClustalW(ou aoClustalX)qualé o formatodo
arquivo de entrada.O próprio programaidenti�ca issode acordocom os carac-
teresiniciais do arquivo. Todasasseqüênciasno arquivo devemestarno mesmo
formato.

Tambémnão é necessárioexplicitar o tipo de seqüências:ácidosnucléicos
(DNA/RNA) ou aminoácidos(proteínas).O próprioprogramaidenti�ca isso.

3http://us.expasy.org/
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Tabela5.1: Formatosdeentradapossíveisparao ClustalWe osrepectivoscaracteresiniciais.

Formato de arquivo Caracter ou string inicial

FASTA >

NBRF > P1;ou> D1;

EMBL/SWISS ID

GDE protein %

GDE nucleotide #

CLUSTAL CLUSTAL

GCG/MSF PILEUPou

!!AA_MUL TIPLE_ALIGNMENT ou

!!NA_MULTIPLE_ALIGNMENT ou

MSF (�nalizando a primeiralinhacom..)

>sp|P06966|DICA_ECOLI HTH-type transcriptional regulator dicA (Repre
METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQWERGDSEPTGKNLFALSKVLQ
CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKPVALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAEMRARVKNFNK
LFEELLKARQRTNKR
>sp|P13772|IMMF_BPPH1 ImmF control region 10 kDa protein - Bacteriop
LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSDIENGRYLPSTKTLSRIAILINL D
LNVLKMTEIQVVEEGGYDRAAGTCRRQAL
>sp|P06153|RPC_BPPH1 Immunity repressor protein - Bacteriophage phi-
MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERDRYNPSLSTLEAVAGALGIQVSA
IVGEETLIKEEQAEYNSKEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGEPMSQEAVESLMEAME
HIVRQTQRINKKYTPKKYRNDDQE
>sp|P04132|RPC_BPP2 Repressor protein C - Bacteriophage P2.
MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYYESGRSTPPTDVMMNILQTPQFTK
YTLWFMTNQIAPEFGQIAPALAHFGQNETTSPHSGQKTG
>sp|P03035|RPC2_BPP22 Repressor protein C2 - Bacteriophage P22, *
MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQWERSETEPNGENLLALSKALQCS
PDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGQWMEAVEPYHKRAIENWHDTTVDCS
EDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRNGKLVVAKLEGENEATFKKLVMDA
GRKFLKPLNPQYPMIEINGNCKIIGVVVDAKLANLP

Figura 5.7: Exemplodearquivo deentradaparao ClustalW. Algumaslinhasforamtruncadaspara
�ns deimpressão.
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Seguindocom a execuçãodo exercíciopropostopor [Tekaia(1996)], o pro-
gramaClustalWfoi iniciado.

$ clustalw

******************************************* ******* ****** ******
******** CLUSTAL W (1.82) Multiple Sequence Alignments ********
******************************************* ******* ****** ******

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-sea opção1 paraexplicitar o arquivo deentrada,previ-
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

Oprogramapedeonomedoarquivo deentradacomasseqüências,repr.pep ,
no exemplo.

Sequence format is Pearson
Sequences assumed to be PROTEIN

Sequence 1: dica_ecoli 135 aa
Sequence 2: immf_bpph1 89 aa
Sequence 3: rpc_bpph1 144 aa
Sequence 4: rpc_bpp2 99 aa
Sequence 5: rpc2_bpp22 216 aa

******************************************* ******* ****** ******
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******** CLUSTAL W (1.82) Multiple Sequence Alignments ********
******************************************* ******* ****** ******

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 deentradaé identi�cado pelopróprioprogramae o ta-
manhodecadaseqüênciaé calculado.O menuprincipalvolta a aparecer. Agora
queasseqüênciasjá foramlidas,pode-seoptarpeloalinhamentomúltiplodasmes-
mas(opção2 do menuprincipal).Surgeo submenurelacionadocomalinhamento
múltiplo.

****** MULTIPLE ALIGNMENT MENU******

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 = ON
9. Output format options

S. Execute a system command
H. HELP
or press [RETURN] to go back to main menu

Your choice:

Antesde procedercom o alinhamento,é interessanteveri�car os parâmetros
queserãousados.Paratratardisso,é necessárioantesum breve comentárioso-
bre como o alinhamentomúltiplo é realizadopelo programa. O algoritmo do
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ClustalWproduzinicialmenteum alinhamentopar-a-parentreasseqüências.A
partirdaí,o programageraumarquivo comdadossobreaárvore�logenéticacom
asseqüênciasenvolvidas. Analisandoa �logenética do conjuntode seqüências,
o algoritmorealizaautomaticamenteo alinhamentomúltiplo. Osparâmetrosusa-
dosnoalinhamentopar-a-parpodemsercon�guradosatravésdaopção5 domenu
MULTIPLE ALIGNMENT. E osparâmetrosusadosno alinhamentomúltiplo pro-
priamentedito, podemservisualizadose alteradosatravésda opção6 do menu
MULTIPLEALIGNMENT. O sub-menuPAIRWISEALIGNMENTPARAMETERS
queapresentaas con�guraçõesparaos alinhamentospar-a-paré exibido da se-
guinteforma:

********* PAIRWISE ALIGNMENT PARAMETERS*********

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 :IUB

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 ALIGNMENTPARAMETERSqueapresentaascon-
�guraçõesparao alinhamentomúltiplo éexibido daseguinteforma:

********* MULTIPLE ALIGNMENT PARAMETERS*********

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 interessanteobservar quea versãodo ClustalWutilizada
aqui, versão1.8, apresentaalgumasdiferençasem relaçãoà versão1.4 do pro-
grama,utilizada por [Tekaia(1996)]. Além de apresentaralgunsparâmetrose
opçõesamais,a versão1.8trazalgunsvalorespadrõesdiferentesdaversão1.4.

Assim,paraqueo resultadoobtidono exemploproposto�que maispróximo
do resultadoapresentadopor [Tekaia(1996)], deve-seobservar atentamentecada
parâmetroquefoi utilizadopeloautor.

A exatacompreençãodo signi�cado decadaparâmetroé fundamentalparao
sucessodapesquisa.Quantoà operacionalização,a con�guraçãodosparâmetros
semostrabastanteintuitiva.

A escolhado formatodesaídadesejadoé de�nida atravésdaopção9 (Output
formatoptions) do menuMULTIPLE ALIGNMENTMENU. É possível optarpor
maisdeumformatodesaída.

****** MULTIPLE ALIGNMENT MENU******

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 = ON
9. Output 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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********* Format of Alignment Output *********

1. Toggle CLUSTAL format output = ON
2. Toggle NBRF/PIR format output = OFF
3. Toggle GCG/MSFformat output = ON
4. Toggle PHYLIP format output = OFF
5. Toggle NEXUS format output = OFF
6. Toggle GDE format output = OFF

7. Toggle GDE output case = LOWER
8. Toggle CLUSTALWsequence numbers = OFF
9. Toggle output order = ALIGNED

0. Create alignment output file(s) now?

T. Toggle parameter output = OFF

H. HELP

Enter number (or [RETURN] to exit):

Após de�nir todosos parâmetrosdesejados,pode-seiniciar o alinhamento
atravésda opção1 (Do completemultiple alignmentnow) do menuMULTIPLE
ALIGNMENTMENU.

****** MULTIPLE ALIGNMENT MENU******

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 = ON
9. Output format options

S. Execute a system command
H. HELP
or press [RETURN] to go back to main menu

Your choice: 1

O programapedeentãoparaqueo usuárioforneçaumnomeparacadaarquivo
de saída. Além de um arquivo paracadaformato ativado no menuFormat of
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AlignmentOutput, tambémé criadoum arquivo .dndcomasinformaçõesparaa
construçãodaárvoregenética.

O alinhamentopar-a-paré realizadoesuasrespectivaspontuaçõescalculadas.
A partir dessaspontuações,o programaconstróio arquivo .dnde inicia o alinha-
mentomúltiplo.

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 ordememqueasseqüênciassãoexibidasnosarquivosdealinhamento,éde-
�nida peloparâmetroToggle outputorder do menuFormatof AlignmentOutput.
Aqui, optou-sepor imprimir asseqüênciasnaordememqueasseqüênciasforam
alinhadassegundoo guiaparaa árvoreno arquivo .dnd.Essaé aopçãopadrãoda
versão1.8doClustalW. Ela fazcomqueasseqüênciassejamagrupadasconforme
seugrauderelacionamento.No tutorial de [Tekaia(1996)], asseqüênciasforam
impressasno arquivo de saídanamesmaordemqueaparecemno arquivo deen-
trada. Essaalternativa é selecionadaescolhendo-seo valor INPUT FILE parao
parâmetroToggleoutputorder do menuFormatof AlignmentOutput.
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Consensus length = 218
CLUSTAL-Alignment file created [repr.aln]
GCG/MSF-Alignment file created [repr.msf]

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

immf_bpph1 --LDGKKLGALIKDKRKEKHLKQTEMAKALGMSRTYLSDIENGRYLPSTKTLSRIAILIN
rpc_bpph1 -----MTVGQRIKAIRKERKLTQVQLAEKANLSRSYLADIERDRYNPSLSTLEAVAGALG
dica_ecoli METKNLTIGERIRYRRKNLKHTQRSLAKALKISHVSVSQWERGDSEPTGKNLFALSKVLQ
rpc2_bpp22 --MNTQLMGERIRARRKKLKIRQAALGKMVGVSNVAISQWERSETEPNGENLLALSKALQ
rpc_bpp2 ---MSNTISEKIVLMRKSEYLSRQQLADLTGVPYGTLSYYESGRSTPPTDVMMNILQTPQ

. :. * **. : :.. :. :: * . * . : :

immf_bpph1 LDLNVLKMTEIQVVEE-GGYDR------------------- ------- ------- -----
rpc_bpph1 IQVSAIVGEETLIKEEQAEYNS------------------- ------- ------- -----
dica_ecoli CSPTWILFGDEDKQPTPPVEKP------------------- ------- ------- -----
rpc2_bpp22 CSPDYLLKGDLSQTNVAYHSRHEPRGSYPLISWVSAGQWMEAVEPYHKRAIENWHDTTVD
rpc_bpp2 FTKYTLWFMTNQIAPEFGQIAP------------------- ------- ------- -----

:

immf_bpph1 -------------AAG---TCRRQAL--------------- ------- ------- -----
rpc_bpph1 -------------KEEKDIAKRMEEIRKDLEKSDGLSFSGE PMSQEAVESLMEAMEHIVR
dica_ecoli -------------VALSPKELELLELFNALPESEQDTQLAE MR--ARVKNFNKLFEELLK
rpc2_bpp22 CSEDSFWLDVQGDSMTAPAGLSIPEGMIILVDPEVEPRNGKLVVAKLEGENEATFKKLVM
rpc_bpp2 -------------------ALAHFGQ-NETTSPHSGQKTG- ------- ------- -----

Press [RETURN] to continue or X to stop:

É fácil compreendera estruturado arquivo .dnd e compreendera ordemse-
guidano alinhamento.Bastaumarápidainspeçãodo conteúdodo arquivo. Pri-
meiramente,ocorreo alinhamentodospares:

dica_ecoli:rpc2_bpp22 e immf_bpph1:rpc_bpph1.

Em seguidaocorreo alinhamentomúltiplo entreosdoisalinhamentosjá obti-
doseaseqüênciaquerestou(rpc_bpp2).

A ordemda impressão,paraa opçãooutput order = ALIGNED, segue em
ordemcrescentedos fatoresreferentesaosalinhamentosdos pares(0.05245e
0.06317)�cando aseqüênciasemparporúltimo.

# conteúdo 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

);

51



SobreametodologiaempregadapeloClustalWnoalinhamentodeseqüências,
[Gibas& Jambeck(2001)] explicam:a heurísticausadanoClustalWsebaseiana
análise�lo genética.

Ainda sobrea estratégiaempregadano ClustalW, [Gibas& Jambeck(2001)]
a�rmam que ela produzalinhamentosrazoáveisemdiversascondições. Entre-
tanto,osautoresenfatizamquetal estratégianãoéaprovadefalhas,podendoapre-
sentarresultadosimprecisosno alinhamentoe na análise�logenética de seqüên-
ciasfracamenterelacionadas.Apesardisso,o alinhamentopar-a-par deseqüên-
cias por meiode programaçãodinâmicaé muito precisopara seqüênciasforte-
menterelacionadas,independentementedamatrizdepontuaçãooudosvaloresde
penalidadesquesejamusados. Quantoaocasodeseqüênciasfracamenterelacio-
nadas,valedestacaraindaqueaprecisãodoalinhamentopar-a-par, empregadono
ClustalW, aumentanamedidaemqueseutiliza umnúmeromaiordeseqüências.

Como já a�rmado, existem diversosparâmetrosenvolvidos no alinhamento
múltiplo deseqüências.É importantequeo pesquisadortenhaumaboacompre-
ençãosobrematrizesdepontuação,valoresdepenalidade,per�s etc.NoClustalW,
osparâmetrossãode�nidosapartirdedoissub-menus:alémdoMultipleAlignment
(AlinhamentosMúltiplos),descritobrevementenessaseção,existeoPro�le Structure
Alignment(Alinhamentosdaestruturadosper�s). No ClustalX,osparâmetrossão
de�nidos apartir domenususpensoAlignment(Alinhamento).
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Capítulo 6

O TEXshade

O preparodeartigosapresentandoresultadosdealinhamentodeseqüênciascons-
titue, geralmente,umatarefa quepodeserdividida em duaspartes. A primeira
é compostadasrotinasde estudodasseqüênciase obtençãodos possíveis ali-
nhamentos.A segundarefere-seao tratamentodos dadosobtidos,ou seja,dos
alinhamentosobtidos,deformaaobterumaboaimpressãográ�ca.

O ClustalX,analisadono Capítloanterior, temumaopçãono menuFile para
gerarum arquivo desaídaPostScript. Masesserecursonãomostraa mesma�e-
xibilidade encontradacom a utilizaçãodo TEXshade. Por exemplo,o resultado
é impressoem um arquivo PSà partee deve serinseridono documentoposteri-
ormente.Jácom o TEXshade,a marcaçãodo alinhamentoé geradapelo próprio
LATEX e pode,portanto,sergeradapelo código-fontedo próprio documentoque
contémo relatório,dissertaçãoetc.

Aliando o enormepoderdeconstrucãodemacros,a grande�e xibilidadepara
utilizaçãode corese o alto graude qualidadegrá�ca do LATEX, Eric Beitz cons-
truiu umapoderosaferramenta,baseadaunicamenteemrecursosdo LATEX, como
macrose arquivosdeestilo. Ele denominouestaferramentadeTEXshadee a dis-
ponibilizousegundoaGPL.

OTEXshadeéumprogramapara criaçãodeimagensdealinhamentodeseqüên-
ciascomqualidadegrá�ca pro�ssional.[Gibas& Jambeck(2001)]

A ferramentadevereceberseqüênciasalinhadascomodadosdeentrada.Essas
seqüênciasdevem estarcontidasem um único arquivo texto. Essearquivo pode
apresentar-seemtrêsdiferentesformatos:FASTA, MSF eALN.

O usuáriopodeconstruirdiferentessaídasutilizandoper�s pré-de�nidosou
criandoper�s personalizados.O usuáriotemaindatotal liberdatenade�nição das
coresdemarcaçãodecaracterísticasdo alinhamento.

Paraum dadoalinhamento,é possível fazermarcaçõesdiversas,conformeo
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interessedapesquisaemandamento.É possível marcarapenasosresíduosidênti-
cos,ouaindadestacarespecialmenteosresíduosidênticosqueaparecememtodas
asseqüênciasalinhadas.Seo pesquisadordesejar, podetambémoptarpor uma
marcaçãoqueidenti�que resíduosprotéicosdeacordocomsuasfuncionalidades:
ácidos;bases;polares;aromáticosetc. O TEXshadepermiteaindamarcarregiões
do alinhamento,utilizar estruturassecundáriasem arquivos nosformatosDSSP,
STRIDEou PHD,emuitosoutrosrecursos.

A ferramentapossuiquatromodosde marcaçãopré-de�nidos: identical; si-
milar; diversee; functional. As Figuras6.1, 6.2, 6.3 e 6.4 foraminseridasnessa
seçãoparailustraralgumasdaspossibilidadesdoTEXshade.
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1 ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC AQP1nuc.SEQ
1 ATGTG. . . . GGAACTCAG. . . . . . . AQP2nuc.SEQ
1 ATG. . . . . . . . AACC. . . . . . . . GT AQP3nuc.SEQ
1 ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGC AQP4nuc.SEQ
1 ATGAAAAA. GGAGGTGTG. . . . . . . AQP5nuc.SEQ

! ! ! * * ! * * * * * consensus

26 . . . . . . . . . . . . . . . . . TCTTCT. . AQP1nuc.SEQ
15 . . . . . . . . . . . . . . . . . . ATCCAT. AQP2nuc.SEQ
10 TGCGGGG. AGATG. . . . . CTCC. . . AQP3nuc.SEQ
26 GGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTG AQP4nuc.SEQ
18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . CTCCCT. AQP5nuc.SEQ

* ! * ! * consensus

32 . . . . . . GGAGGGC. . TGTGGTGGCT AQP1nuc.SEQ
21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP2nuc.SEQ
26 . . . . . . . . . . . ACATCC. . . . . GCT AQP3nuc.SEQ
51 CAGCAGAGAGAGCATCATGGTGGCT AQP4nuc.SEQ
24 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP5nuc.SEQ

* * * * consensus

49 . . . . . GAGTTCCTGGCCATGA. CCC AQP1nuc.SEQ
21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AGCCT AQP2nuc.SEQ
35 ACCGG. . . . . . CTG. . . . . . . . . CT AQP3nuc.SEQ
76 TTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCT AQP4nuc.SEQ
24 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . TGCCT AQP5nuc.SEQ

* * * * * * ! * consensus

68 TCTTCG. . . . . . . . . . . . . . AQP1nuc.SEQ
26 TCTCCCGAGCAGTGCTGGCT AQP2nuc.SEQ
45 TCGCCA. . . . GGCTCTGGCG AQP3nuc.SEQ

101 TCTGGAAGGCGGTCACAGCA AQP4nuc.SEQ
29 TCTTCAAGGCGGTGTTCGCA AQP5nuc.SEQ

! ! * * * * * * * * * * * consensus

Figura 6.1: Exemplo com modo: identical. O arquivo de entradafoi o arquivo de exemplo
AQPDNA.MSF queacompanhao pacote.
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1 ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC AQP1nuc.SEQ
1 ATGTG. . . . GGAACTCAG. . . . . . . AQP2nuc.SEQ
1 ATG. . . . . . . . AACC. . . . . . . . GT AQP3nuc.SEQ
1 ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGC AQP4nuc.SEQ
1 ATGAAAAA. GGAGGTGTG. . . . . . . AQP5nuc.SEQ

! ! ! * * ! * * * * * consensus

26 . . . . . . . . . . . . . . . . . TCTTCT. . AQP1nuc.SEQ
15 . . . . . . . . . . . . . . . . . . ATCCAT. AQP2nuc.SEQ
10 TGCGGGG. AGATG. . . . . CTCC. . . AQP3nuc.SEQ
26 GGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTG AQP4nuc.SEQ
18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . CTCCCT. AQP5nuc.SEQ

* ! * ! * consensus

32 . . . . . . GGAGGGC. . TGTGGTGGCT AQP1nuc.SEQ
21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP2nuc.SEQ
26 . . . . . . . . . . . ACATCC. . . . . GCT AQP3nuc.SEQ
51 CAGCAGAGAGAGCATCATGGTGGCT AQP4nuc.SEQ
24 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP5nuc.SEQ

* * * * consensus

49 . . . . . GAGTTCCTGGCCATGA. CCC AQP1nuc.SEQ
21 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AGCCT AQP2nuc.SEQ
35 ACCGG. . . . . . CTG. . . . . . . . . CT AQP3nuc.SEQ
76 TTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCT AQP4nuc.SEQ
24 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . TGCCT AQP5nuc.SEQ

* * * * * * ! * consensus

68 TCTTCG. . . . . . . . . . . . . . AQP1nuc.SEQ
26 TCTCCCGAGCAGTGCTGGCT AQP2nuc.SEQ
45 TCGCCA. . . . GGCTCTGGCG AQP3nuc.SEQ

101 TCTGGAAGGCGGTCACAGCA AQP4nuc.SEQ
29 TCTTCAAGGCGGTGTTCGCA AQP5nuc.SEQ

! ! * * * * * * * * * * * consensus

X non conserved
X conserved
X all match

Figura 6.2: Exemplocom modo: identical e o parâmetroallmatchspecialparamarcarcom uma
corespecialaocorrênciaderesíduosidênticosemtodasasseqüênciasutilizadasnoalinhamento.O
arquivo deentradafoi o arquivo deexemploAQPDNA.MSF queacompanhao pacote.
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1 MAS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP1.PRO
1 MW. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP2.PRO
1 M. . . . . . . . . NRCG. . . . . EMLHI R AQP3.PRO
1 MSDGAAARRWGKCGPPCSRESI MVA AQP4.PRO
1 MK. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AQP5.PRO

4 . . EI KKKLFWRAVVAEFLAMTLFVF AQP1.PRO
3 . . ELRSI AFSRAVLAEFLATLLFVF AQP2.PRO

12 YR. . . . . . LLRQALAECLGTL I LVM AQP3.PRO
26 FKGVWTQAFWKAVTAEFLAMLI FVL AQP4.PRO

3 . KEVCSLAFFKAVFAEFLATL I FVF AQP5.PRO

27 I SI GSALGFNYPLERNQTLVQDNVK AQP1.PRO
26 FGLGSALQWA. . . SS. . . . PPSVLQ AQP2.PRO
31 FGCGSVAQVVLSRGTHGGF. . . . LT AQP3.PRO
51 LSVGSTI NWG. . . GSENPLPVDMVL AQP4.PRO
27 FGLGSALKWP. . . SA. . . . LPTI LQ AQP5.PRO

52 VSLAFGLSI ATLAQSVGHI SGAHSN AQP1.PRO
44 I AVAFGLGI GI LVQALGHVSGAHI N AQP2.PRO
52 I NLAFGFAVTLAI LVAGQVSGAHLN AQP3.PRO
73 I SLCFGLSI ATMVQCFGHI SGGHI N AQP4.PRO
45 I SI AFGLAI GTLAQALGPVSGGHI N AQP5.PRO

77 PAVTLGLLLSCQI SI LRAVM AQP1.PRO
69 PAVTVACLVGCHVSFLRAAF AQP2.PRO
77 PAVTFAMCFLAREPWI KLPI AQP3.PRO
97 PAVTVAMVCTRKI SI AKSVF AQP4.PRO
70 PAI TLALL I GNQI SLLRAVF AQP5.PRO

X acidic ( � )
X basic ( + )
X polar uncharged
X hydrophobic nonpolar

Figura 6.3: Exemplocommodo:functionaleo tipo hydropathy. O arquivo deentradafoi o arquivo
deexemploAQPpro.MSFqueacompanhao pacote.
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AQP1.PRO
AQP2.PRO
AQP3.PRO
AQP4.PRO
AQP5.PRO

non conserved
similar
conserved
all match

Figura 6.4: Exemplocom modo: similar; parâmetroallmatchspecial; esquemade coresgrayse;
usodo®ngerprint com500resíduospor linhaparaimprimir osresultadosemformatodelinhassem
especi�carosresíduos.O arquivo deentradafoi o arquivo deexemploAQPpro.MSFqueacompanha
o pacote.

6.1 Requisitospara o sistema

O TEXshaderequero LATEX 2" , o arquivo deestilocolor.sty eo dvips . Todos
essesrecursossãoencontrados,emgeral,emtodasasdistribuiçõesdeGNU/Linux
destinadasa estaçõesdetrabalho.

6.2 Obtendoe instalandoo TEXshade

OTEXshadepodeserobtidoemhttp://homepages.uni-tuebingen.de/beitz/dltse.html.
Atualmente,encontra-sena versão1.7. Todo o pacoteestáconcentradoemdois
arquivos: o arquivo instaladortexshade.ins e o arquivo contendoarquivos
compatactadostexshade.dtx .

Paraexecutaro arquivo texshade.ins com o LATEX, bastautilizar o co-
mando:

latex texshade.ins
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Dos arquivos que sãodescompactadospela execuçãodo texshade.ins ,
o único arquivo essencialparao funcionamentodo TEXshadeé o arquivo deno-
minadotexshade.sty . Bastacopiarestearquivo paraumdiretórioconsultado
peloLATEX paraqueo TEXshadeestejaprontoparaserutilizadoapartirdequalquer
diretório. Alternativamente,pode-semanterumacópiadestearquivo no mesmo
diretóriodoarquivo queserásubmetidoaoTEXshade.

6.3 Analisandoosarquivosdo pacote

Ao executaro arquivo texshade.ins com o LATEX, os arquivos listadosna
Tabela6.1sãocriadosno mesmodiretório.

Comoa�rmado anteriormente,o únicoarquivo essencialparaa utilizaçãodo
TEXshadeé o arquivo texshade.sty . Osdemaisarquivos,sãoarquivossuple-
mentares,usadosnaconstruçãodadocumentaçãodo TEXshadeou naconstrução
do própriotexshade.sty .

No arquivo standard.cod , encontra-seas de�nições padrõesdo código
genético.Taisde�niçõessãorealizadasusandoo comandocondon . Sãocopiadas
parao arquivo texshade.sty no momentoemqueeleégerado.

\codon{A}{GCA,GCG,GCC,GCT,GCU,GCN}
\codon{C}{TGC,TGT,UGC,UGU,TGY}
\codon{D}{GAC,GAT,GAU,GAY}
\codon{E}{GAA,GAG,GAR}
\codon{F}{TTC,TTT,UUC,UUU,TTY}
\codon{G}{GGA,GGG,GGC,GGT,GGU,GGN}
\codon{H}{CAC,CAT,CAY}
\codon{I}{ATA,ATC,ATT,AUA,AUC,AUU,ATH}
\codon{K}{AAA,AAG,AAG,AAR}
\codon{L}{CTA,CTG,CTC,CTT,TTA,TTG,CUG,CUG ,CUC,CUU,UUA, UUG,YTN}
\codon{M}{ATG,AUG,ATG}
\codon{N}{AAC,AAT,AAU,AAY}
\codon{P}{CCA,CCG,CCC,CCT,CCU,CCN}
\codon{Q}{CAA,CAG,CAR}
\codon{R}{AGA,AGG,CGA,CGG,CGC,CGT,CGU,MGN }
\codon{S}{TCT,TCC,TCG,TCA,AGT,AGC,UCU,UCC ,UCG,UCA,AGU, WSN}
\codon{T}{ACT,ACC,ACG,ACA,ACU,ACN}
\codon{V}{GTA,GTG,GTC,GTT,GUA,GUG,GUC,GUU ,GTN}
\codon{W}{TGG,UGG,TGG}
\codon{Y}{TAC,TAT,UAC,UAU,TAY}
\codon{.}{TAA,TAG,TGA,UAA,UAG,UGA,TRR}
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Tabela6.1: Arquivosgeradosaoexecutaro arquivo texshade.ins

texshade.sty : o arquivo de estilo com todos os comandos do

TEXshade;

texshade.def : um arquivo deparâmetrosdeexemplo;

AQPDNA.MSF: um arquivo deexemplodeum alinhamentodenucleo-

tídesno formatoMSF;

AQPpro.MSF: umarquivo deexemplodeumalinhamentodeproteínas

no formatoMSF;

AQP2spec.ALN : um exemplo suplementarde alinhamentoprotéicono

formatoALN;

AQP1.phd : informaçõessobrea estruturasecundáriano formato

PHD

AQP1.top : dadosdatopologiaextraídosdoAQP1.phd;

standard.cod : de�niçõespadrõesdocódigogenético;

ciliate.cod : de�nições do código genéticomacromolecular(celu-

lar);

6.4 Gerandoo arquivo de documenta��o

A documentaçãosobreo TEXshade(mantidapelo própriocriadorda ferramenta,
Eric Beitz) podeserobtidaexecutandoo arquivo texshade.dtx pelo LATEX.
Mas deve-sedeixarclaro queissosó podeser feito apósa execuçãodo arquivo
texshade.ins . Assim, se for necessárioobter informaçõespréviassobrea
instalação,deve-seconsultaro arquivo texshade.txt .

[Beitz (2000)] recomendaqueo arquivo sejaexecutadovia LATEX duasvezes.
(Usuáriosdo LATEX já estãoacostumadoscomessetipo decomportamento.)Isso
é umaexigênciado LATEX paraquesejapossível gerarasreferências.Nasexperi-
mentaçõesrealizadasparaestamonogra�a,mesmonasegundaexecução,o LATEX
emitiuumarecomendaçãosugerindoumanovaexecução:

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

Deve-seenfatizartambémquealgunsdosarquivos geradospelaexecuçãode
texshade.ins devem estarpresentesno mesmodiretório ondeseencontrao
texshade.dtx . Como,por exemplo,algunsarquivos de exemplosde alinha-
mento(AQPDNA.MSF, AQPpro.MSF etc).O arquivo texshade.sty , queé o
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arquivo quecontémos comandosdo TEXshade,tambémé necessárioparagerar
a documentaçãoporqueo próprioprocessodegeraçãodadocumentaçãoexecuta
comandosdo TEXshadesobreosarquivosdeexemplos.

A execuçãodo texshade.dtx com o LATEX gera,entreoutros,o arquivo
texshade.dvi (desdea primeiraexecução- nãosedeve esquecerdeexecutar
maisumaou duasvezes).O arquivo texshade.dvi , por suavezpermitea ge-
raçãodoarquivo PostScript(ps)atravésdo comando:

dvips texshade.dvi -o texshade.ps

O dvips nãoé um comandopropriamentedito, masum utilitário e precisa,
portanto,estarinstalado.Paragerar, umaversãoempdf (PortableDocumetnFile),
usuáriosdo GNU/Linux (e compatíveis) podemusaro utilitário ps2pdf - basta
usaro comando:

ps2pdf texshade.ps texshade.pdf

Alguns usuáriosdo LATEX, preferemgerara versãopdf diretamentea partir
do aplicativo pdflatex . Mas esseprocedimentocostumagerarresultadosin-
desejáveis. Com efeito, nasexperimentaçõesrealizadasparaestetrabalho,esse
procedimentonão foi bem sucedidoparageraradequadamenteos exemplosde
resultadosobtidoscomo TEXshade.

Algunssistemasdisponibilizamtambémo comandodvipdf quepermitege-
raraversãoPDFdiretamenteapartirdo arquivo dvi.
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6.5 Tiposde arquivosreconhecidospelo TEXshade

O TEXshadeaceitacomoentrada,arquivosdealinhamentoemtrêsformatos:MSF,
ALN ou FASTA. Arquivosno formatoMSF apresentam-secomoilustradonaFi-
gura6.5. Logo na primeira linha, é informadoo tipo de alinhamento- seé um
alinhamentodenucleotídeosou seé um alinhamentodepeptídeos.O parâmetro
queindica issoé o parâmetroType, quepodeassumiro valor P paraindicar um
alinhamentodepeptídeosou N paraindicarumalinhamentodenucleotídeos.

Cadaseqüênciaemumarquivo MSFéidenti�cadaporumnomelocalizadono
início decadalinha desequenciamento.Osnomesidenti�cadoresdasseqüências
sãode�nidos no início do arquivo em linhascontendoos parâmetrosName; Len
(length); Check (checksum) e;Weight.

Umalinhacontendoduasbarras(//) é obrigatóriae serve paraseparara seção
inicial, cominformaçõessobreasseqüênciascontidasno arquivo, dasseqüências
propriamenteditas.

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 60
AQP1nuc.SEQ ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC.................TCTT CT..... ..
AQP2nuc.SEQ ATGTG....GGAACTCAG.........................ATC CAT.... ..
AQP3nuc.SEQ ATG........AACC........GTTGCGGGG.AGATG.....CTC C...... ..
AQP4nuc.SEQ ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTGCAGCA
AQP5nuc.SEQ ATGAAAAA.GGAGGTGTG.........................CTC CCT.... ..

61 120
AQP1nuc.SEQ GGC..TGTGGTGGCT.....GAGTTCCTGGCCATGA.CCCTCTTCG....... ..
AQP2nuc.SEQ ...................................AGCCTTCTCCC GAGCAGTGC
AQP3nuc.SEQ .ACATCC.....GCTACCGG......CTG.........CTTCGCCA ....GGC TC
AQP4nuc.SEQ AGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTTCTGGAAGGCGGTCA
AQP5nuc.SEQ ...................................TGCCTTCTTCA AGGCGGTGT

Figura 6.5: Início do arquivo deexemploAQPDNA.MSFqueacompanhao pacote.

É possível desconsideraralgumasseqüênciasno processodemarcaçãodo ali-
nhamento,semmuitoesforço,emumarquivo MSF. Comefeito,aoinvésdeterque
apagarcadalinha referenteàsseqüênciasquedevem serdesconsideradas,pode-
sesimplesmentedesignartaisseqüências,acrescentandoum sinaldeexclamação
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(!) no início da linha quede�ne seusrespectivos nomes.Contudo,veremosque
mesmoissoédesnecessário,poisexisteumcomandodoTEXshadequepermitede-
�nir seqüênciasaseremdesconsideradas.O usodestecomandodispensaqualquer
tipo deediçãodosarquivosdeentrada.

A Figura6.6 ilustraum exemplodearquivo MSF quecontémo alinhamento
decincoseqüências,masondea segundae a terceiraestãomarcadasparaserem
desconsideradas.No jargão técnicoda informática,diz-sequeessasseqüências
encontram-secomentadas.

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 60
AQP1nuc.SEQ ATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGC.................TCTT CT..... ..
AQP2nuc.SEQ ATGTG....GGAACTCAG.........................ATC CAT.... ..
AQP3nuc.SEQ ATG........AACC........GTTGCGGGG.AGATG.....CTC C...... ..
AQP4nuc.SEQ ATGAGTGACGGAGCTGCAGCGAGGCGGTGGGGTAAGTGTGGACCTCCCTGCAGCA
AQP5nuc.SEQ ATGAAAAA.GGAGGTGTG.........................CTC CCT.... ..

61 120
AQP1nuc.SEQ GGC..TGTGGTGGCT.....GAGTTCCTGGCCATGA.CCCTCTTCG....... ..
AQP2nuc.SEQ ...................................AGCCTTCTCCC GAGCAGTGC
AQP3nuc.SEQ .ACATCC.....GCTACCGG......CTG.........CTTCGCCA ....GGC TC
AQP4nuc.SEQ AGCATCATGGTGGCTTTCAAAGGCGTCTGGACTCAAGCCTTCTGGAAGGCGGTCA
AQP5nuc.SEQ ...................................TGCCTTCTTCA AGGCGGTGT

Figura 6.6: Exemplode um arquivo MSF com seqüênciascomentadas.O comentárioé de�nido
como pontodeexclamação(!) no início dalinha.

O formatoALN ébastantesimilaraoformatoMSF. Comoprincipaldiferença,
deve-sedestacarquearquivosALN nãoexplicitamo tipo dasseqüências,demodo
queo comandonseqtype { <tipo> } é fundamentalnessecaso,comP parain-
dicar peptídeose N paraindicar nucleotídeos.A Figura 6.7 ilustra um exemplo
dearquivo ALN mínimo,quepodeserobtidocommuitasferramentasdealinha-
mento.
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%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
%%%%% %%%%%
%%%%%This is a minimal .ALN file %%%%%
%%%%%--many sequence aligners can produce them %%%%%
%%%%% %%%%%
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

AQP2bt SIAFSRAVLAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMAFGLAIGTLVQALGHVSGA
AQP2cf SVAFSRAVFAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMAFGLGIGTLVQALGHVSGA
AQP2dd SIAFSRAVFSEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMAFGLAIGTLVQALGHISGA
AQP2ec SIAFSRAVLAEFLATLLFVFFGLGSALNWPQAMPSVLQIAMAFGLAIGTLVQALGHVSGA
AQP2em SIAFSRAVFSEFLATLLFVFFGLGSALNWPQALPSVLQIAMAFGLAIGTLVQTLGHISGA

AQP2bt HINPAVTVACLVGCHVSFLRAVFYVAAQLLGAVAGAALLHEITPPAIRG
AQP2cf HINPAVTVACLVGCHVSFLRAAFYVAAQLLGAVAGAALLHEITPPHVRG
AQP2dd HINPAVTVACLVGCHVSFLRATFYLAAQLLGAVAGAAILHEITPPDIRG
AQP2ec HINPAVTVACLVGCHVSFLRAAFYVAAQLLGAVAGAALLHEITPPDIRR
AQP2em HINPAVTVACLVGCHVSFLRATFYLAAQLLGAVAGAALLHELTPPDIRG

Figura 6.7: Início doarquivo deexemploAQP2spec.ALN queacompanhao pacote.

6.6 Utilizando o TEXshade

Parautilizar o TEXshade,primeiramenteé necessárioprepararum arquivo con-
tendoum alinhamentomúltiplo deseqüênciasemum dosformatosreconhecidos
pelo TEXshade:MSF, ALN ou FASTA. O pacotetraz trêsarquivos de exemplos
dealinhamentoquepodemserusadosemtestesiniciais: doisno formatoMSF e
umno formatoALN.

O arquivo AQPDNA.MSFtraz um alinhamentode moléculasde DNA; o ar-
quivo AQPpro.MSF forneceum exemplode arquivo contendoum alinhamento
de proteínas;o arquivo AQP2spec.ALN constitue-seem outro exemplode ar-
quivo dealinhamentoprotéico,porém,no formatoALN.

ParaexperimentaroTEXshade,bastacriarumarquivo .tex contendo,nopreâm-
bulo, adiretiva:

\usepackage{texshade}

Um arquivo mínimousandoo arquivo AQPDNA.MSFpode,então,serescrito
conformeilustradonaFigura6.8.
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\documentclass{article}

\usepackage{texshade}

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

\end{texshade}
\end{document}

Figura 6.8: Exemplodeumarquivo mínimoaserusadocomo TEXshade.

No exemplodaFigura6.8, todososparâmetrosdo TEXshadeassumemo va-
lor padrão. O resultadoé umamarcaçãono modoidentical. Todosos resíduos
idênticosemumadadaposição,desdequeocorramemnúmeromaiordo queum
dadopercentual,sãomarcadosem umadadacor (na cor azul por padrão).Esse
resultadoestáilustradonaFigura6.1.

A maioriadoscomandosdo TEXshadedevem serinseridosentreasdiretivas
nbegin{texshade} enend{texshade} . Masalgumasopçõessãocon�gu-
radasatravésde parâmetrosopcionaise nãode comandosespecí�cos. Pode-se,
por exemplo,utilizar a opçãoallmatchspecialpararequerera marcaçãoespecial
de resíduosidênticosqueproduzamum alinhamentode100%,i.e., queocorrem
emtodasasseqüênciasno mesmoponto- Figura6.2. Tambémé possível alterar
asde�nições dascoresou fazercom queos resíduosalinhados,quenãosejam
idênticos,masapresentemalgumasimilaridade,sejammarcadoscom umaoutra
cor.

Nocasodomodofunctional, existemseistipospré-de�nidos(charge, hydropath,
structure, chemical,standartarea, accessiblearea) e o usuáriopodefacilmente
de�nir outros tipos. A Figura 6.9 ilustra um exemplo de marcaçãono modo
functionaldo tipo hydropathy. O resultadoé o queaparecenaFigura6.3. Nesse
caso,alémda marcaçãodosresíduosidênticos,queocorremacimade um certo
percentual,tem-setambémaidenti�caçãoderesíduosácidos;resíduosbásicos;re-
síduosnão-polarese; resíduospolaresnãocarregados.A exibiçãodalegendadas
coresé bastanteinteressantenessecasoe podeserobtidasimplesmenteacrescen-
tando-seo comandonshowlegend .
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\begin{texshade}{imagens/AQPpro_mini.MSF}
\shadingmode[hydropathy]{functional}
\showlegend

\end{texshade}

Figura 6.9: Códigoquegerouo resultadoexibido naFigura6.3.

Parafavorecervisualizaçõesrápidas,foi implementadoo comando�ngerprint
que elimina os caracteresque representamos monômeros[Beitz (2000)]. Esse
comandopermitede�nir o númerode resíduospor linha. Além disso,é possí-
vel modi�car o esquemade coresparaquesejamutilizadossomentetonscinza
ou somentepretoe branco- útil paraimpressõesde baixo custo. A Figura 6.10
mostraum exemplodecódigoqueusao esquemadecoresgrayse como usodo
�ngerprint de�nindo quea impressãodeve colocar500 resíduospor linha. Com
essenúmeroelevadoderesíduospor linha,asmarcaçõesassumemumaespessura
bem�na, lembrandoumpadrãodecódigodebarras.O resultadodestecódigoestá
ilustradonaFigura6.4.

\begin{texshade}{imagens/AQPpro_mini.MSF}
\shadingcolors{grays}
\fingerprint{500}

\shadingmode[allmatchspecial]{similar}
\showlegend

\end{texshade}

Figura 6.10: Códigoquegerouo resultadoexibido naFigura6.4.

O comandonkillseq { <número- da-s eqüên ci a>} podeserusadopara
determinarquea seqüênciadesignadapelonúmeroindicadodeve serdesconside-
radana marcação.A numeraçãodasseqüênciasinicia-sedo numeral1. O uso
dessecomandoelimina a necessidadeda ediçãodo arquivo original, quandose
desejadesconsideraralgumasdasseqüênciascontidasno arquivo.

O comandonseqtype { <tipo> }, onde<tipo> podeassumiro valor P ou
N, serve paraindicaro tipo daseqüência:dePeptídeosou deNucleotídeos.Esse
comandoé fundamentalquandosetrataarquivos ALN de seqüênciasprotéicas,
umavezquearquivosALN nãoexplicitamo tipo dearquivo esendoqueo padrão
assumidopeloTEXshadeéo dequeasseqüênciassejamdenucleotídeos.
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Existemmuitasoutraspossibilidadescomo TEXshade.Paramaioresinforma-
ções,sugere-seaconsultadadocumentaçãoo�cial ([Beitz (2000)]).
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Capítulo 7

Conclus�o

Nestetrabalho,foramapresentadasdiferentesferramentasparausono estudode
alinhamentodeseqüênciasdenucleotídeosou deaminoácidos.

Dentreasferramentasdesoftware, analisou-se:

� BancosdeDadospúblicos(disponíveisnoNCBI ou no Swiss-Prot);

� O BLAST - BasicLocalAlignmentSearch Tool;

� O ClustalWeo ClustalXe;

� O TEXshade.

O queessasferramentastêm em comum,é o fato de seremdistribuídassob
algumaformade licençaquegarantea possibilidadede análisedo código-fonte.
Em algunscasos,a licençagarantetotal liberdadena distribuição, mesmopara
�ns comerciais,desdequese mantenhaa mesmaliberdadenosnovos produtos
derivados.Em outroscasos,a licençagarantea liberdadeparaalteraçãoe redis-
tribuiçãodaferramenta,desdequesem�ns lucrativos. Umaoutramodalidadede
licençapermitea análisee mesmoa alteraçãodo código,masrestringeque,em
casodealteraçãodo mesmo,a ferramentasópodeserredistribuídacoma prévia
autorizaçãodosautores,mesmosem�ns lucrativos.

Outracaracterísticacomumdasferramentasanalisadasé o fatodeseremver-
sõesdesenvolvidas paraambienteUNIX e similares. Todasforam instaladase
experimentadassobrealgumadistribuiçãoGNU/Linux.

Evidenciou-sea grandefacilidadenaobtenção,instalaçãoe con�guraçãodas
ferramentasparaambientesGNU/Linux. Sejaatravésdepacotes“ tarball” oupelo
comandoapt-get .
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Conceitosde Biologia Celulare Biologia Molecular foram introduzidose a
aplicaçãodestesconceitosfoi ilustradaseguindoumaordemdidática.

Ao analisarosBancosdeDadospúblicos,foi possível �xar diversosconceitos
taiscomo:gene; genoma; seqüências; dentreoutros.Além disso,evidenciou-seo
grandevalorebelezainerentesno processodetrabalhocolaborativo. Destacou-se
tambémagrandeimportânciadasNovasTecnologiasdeInformaçãoeComunica-
çãocomoelementosfacilitadoresdetodoo processo.

Na seqüência,o BLAST foi analisadoaplicando-ono estudode um alinha-
mentode um problemaespecí�co: a pesquisasobrea similaridadeentregenes
de espéciescompletamentedistintas. Esteestudo,comodemonstrado,abrepor-
tasparapossíveis descobertassobrea evoluçãodosseresvivos, bemcomopara
a produçãode fármacosmais e�cientes e com menosdanosaospacientesou à
Natureza.

Enquantoo BLAST foi utilizado parao alinhamentode duasseqüências,o
CLUSTAL foi apresentadocomoumadasprincipaisferramentasutilizadasnoes-
tudodealinhamentosmúltiplosdeseqüências.

Concluindoametodologianapesquisadesimilaridadesentreseqüências,ana-
lisou-seumaferramentaqueaplica-sesomentenamarcaçãodosresultadosjá ali-
nhados.O grandepotencialda TEXshadena marcaçãodosdadosfoi mostrado,
aindaque,nãototalmente.Destacou-seo fato de quea TEXshadeé umaferra-
mentadistribuídasobaGPLe totalmentebaseadanaLATEX.

Em momentoalgum,teve-sea pretensãodeencerrarostópicosaquitratados.
Espera-sesim queestetrabalhopossaserútil emestudosintrodutóriosemBioin-
formáticaao mesmotempoque estimuleos novos pesquisadoresdessaáreado
conhecimentocientí�co, a desenvolveremcadavezcódigosdesoftware disponí-
veisparalivre e total análisee reutilização.Essesdesejosseinspiramna crença
desteautorde queo total compartilhamentodo conhecimentocientí�co é a ver-
dadeirachave paraum desenvolvimento mais rápido, e�caz e coerentecom as
necessidadeshumanas.

Muitasoutrasferramentaslivresaplicadasà Bioinformáticaencontram-sefa-
cilmentedisponíveis. [Prosdocimiet tal (2003)] e[Gibas& Jambeck(2001)] apre-
sentamvastaslistasdeformabastantedidática.Comodicaparatrabalhoscomple-
mentares,sugere-seuma abordagemcomparativa entrediferentesferramentase
implantaçõesavaliando,performanceecon�abilidadeemdiferentestiposdeestu-
dosbiológicos.
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