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Tlustracoes cedidas pelos autores

tos dessa nova ciéncia

INTRODUCAO

Do inicio até meados do século passado os
geneticistas e quimicos se questionaram sobre a
natureza quimica do material genético. Das pes-
quisas desenvolvidas, surgiu a conclusao de que
o DNA era a molécula que armazenava a infor-
macdo genética e, em 1953, sua estrutura qui-
mica foi desvendada no classico trabalho de
Watson e Crick. Com a posterior descoberta do
codigo genético e do fluxo da informacgao biolo-
gica, dos acidos nucléicos para as proteinas, tais
polimeros passaram a constituir os principais
objetos de estudo de uma nova ciéncia, a Biolo-
gia Molecular. Logo surgiram métodos de se-
qiienciamento desses polimeros, principalmente
do DNA, que permitiam a investigacio de suas
sequiéncias monoméricas constituintes. Desde
entdo, mais de 18 bilhoes dessas seqtiéncias ja
foram produzidas e estao disponiveis nos ban-
cos de dados publicos.

Figura 1: O Dogma Central da
Biologia Molecular

replicagéo

Na segunda metade da década de 90, com o
surgimento dos seqUenciadores automaticos de
DNA, houve uma explosio na quantidade de
sequiéncias a serem armazenadas, exigindo recur-
sos computacionais cada vez mais eficientes. Além
do armazenamento ocorria, paralelamente, a ne-
cessidade de analise desses dados, o que tornava
indispensavel a utilizacao de plataformas compu-
tacionais eficientes para a interpretacao dos resul-
tados obtidos.

Assim nascia a bioinformatica. Essa nova cién-
cia envolveria a unido de diversas linhas de conhe-
cimento — a engenharia de softwares, a matema-
tica, a estatistica, a ciéncia da computacao e a
biologia molecular. Os primeiros projetos na area
eram compostos por profissionais de diferentes



areas da biologia e informatica e
percebia-se uma certa dificuldade
de comunicacao: enquanto o biélo-
go procurava uma solugio que le-
vasse em consideracao as incertezas
€ erros que ocorrem na pratica, o
cientista da computacio procurava
uma solucio eficiente para um pro-
blema bem definido. Assim, surgiu a
necessidade de um novo profissio-
nal, que entendesse bem ambas as
areas e fizesse a ponte entre elas: o
Bioinformata. Esse profissional de-
veria ter o conhecimento suficiente
para saber quais eram os problemas
biologicos reais e quais seriam as
opgoes viaveis de desenvolvimento
e abordagem computacional dos
problemas em questao.

Dado o sucesso e a importancia
que alcan¢aram os projetos Geno-
ma e seus desmembramentos, o
bioinformata tem sido um profissio-
nal requisitado e raro. No exterior,
podem ser encontrados pelo menos
122 cursos de formac¢io em bioinfor-
matica, em sua grande maioria cen-
trados na América do Norte e Europa
(http://linkage. rockefeller. edu/wli/
bioinfocourse/). No Brasil, entretan-
to, até o inicio deste ano, nao existi-
am cursos que formassem tais pro-
fissionais especializados. Politicas
cientificas governamentais tém pro-
curado incentivar a formagio de gru-
pos de pesquisa e de pessoal nessa
area, financiando projetos e criando
cursos de pos-graduacao. Em 2002,
foi implantado o primeiro Curso de
Especializacao (pos-graduagio lato
sensu) do LNCC (http://www.
Incc.br/~biologia) - do qual forma-
mos a segunda turma. Ainda neste
ano foi autorizada pela CAPES a
criacao de dois cursos de doutorado
em Bioinformatica, um na USP e
outro na UFMG (http://www.
capes.gov.br/).

Parece-nos que cada vez mais a
bioinformatica vai ser necessaria para
aandlise de dados em biologia mo-
lecular e, nesse sentido, o presente
artigo foi escrito com o intuito de
conter as informac¢des mais relevan-
tes para quem deseja comecar a
trabalhar na area. Assim, tentamos
apresentar os principais conceitos
relacionados a biologia e a computa-
¢20, os softwares mais utilizados, os

sites mais freqiientados e as principais
areas de interesse.

Sistemas operacionais

O sistema operacional (SO) ¢ o
principal programa de um computa-
dor. Ele € responsavel pelo gerencia-
mento da memoria, pelo acesso aos
discos e também intermedeia todo
acesso aos componentes fisicos da
maquina (hardware).

Os SOs mais conhecidos e utiliza-
dos sio aqueles baseados no Windows,
Unix e MacOS. Muitas das aplicacoes
utilizadas em bioinformatica sao com-
piladas e distribuidas para a execugio
em plataformas derivadas do Unix,
portanto o conhecimento desse siste-
ma operacional € de grande importan-
cia para aqueles que desejam aprofun-
dar-se na area. A preferéncia por siste-
mas baseados em Unix deve-se ao fato
de que tais sistemas sao normalmente
mais confidveis, gerenciam melhor o
trabalho com grandes quantidades de
dados e que algumas de suas variantes,
como o Linux, possuem codigo aberto
e distribui¢des gratuitas.

Linguagens de programacio

Um profissional em bioinformatica,
além de saber utilizar os programas
produzidos por outros programadores,
deve também ser capaz de desenvol-
ver programas aplicativos para lidar
com os mais diversos problemas en-
contrados durante a analise de dados
em biologia molecular. Para desenvol-
ver, portanto, tais programas, o bioin-
formata deve ter conhecimento sobre
algum tipo de linguagem de progra-
macao.

AsLinguagens de programacao fo-
ram criadas para facilitar a especifica-
¢ao de tarefasa um computador. Exis-
tem milhares de linguagens de progra-
macio e cada uma delas possui um
conjunto de comandos especificos que
criam esta interface homem-maquina.
Das linguagens de programacao mais
utilizadas, podemos citar: basic, pascal,
C, C++,java, cobol e fortran. Entretan-
to, a linguagem mais utilizada pelos
bioinformatas é, sem sombra de duvi-
da, o PERL.

O PERL (Practical Extract and Re-
port Language) € uma linguagem de

programacao, simples e muito rica,
além de disponivel gratuitamente. Foi
criada por Larry Wall, originalmente
para produzir relatérios de informa-
¢coes de erros, que a disponibilizou na
Internet no espirito freeware, pensan-
do que alguém pudesse acha-la atil. Ao
longo dos anos esta linguagem con-
quistou milhares de adeptos e, através
de varias colaboracoes recebidas para
seu aprimoramento, o PERL é hoje
conceituado como uma linguagem
sofisticada, que possui como ponto
forte a manipulacao de texto, mas que,
além disso, possui todas as caracteristi-
cas de uma linguagem de alto-nivel
genérica. E essa grande facilidade para
a manipulagio de texto que fez do
PERL a linguagem mais utilizada no
tratamento de dados de seqtiéncias de
DNA e proteinas.

OPERL pode ter suas funcionalida-
des acrescidas através de modulos,
que sao distribuidos gratuitamente.
Existem médulos para uma gama de
aplicacoes, desde métodos estatisticos
classicos, aplicacoes graficas em 3D,
até acesso a internet via programacao
PERL. O site CPAN (Comprehensive
Perl Archive Network — http://www.
cpan.org) € o principal ponto de distri-
buic¢iao de moédulos e de suas respecti-
vas documentacdes. Alguns destes
modulos sio especialmente dirigidos
para aplicacdes em Bioinformatica,
destacando-se os moédulos bioperl e
biographics,que apresentam ferramen-
tas bastante Gteis para as mais diversas
aplicacoes nesta area.

Uma boa interconectividade com
bancos de dados € outra caracteristi-
ca desejada em uma linguagem de
programacao. A linguagem PERL
atende muito bem a esta demanda
através da biblioteca PERL-DBI, um
conjunto de médulos que fornece
uma interface consistente para solu-
coes de integracio com bancos de
dados.

Bancos de dados

Em consequiéncia da grande
quantidade de informacdes de se-
qiiéncias de nucleotideos e de ami-
nodcidos que sao produzidas atual-
mente, principalmente em projetos
Genoma, Transcriptoma e Proteoma,
o uso dos bancos de dados vem as-
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sumindo uma importancia crescente
nabioinformatica.

Um banco de dados pode ser
considerado uma colec¢ao de dados
inter-relacionados, projetado para
suprir as necessidades de um grupo
especifico de aplicacdes e usuarios.
Um banco de dados organiza e es-
trutura as informacoes de modo a
facilitar consultas, atualizacoes e de-
lecdes de dados.

A grande maioria dos bancos de
dados ¢é atrelado a um sistema deno-
minado SGBD (Sistema de Gerencia-
mento de Banco de Dados). Este
sistema € responsavel por intermedi-
ar os processos de construcao, mani-
pulacao e administracio do banco de
dados solicitados pelos usuarios ou
por outras aplicacoes.

Existem varios sistemas de geren-
ciamento de banco de dados, sendo
que cada sistema possui seus pros e
contras. O mysql € um sistema muito
utilizado pela comunidade académica
€ em projetos genoma por ser gratui-
to, possuir codigo aberto e acesso
veloz aos dados, mas apresenta certas
limitacdes em suas ferramentas. O
postgreSQL também é um SGBD gra-
tuito, com ferramentas muito podero-
sas, entretanto nao é muito utilizado
pela dificuldade no seu gerenciamen-
to. Os SGBD’s Oraclee SQL Serversio
robustos e sofisticados, mas devido ao
alto custo de suas licencas possuem
seu uso limitado as grandes empresas.

Bancos de dados piiblicos
em bioinformatica

O investimento continuo na cons-
trucao de bancos de dados publicos é
um dos grandes motivos do sucesso
dos projetos genoma e, em especial,
do Projeto genoma Humano. Devido a
magnitude do conjunto de dados pro-
duzidos torna-se fundamental a orga-
nizacao desses dados em bancos que
permitam acesso on-line.

Os bancos de dados envolvendo
sequéncias de nucleotideos, de ami-
noacidos ou estruturas de proteinas
podem ser classificados em bancos de
sequéncias primarios e secundarios.
Os primeiros sio formados pela depo-
si¢ao direta de seqiiéncias de nucleo-
tideos, aminoacidos ou estruturas pro-
téicas, sem qualquer processamento
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BOX1 - Exemplo de programa PERL para obter a fita reversa-
complementar a partir de uma seqii€ncia de DNA desejada.

#l/ust/bin/perl

# Seqiéncia que se deseja utilizar

$meuDNA = ‘TTCCGAGCCAATTGTATCAGTTGCCAATAG;
# Inverte a ordem da seqii€ncia de DNA

$RevCom = reverse $meuDNA;

# Troca as bases produzindo a fita complementar

$RevCom =~ tr/ACGT/TGCA/;

print “Minha sequéncia invertida é: \n $RevCom”;

A primeira linha € obrigatéria e diz ao programa o caminho onde se
encontra o interpretador PERL para que o programa possa acha-lo na hora
de sua execucgdo. As linhas seguintes que se iniciam com o sinal de “#”
representam linhas de comentario. As variaveis em PERL sdo sempre
seguidas do sinal de “$” e nao precisam ser declaradas, cabe ao
programador saber como e em que contexto devem ser utilizadas. Os
comandos terminam sempre com ponto-e-virgula e o sinal de “=~” esta
relacionado a utilizacao de uma expressao regular.

BOX2 - Principais Sistemas de Gerenciamento de Bancos de dados

MySQL http://www.mysql.org

Acesso livre para download do gerenciador MySQL, como também a varias
ferramentas de conexao como: DBI, Java, ODBC e etc. Apresenta documentacao
completa.

PostgreSQL http://www.pgsql.com/

Acesso livre para download do gerenciador PostgreSQL, como também
algumas ferramentas. Apresenta documentacio completa.

ORACLE http://www.oracle.com

Informacoes comerciais sobre o banco de dados.

Microsoft SQL Server http://www.microsoft.com/sql/

Informacoes comerciais sobre o banco de dados.

BOX3 - Bancos de Dados mais utilizados em bioinformatica

Genbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Banco de dados americano de seqiiéncias de DNA e proteinas.

EBI http://www.ebi.ac.uk/

Banco de dados europeu de seqiiéncias de DNA.

DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp/

Banco de dados japonés de seqiéncias de DNA.

PDB http://www.rcsb.org/pdb

Armazena estruturas tridimensionais resolvidas de proteinas.

GDB http://gdbwww.gdb.org/

Banco de dados oficial do projeto genoma humano.

TIGR Databases http://www.tigr.org/tdb/

Banco com informagdes de genomas de varios organismos diferentes.
PIR http://www-nbrf.georgetown.edu/

Banco de proteinas anotadas.

SWISS-PROT http://www.expasy.ch/spro/

Armazena seqiiéncias de proteinas e suas respectivas caracteristicas
moleculares, anotado manualmente por uma equipe de especialistas.
INTERPRO http://www.ebi.ac.uk/interpro/

Banco de dados de familias, dominios e assinaturas de proteinas.
KEGG http://www.genome.ad.jp/kegg/

Banco com dados de seqiiéncias de genomas de varios organismos diferen-
tes e informacodes relacionadas as suas vias metabolicas.



ou andlise. Os principais bancos de
dados primarios sio o GenBank, o EBI
(European Bioinformatics Institute),
o DDBJ(DNA Data Bank of Japan) e
o PDB (Protein Data Bank). Os trés
primeiros bancos sio membros do
INSDC (International Nucleotide Se-
quence Database Colaboration) e cada
um desses centros possibilita a submis-
sao individual de seqtiéncias de DNA.
Eles trocam informacdes entre si diari-
amente, de modo que todos os trés
possuem informacoes atualizadas de
todas as sequiéncias de DNA deposita-
das em todo o mundo. Apesar disso,
cada centro apresenta seus dados de
forma particular, apesar de bastante
semelhante. Atualmente a maioria das
revistas exige que as seqiiéncias iden-
tificadas pelos laboratérios sejam sub-
metidas a um destes bancos antes
mesmo da publicacao do artigo.

Os bancos de dados secundarios,
como o PIR (Protein Information Re-
source) ou 0 SWISS-PROT, sao aqueles
que derivam dos primarios, ou seja,
foram formados usando as informa-
¢oes depositadas nos bancos primari-
0s. Por exemplo, o SWISS-PROT € um
banco de dados onde as informacoes
sobre seqiiéncias de proteinas foram
anotadas e associadas a informacoes
sobre fung¢ao, dominios funcionais, pro-
teinas homologas e outros.

Os bancos de seqiiéncias também
podem ser classificados como bancos
estruturais ou funcionais. Os bancos
estruturais mantém dados relativos a
estrutura de proteinas. Embora a se-
quiéncia de nucleotideos, a seqiiéncia
de aminodcidos e a estrutura de prote-
ina sejam formas diferentes de repre-
sentar o produto de um dado gene,
esses aspectos apresentam informa-
¢oes diferentes e sao tratados por pro-
jetos diferentes, que resultam em ban-
cos especificos.

Dos bancos funcionais, o KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) € um dos mais utilizados.
Disponibiliza /inks para mapas meta-
bélicos de organismos com genoma
completamente ou parcialmente se-
quienciados a partir de seqiiéncias e de
busca através palavras-chave.

Com o crescente nimero de dados
biolégicos que vem sendo gerados,
varios bancos de dados tém surgido e
anualmente a revista Nucleic Acids

Research(http://www?3.oup.co.uk/nar/
database/) publica uma lista atualizada
coma classificacio de todos os bancos
de dados biolégicos disponiveis.

Alinhamento de seqii€éncias

O alinhamento de seqiéncias pos-
sui uma diversidade de aplicacdes na
bioinformatica, sendo considerada uma
das operagoes mais importantes desta
area. Este método de comparagio pro-
cura determinar o grau de similaridade
entre duas ou mais sequiéncias, ou a
similaridade entre fragmentos destas
sequiéncias. No caso de mais de duas
sequiéncias o processo € denominado
alinhamento mdltiplo.

E bom lembrar que similaridade e
homologia sao conceitos diferentes. O
alinhamento indica o grau de similari-
dade entre seqiéncias, ja a homologia
¢ uma hipotese de cunho evolutivo, e
ndo possui gradagao: duas seqiiéncias
sao homologas caso derivem de um
ancestral comum ou, caso esta hipote-
se nao se comprove, simplesmente
nao sao homologas.

Existem varios programas de com-
putador que realizam esta tarefa e a
grande maioria deles pode ser utiliza-
do on-line, sem a necessidade de ins-
talacao. Como exemplo temos os pro-
gramas: ClustalW, Multialin, FASTA,
BLAST 2 sequences, etc.

4 D E F
A 4 0 -2 -1 -2
cC 0 -3 4 -2
D -2 - 6 2 -3
E -1 -4 2 5 -3
F -2 -2 -3 -3 6

Figura 3. Parte de uma matriz de
substituicao BLOSUMG2, utilizada
em alinbamentos de seqiiéncias de
proteinas. As letras representam os
aminodcidos e os ntimeros indicam
os pontos a serem contabilizados na
ocorréncia de match (diagonal
principal) ou mismatch

tas matrizes indicam os diferentes va-
lores a serem contabilizados para cada
parde unidades.

As matrizes de substituicao sao nor-
malmente utilizadas no alinhamento
de seqiiéncias protéicas. Assim o valor
de cada uma de suas células indica a
chance da ocorréncia da substituicao
correspondente ao par de aminoaci-
dos deste mismatch.

seql
seq2

Bl match

KKAK=TTHHGA--YHN-G
KKADDTTH-GAIKYGNTG

[l mismatch

Ml gap

Figura 2— Alinhamento de duas seqiiéncias de proteinas

O processo consiste em introduzir
espacos (gaps) entre 0os mondmeros
de uma ou mais seqliéncias a fim de
obter o melhor alinhamento possivel.
A qualidade de um alinhamento ¢é
determinada pela soma dos pontos
obtidos por cada unidade pareada
(match) menos as penalidades pela
introducdo de gaps e posicoes nio
pareadas (mismatch).

Matrizes de substituicdo
Matrizes de substituicao sao uma

alternativa aos valores fixos de pontu-
acdo para maitches e mismatches. Es-

As matrizes de substituicio mais
utilizadas sao aquelas pertencentes as
familias de matrizes PAM (Point Ac-
cepted Mutation) e BLOSUM. A matriz
PAMI1 foi construida através da analise
de mutacoes entre proteinas homolo-
gas com 1% de divergéncia (1% dos
aminoacidos diferentes). As outras
matrizes, PAM50, PAM100, PAM250
sdo extrapolacdes da matrizPAM1. As
matrizes BLOSUM foram construidas
tendo como base os alinhamentos do
banco de motivos BLOCKS. Uma ma-
triz BLOSUMG2 é definida através da
analise das substituicoes nas sequiénci-
as de BLOCKS que possuem menos
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que 62% de similaridade. As sequiénci-
as que ultrapassam este limite sdo
mescladas, e participam da defini¢ao
da matriz como se fossem uma unica
seqliéncia.

Alinbamento global e local

Quantoaregidoanalisada, oalinha-
mento de seqiiéncias pode ser grossei-
ramente classificado em dois tipos, o
alinhamento global e o alinhamento
local. No alinhamento global, as se-
qiiéncias envolvidas devem seralinha-
das de um extremo ao outro, dando
origem a apenas um resultado. Ja no
alinhamento local, procura-se alinhar
apenas as regides mais conservadas,
independente da localizacido relativa
de cadaregiao em sua seqiiéncia. Con-
sequentemente, este alinhamento tem
como resultado uma ou mais regides
conservadas entre as sequiéncias.

O alinhamento global € frequiente-
mente utilizado para determinar regi-
oes mais conservadas de sequiéncias
homologas. Exemplo de programas
que utilizam este alinhamento sao Clus-
talW e Multialin. O alinhamento local é
geralmente utilizado na procura por
sequéncias homologas ou anilogas
(funcionalmente semelhantes) em
banco de dados. O algoritmo utilizado
pelo programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) realiza este
tipo de alinhamento.

1
|

10 19

alinhamento global

TTCGACCTGAC
TAAGACCTCTC

seql G
seq2 G

M natch [@mnismatch Mgap

seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq2 GTGACTAAGACCTCTCATT

W‘amenm local

seq1 9 GACCT 13
seq2 9 GACCT 13
seq1 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7
seq1 2 CTCATT 7
seq2 12 CTCATT 19

Figura 4: Exemplos de alinbamento global e local. No alinbhamento
global as seqiiéncias sdo alinbadas do inicio ao fim, ja no
alinhamento local alinha-se as subseqiiéncias conservadas

Projetos genoma e transcriptoma

Grande parte dos bioinformatas
modernos trabalha com dados de pro-
jetos genoma ou transcriptoma. Em
projetos genoma adota-se a aborda-
gem de fragmentar todo o genoma de
um organismo em pequenos pedacos
e de sequienciar tais pedacos, utilizan-
do programas computacionais para
monta-los e reconstituir a informacao
gendmica inicial. Essa estratégia € ado-
tada principalmente devido a restricio
do tamanho da seqliéncia que pode
ser lida nos seqiienciadores. Mesmo os
mais modernos conseguem lerapenas
cerca de 1000 pares de base em cada

BOX4 - Softwares mais utilizados para o alinhamento de seqii€ncias

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html

Versio web de um dos programas de alinhamento multiplo mais utilizados
(Clustal). Fornece ao usudrio uma grande quantidade de parametros e de
saidas diferentes. Possui interface grafica onde os alinhamentos podem ser
visualizados de forma agradavel e alterados.

Multialin http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html

Programa de alinhamento multiplo bastante conhecido. Facil e rapido.

Fastahttp://www.ebi.ac.uk/fasta33/

Precursor dos programas de alinhamento.
Promove servico de busca em banco de dados de acidos nucléicos e

proteinas.

BLAST, BLAST2sequences http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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BLAST € o programa de alinhamento mais utilizado no mundo. Realiza a
busca por seqiiéncias homoélogas em banco de dados de dcidos nucléicos e
proteinas. O programa BLAST 2 sequencesconsiste no algoritmo BLAST para
alinhamento de duas sequiéncias.
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corrida.

Em projetos genomas de procario-
tos, normalmente realiza-se a quebra
do DNA inteiro do organismo desejado
em fragmentos pequenos (através da
técnica de shotgun) que siao clonados
em vetores plasmidiais que serdo se-
qliienciados em suas extremidades.
Ap6s uma primeira etapa de monta-
gem desse genoma, fragmentos maio-
res sao clonados em cosmideos e se-
quenciados. Essa segunda etapa € im-
portante para a montagem do genoma
completo do organismo, ja que a pri-
meira normalmente produz uma se-
qiiéncia incompleta, apresentando al-
guns buracos de seqiiéncia (gaps).

Ja em projetos genomas de orga-
nismos eucariotos, que possuem fre-
qlentemente uma enorme quantida-
de de DNA, normalmente prefere-se
adotar uma técnica conhecida como
shotgun hierarquico. Nessa técnica, o
DNA inteiro do organismo € primeira-
mente inserido em grandes vetores de
clonagem, como cromossomos artifici-
ais de bactérias (BACs) ou de levedu-
ras (YACs). Depois entio € realizado
um shotgun desses grandes fragmen-
tos dos vetores, gerando fragmentos
menores que sao agora clonados em
vetores plasmidiais para o sequencia-
mento. Portanto, tais projetos consis-
tem de duas etapas, a montagem de
cada um dos grandes fragmentos clo-
nados nos BACs e YACs e a montagem
final que reunira as seqiiéncias com-
pletas dos BACs e YACs montados
para a reconstituicio da informacao
genomica inicial.
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Figura 5. a) Na estratégia de shotgun, todo o DNA gendémico de um
organismo é fragmentado em pequenos pedagos (1), que sdo clonados
em vetores de pequeno porte, como plasmideos, para o posterior se-
gtienciamento. b) Na estratégia de shotgun hierdrquico, normalmente
utilizada para grandes genomas, realizam-se dois passos. (1) Primei-
ramente fragmenta-se o genoma em grandes pedacos, que sdo clona-
dos em vetores de grande porte, como BACs ou YACs. (2) Posterior-
mente realiza-se uma segunda etapa de shotgun, onde as seqiiéncias
contidas nesses vetores sdo fragmentadas em pequenos pedacos e clo-
nadas em vetores de pequeno porte, que serdo sequenciados

Muitas vezes, ao invés de ser reali-
zado o seqiienciamento gendmico de
um organismo eucarioto, prefere-se
realizar o seqiienciamento s6 das regi-
oes génicas, utilizando informacdes
oriundas de RNA mensageiro (mRNA).
Dessa forma € realizada uma biblioteca
de cDNA, representando o conjunto
de mRNAs de uma célula, que sio
clonados em vetores plasmidiais. Os
insertos de cDNA presentes em tais
vetores sao entao seqlienciados a par-
tir de suas extremidades 5 ou 3,
produzindo pequenas seqiiéncias que
irdo representar pedacos dos genes
expressos no momento da extragao do
mRNA da célula em questido. Esses
pedacos seqiienciados representam
etiquetas de genes expressos, ou EST's
(Expressed Sequence Tags) e uma ana-
lise dos genes expressos € uma abor-
dagem bastante utilizada na tentativa
de entender o funcionamento do me-
tabolismo dos mais diversos organis-
mos. Como exemplo, no Brasil aborda-
gens transcriptomicas ja foram utiliza-
dasem larga escala no projeto da cana-
de-agutcar e vém sendo utilizados em
organismos parasitas, como € o caso
dos projetos de seqlienciamento de
ESTs de Schistosoma mansoniem Sao
Paulo e em Minas Gerais.

Como j foi mencionado anterior-
mente, normalmente adota-se a estra-
tégia de seqiienciamento gendmico

em organismos cujo genoma € peque-
no e que contém baixa quantidade de
seqiiéncias repetitivas. Entretanto, a
estratégia de seqlienciamento do trans-
criptoma, ou a producao de ESTs, nao é
utilizada apenas quando o genoma do
organismo € muito grande. Essa estraté-
gia € importante também para estudar o
desenvolvimento dos organismos, pro-
duzindo bibliotecas de diferentes fases
de desenvolvimento e observando quais
genes sio expressos em cada momen-
to. Tal abordagem também € importan-
te para estudarmos como ocorre a ex-
pressao diferencial de genes em dife-
rentes 6rgaos de um mesmo organismo,
para que possamos entender a funcao
desses 6rgiaos ou como eles realizam
func¢odes conhecidas. Portanto podemos
dizer que as estratégias de seqiiencia-
mento de genomas e transcriptomas
sao complementares € ambas devem
ser realizadas, quando possivel, para
que possamos obter informacodes rele-
vantes sobre o0s organismos que esta-
mos estudando.
Base calling

Os dados brutos provenientes do
sequienciador de DNA sao normalmente
submetidos diretamente a algum pro-
grama de base calling. O base calling
consiste no processo de leitura dos da-
dos do seqiienciador e identificacao da
sequéncia de DNA gerada, atribuindo
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ainda um valor de qualidade para cada
posicdo nucleotidica identificada. Nor-
malmente cada seqiienciador apresenta
um programa de base callingassociado.
Entretanto, o programa mais utilizado
nessa etapa € o PHRED.

O PHRED reconhece dados de se-
qiiéncias a partir de arquivos SCF(Stan-
dard Chomatogram Format), arquivos
de cromatograma dos analisadores auto-
maticos de DNA ABle arquivos MegaBA-
CE ESD. Este software reconhece a se-
qiiéncia de nucleotideos a partir do ar-
quivo de dados brutos do seqlienciador,
atribui valores de qualidade as bases
constituintes da seqiiéncia nucleotidica e
gera arquivos de saida contendo infor-
macdes sobre o base calle os valores de
qualidade. O valor de qualidade das se-
quéncias analisadas pode ser encontrado
nos arquivos FASTA e PHD.

De acordo com Ewing et al(1998) as
atribuicoes seguras de valores as seqiién-
cias nucleotidicas sdo proporcionadas
pela implantacao de um algoritmo que
tem como base os métodos de Anilise
de Fourier. O algoritmo analisa as quatro
bases e prediz a provavel regiao central
dos picos e as distancias relativas entre os
picos da seqiiéncia de DNA. O valor de
qualidade atribuido a cada base € obtido
pela férmula a seguir, que calcula a
probabilidade de erro no base call, onde
o Peéa probabilidade de uma base estar
errada.

PHRED Quality = -10 log (Pe)

As pontuacdes inseridas nos arquivos
de saida do PHRED representam a pro-
babilidade logaritmica negativa em esca-
la de erro de um base call;, portanto,
quanto maior o valor de qualidade do
PHRED, menor a probabilidade de ter
ocorrido um erro. S6 como exemplo, um
valor de PHRED 20 para uma determina-
da posicao nucleotidica significa que ela
apresenta uma chance em 100 de estar
errada. Ja um valor de PHRED 30 signi-
fica que determinada base apresenta
uma chance em 1000 de ter havido um
erro no base calling. Esses valores sio
importantes para determinar se uma re-
gido precisa ser resseqiienciada.

Mascaramento de vetores

A estratégia freqientemente adota-
da ap6s a realizacao do base calling é a
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procura por regiodes de contaminantes
na sequiéncia produzida. Regides con-
taminantes sdo partes da seqiiéncia
obtida que ndo representam o DNA ou
o cDNA que se deseja analisar. Tais
regides representam, normalmente,
partes dos vetores de clonagem onde
as sequiéncias de interesse foram inse-
ridas ou pedacos de DNA adaptadores
utilizados durante a construciao das
bibliotecas. Como essas regides nao
representam as sequéncias que se
deseja analisar, elas devem ser retira-
das ou mascaradas porum programa. E
aqui, o programa mais utilizado € o
Cross_match. Esse €, na verdade, um
programa para a comparacao de duas
sequiéncias e € preciso utilizar como
entrada um arquivo apresentando a
sequéncia dos vetores que se deseja
mascarar. O que o Cross_match faz é
comparar a seqiiéncia desejada com o
arquivo de seqiiéncias de vetores e,
onde o programa encontrar similarida-
de entre as sequiéncias, ele ira mascarar
(acrescentando letras X) a seqiiéncia
de entrada. Assim, os nucleotideos das
seqliéncias de entrada similares a regi-
oes de vetores de clonagem serdo
alterados para X e nao atrapalhardo os
processos posteriores de andlise com-
putacional.

Agrupamento de seqii€éncias

Ap6s a geracao de arquivos sem
contaminantes, contendo a identifica-
¢aodasbases e a qualidade, todas essas
informacodes sdo repassadas a um sof-
twarede montagem como o PHRAP, o
CAP3 ou o TIGR Assembler. O softwa-
remais utilizado nessa etapa, o PHRAP
(Phragment Assembly Program) é o
programa responsavel pela leitura das
informacoes do base calle montagem
dos pequenos fragmentos de DNA
seqiienciados em seqiiéncias maiores,
os contiguos (contigs). Este programa
possui diversos pontos chaves para a
obtencao de resultado final satisfatorio,
como: construcao de seqiiéncia do
contiguo através de um mosaico de
partes das seqiiéncias com alta quali-
dade; utilizacao de informacdes da
qualidade dos dados computados in-
ternamente e de implementagoes fei-
tas pelos usudrios para aumentar a
qualidade da montagem; apresenta ex-
tensivas informac¢oes sobre a monta-

18 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n®29

gem realizada (incluindo valores de
qualidades para a seqiiéncia dos conti-
guos). Em projetos genoma espera-se
obter, na saida do PHRAP, a sequiéncia
montada do contiguo genémico. Jaem
projetos trancriptoma esperamos ob-
ter as sequiéncias de cada dos genes
expressos apos a execugiao deste sof-
tware de montagem.

Avisualizacao e edicao das seqién-
cias geradas apos a montagem sdo
realizadas normalmente através do

O processo de anotacio génica

Uma vez obtidos os dados do
sequienciamento das moléculas de DNA
€ preciso saber o que representa cada
uma das sequiéncias nucleotidicas produ-
zidas. A anotagio consiste simplesmente
no processo de identificacido dessas se-
quiéncias. Em projetos genoma, este pro-
cesso normalmente € realizado em trés
etapas: anotacao de seqiiéncias de
nucleotideos, de seqiiéncias protéicas e

programa Phrapview ou Consed. de processos biolégicos.
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Figura 6: Interface do programa Consed
BOXS5 - Programas mais utilizados em projetos genoma e transcriptoma

PHRED http://www.phrap.org

Software para a realizaciao do base calling e a producao do cromatograma
processado.

CROSS-MATCH http://www.phrap.org

Software para a comparacao entre duas seqiiéncias de DNA. Normalmente
utilizado para o mascaramento de regioes representando vetores em seqién-
cias gendmicas ou de cDNA. Distribuido juntamente com o PHRAP.

PHRAP http://www.phrap.org

Software mais utilizado para a realizacio do agrupamento de sequéncias
(clustering analysis) e montagem de contiguos gendomicos.

CAP3 http://genome.cs.mtu.edu/cap/cap3.html

Software utilizado para o agrupamento de seqiiéncias e montagem de
contiguos gendmicos. Utiliza um algoritmo diferente do PHRAP.

CONSED http://www.phrap.org

Software mais utilizado para a visualiza¢ao dos resultados obtidos por softwares
de agrupamento de seqiiéncias. Permite a edicao das bases sequienciadas, além
de diversos outros recursos.
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PROCESSOS
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Figura 7: Etapas da anotagdo em projetos genoma e as perguntas que
se deseja responder em cada uma delas

A partir da anotacao de seqiiéncias
nucleotidicas procura-se, primeiramen-
te, identificar a natureza de uma deter-
minada seqiiéncia. Devemos desco-
brir se tal seqiéncia esta inserida em
uma regido génica, se representa uma
molécula de RNA transportador ou
RNA ribossémico, se pertence a algum
tipo de regido repetitiva ja descrita ou
se apresenta algum marcador genético
conhecido em seu interior. O principal
objetivo dessa etapa € construir um
mapa do genoma do organismo, posi-
cionando cada um dos possiveis genes
e caracterizando as regides nao-géni-
cas. Nesta fase, alguns programas de
predicao génica sao usados para a
localizacao de possiveis genes nas se-
quéncias de DNA. A procura por ele-
mentos como o cédon de iniciacao de
proteinas (a trinca de nucleotideos
ATG) e codons de terminagcio na mes-
ma fase de leitura sdo utilizados por
alguns desses programas. O tamanho
delimitado por esta janela de leitura é
freqiientemente utilizado para definir
uma determinada regido como sendo
génica ou ndo. Alguns outros progra-
mas sao capazes de identificar, depen-
dendo do genoma analisado, regides
génicas codificadoras (éxons) e nio
codificadoras (introns). Alguns exem-
plos sao o GenomeScan e o GenScan.
Em projetos de trancriptdmica, onde
se utiliza a abordagem de sequiencia-
mento de ESTs, essa etapa nao é
realizada, uma vez que todas as se-
quéncias produzidas se restringem a
regiodes génicas.

Mapeados os genes, a etapa se-
guinte consiste em identificar quais
proteinas sao codificadas, e nisso con-
siste o processo de anotacdo das se-
quiéncias protéicas. Nessa etapa, pro-
cura-se montar um catalogo dos genes
presentes no organismo estudado, dan-
do-lhes nomes e associando-os a pro-
védveis funcdes. No caso de projetos
genoma, deseja-se identificar o nime-
ro total de genes presentes no organis-

mo seqiienciado, ja que ha informacao
da seqiiéncia de DNA de todo o geno-
ma. Ja em projetos transcriptoma, a
tarefa consiste em identificar os genes
expressos no organismo em uma deter-
minada condi¢ao. Apesar de ndo ser
capaz de identificar todos os genes de
um determinado organismo, os projetos
de transcriptomica podem permitir a
identificacdo de genes expressos em
diferentes tecidos e fases de desenvol-
vimento, além de permitir a observaciao
daqueles que apresentam variantes de
splicing. Portanto, nessa etapa da anota-
¢do, o principal objetivo € identificar e
caracterizar cada uma das proteinas co-
dificadas pelos mRNAs presentes no
organismo estudado em determinada
condicio.

A parte mais interessante e desafia-
dora dos processos de anotagao génica
¢ relacionar, finalmente, a gendmica
com os processos biolégicos, e essa € a
etapa de anotacao dos processos biolo-

BOXG6 — Principais softwares utiliz

gicos. Essa etapa € comum a projetos
genoma e transcriptoma. Identificados
os genes, devemos agora tentar relaci-
ona-los de modo a obtermos um mapa
funcional do organismo estudado. Nes-
se ponto deve-se identificar quais vias
bioquimicas estio completas ou in-
completas no organismo e quais vias
alternativas ele possui. Aqui € funda-
mental a participagdo de bi6logos es-
pecialistas em diversas areas para que
se possa descobrir como o metabolis-
mo do organismo pode influenciar seu
modo de vida e seu comportamento.
Esse ¢ o momento onde € possivel
levantar varias hipoteses que relacio-
nem o funcionamento dos organismos
com seus dados gendmicos. Tais hipo-
teses devem ser testadas experimen-
talmente, por pesquisadores que tra-
balhem com o organismo estudado.

Como ¢€ realizada a anotacio

Até aqui foi mostrado o que €
normalmente feito em um processo
de anotacao génica. Vejamos agora
como tal processo é realizado. Lincoln
Stein definiu muito bem como aconte-
ce a sociologia dos projetos de anota-
¢ao génica. Ele dividiu o processo de
anotagio de genomas em trés etapas:
a fabrica, o museu e a festa.

ados durante a anotacio génica

RepeatMasker http://repeatmasker.genome.washington.edu/

Utilizado para a identificacao e o mascaramento de regides repetitivas
freqientemente encontradas em genomas.

Genscan http://genes.mit.edu/GENSCAN.html

Utilizado para a predicao de genes em genomas eucariéticos. Seu método de
predicao € baseado em cadeias escondidas de Markov.

tRNAscan-SE http://www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SE/
Utilizado para encontrar genes de tRNA em uma seqiiéncia gendmica.
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Utilizado para encontrar similaridades entre sequiéncias de nucleotideos e
proteinas contra bancos de dados com grande nimero de seqiiéncias dos
mais diversos organismos. E um dos principais programas utilizados na

identificacao dos genes.

Interpro http://www.ebi.ac.uk/interpro

Utilizado para realizar buscas contra diferentes bancos de dados de dominios
e familias de proteinas. Integra os servicos do Pfam, PRINTS, ProDom,
PROSITE, SMART, TIGRFAMs e SWISS-PROT.

GeneOntology http://www.geneontology.org

Consorcio destinado a produzir um vocabulario comum a ser aplicado para a
classificacao dos genes presentes em organismos eucarioticos. Cada gene é
classificado em trés niveis: funcao molecular, processos celulares e

localizac¢ao celular.
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Na primeira etapa trabalham ape-
nas as ferramentas de bioinformatica,
funcionando em larga escala, como
uma fabrica. Assim, as seqiiéncias obti-
das passam poruma grande diversida-
de de programas, que devem ajudar os
anotadores a identifica-las e agrupa-las
para a proxima fase.

A segunda etapa necessita de es-
pecialistas que observem os dados
obtidos na primeira etapa pelas ferra-
mentas automaticas e que, Como cura-
dores de um museu, identifiquem as
sequéncias de acordo com critérios
pré-definidos.

Ap6s a identificagdo dos genes, é
feita a anotacao dos processos. Nesse
momento deve-se promover a intera-
cao entre varios anotadores, bioinfor-
matas e bidlogos especialistas em dife-
rentes areas € no organismo estudado.
Nessa festa deve-se discutir como as
informacoes obtidas nas etapas anteri-
ores podem estar relacionadas com a
biologia do organismo em questio.

A era pds-gendmica

Uma das caracteristicas mais fasci-
nantes da explosao, ocorrida nos ulti-
mos 10 anos, de projetos e consorcios
destinados a compor o genoma com-
pleto dos mais diversos organismos, foi
o estabelecimento de abordagens e
tecnologias que permitiram um estilo
“linha-de-montagem” na obtenc¢do, em
tempos cada vez mais curtos, de quan-
tidades “industriais” de seqiiéncias de
acidos nucleicos (DNA e RNA). Agora
comecamos a enfrentar o problema de
interpretar e adicionar significado a
essas seqliéncias. Temos agora que, a
partir dos bancos de dados existentes,
processar e correlacionar os dados bru-
tos transformando-os em informacio e
a partir desta informacao gerar conhe-
cimento, que € a informacao testada
experimentalmente. No final, estanova
etapa promete ser uma jornada, pro-
vavelmente sem fim, através das pro-
teinas, suas estruturas e funcoes, vias
metabdlicas e interacdes celulares. Esta
mudanca do foco de atenc¢ao, dos aci-
dos nucleicos para as proteinas, tem
sido utilizada para batizar esta nova
etapa da pesquisa biologica em larga
escala como “Era P6s-Gendmica”. Con-
tudo, trata-se apenas de mais uma
etapa e, certamente, nao a Gltima para

que os frutos dos programas de se-
quenciamento de genomas possam
ser colhidos. Etapas estas que foram
previstas pelo Projeto do Genoma
Humano. Das cinco metas a serem
atingidas, o estudo da expressao de
proteinas e a obtencao de mapas de
interacao proteina-proteina ocupamo
segundo e terceiro estigios, dos quais
se espera o maior impacto econdmico,
levando a descoberta de novas drogas
e reduzindo o seu tempo de entrada
no mercado.

Resumidamente, na Era Pos-Gend-
mica procura-se estudar a expressio
dos genes codificados pelo genoma
dos organismos, tecidos, células ou
compartimentos celulares em deter-
minadas condicdes fisiologicas (por
exemplo, uma doenca, uma situacao
de estresse ou ainda a administracao
de uma droga). Tentando entender a
resposta a essas condigoes, sio alvos
de estudos: a ativagio ou repressio de
determinados genes, a inducdo de
mudancas no estado pés-traducional
das proteinas e qualquer processo que
resulte na modificacao do nimero e/
ou da composicao das proteinas exis-
tentes.

Analise da Expressio Génica

Lembrando do dogma central da
biologia (DNA - mRNA - Proteina),
¢ facil perceber que podemos avaliara
expressao génica através da andlise de
transcritos (MRNA).

Em organismos eucariotos, a facili-
dade de isolamento dos mRNAs (usan-
do oligonucleotideos poli-T para cap-
turar os mRNAs pela cauda poli-A), a
possibilidade da transcri¢ao reversa do
mRNA para cDNA (usando a técnica
de RT-PCR) e o dominio das técnicas
de seqiienciamento em massa de cD-
NAs tornaram possivel a andlise quali-
tativa e quantitativa, em larga escala,
dos genes transcritos em organismos,
tecidos e células. Desta forma, nos
projetos Transcriptoma, como ja co-
mentado, ¢é feito o seqlienciamento
parcial de cDNAs representativos da
populacio de mRNA de maneira a
permitir a identificacao de diferentes
transcritos (pela comparacao das se-
quiiéncias do cDNA) e sua abundancia
na populacao (pelo nimero de vezes
em que cada transcrito € seqencia-
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do). As técnicas mais usadas sao as de
ESTs e SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression). Nesta Gltima técnica, mais
recente, sao gerados e seqienciados
concatameros de fragmentos de cD-
NAs com apenas 10 ou 17 nucleotide-
os de cada mensageiro, respectiva-
mente denominados SAGE fagse SAGE
long tags.

DNA chips e Microarrays

Uma outra forma de andlise de
transcritos, que permite a busca de
transcritos de genes especificos na
populacio dos mRNAs expressos, usa
oja conhecido principio da hibridagao
de DNA a sondas moleculares. As mais
novas versoes da técnica sao os DNA
chipse os microarrays, que permitem
a analise simultanea da expressio de
milhares de genes. Nestas duas técni-
cas, respectivamente, oligonucleotide-
os ou fragmentos de cDNA conhecidos
sdo ligados a uma lamina de vidro e,
em cada experimento de hibridacao,
os mRNAs de dois tipos celulares dife-
rentes ou de células em duas condi-
¢cOes patologicas ou tratamentos sio
analisados. As duas populacoes de
mRNAs sao amplificadas e marcadas
com diferentes corantes fluorescentes
(cianinas ou Cys), um verde e outro
vermelho. Ao hibridarem com cada
gene (oligo ou cDNA) aplicado sobre
a lamina de vidro, a cor verde ou
vermelha de cada ponto (ou spot)
indicara que esse gene esta sendo mais
transcrito em um tipo ou condi¢do
celular do que no outro. A coramarela
indicara que o gene € transcrito igual-
mente em ambos os tipos ou condi-
coes celulares. Além disso, a maior ou
menor intensidade de cada corindicara
maior ou menor nivel de expressao do
gene.

A enorme quantidade de dados
gerada nos experimentos de DNA chips
e microarrayssio analisados por sof-
twares especificos que envolvem
métodos de inferéncia estatistica. Uma
etapa bastante importante na fase de
analise dos resultados € a que chama-
mos de normalizacdo. Usando como
referéncia os spotsde genes controles
(sabidamente expressos ou reprimi-
dos nostecidos ou células estudados),
o que se busca é, basicamente, retirar
dos valores de cada spota influéncia de



manchas espurias (background) e de
variacoes do processo de hibridacio.
Desta forma, apds a normalizagio, tor-
na-se possivel a comparacio de spots
de uma mesma lamina ou de experi-
mentos diferentes. Em uma etapa pos-
terior, programas de clustering procu-
ram identificar e agrupar os spots su-
per-expressos, reprimidos ou que nio
tem expressao alterada nos tecidos ou
células analisadas. Apesar dos métodos
de analise empregados, a falta de re-
produtibilidade dos resultados ainda é
uma queixa bastante comum. O usode
maior nimero de réplicas de cada spot
e/ouabusca de métodos de inferéncia
estatistica mais adequados parecem
ser Uteis para a validacao destes resul-
tados.

Mais recentemente, com novas téc-
nicas para isolamento de mRNA de
procariotos, projetos de ESTs e de
microarray também tém sido desen-
volvidos para estes organismos. Varios
grupos de pesquisa em todo o Brasil
estdo iniciando projetos nesta drea.
Apenas como exemplo, entre os vari-
0s projetos brasileiros nesta drea temos
o projeto Cooperation for Analysis of
Gene Expression (CAGE) (http://
bioinfo.iq.usp.br/ e http://www.vision.
ime.usp.br/~cage/) e o Projeto Geno-
ma Raizes da Embrapa Soja (http://
www.cnpab.embrapa.br/pesquisas/
gp.htmD).

Projetos Proteoma

Um problema que surge com a
abordagem descrita acima, de avalia-
¢do da expressao génica a partir da
analise dos mRNAs transcritos, € que
nemsempre a quantidade deum mRNA
reflete a quantidade da proteina cor-
respondente expressa na célula e, as-
sim, ndo podemos relacionar direta-
mente essa proteina a uma fungio nas
células. Poristo, uma outra abordagem,
embora muito mais trabalhosa, tem
sido usada para avaliar a expressao
génica: a andlise das proteinas expres-
sas. Esta “contrapartida protéica” do
genoma € conhecida como proteoma.
Por permitir relacionar diretamente a
uma proteina determinada funcio, esta
abordagem constitui um instrumento
particularmente poderoso para eluci-
dar os mecanismos celulares relaciona-

BOX7 — Exemplos de Projetos Transcriptoma:

Procuram avaliar quais sio os genes expressos, € quanto deles € expresso,
a partir do seqiienciamento parcial dos mRNAs transcritos.

Dados obtidos pela técnica de SAGE podem ser consultados na pagina http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/. Ja no banco dbEST estao depositadas ESTs
de diversos Projetos Transcriptoma desenvolvidos em todo o mundo (http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/).

Mais informacdes sobre DNA Chips e Microarrays

Nestas técnicas, a verificacao da expressao de genes especificos é feita em
experimentos de hibridacio em laminas de vidro contendo milhares de
fragmentos de DNA.

Na pagina http://cmgm.stanford.edu/pbrown/, do pioneiro da técnica de
microarray, Dr. Patrick Brown, ha mais explicacoes, um forum de discussiao
e bancos de dados de microarrays. Na pagina http://ihome.cuhk.edu.hk/
~b400559/array.html ha informac¢des sobre os equipamentes necessarios,
uma tabela de comparacio dos programas de andlise mais usados, no¢oes de

estatistica aplicadas a microarrays, sugestoes de bibliografia, etc.
Programa gratuito para analise de microarrays

ScanAlyse: escrito por Michael Eisen, o programa pode ser obtido gratuita-
mente na pagina http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm. Assinando um ter-
mo de compromisso, o autor permite, inclusive, o acesso ao codigo-fonte.

dos ao desenvolvimento de doencgas,
ao mecanismo de funcionamento de
compostos quimicos (por exemplo,
farmacos) e identificar novos alvos
terapeuticos.

As bases experimentais da proted-
mica ndo sdo novas e pertencem ao
arsenal “classico” da bioquimica, mas
houve, nos ultimos anos, um salto
qualitativo e quantitativo sem prece-
dentes Esse salto foiresultado de gran-
des investimentos privados na busca
de abordagens mais agressivas e rapi-
das no isolamento, identificacio e ca-
racterizacdo de proteinas, no mesmo
estilo “industrial” que caracterizou a
era gendmica. O isolamento de prote-
inas em grande nimero, inicialmente
repousava nas técnicas eletroforéticas,
como a eletroforese mono e bi-dimen-
sional em géis de poliacrilamida. Em-
bora tais técnicas certamente sempre
venham a ter um papel importante em
qualquer laboratério de protedmica,
nota-se hoje uma tendéncia cada vez
maior no uso da cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com o uso de colunas
capilares, no desempenho desta tare-
fa. A identificacdo e caracterizacdo das
proteinas depende de um conjunto de
tecnologias (com certeza as que mais

sofreram incremento no desempenho)
envolvendo a espectrometria de mas-
sa, a ressonincia magnética nuclear,
além de recursos computacionais para
aarmazenagem, analise e compartilha-
mento dos diversos tipos de dados
gerados por estas tecnologias (imagens
de géis bidimensionais, sequéncias pro-
téicas, estruturas protéicas, espectros
de massa, etc.).

Nos tltimos anos a espectrometria
de massa, em conjunto com a cromato-
grafia liquida de alta performance, vem
se tornando a abordagem preferida
paraidentificar e caracterizar proteinas,
devido essencialmente a trés motivos.
O primeiro € o desenvolvimento de
novos métodos para ionizac¢io de pro-
teinas e peptideos, especialmente o
MALDI e o ESI (Matrix-Assisted Laser
Dessorption-lonizatione ElectroSpray
Ionization). O segundo € o desenvol-
vimento de recursos da bioinformatica,
permitindo a andlise de dados obtidos
por espectrometria de massas em ban-
cos gendmicos e de sequéncias protéi-
cas. E oterceiro € que a espectrometria
de massas fornece informacao detalha-
da de modificacdes pos-traducionais,
em particular as fosforilacoes e glicosi-
lacoes.
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BOXS8 — MALDI e ESI

MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionization

Uma amostra de proteina ou peptideo é misturada com um largo excesso de
uma matriz, formada por uma substincia que absorve no ultra-violeta, e posta
para secar. Um /asercom um comprimento de onda que seja absorvido pela
matriz, em um compartimento sob vacuo, incide sobre a amostra seca e
fragmentos ionizados da amostra sao carreados pela vaporizacao da matriz e
capturados por um campo elétrico do analisador de massas.

ESI - ElectroSpray Ionization

Um voltagem aplicada em uma fina agulha contendo uma soluc¢ao protéica,
gera uma névoa de pequenas goticulas da soluciao, contendo pequeno
nimero de moléculas protéicas. A reducio das goticulas por evaporaciao
acaba colocando em fase gasosa as proteinas ionizadas. Elas sio entdo
capturadas pelo analisador de massas. A grande vantagem desta técnica é
permitir o acoplamento direto de um sistema cromatografico de alta eficiéncia
ao espectrometro de massas, possibilitando a analise em fluxo continuo de
misturas protéicas complexas.

No Brasil, apenas agora comeca-
mos a montar grupos de pesquisa
nesta area. Merecem destaque as re-
des de protedmica em Sao Paulo, sedi-
ada no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (http://www .Inls.br/), e no
Rio de Janeiro (http://www faperj.br/
interna. phtml?obj_id=219).

mero de proteinas codificadas pelo
genoma da espécie humana (o que
ainda hoje € discutido), é previsivel
que em alguns anos pPossamos co-
nhecer de 4000 a 10000 proteinas-
alvo, sobre as quais medicamentos
poderio agir. Para termos uma idéia
da grandeza destes nimeros, todo o

BOXO9 - Links interessantes

Eletroforese bi-dimensional em géis de poliacrilamida (PAGE-2D)
http://us.expasy.org/ch2d/protocols/
http://www.aber.ac.uk/parasitology/Proteome/Tut_2D.html
Cromatografia liquida de alta eficiéncia, com o uso de colunas
capilares (HPLC)
http://www.ionsource.com/tutorial/chromatography/rphplc.htm
http://www.ionsource.com/tutorial/capillary/introduction.htm
Espectrometria de Massas (MS)
http://ms.mc.vanderbilt.edu/tutorials/ms/ms.htm

Software gratuito para analise de PAGE-2D - Melanie

Desenvolvido no Swiss Prot, esta disponivel diretamente na pagina do Swiss
Prot, http://www.expasy.org/ ou num /ink na pdgina http://
www.science.gmu.edu/ ~ntongvic/Bioinformatics/software.html, que da
acesso a muitos outros programas de bioinformatica.

As técnicas experimentais expos-
tas acima, além de oferecerem respos-
tasa curiosidade humana, constituem
formas inovadoras na pesquisa para o
combate de problemas globais como
diabetes, cincer, hemofilia, etc... Na
pratica, independentemente do nu-

arsenal terapéutico que conhecemos
hoje atua sobre apenas 500 delas. O
numero de drogas disponiveis hoje
nos EUA, derivadas destas novas tec-
nologias, chegou a 103 no ano passa-
do (21 delas foram aprovadas em
2000).
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Modelagem molecular

Ainda neste sentido, procurando
associar proteinas a suas fungoes, a
bioinformdtica pode e devera trazer,
nas proximas décadas, suas maiores
contribui¢oes a biologia. O conheci-
mento da estrutura terciaria de uma
proteina constitui uma informacao
valiosa para determinacdo de sua
fungio, pois pode permitir a identifi-
cac¢ao de dominios conhecidos, como
sitios cataliticos, sitios de modifica-
¢aoalostérica e outros.

Além disso, tendo as estruturas
tridimensionais das proteinas deter-
minadas, podemos entdo realizar
pesquisas mais direcionadas no sen-
tido de encontrar inibidores, ativado-
res enzimaticos e outros ligantes que
permitam a producio de firmacos
mais eficientes e especificos: o alme-
jado Desenvolvimento Racional de
Farmacos (Rational Drug Design).

Atualmente a abordagem mais
eficaz na determinarcao da estrutura
terciaria de proteinas € aquela que se
utiliza de técnicas experimentais
como NMR (Ressonancia Magnética
Nuclear) e cristalografia por difracao
de raios-X. Dezenas de milhares de
protéinas tiveram suas estruturas ter-
ciarias conhecidas através destes mé-
todos e tém fornecido dados para o
desenvolvimento de programas de
modelagem e para a modelagem
por homologia. Entretanto os méto-
dos experimentais sao, frequente-
mente, procedimentos dispendiosos
e de dificil execucido. Além disso,
existem limita¢des técnicas que difi-
cultam a determinacao de varias pro-
teinas. A obtengido de cada proteina
pura € um desses fatores limitantes.
Outro fator € a dificuldade de crista-
lizacao das proteinas, etapa necessa-
ria para a determinacao de estrutura
por difracdo de raios-X. Este € um
problema comum em proteinas de
membrana ou glicosiladas. Mesmo
usando robods para acelerar o proces-
so experimental, estas e outras difi-
culdades fazem com que a determi-
nag¢io de novas estruturas protéicas
nao consiga acompanhara velocida-
de de obtencao de dados dos proje-
tos genoma.



Figura 8: Estrutura tercidria e
quaterndria da Deoxi-
hemoglobina humana obtida
por Difracdo de Raios X e
depositada no PDB. A
molécula é um tetramero,
composta por 4 cadeias, e
ligada a 4 atomos de ferro

A modelagem molecular é um
método alternativo, ndo experimental,
que permite, com base nos conheci-
mentos da estereoquimica dos amino-
acidos e nas informacoes adquiridas
das estruturas tercidrias ja resolvidas,
prever a conformacao de proteinas a
partir da seqiiéncia primaria dos ami-
noacidos.

Uma das formas de se realizar a
modelagem de proteinas é utilizar
como referéncia uma ou mais protéi-
nas homologas e de estrutura tercidria
ja conhecida. Este tipo de modelagem
¢ conhecido como modelagem por
homologia ou modelagem comparati-
va, e, por enquanto, ¢ a abordagem
que obtém melhores resultados. O
primeiro passo do processo € a pequi-
sa de proteinas homologas em bancos
de dados de estruturas tercidrias de
proteinas. O PDB (Protein Database
Bank) € o mais utilizado para este fim.
A seguir, deve ser realizado o alinha-
mento das seqiiéncias de aminoacidos
das protéinas homologas e a proteina-
alvo (o programa Clustal, citado ante-
riormente no artigo, pode serusado). A
modelagem, propriamente dita, é rea-
lizada através de softwares como o
Modeller, SWISS-MODEL, 3D-PSSM,
dentre outros. Esses programas nor-
malmente procuram encontrar a estru-
tura terciaria que melhor se aproxime
da disposicao dos atomos das protei-
nas utilizadas como modelo, e ao mes-
mo tempo atenda as restricoes este-

reoquimicas. Apos a definicao de uma
estrutura candidada, esta pode serava-
liada através de outros softwares de
verificacdo de restricoes estereoquimi-
cas, como o programa Procheck.

A modelagem por homologia € um
processo iterativo de ajuste de para-
metros e verificacao dos resultados.
Normalmente € necessario que o pro-
cesso seja repetido varias vezes até
que uma estrutura tercidria adequada
seja obtida. Além disso, a modelagem
de proteinas, como um todo, é uma
técnica heuristica: mesmo que a estru-
tura obtida concorde perfeitamente
com todas as restricoes impostas, nio
ha garantias de que esteja correta.
Deve-se lembrar que uma estrutura
bastante semelhante 2a real pode ser o
suficiente para formulacio de novas
hipoteses e atingir as expectativas do
usudrio desta técnica.

Uma abordagem recente, que pos-
sui um crescente nimeros de adeptos
e acumula bons resultados, é a mode-
lagem através de threading de prote-
ina. Esta técnica € baseada na compa-
racio da proteina em questao com
modelos descritivos dos enovelamen-
tos de proteinas homologas. Nesses
modelos sao descritas: a distancia entre

os residuos de aminoacidos, a estrutura
secundaria de cada fragmento e as
caracteristicas fisico-quimicas de cada
residuo.

Entretanto, um grande desejo dos
que trabalham com proteinas € o de-
senvolvimento de programas realmen-
te eficientes para a modelagem ab
initio, ou seja, que sejam capazes de
predizer a estrutura terciaria de uma
proteina, tendo como informac¢io ape-
nas a sequiéncia dos residuos de amino-
acidos e suas interacoes fisico-quimi-
cas, entre si € com o meio. Programas
assim existem hoje mas tém muito a
melhorar para que possamos confiar
unicamente no seu resultado.

No geral, a modelagem de protei-
nas através de programas de computa-
dor é um campo de pesquisa recente
e ainda ndo gerou softwares de eficién-
cia comprovada. Para estimular o de-
senvolvimento de programas de mo-
lelagem molecular de proteinas, foi
criado um evento para a avaliacao
desses softwares denominado CASP
(Critical Assesment of Structural Pre-
diction). A cada dois anos este evento
retine os mais conhecidos pesquisado-
res desta drea, que sio desafiados e
suas diferentes metodologias avalia-

BOX10 — Programas e sites relacionados com modelagem e estrutu-

ras de proteinas

PDB http://www.rcsb.org/pdb/

Mais famoso e completo banco de dados de estrutura de proteinas.
Protein explorer http://molvis.sdsc.edu/protexpl/

Programa derivado do RasMol para a visualizacao de estruturas de proteinas.
SWISS-PDBviewer http://www.expasy.org/spdbv/

Programa para a visualizacao e analise da estrutura de varias proteinas ao
mesmo tempo. Permite a realizacao de mutacoes de aminoacidos, altera-
¢oes em pontes de hidrogénio, angulos de torcao e distancias entre atomos.
Modeller http://guitar.rockefeller.edu/modeller

Um dos programas mais utilizados para a modelagem de proteinas por

homologia.

SWISS-MODEL http://www.expasy.org/swissmod

Programa via web para a modelagem de proteinas por homologia.
PROCHECK http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck html
Programa que checa a qualidade estereoquimica de uma estrutura de prote-
ina, gerando andlises graficas sobre a geometria espacial da proteina, resi-

duo porresiduo.

Librahttp://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/libra/LIBRA_ILhtml
Programa on-line que utiliza threading para encontrar uma seqiiéncia de
residuos de aminoacidos que melhor se adequem a uma estrutura terciaria

conhecida e vice-versa.

CASP http://predictioncenter.llnl.gov/Center.html
Critical Assesment of Structural Prediction. Competicao que avalia os
softwares de predicao de estrutura de proteinas.
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das. Nesta competi¢do cada grupo re-
cebe seqiiéncias de proteinas tiveram
sua estrutura resolvida experimental-
mente por NMR e/ou cristalografia por
difragao de raios X, mas que ainda nio
foram publicadas. Vence o grupo que
conseguir prever ab initio, com maior
exatidao, a estrutura do maior nimero
proteinas. Apesar dos esforcos, até
hoje nao houve 100% de acerto.

Métodos em
filogenética molecular

Uma dasaplicacoes mais antigas da
bioinformatica é a de desenvolvimen-
to de programas que, a partir das
sequiéncias de DNA ou de proteinas de
diferentes organismos, sejam capazes
de reconstruir a relacio de parentesco
entre as espécies, o que chamamos de
sistematica molecular, ou de recons-
truir o parentesco entre as espécies
associando essas informagdes a uma
escala temporal, o que chamamos de
filogenia molecular. A representacao
grafica desses resultados € feita na
forma de arvores filogenéticas.

Atualmente, arvores filogenéticas
Sao extremamente comuns em artigos
que abordam assuntos de biologia
molecular, refletindo o reconhecimen-
to de que estas drvores representam
uma maneira legitima de entender os
processos biologicos e a evolucao dos
mais diversos caracteres. Estes estudos
e as ferramentas criadas para este fim
tém aplicacoes tao diversas como pro-
curar entender a origem do homem ou
reconstituir a histéria epidemiolégica
da AIDS a partir de dados do genoma
do virus HIV.

Para realizar inferéncias a respeito
das relagoes de parentesco entre orga-
nismos, tomando como base seqiénci-
as de DNA ou proteinas, o primeiro
passo € identificar sequiéncias de inte-
resse que apresentem ancestralidade
comum, ou seja, que sejam homolo-
gas. Para isto, muitas vezes estas se-
quéncias sio escolhidas por similarida-
de nos grandes bancos de dados dispo-
niveis na rede, sem que tenhamos,
sobre elas, dados das fung¢oes bioqui-
micas e biologicas que possam confir-
mar sua homologia. Por isso, é impor-
tante ressaltar que, ao fazermos uma
reconstrucio filogenética, a escolha de
seqiéncias homologas é fundamental
para gerar uma arvore confidvel, pois
56 assim teremos certeza de que esta-

remos comparando um mesmo marca-
dor que apresenta similaridades entre
varios organismos a partir de uma ori-
gem comum, garantindo que eles com-
partilham um mesmo ancestral. Quando
nio se comparam caracteres homolo-
gos, pode-se incidir no erro de conside-
rar similaridades sem origem comum e,
portanto, com histérias evolutivas dife-
rentes. Uma das formas de avaliar esta
escolha ¢ incluir nas andlises, sequiéncias
de grupos externos (organismos com
historia evolutiva conhecida em relacao
ao grupo em estudo), que funcionam
como controles no processo de recons-
trucio de parentescos.

Uma vez selecionadas as seqiiéncias
homologas dos organismos de interesse
e de grupos externos, serd necessario
realizar o alinhamento multiplo entre
elas e entdo gerar drvores filogenéticas
a partir de métodos de distincia ou de
caracteres discretos (maxima parcimo-
nia ou maxima verossimilhanca) para
podermos realizar a inferéncia filogené-
tica desejada. Para tanto, os seguintes
métodos sao freqiientemente utilizados
pelos softwares:

Métodos de Distancia

Funcionam basicamente em dois
passos, sendo que o primeiro deles € a
reducao das variacdes entre seqiéncias
alinhadas a valores de distancia dispos-
tos em uma matriz. No segundo passo,
estes valores sdo utilizados na reconstru-
cao filogenética. Um dos métodos de
distancia mais comuns é a chamada
distdncia p, que expressa o nimero de
sitios varidveis entre duas sequéncias
com relagao ao total de sitios compara-
dos. Além deste, existem também mui-
tos outros modelos evolutivos utilizados
para o calculo de distancias genéticas,
como o Jukes-Cantor, Kimura 2 parime-
tros, Tajima e Nei e Tamura 3 parime-
tros. Na reconstruc¢io filogenética, os
algoritmos mais utilizados sio o UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic means) e o Neighbor-joi-
ning, que realizam uma série de calculos
com a matriz de distincia gerada a partir
do alinhamento para estimar a arvore
filogenética.

Maxima Parsimonia (MP)
Este método baseia-se na teoria de

que a melhor hipétese para explicar um
processo € aquela que requer o menor
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nimero de passos. Para a analise filoge-
nética, isto significa que a arvore que
possuirum menor nimero de mudangas
(substituicoes) para explicar os dados do
alinhamento é a mais préxima da real.
Na MP ndo ha a fase de cilculo de
distancia, sendo que as arvores sio cal-
culadas diretamente dos dados do ali-
nhamento. Entretanto, esta metodologia
requer muito mais tempo quando se usa
a busca exaustiva de arvores, uma vez
que o computador precisa reconstruir
todas as arvores possiveis para “esco-
lher” aquelas com um ndmero minimo
de mudancas, que sio chamadas de
arvores mais parcimoniosas. Para contor-
nar este problema do tempo, existem
também algoritmos heuristicos de re-
construcido filogenética, mas € preciso
lembrar que, nestes casos, a arvore final
pode ser subotima.

Maxima Verossimilhanca (MV)

Este método baseia-se na reconstru-
cao filogenética através da busca por
uma 4arvore que maximize a probabilida-
de dos dados observados. Neste sentido,
o método de MV calcula as probabilida-
des associadas a diferentes topologias e
cada uma delas com as variacdes nos
tamanhos dos ramos, considerando o
modelo evolutivo escolhido. Portanto,
encontrar a arvore mais verossimil en-
volve nao somente a andlise das topolo-
gias possiveis, mas também das varia-
¢oes de comprimento de ramos para
cada topologia. Deste modo, o emprego
de algoritmos heuristicos pode auxiliar
enormemente na busca pela arvore ide-
al, ja que o tempo computacional au-
menta de acordo com o numero de
espécies e de pardmetros considerados
naanalise.

A cada vez que um programa de
filogenia molecular € rodado para gerar
uma arvore sobre o conjunto de dados
escolhidos, o resultado pode ser diferen-
te. Por isso, para validar uma arvore
filogenética, o que se faz é rodar repeti-
das vezes o programa escolhido e, esta-
tisticamente, testar cada ramo para esco-
lher um a um aqueles com maior proba-
bilidade de ocorréncia para a composi-
cao final da arvore. O método estatistico
mais usado nessas analises € o chamado
bootstrap.

O bootstrap funciona gerando con-
juntos modificados de dados, obtidos
aleatoriamente a partir dos dados do
alinhamento. Para cada conjunto aleaté-



BOX11 - Programas mais utilizados na analise filogenética

Clustal

Programa para o alinhamento multiplo de sequiéncias

Acesso on line - http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

Download do clustal X para diversas plataformas - http://inn-
prot.weizmann.ac.il/software/ClustalX.html

PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony and other methods) -

http://paup.csit.fsu.edu/

Anilises filogenéticas utilizando métodos de distancia, maxima parcimonia

e maxima verossimilhanca

PHYLIP (Phylogeny Inference Package) — inferéncias filogenéticas
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
MEGA (Molecular Evolutionary Genome Analysis) - http://

www.megasoftware.net/

Inferéncias filogenéticas com métodos de distancia e parcimdnia.

Download gratuito.

Treeview http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview
Software gratuito para edicao grafica e impressio de arvores filogenéticas

rio de dados obtidos ¢é estimada uma
arvore. As novas arvores, geradas a
partir dos conjuntos modificados dos
dados de entrada, sio comparadas.
Cada um dos ramos da arvore final
recebe entao um valor de probabilida-
de, que é obtido do nimero de novas
arvores onde esse ramo ocorreu dividi-
do pelo nimero total de novas arvores
estimadas. Probabilidades altas indi-
cam que, mesmo com algumas altera-
coes, os dados suportam o ramo ao
qual essa probabilidade se refere e
probabilidades baixas significam que,
com a amostra analisada, nao se pode
ter certeza de que determinado ramo
seja correto.

CONSIDERACOES FINAIS

Tentamos abordar nesse artigo os
principais topicos desenvolvidos em
bioinformatica. Este artigo ndo preten-
de esgotar cada um dos assuntos abor-
dados, mas imaginamos que os leitores
interessados poderdo encontrar mais
informacoes e trilhar seu proprio cami-
nho visitando os links e observando as
referéncias sugeridas.
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