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PRINCIPIOS BASICOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A biologia molecular € uma ciéncia em constante evolucdo. Inicialmente, 0s
estudos nessa area focaram a complexidade estrutural e a funcionalidade dos
acidos nucleicos nas mais diversas espécies. Nos Ultimos anos, porém,
investimentos no desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, levaram ao
aprimoramento do sequenciamento génico e da identificacdo de proteinas. Um
exemplo é a finalizacdo do sequenciamento do genoma humano realizado na dltima
década, o qual s6 foi possivel devido ao aperfeicoamento dos sequenciadores
automaticos.

A sofisticacdo técnica trouxe consigo uma grande quantidade de dados para
serem analisados e corretamente interpretados. De tal modo, bancos de dados
genéticos publicos contendo bilh6es de dados moleculares e programas de analises
moleculares comecaram a ser desenvolvidos com o intuito de integrar o maior
namero possivel de achados cientificos, e com isso facilitar o trabalho dos
pesquisadores.

A grande questdo dessas bases de dados e ferramentas de analise, é que
elas requerem programas analiticos avancados para catalogar e representar
adequadamente as informacfes ali depositadas, e nem sempre 0s cientistas
acostumados com a rotina laboratorial tém familiaridade com o0s processos
matematicos e computacionais requeridos por essas ferramentas.

Nesse contexto, tornou-se clara a necessidade de uma disciplina capaz de
integrar conhecimentos de informatica, estatistica e biologia molecular, visando o
aprimoramento profissional, bem como o melhor entendimento dos inUmeros dados
gerados diariamente pelas pesquisas cientificas. Essa disciplina é a tdo comentada
bioinformética.

Em 1865, Mendel mostrou que existiam “fatores” no nosso organismo
responsavel pela transmissdo da informacédo genética. Hoje sabemos que esses
“fatores” nada mais sdo do que o0s genes, constituidos basicamente dos éacidos

nucleicos, acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA).

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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ESTRUTURA DO ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

O acido desoxirribonucleico (DNA) é uma molécula longa, composta de
nucleotideos, os quais sado formados por uma pentose (desoxirribose), uma base
nitrogenada (adenina, timina, guanina ou citosina) e um grupamento fosfato. A
principal funcdo do DNA é o armazenamento de informac¢des genéticas para a
posterior sintese de RNAs e proteinas, sendo o responsavel pela transmissao das
caracteristicas genéticas entre os seres vivos, tais como cor dos olhos, pele, entre
outras.

Um aspecto importante quando consideramos a estrutura do DNA e mais
precisamente da estrutura dos nucleotideos que o compdem, € a orientacdo da
ligacdo entre os trés componentes que compdem esses nucleotideos, a qual é
fundamental para a replicagdo correta da molécula de DNA. A ligagdo entre a base
nitrogenada e a desoxirribose (agulcar) ocorre por meio de uma ligacdo covalente,
engquanto que a ligacdo da desoxirribose com o grupamento fosfato ocorre por uma

ligacao fosfoéster.

ESTRUTURA DE UM NUCLEOTIDEO QUE COMPOE A MOLECULA DE DNA

Grupo
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Para que a molécula de DNA seja formada, os nucleotideos se ligam por
ligagOes fosfodiéster. Dessa forma, a hidroxila do carbono 3 da desoxirribose do
primeiro nucleotideo se liga ao grupamento fosfato ligado a hidroxila do carbono 5
da desoxirribose do segundo nucleotideo. Devido a essa formacdo, a molécula de

DNA apresenta uma direcado determinada, ou seja, em uma extremidade da cadeia
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temos uma hidroxila livre no carbono 5 da primeira pentose e na outra extremidade
temos livre a hidroxila do carbono 3 da ultima pentose. Esse dado é fundamental,
pois determina que a replicacdo do DNA ocorra sempre no sentido 5'para 3".
FIGURA: DEMONSTRACAO DAS LIGACOES FOSFODIESTER ENTRE
NUCLEOTIDEOS, MOSTRANDO O SENTIDO DE FORMAC}AO DA MOLECULA DE

DNA
DNA
Extremidade 5’
O
O PO
o A
& CHy O
CH  H_
H H
.
Q H
Ligacdo O- ":‘ O
fosfodiéster O T
5 CHy O~
\ H H
| H H
3’ R
O H
O—P=0O
Q G
»CH; O
H H
H H
. 3
O H

|
Extremidade 3" H

<http://medicina.med.up.pt

Um grande avango nos estudos sobre a estrutura do DNA ocorreu em 1953,
guando Watson e Crick por meio de estudos de difracdo de raios X propuseram um
modelo tridimensional para a estrutura do DNA. Os pesquisadores mostraram que a
molécula de DNA é uma dupla hélice com giro para direita em que duas cadeias
polinucleotideas sao helicoidizadas uma ao redor da outra. Cada cadeia

polinucleotidea consiste de uma sequéncia de nucleotideos unidos por ligacdes

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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fosfodiéster, sendo os dois filamentos polinucleotideos mantidos em sua
configuragcéo helicoidal por pontes de hidrogénio. As bases nitrogenadas estao no
interior dessa estrutura tridimensional, enquanto que a pentose e o grupamento

fosfato se disp6em externamente a molécula.

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA DUPLA HELICE DE DNA
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<http://curiofisica.com.br/

Entre as caracteristicas bésicas da molécula de DNA destaca-se a
complementaridade das bases (adenina pareia com timina, e citosina pareia com
guanina), a qual torna o DNA adequado para estocar e transmitir a informacéao
genética de geracdo para geracao; e a polaridade oposta das fitas de DNA, ou seja,
que uma fita tem a direcdo da sintese (5 para 3°) enquanto que a outra esta em
sentido oposto (3"para 57). Essa disposi¢cdo antiparalela das fitas € fundamental para

entendermos como ocorre a replicacdo do DNA posteriormente.
ESTRUTURA DO ACIDO RIBONUCLEICO (RNA)

O acido ribonucleico (RNA) é formado a partir de um molde de DNA, por um

processo denominado de transcricdo génica. O RNA € uma molécula de fita

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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simples, formado por nucleotideos compostos de uma pentose (ribose), uma base
nitrogenada (adenina, uracila, guanina e citosina) e um grupamento fosfato.
FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA MOLECULA DE RNA
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<http://www.uic.edu/classes/phys/phys461/phys450/ANJUMO4/>.

Varios tipos de moléculas de RNA foram identificados, das quais trés se
destacam: RNA mensageiro (RNAmM), RNA ribossémico (RNAr) e RNA transportador
(RNAL).

Os RNAm sdo moléculas de RNA traduzidas nos ribossomos, ou seja, sdo 0s
RNAs que contém a informacao genética para a codificacdo das proteinas. Esse tipo
de RNA compreende apenas 5% do RNA total da célula. Os RNAmM dos organismos
eucarioticos apresentam algumas caracteristicas estruturais importantes, tais como a
presenca de uma cauda de adenina na extremidade 3" (cauda poli-A) e uma
estrutura denominada de cap na extremidade 5" da cadeia de RNA. Por outro lado,
0os RNAt sdo pequenas moléculas de RNA que funcionam como adaptadores,
transportando o aminoacido especifico ao sitio de sintese de proteinas.

Compreendem aproximadamente 15% do RNA total da célula. Os RNAr sao

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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componentes tanto estruturais como cataliticos dos ribossomos, local onde ocorre o
processo de tradugdo propriamente dito. No citoplasma dos organismos
eucarioticos, encontramos quatro RNAr de tamanhos diferenciados (5S, 5,8S, 18S e
28S). Juntos compreendem 80% do RNA total celular.

Ha ainda outros tipos de RNAs, tais como os pequenos RNA nucleares que
compdem os spliceossomos, estruturas fundamentais para a retirada dos introns
durante a transcricdo génica; e os microRNAs que séo filamentos de cerca de 22
nucleotideos, capazes de bloquear a expressdo génica de RNAmM complementares
ou parcialmente complementares, levando a degradacdo desses RNAmM ou
reprimindo o processo de sintese proteica. No entanto, o real papel desses RNAs

nos diversos mecanismos moleculares ainda esta sendo estudado.
REPLICACAO DO DNA

A velocidade de sintese de um novo filamento de DNA em humanos é de
cerca de 3.000 nucleotideos por minuto, sendo que em bactérias cerca de 30.000
nucleotideos sao adicionados a uma cadeia de DNA nascente por minuto. Diante
desses fatos, fica claro que a maquinaria de replicacdo do DNA deve funcionar de
forma rapida e precisa. Estima-se que ocorra um erro por bilhdo de nucleotideos
incorporados apos a sintese e correcdo dos erros durante e logo apds o processo de
replicacdo do DNA.

A replicacdo do DNA ocorre de forma semiconservativa, visto que cada um
dos filamentos complementares da dupla fita parental é conservado durante o
processo. Além disso, a replicacdo do DNA € iniciada em origens Unicas, as quais
sdo caracterizadas por uma sequéncia de bases especificas denominadas origem
da replicacdo. E interessante ressaltar que a partir da origem de replicacdo, esse
processo ocorre bidirecionalmente.

Dessa forma, uma nova fita de DNA é sintetizada na direcdo 5 para 3. No
entanto, considerando o sentido da replicacdo e a natureza antiparalela do DNA,
percebemos que a fita utilizada como molde s6 pode ser lida da extremidade 3" para

5. Como a abertura da dupla fita é gradual a partir da forquilha de replicacdo e o

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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sentido de replicacdo deve ser obrigatoriamente na direcdo 5” para 3", a sintese das
duas fitas ocorre de forma descontinua, ou seja, em sentidos opostos. Sendo assim,
uma fita é sintetizada continuamente, sendo denominada de fita lider, enquanto que
a outra (fita tardia) é sintetizada a partir de pequenos fragmentos denominados de
fragmentos de Okasaki.

Didaticamente, o processo de replicagdo do DNA pode ser dividido em trés
etapas: iniciacdo, alongamento e terminacgéo. A iniciacao é considerada a Unica fase
regulada da replicacdo do DNA, e visa assegurar que o DNA seja replicado somente
uma vez por ciclo celular. Como o préprio nome diz, essa fase corresponde ao inicio
da replicagcdo do DNA, na qual as enzimas helicases agem separando a dupla fita de
DNA. Seguida a essa etapa, inicia a fase de alongamento, a qual corresponde a
sintese das fitas lider e tardia propriamente dita.

A sintese da fita lider inicia-se com a sintese de um pequeno segmento de
RNA (primer) pela enzima primase, visto que a DNA polimerase, enzima chave
desse processo, ndo tem a capacidade de fazé-lo pela auséncia de grupos hidroxila
(OH) expostos. ApGs a sintese do primer, a enzima DNA polimerase esta apta a
adicionar os desoxirribonucleotideos, sintetizando assim a nova molécula de DNA. A
sintese da fita lider prossegue continuamente até o final da molécula, na qual o
primer é entao retirado e substituido por DNA.

Por outro lado, a sintese da fita tardia ocorre pela formacdo de pequenos
fragmentos. Inicialmente, a exemplo da sintese da fita lider, também € sintetizado
um primer de RNA, e a enzima DNA polimerase adiciona desoxirribonucleotideos a
cadeia de DNA nascente. A grande complexidade dessa sintese reside no fato de
gue apenas uma DNA polimerase deve sintetizar a fita lider e tardia ao mesmo
tempo. Para que isso ocorra, uma pequena alca na fita tardia é criada, a qual visa
aproximar as duas forquilhas de replicagdo. Como a fita tardia é sintetizada
descontinuamente, a sintese do primer de RNA é repetida diversas vezes durante a
replicacdo do DNA. No final do processo, todos os primers sao retirados por enzimas
especificas e os fragmentos de Okasaki unidos, concluindo com isso a sintese da
fita tardia do DNA.

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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A Ultima etapa da replicagdo do DNA é a terminagdo. Considerando um
modelo de organismo procariético, tal como a Escherichia coli, podemos inferir que
como seu DNA é disposto de forma circular e a replicacdo ocorre bidirecionalmente,
chegara um ponto em que as duas forquilhas de replicacdo se encontrardo e
terminardo a sintese daquela nova molécula de DNA. Em eucariotos, porém, a
questdo é mais complexa. Na fita lider, a replicacdo ocorre normalmente até o final
do molde parental. Na fita tardia, porém, como ela esta sendo sintetizada em sentido
oposto, a extremidade da fita torna-se dificil de replicar. A solu¢cdo envolve a acao
das enzimas telomerases que sintetizam os teldbmeros, 0s quais sdo compostos de
varias cépias de uma sequéncia consenso, assegurando assim que a fita tardia seja

replicada adequadamente até o término do processo de replicacao.

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REPLICACAO DO DNA,
MOSTRANDO A ACAO DAS DIVERSAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NESSE
PROCESSO
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TRANSCRICAO
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A transcricdo é o processo pelo qual, a partir de uma molécula de DNA, é
sintetizada uma molécula de RNA. Por meio desse processo, todos os tipos de
RNAs séo formados (RNAm,

RNAr, RNAt, entre outros). H& diversas semelhancas entre a sintese de DNA
e a sintese de RNA, porém a funcdo bioldgica de cada um desses eventos é
diferente. A sintese de DNA é um processo preciso e uniforme, pois o0 objetivo é a
formacédo de uma nova molécula de DNA idéntica a molécula original. Por outro lado,
a transcricdo € um processo bastante variavel e seletivo que espelha a condigcédo
fisiologica da célula, a qual pode requerer a expressao ou ndo de determinado gene
em determinado momento.

De modo geral, a transcricdo ocorre a partir da informacédo contida na
sequéncia de nucleotideos de uma molécula de DNA dupla fita, ocorrendo no
sentido 5" para 3. Nesse processo, apenas uma das fitas de DNA (fita molde) é
utiizada para a sintese do RNAm, a qual segue as mesmas regras de
antiparalelismo e complementaridade, com excecdo do pareamento de uma uracila
com adenina, ao invés de uma timina. Dessa forma, o RNAm recém-sintetizado (5
para 3) é complementar a fita que serviu de molde (3" para 57) e idéntico a outra fita
de DNA (5" para 3").

De forma semelhante ao que ocorre com a replicacdo do DNA, o processo de
transcricdo génica também pode ser didaticamente dividido em trés etapas:
iniciacdo, alongamento e terminagcdo. A fase de iniciacdo da transcricdo requer
regides regulatérias, acoplamento de fatores de transcricdo e fatores da RNA
polimerase, enzima chave no processo de transcricdo génica. As regides
regulatorias da transcricdo apresentam em comum uma regido promotora, a qual €
composta do sitio de inicio da transcricdo, uma regido conservada TATA box, uma
regido regulatéria usptream CAAT box, e algumas outras sequéncias upstream que
aumentam a eficiéncia de reconhecimento do promotor, e elementos enhancers que
visam aumentar a expressao génica.

O inicio da transcricdo envolve uma cascata, na qual diversos fatores de

transcricéo se ligam ao DNA para iniciar o processo. Depois de montado o complexo

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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proteico nas regifes regulatorias, a mesma esta apta a receber a enzima RNA
polimerase e formar o complexo de iniciagdo da transcricdo. Essa enzima abre a
dupla fita de DNA e coloca a primeira base, formando a bolha de transcricéo,
estrutura caracteristica do processo.

Depois de iniciada a transcricdo génica, a cadeia de RNA nascente é
alongada. Nesse processo de alongamento, outros fatores acessorios sao
necessarios. A bolha de transcricdo se move pela fita de DNA, abrindo a dupla fita
de DNA a frente e fechando atras de si. Os erros que porventura possam ocorrer na
sequéncia da cadeia de RNA nascente séo corrigidos pela acédo da RNA polimerase
durante essa etapa. Apds o alongamento da cadeia de RNA, ocorre o término desse
processo de transcricdo génica. Sabe-se que existem regides consenso de DNAs
ricas em timina, as quais sao regides sinais codificadas pela molécula de DNA que
indicam onde deve ser a extremidade 3. Enzimas que se ligam ao RNA acabam por
reconhecer esses sinais e clivam o fragmento de RNA nascente nessas regides.

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA TRANSCRICAO DO DNA
EM RNA

A figura destaca a bolha de transcricdo e a acdo da RNA polimerase durante

esse processo. <http://www.odnavaiaescola.com.br/transcricao.html>.

PROCESSAMENTO DO RNA

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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Os diversos RNAs formados durante o processo de transcricdo sao
denominados de transcritos primarios, os quais nao representam a molécula de RNA
madura, ou seja, aguela cuja sequéncia e estrutura correspondem ao RNA funcional.

Diante disso, esses transcritos primarios precisam sofrer modifica¢des, a fim
de se tornarem RNAs maduros. Os mecanismos de processamento do RNA sao
bastante variados e dependem do tipo de RNA sintetizado. Por exemplo, as
modificacdes do RNAmM incluem a adi¢cdo do cap na extremidade 5°, o qual protege a
extremidade 5 do transcrito da acdo de enzimas exonucleases, além de facilitar o
splicing do RNA e o transporte do nudcleo para o citoplasma; a adicdo de uma cauda
poli A na extremidade 3" que facilita o transporte do RNAmM para o citoplasma,
estabiliza a molécula no citoplasma, podendo também estar relacionada com o
reconhecimento da molécula de RNAm pelo complexo que posteriormente realizara
a traducdo; a metilacdo de regides especificas do RNAm que podem ajudar a
proteger as por¢cdes do transcrito primario que precisam de preservacao; e 0sS
comentados mecanismos de splicing alternativo.

O splicing nada mais é do que a excisdo de introns do pré-transcrito. De
forma geral, o transcrito priméario € composto de dois tipos de sequéncias, 0s éxons,
0S quais séo as porcoes codificadoras que estardo presentes no RNA maduro, bem
como 0s introns, que sao sequéncias que ndo estardo presentes no RNA maduro, e,
portanto, ndo codificam proteinas. O splicing ndo ocorre de forma aleatoria, existem
sequéncias consenso presentes nos introns que sinalizam o local onde deve ocorrer
o splicing, e sdo fundamentais para a excisao correta dos elementos intrénicos. Esse
processo envolve a quebra de ligacbes fosfodiéster na juncdo éxon-intron, e a
formacdo de outra ligacdo entre as extremidades do éxon. Comumente esse
processo é mediado por spliceossomos, que sdo estruturas compostas de um
grande numero de ribonucleoproteinas e outras proteinas acessorias, desfeito apos
a remocdo dos introns. No entanto, o splicing também pode ocorrer por um
mecanismo denominado de “auto- splicing”, na qual a excisdo intrbnica ocorre pela

atividade catalitica do préprio RNA precursor.

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE
SPLICING ALTERNATIVO, MOSTRANDO A FORMACAO DO SPLICEOSSOMO E
A REMOCAO DAS SEQUENCIAS INTRONICAS
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TRADUCAO

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes e diversas dos sistemas
biolégicos. Sdo compostas de polipeptideos, os quais sdo formados por
aminoacidos. Sabemos que existem 20 aminoacidos diferentes para formar os varios
tipos de proteinas identificadas em mamiferos.

A informacado genética esta armazenada nos cromossomos e é transmitida as
células filhas pela replicacdo do DNA, expressa por meio da transcricdo em RNA, e
no caso especifico do RNAm traduzido em uma proteina. Esse fluxo de informacéo
genética, do DNA para a proteina é conhecido como dogma central da biologia
molecular.

FIGURA: DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA MOLECULAR
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Antes de descrever o processo de traducdo propriamente dito, vale algumas
consideracdes sobre o cddigo genético. Esse codigo nada mais € do que a forma
pelo qual o DNA é estocado no nosso organismo. Esse codigo fornece uma
correspondéncia entre as sequéncias de bases nucleotidicas e uma sequéncia de
aminoéacidos. O codigo genético apresenta trés caracteristicas fundamentais que o
definem: especificidade, universalidade e redundancia, visto que um determinado
aminoacido pode ser especificado por mais de um codon, mas cada codon s6 pode
designar um aminoéacido.

Diferente dos outros processos citados, a sintese proteica ocorre no
citoplasma das células. Para que o processo de traducdo ocorra € necessario um
grande numero de componentes, 0s quais incluem todos os aminoacidos

encontrados no produto proteico final, 0 RNAm a ser traduzido, RNAt, ribossomos
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funcionais, fontes de energias e fatores proteicos necessarios a iniciacao,
alongamento e terminacdo. E importante ressaltar que o RNAmM ndo se liga
diretamente aos aminoacidos, mas sim, o RNAt, o qual fornece a ligagcdo molecular
entre a sequéncia de bases do RNAmM e a sequéncia de aminoacidos da proteina.

A iniciacdo da sintese proteica envolve a reunido de uma série de
componentes, 0s quais incluem duas subunidades riboss6micas, 0 RNAm a ser
traduzido, o aminoacil-RNAt para metionina que € o primeiro aminoacido a ser
incorporado no peptideo nascente, GTP que fornece energia para que 0 processo
ocorra, e fatores de iniciacdo que facilitam a montagem desse complexo para
sintese proteica. A elongagdo envolve a adicdo de aminoacidos a extremidade
carboxila da cadeia polipeptidica em formacédo. A formacao das ligacdes peptidicas
entre 0os aminoacidos é catalisada por enzimas peptidiltransferases. Apos a
formacgéo da ligagdo peptidica, o ribossomo avancga trés nucleotideos em direcdo a
regido 3" terminal do RNAm. Isto causa a liberagdo do RNAt descarregado. O
término do processo ocorre quando um dos trés cédons de encerramento move-se
para o sitio de sintese.

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE TRADUCAO
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Depois de concluidas todas as etapas citadas, as proteinas sofrem ainda

modificagdes pos-traducionais, as quais incluem adigcdo de cadeias laterais de

carboidratos aos polipeptideos, modificagbes quimicas, clivagens em unidades
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polipeptidicas menores, combinagcdo com outros polipeptideos para formar proteinas
maiores, entre outras. Todas essas modificacdes tém como objetivo tornar a
proteina funcional, sendo necessarias, por exemplo, para produzir um dobramento
apropriado da proteina final. A Figura traz um resumo dos processos de replicacéo,

transcrigédo e traducéo apresentados.
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TECNICAS BASICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR E BIOINFORMATICA

As técnicas de biologia molecular estdo em constante evolucéo.
Procedimentos técnicos adequados para 0os mais diversos tipos de estudos estédo
disponiveis.

Muito do que sabemos sobre a estrutura génica foi obtida de estudos
moleculares de genes e cromossomos por meio da tecnologia de DNA
recombinante. Nesse contexto, sabemos que o0 primeiro passo para termos uma
molécula de DNA recombinante é a clonagem de genes especificos, um processo
bastante complexo que envolve o isolamento do gene de interesse, seguido da
insercdo em um elemento genético autorreplicante, tais como plasmideos ou
cromossomos virais, e a amplificacdo do gene de interesse durante a replicagéo do
cromossomo viral ou plasmidial em um hospedeiro apropriado. Apos o gene ter sido
clonado, o mesmo pode ser manipulado de diversas formas, permitindo que

investigacdes sobre a estrutura, bem como sobre a funcdo génica sejam realizadas.
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Comumente um gene clonado € sequenciado, ou seja, € determinada a sequéncia
de nucleotideos que compdem esse gene.

Técnicas de extracdo de DNA e RNA, as quais visam extrair esses acidos
nucleicos dos mais diversos tecidos biolégicos, por meio de técnicas como salting
out, fenol-cloroférmio, entre outras para extracdo de DNA, e método do Trizol para
extragdo de RNA sd&o utilizadas rotineiramente nos laboratorios de biologia
molecular. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), proposta em 1985 por Saiki e
colaboradores, permitiu um grande avanco no estudo da biologia molecular. Essa
técnica tem por objetivo amplificar uma sequéncia especifica de DNA por meio de
uma enzima termoestavel in vitro. O principio desse método é o anelamento de
oligonucleotideos especificos em regides especificas da molécula de DNA, visando
amplificar um determinado fragmento por acdo de uma enzima taq polimerase. Em

cada ciclo as fitas servem de molde para a geracéo de novas fitas.

FIGURA: REPRESENTACAO DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
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Essa imagem mostra a sequéncia lavo (target sequence), o anelamento dos
primers especificos e a subsequente formacao de uma nova fita de DNA (new DNA).
FONTE: Purves, W.K. et al. Life Wire, 2004.
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A PCR serve de partida para o desenvolvimento de indmeras técnicas, tais
como digestdo enzimatica para avaliacdo de mutacdes e polimorfismos que alteram
sitios de restricdo enzimaticos, sequenciamento automatico direto para avaliacdo da
sequéncia de um gene ou recentemente de um genoma inteiro, clonagem génica,
entre inUmeras outras. Um grande avanc¢o na técnica de PCR foi o desenvolvimento
da PCR em tempo real, que possibilita analises de expressdo génica e de
discriminacdo alélica de forma mais facil e precisa do que outros métodos
anteriormente empregados.

Todas as técnicas anteriormente citadas se interpolam facilmente com as
ferramentas de bioinformética na rotina cientifica e laboratorial. Para exemplificar
esse fato, considere que para desenharmos primers especificos para determinado
gene precisamos conhecer a sequéncia desse gene, a qual esta disponivel em
bancos de dados génicos na internet. Caso queiramos saber se uma variante altera
ou nao sitios cripticos de splicing, podemos utilizar programas genéticos disponiveis
na rede; para saber se determinada variante altera ou ndo a estrutura proteica final
podemos lancar mao de programas que avaliam as caracteristicas fisico-quimicas
dos diversos aminoacidos, e avaliam os efeitos dessa troca para a proteina. Ainda,
avaliacbes da estrutura tridimensional de uma proteina também podem ser
realizadas por andlises computacionais, entre iniUmeras outras analises que podem
ser realizadas por meio das técnicas de bioinformatica.

Recentemente, o desenvolvimento dos sequenciadores de nova geracao, 0s
quais apresentam uma tecnologia de sequenciamento de DNA que permite gerar
informacdes sobre milhbes de pares de bases em uma Unica corrida, esta
revolucionando a pesquisa gendmica estrutural e funcional. Diante desse cenario
cientifico, a bioinformatica e os profissionais especialistas nessa &area tornam-se
ainda mais fundamentais, visto a enormidade de dados produzidos e a dificuldade
de interpretacdo dos mesmos pelos pesquisadores. A bioinformatica ndo € mais a

ciéncia do futuro, mas sim, a necessidade do presente.
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CONCEITOS DE BIOINFORMATICA

A bioinforméatica é comumente definida como a aplicacdo de técnicas
computacionais para entender e organizar informacdes associadas com
macromoléculas biologicas. Em 2000, Brown definiu bioinforméatica como o uso de
computadores para aquisicdo, manejo e analise da informacéo biolégica, sendo a
bioinformética resultado da interseccdo da biologia molecular, biologia
computacional, medicina clinica, bases de dados de informatica, internet e da
analise de sequéncias.

Luscombe et al. ampliaram os conceitos basicos de bioinformatica e a
definiram como o ato de conceituar a biologia em termos moleculares e aplicar
técnicas de informéatica, as quais derivam de disciplinas como matematica aplicada,
ciéncias da computacédo e estatistica, a fim de entender e organizar as informacgdes
associadas com essas moléculas em larga escala. Resumindo essa complexa
definicdo, os autores conceituaram bioinformatica como 0 manejo de sistemas de
informacéo para biologia molecular, com inimeras aplicacdes praticas no dia a dia
dos pesquisadores. Segundo o NCBI (National Center for Biotechnology
Information), a bioinformética € um campo da ciéncia, na qual diversas disciplinas
confluem, tais como biologia, computacéo e tecnologia da informacao. Para o NCBI,
0 objetivo da bioinformatica é facilitar a busca por novos conhecimentos, e integrar
0os mesmos em bases de dados, visando com isso a formacdo de principios
universais no campo da biologia.

Finalmente, a definicdo de Bibgen parece integrar todos 0s outros conceitos
anteriormente mencionados sobre a bioinformatica. Para ele, a bioinformética é uma
disciplina que se ocupa da aquisicdo, armazenamento, processamento, distribuicao,
analise e interpretacdo das informacdes biologicas, mediante a aplicacdo de
técnicas e ferramentas procedentes da matematica, biologia e informatica, com o
propésito de compreender o significado biolégico de uma grande variedade de

dados.
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FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS PRINCIPAIS AREAS QUE
INTEGRAM ABIOINFORMATICA
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Quando em 1953, Watson e Crick propuseram o modelo de dupla hélice do
DNA, os pesquisadores ndo podiam imaginar o volume de informacdes que
exponencialmente seriam geradas a partir daquele momento. Nas décadas que se
seguiram ao trabalho de Watson e Crick, ferramentas computacionais, as quais eram
inicialmente bastante simplificadas, comecaram a ser desenvolvidas e possibilitaram
a andlise e a resolucdo de inumeros gquestionamentos relacionados a estrutura do
DNA, bem como a informacao genética que codifica as proteinas, as propriedades
estruturais dessas e os fatores que as regulam, assim como 0s eventos associados
com a regulacdo genética, com as bases moleculares do desenvolvimento
embrionario e com a evolucao das vias metabdlicas e bioquimicas.

Na década de 90, mais precisamente na segunda metade dessa década,
comecaram a surgir os sequenciadores automaticos, 0s quais geraram uma grande
guantidade de sequéncias a serem armazenadas, exigindo com isso, O
desenvolvimento de ferramentas computacionais mais eficientes. Diante dessa
situacgéo, a bioinformatica iniciou o seu desenvolvimento. Filho et al. em uma revisao

sobre o tema, afirmaram que os primeiros trabalhos desenvolvidos foram realizados
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por profissionais da biologia e da informética. No entanto, as dificuldades de
comunicacao entre esses dois grupos de profissionais mostraram a necessidade de
um novo profissional que tivesse conhecimentos suficientes para ligar essas duas
areas, o bioinformata.

Esse profissional deve ter conhecimentos para saber quais as questdes
biolégicas relevantes e quais as melhores opcdes de abordagem computacional
para as questdes a serem resolvidas.

Historicamente, ndo podemos tratar da historia da bioinformatica sem fazer
uma conexao com a historia da biologia, visto que ambas se interconectam desde a
origem. Desde os séculos XVIII e XIX, os pesquisadores enfrentaram problemas
com o processamento das informacdes obtidas. O desenvolvimento da genética com
a formulacdo das leis de Mendel ha mais de cem anos e o descobrimento da
estrutura do DNA em 1953, abriram um leque de investigagbes que culminaram no
projeto genoma humano iniciado na década de 90 e concluido no inicio do século
XXI. No entanto, desde a década de 60, o crescimento no numero de sequéncias de
aminoacidos conhecidas levou a aplicacédo pioneira dos computadores na biologia
molecular. A partir desse periodo, a quantidade de dados que deveriam ser
analisados cresceu consideravelmente, e 0s precos mais acessiveis dos
computadores tornaram possivel a introducdo dos mesmos nos ambientes
académicos.

Margaret Dayhoff desenvolveu os primeiros programas para determinar a
sequéncia de aminoacidos de uma proteina em 1965, e preparou o primeiro banco
de dados de sequéncias de proteinas que evoluiu para o PIR (Protein Information
Resource) em 1983. Os programas de comparacdo de sequéncias e de analise
filogenética foram os primeiros avangos no campo da bioinformatica na década de
60. Posteriormente, na década de 70, iniciaram-se as analises estruturais de
macromoléculas.

No entanto, essas analises eram bastante limitadas devido a capacidade da
informatica disponivel naquele tempo. Nesse mesmo periodo, os métodos de
informatica também comecaram a ser aplicados no processamento das informacdes

sobre os acidos nucleicos. Programas para comparar sequéncias comecaram a ser
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desenvolvidos. O FASTA foi desenvolvido por volta de 1985, o Genbank no inicio da
década de 1980, e o SwissProt por volta de 1987. No final dos anos 80, comecou a
se empregar o termo bioinformatica para a ciéncia que integrava a informatica e a
biologia. A tabela ilustra os principais eventos relacionados a bioinformatica até o
projeto genoma humano.

TABELA: PRINCIPAIS EVENTOS HISTORICOS RELACIONADOS A
BIOINFORMATICA

m Principal Evento na Bioinformatica

1962 Teoria da Evolugdo Molecular — Pauling

1965 Margaret Dayhoff — Atlas de seqliéncias de proteinas

1970 Algoritmo de Needleman-Wunsch — comparacdo entre seqiiéncias
1977 Sequenciamento de DNA e desenvolvimento de softwares para analise de seqliéncias — R. Staden
1981 Desenvolvimento do algoritmo de Smith-Waterman

1982 Publicacdo do Release 3 do GenBank

1982 Sequenciamento do Genoma do Fago Lambda

1983 Algoritmo de busca de seqiiéncias em bancos de dados - Wilbur-Lipman
1985 Comparagdo rapida de seqliéncias — FASTA

1988 Criacdo do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

1988 Rede EMBnet para distribuicdo de bancos de dados

1990 Método mais rapido de comparac¢do de seqliéncias —BLAST

1991 EST: Etiquetas de seqliéncia transcrita

1993 Criagdo do Sanger Center, Hinxton, UK

1994 Criacdo do EMBL (European Bioinformatics Institute)

1995 Sequenciamento completo dos primeiros genomas bacterianos
1996 Genoma completo da levedura S. cereviseae

1998 Genoma completo de C.elegans (multicelular)

1999 Genoma completo de D. melanogaster

2001 Genoma completo de Homo sapiens

Ainda no final da década de 80, programas de bioinforméatica mais avancados
foram desenvolvidos nos centros académicos e rapidamente se converteram em

produtos comerciais, passando a ser distribuido como pacotes integrados de
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ferramentas para a administracdo de dados de biologia molecular. A melhora nos
sistemas computacionais permitiu um grande avanco das técnicas de aprendizado
automaticas com clara aplicabilidade no campo da bioinformatica. No final dos anos
90, a demanda por especialistas em bioinformatica era notavel, porém, poucas
universidades ofereciam programas educativos para esse tema, 0s quais cresceram
consideravelmente nos ultimos anos. No exterior, podemos encontrar indmeros
cursos de formacdo em bioinformatica, na sua grande maioria concentrados na
América do Norte e Europa.

Em 1999, a ciéncia brasileira se destacou internacionalmente com o
sequenciamento completo do DNA da bactéria Xylella fastidiosa. Esse trabalho
contou com a utilizacdo de softwares de sequenciamento genético com base na
internet, correspondeu ao inicio da bioinformatica no Brasil. Atualmente, diversos
projetos de sequenciamento estdo em curso no nosso pais, brGene, OMM, PIGS,
Leifsonia xyli, genoma do café, da banana, RioGene, entre outros.

FIGURA: SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DA XYLELLA FASTIDIOSA
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Umas das publica¢cdes de maior relevancia da pesquisa brasileira, a qual foi
capa da Nature. FONTE: Simpson, A.J.G. et al. Nature, 2000.

Em 2002 foi implantado o primeiro curso de especializacdo em bioinformatica

no Brasil pelo LNCC (Laboratorio Nacional de Computacédo Cientifica), sendo que
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nesse mesmo ano também foram autorizadas as criagbes de dois cursos de pés-
graduacao stricto sensu em bioinformética, um na USP e outro na UFMG, os quais
estdo em pleno funcionamento atualmente. Diante de tudo o que foi exposto,
percebemos claramente que a bioinformatica esta crescendo consideravelmente, e
cada vez mais serd necessaria para a interpretacdo dos dados em biologia
molecular. Técnicas moleculares sofisticadas como microarray, sequenciamento de
nova geracao, entre outras, confirmam o papel decisivo da bioinformatica para o

entendimento dos bilhdes de dados gerados por essas ferramentas inovadoras.
APLICACOES DA BIOINFORMATICA

Todos os dias uma grande quantidade de informacdes € gerada pelo
mapeamento génico. Essas informacdes precisam ser decifradas, organizadas,
decodificadas e armazenadas sistematicamente em bancos de dados
computacionais, servindo de base para a realizacdo de estudos meédicos e
bioldgicos. Esse armazenamento, bem como o processamento adequado dos dados
gerados é realizado por meio da bioinformatica. A bioinformatica apresenta inumeras
aplicacbes praticas no dia a dia dos profissionais que trabalham diretamente com
informacdes biologicas, tais como médicos, bidlogos, biomédicos, farmacéuticos,
agrébnomos, entre outros.

Na medicina, por exemplo, a bioinformética pode auxiliar no diagndstico e
tratamento. Para exemplificar esse fato, podemos pensar na descoberta de uma
mutacdo causal de uma doenca. Para que essa mutacdo seja corretamente
caracterizada e descoberta seu mecanismo patolégico, € fundamental que saibamos
a sequéncia da mesma e consigamos comparar com sequéncias disponiveis em
bancos de dados bioldgicos.

Além disso, a partir da sequéncia de nucleotideos, podemos saber qual a
proteina codificada pelo gene em questéo, e se a mutacao altera a estrutura proteica
final ou ndo. Ainda, podemos investigar mecanismos moleculares mais complexos,
como alteragcbes em regibes promotoras do gene ou mecanismos de splicing

alternativos e regulagéo transcripcional, ou seja, podemos fazer uma gama de
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andlises moleculares por meio da bioinformatica, visando o diagnoéstico correto do
paciente, bem como inferir sobre um possivel tratamento.

Hoje, sabemos que pacientes com determinado gendtipo podem ter um
beneficio melhor se tratados com determinada droga, enquanto que outros pacientes
com genotipo diferente se beneficiam com o uso de outra droga. Todas essas
inferéncias estdo disponiveis em grandes bancos de dados na rede, os quais além
de informar os clinicos sobre as recentes descobertas, também incentivam a
realizacdo de novos trabalhos cientificos, a fim de expandirem os conhecimentos
originais.

A bioinformatica apresenta um papel central nas industrias farmacéuticas.
Para entendermos esse fato, precisamos considerar que o funcionamento adequado
de uma terapia medicamentosa € produto da interacdo de varias moléculas, as quais
quando em contato com o alvo biolégico no organismo do paciente, inibem ou
aceleram determinadas reag¢des quimicas, objetivando a atenuacdo do quadro
patolégico.

A formulacdo de um medicamento apresenta inimeras etapas e ensaios tanto
pré-clinicos como clinicos, os quais visam avaliar a toxicidade, eficacia, efeitos
colaterais, entre outros aspectos. Para a producdo de novas drogas é fundamental
gue sejam selecionadas moléculas biolégicas com o perfil necessario para 0 uso
daquele farmaco, e que as demais moléculas sejam descartadas, a fim de néo
interferirem com as moléculas selecionadas. A bioinformatica é primordial na selecao
dessas moléculas, orientando os pesquisadores na manipulacdo correta das
mesmas. Ainda, programas disponiveis, sejam eles em nivel de nucleotideos ou de
proteinas, permitem que se estudem alteracées na estrutura génica que codificam
determinadas proteinas ou hormdnios, de modo a criar farmacos alterados, visando
com isso produzir drogas mais efetivas e de melhor qualidade.

Atualmente, a induastria farmacéutica conta com o apoio de centros de
biotecnologia, a fim de melhorar suas pesquisas e o desenvolvimento de novos
medicamentos. Diante das necessidades qualitativas e quantitativas, o setor
farmacéutico parece ser o maior empreendedor da bioinformatica. A figura mostra a

tecnologia de DNA recombinante bastante utilizada pela industria farmacéutica na
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producdo de novos farmacos. O desenvolvimento dessa tecnologia esta intimamente
ligado ao desenvolvimento da bioinformatica, visto que precisamos de uma série de
informacdes e testes génicos e proteicos in silico (andlises de bioinformatica) para
conseguirmos produzir um recombinante adequado e funcional, e principalmente
para testar o resultado final desse recombinante nos organismos.

FIGURA: REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DA TECNOLOGIA DE DNA
RECOMBINANTE

Tecnologia do DNA recombinante
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<http://www.mundovestibular.com.br>.

A tecnologia do DNA recombinante apresenta inimeras aplicacdes, tais como
na producdo de vacinas sintéticas, na terapia génica, na localizacdo de genes
relacionados a doencas, entre outras aplicacoes.

Na biotecnologia e na agricultura, as aplicacbes da bioinformatica séo
semelhantes a anteriormente descrita, permitindo o desenvolvimento e producédo de
novos produtos, bem como o aumento da produtividade e melhoria dos alimentos,

respectivamente. No Brasil, os estudos genéticos principalmente voltados para a
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agropecuaria alcancaram resultados satisfatorios, e utilizaram da bioinformatica
extensivamente para chegarem as suas conclusdes finais. A figura traz um exemplo
do uso tecnologia do DNA recombinante e da bioinformatica para tornar uma planta
resistente a um determinado herbicida.

A bioinformatica € fundamental, por exemplo, para a identificacdo do gene de
interesse, para a sintese do plasmideo modificado, entre inUmeras outras aplicacdes
durante o experimento.

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA MODIFICACAO GENICA PARA
TORNAR UMA PLANTA RESISTENTE AO USO DE HERBICIDAS
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<http://www.clinicag.com.br>.
Diante de tudo o que foi exposto, percebemos as inUmeras aplicacbes da
bioinforméatica nos mais diversos setores, e a sua grande contribuicdo para o

desenvolvimento cientifico e tecnoldgico atual.

SISTEMAS OPERACIONAIS E LINGUAGENS DE PROGRAMACAO
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Antes de iniciarmos esse capitulo, convém ressaltar que o objetivo do mesmo
€ resumir algumas informacdes relevantes sobre sistemas operacionais e linguagem
de programacdo em bioinformatica. De modo algum, objetivamos explicar
detalhadamente os componentes de um sistema operacional e as diversas
linguagens de programacao existentes.

O sistema computacional € formado um sistema fisico (hardware) e um logico
(software). O sistema fisico inclui o computador, monitor, CPU, placa de rede, disco
rigido, entre outros componentes. Por outro lado, o sistema logico inclui os
aplicativos, como Microsoft Office, jogos, linguagens de programacao, sistemas de
bases de dados, sistemas operacionais, entre outros.

Segundo Filho et al., o sistema operacional € o principal programa de um
computador, sendo responsavel pelo gerenciamento da memoaria, acesso aos discos
e intermediando todo o processo de acesso aos componentes fisicos do computador
(hardware). Outro conceito semelhante dado por Kitajima nos diz que um sistema
operacional nada mais € do que um conjunto de programas (software) que executa
imediatamente sobre o hardware, ou seja, gerencia o hardware e proporciona um
modelo de uso simples, virtual do hardware complexo.

Um dado importante é que sempre que falamos de sistema operacional
falamos de processos, ou seja, execucdo de um programa, falamos de memoaria, a
qual guarda o estado de um processo, e falamos em gerenciadores de entrada e
saida, que séo os drivers.

De forma geral, um sistema operacional permite que um usuario use a CPU
por meio dos processos, a RAM (memoria) pelos mecanismos de geréncia da
memoria, e use o disco, monitor, teclado, entre outros, por meio de gerenciadores de
entrada e saida. Além disso, a rede também pode ser considerada um dispositivo de
entrada e saida, visto que mandamos e recebemos mensagens.

Os sistemas operacionais mais conhecidos sao os baseados no Windows,
Unix e MacOS. O Windows é um sistema fechado, facil de usar. Por outro lado, o
Linux, variante do Unix, € um sistema aberto, que atende bem a funcéo de gerenciar
recursos fisicos, como memoria, CPU, entre outros. Os erros comumente vistos no

Windows raramente ocorrem no Linux, porém esse Ultimo sistema apresenta
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dificuldades em prover um desenvolvimento de aplicativos bésicos, tais como
editores de texto que sejam faceis de usar. Em relacdo a bioinformética, grande
parte das aplicacbes € compilada e distribuida para a execucdo em plataformas
derivadas do sistema Unix, pois de forma geral, esses sistemas sdo mais confiaveis,
e com uma capacidade de gerenciamento de grandes quantidades de dados
superior ao Windows. A figura apresenta o famoso logo do sistema Linux.

FIGURA: SISTEMA OPERACIONAL LINUX E SEU FAMOSO LOGO

LINUX

Professional Operating System

http://www.suggestsoft.com

E fundamental que um bioinformata ao instalar e usar um sistema operacional
tenha conhecimento sobre o mesmo. Dados como especificacbes do hardware,
quais sistemas operacionais suportam quais softwares de bioinformatica e as
abstracdes que o sistema operacional suporta (processos), é fundamental para o
bioinformata trabalhar plenamente. Um bioinformata nédo deve somente saber utilizar
programas produzidos por outros programadores, mas também deve ser capaz de
desenvolver aplicativos para lidar com os mais diversos problemas que possam
ocorrer durante as analises de dados. Para isso, € de extrema importancia que o
profissional da bioinforméatica tenha alguns conhecimentos sobre linguagem de
programacao.

A linguagem de programacao visa facilitar a especificacdo de tarefas a um
computador. Atualmente, existem milhares de linguagens de programacao utilizadas
para os mais diversos fins. Essas linguagens possuem conjuntos de comandos
especificos para a interface homem- computador. Dentre essas linguagens, as mais

utilizadas sdo a basic, pascal, C, C++, Java, cobol, e fortran. No entanto, como
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estamos falando de linguagens de programacdo em bioinformética, a mais utilizada
nesse caso é a linguagem PERL (Practical Extract and Report Language).

O PERL é uma linguagem de programacédo simples, rica, e gratuita. O seu
idealizador, Larry Wall, havia criado para produzir relatorios de informacdes de erros.
Ao longo dos anos, porém, essa linguagem foi conquistando os usuérios, sendo
atualmente considerada uma linguagem sofisticada, que tem como caracteristica
forte a facilidade na manipulacdo de textos, e € justamente essa caracteristica que
torna o PERL a linguagem de programacao mais utilizada no tratamento de dados
de sequéncias de DNA e proteinas. Outra caracteristica importante do PERL é
fornecer uma interface de integracdo com bancos de dados, outro ponto que reforca
seu papel como linguagem lider no seguimento de bioinformatica.

Nesse sentido, o PERL apresenta uma série gratuitamente distribuidos
capazes de reforcar sua funcionalidade. O PERL-DBI, por exemplo, € um conjunto
gue permite essa conexdo com 0s bancos de dados mencionados anteriormente.
Outros como BioPerl e Bio Graphics também apresentam ferramentas Uteis para o
trabalho dos bioinformatas. A figura mostra uma janela de trabalho com a linguagem
de programacéo PERL.

FIGURA: EXEMPLO DE UMA JANELA USANDO A LINGUAGEM DE
PROGRAMACAO PERL

&, Editeur - [Perl syntax text editor.pl] = =]

@ File Edit Search Macro Tools Window Help — =1 xi
DEMde S @ 2= |A&R3B|e= » 523> 1|2

#rfesr/bin/pexl IB=

$w = SPERL VERSIONH:
print "Perl version = Svrin":

$x
§v
$z
R =

Sgetnuwaber
Sgetnuwaoer
123;

$x + S¥ + §z:

print "$x + Sy + Sz = Sty\n": |y

# The program ends there. ..
# the subroutrine is Fust tacked on at the end:

sub getnuwmber {
print "Type in a nunber: "

fnumber = <>
chop ($number)
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H
=]
1«1 | |
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<http://guerreros-de-

zion.wikispaces.com/Historia+de+los+lenguajes+de+programacion>.

BANCOS DE DADOS

O crescimento no nimero de dados biolégicos gerados nas ultimas décadas
levou a uma grande mudanga no cenario cientifico mundial, especialmente no que
se refere ao uso efetivo das informacdes geradas. A catalogagao correta, bem como
a marcacao e a conexao com as informac¢des sequenciais, estruturais e funcionais
de genes e proteinas facilitam a descoberta de novos circuitos biolégicos e tém um
papel fundamental no entendimento dos complexos sistemas de vida na terra. As
informacgdes precisam ser estocadas de forma correta e completa, de modo a facilitar
a conexao com outros elementos, e acima de tudo devem ter uma interface facil de
navegar.

Ferramentas computacionais e bancos de dados sao essenciais no manejo e
identificacdo dos elementos dos bancos de dados que refletem a organizagdo dos
sistemas bioldgicos. O Centro Internacional de Informacdes Biotecnolégicas (NCBI)
nos Estados Unidos, e o Instituto de Bioinformatica Europeu (EBI) na Inglaterra séo
0s dois principais centros responsaveis pelo manejo dos dados biolégicos a nivel
mundial. Ambos os centros mantém bancos de dados confiaveis e programas
analiticos que servem como valiosas ferramentas para a comunidade cientifica.
Novos dados sdo adicionados diariamente e alocados apropriadamente dentro
desses bancos, permitindo um intercambio de informacdes entre os pesquisadores.

As figuras mostram as paginas iniciais do NCBI e EBI, respectivamente.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO NCBI
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Os servigos oferecidos pelo NCBI e EBI séo possiveis gracas a computadores
elaborados e rpidos, os quais permitem sofisticadas analises, e a internet que
facilita a comunicacao eletrdnica. Exemplos de uso dessas ferramentas nas ciéncias
da vida incluem andlise de sequéncias, desenho de pequenas moléculas para o
desenvolvimento de drogas, predicdo da fungéo proteica, e simulacdo do papel dos
genes nos diversos mecanismos celulares e fisiopatogénicos.

A utilidade do NCBI e EBI, bem como de outros bancos de dados disponiveis,
€ atuar como um “coletor” e integrador dos mais diversos conhecimentos sobre a
estrutura e funcdo de genes e proteinas de interesse biolégico e médico. Esses
bancos atuam como bibliotecas eletronicas que podem ser lidas com o uso de
ferramentas de bioinformatica adequadas, as quais sao indispensaveis no campo
cientifico. De modo geral, a organizacdo dos bancos de dados de informacdes
biolégicas inicia com os dados brutos; sequéncias de DNA, estrutura de proteinas, e
dados funcionais. Essas bases funcionais devem proporcionar uma submissao
bastante acurada, bem como uma recuperacdo dos dados brutos, permitindo
também a construcdo de bases de dados secundarios e terciarios incluindo
bibliografia, anotacdes médicas, e interatividade para encontrar informacdes
biolégicas relevantes, tais como programas para alinhamento de sequéncias,
identificacdo de genes, comparacao de genomas, traducdo das sequéncias de DNA
em aminodacidos e vice-versa, identificacdo de homodlogos e paralogos, entre outras
funcdes.

Filho et al. afirmam que grande parte dos bancos de dados sao atrelados a
um sistema de gerenciamento de bancos de dados (SGBD), o qual é responséavel
por intermediar os processos de construcdo, manipulacdo e administracdo dos
bancos de dados. Atualmente, existem diversos sistemas de gerenciamento de
dados. Por exemplo, o mysqglé, o qual é um sistema bastante utilizado pela
comunidade cientifica e em projetos genoma, devido ao fato de ser um sistema
gratuito, de cddigo aberto, e veloz. O postgreSQL também é um sistema gratuito,
mas apresenta grandes dificuldades no seu gerenciamento, 0 que o0 torna menos
utilizado. O Oraclee e o SQLServer sao sistemas robustos e sofisticados, mas de

alto custo, sendo dessa forma limitados as grandes empresas.
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SUBMISSAO DE DADOS

A principal fonte de informacdes dos grandes bancos de dados centrais sédo
as contribuicbes  diretas dos pesquisadores. Antigamente, nao era

incomum encontrar  pesquisadores trocando informagbes  sobre
sequéncias de DNA ou aminoacidos com outros pesquisadores por meio do
telefone, o que levava obviamente a um numero superestimado de erros nos
processos de replicacéo e transcricdo do DNA. Atualmente, o envio de informacdes
génicas e proteicas é feito por e-mail e transferido para bancos como Genbank ou
SWISS-PROT de forma fécil, répida, e virtualmente isenta de erros. O
desenvolvimento das ferramentas da internet facilitou e muito esse processo.

Os programas BanKlIt ou o Sequin sao fornecidos pelo NCBI para enviar
sequéncias e anotacdes biolégicas para os cientistas do Genbank, que irdo criar um
namero de acesso para esses dados, permitindo a liberacdo quase que imediata
para os dominios publicos (cerca de 48 horas). Na divisdo de sequéncias genémicas
do NCBI, as sequéncias submetidas sdo classificadas em trés fases: nao
completadas e ndo ordenadas, ndo completadas e ordenadas, e sequéncias finais
gque nao contém erros sequenciais. Devido ao acelerado processo de
sequenciamento e submissdo de novas sequéncias, a identificacdo precoce de
qualquer erro é fundamental. O NCBI, bem como outros bancos de dados publicos
dispde de mecanismos computacionais, bem como de cientistas treinados que visam
detectar e corrigir esses erros.

E importante ressaltar que normalmente os pesquisadores que submetem
uma sequéncia génica apresentam uma sequéncia Unica desse gene e algumas
informacdes biologicas relevantes sobre o mesmo. No entanto, quando estamos
lidando com projetos gendmicos, a submissdo de sequéncias originadas de ESTs
(expressed sequence tags), STSs (sequence tagged sites), e GSSs (genoma survey
sequences) requerem procedimentos mais especializados, visto que essas
sequéncias diferem das sequéncias génicas e proteicas funcionais, por seu tamanho

reduzido e a grande frequéncia que séo encontradas no genoma.
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Dessa forma, procedimentos adicionais e mais complexos sao requeridos
para garantir a reprodutibilidade das informagfes submetidas. Ainda, € fundamental
destacar que existe um intercambio de informacdes entre os principais bancos de
dados, os quais asseguram que as informacfes submetidas pelos pesquisadores
nao sejam redundantes, ou seja, que nao sejam submetidas mais de uma vez. Outro
dado importante sobre as ferramentas de submissdo de dados, é que os autores
podem atualizar as informacfes submetidas. A figura mostra a pagina inicial do

NCBI para submissao de sequéncias.
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ANOTACAO DE DADOS E INTERCAMBIO DE INFORMACOES ENTRE OS
BANCOS DE DADOS

Comumente, os cientistas costumam trabalhar em pequenos grupos
independentes, 0 que muitas vezes resulta na identificacdo repetitiva de genes e
proteinas. Isso € claramente observado na submissdo de dados, tais como
sequéncias de DNA, as quais sdo submetidas mais de uma vez e muitas vezes com
nomes diferentes e anotacdes (dados que permitem a identificacdo correta do
elemento de interesse) inconsistentes.

Nesses casos, apenas especialistas da area sdo capazes de reconhecer que
essas multiplas entradas se referem a apenas um elemento, por exemplo, um gene.
Diante dessa situacao, é fundamental que seja desenvolvida uma terminologia clara
entre as diferentes faculdades biologicas, a fim de fornecer uma anotacao
padronizada e adequada de sequéncias e estruturas génicas e proteicas nos bancos
de dados, o que facilitara a conectividade entre os bancos e aumentara e melhorara
a gualidade dos conhecimentos biologicos. Além disso, a identificacdo de

sequéncias redundantes € fundamental para o controle de qualidade desses bancos.
NOTACOES DE DADOS

Para entender um gene ou sua sequéncia, precisamos inicialmente entender
0 contexto, ou seja, quais as informacfes bioldgicas associadas que define a sua
funcdo, dados sobre a sua estrutura, localizagdo cromossomica, bem como a
estrutura e funcao do seu produto, proteina ou RNA, e sua classificagdo taxondémica.
Um exemplo de anotacfes minimas necessarias que devem acompanhar uma
sequéncia de DNA é demonstrado na lista abaixo:

a) Sequéncias relacionadas nos bancos de dados;

b) Predicédo de estrutura/comparagao com estruturas de raios-X;
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c) ORF (open reading frame — estrutura de leitura aberta) se a fungdo néo é
conhecida;

d) Estrutura do dominio;

e) Segmentos transmembrana;

f) Sequéncia sinal,

g) Sitios consenso para glicosilacao, fosforilagéo, entre outros;

h) Nomenclatura alternativa;

i) Informacdes genéticas de sequéncias regulatorias;

J) Informacdes sobre o processo de tradugéo;

k) Peso molecular;

[) Bibliografia.

A lista acima apresenta elementos intrinsecos do registro de um gene que
resulta da aplicacéo de ferramentas de bioinformatica. Outras anotagdes podem ser
obtidas de informacfes contextuais e experimentais. Uma anotacdo completa deve
incluir todas as informacdes biologicas disponiveis associadas com o gene de
interesse. A fim de tornar essas informacdes disponiveis e acessiveis, é fundamental
que um vocabulario controlado (ontologia) compartiihado entre as diversas
disciplinas biolégicas exista.

A classificacdo sistematica de organismos tem tradicdo nas ciéncias da vida.
No entanto, o desenvolvimento de projetos genémicos trouxe a tona a necessidade
de desenvolvimento de uma linguagem comum para descri¢cdo de genes e proteinas,
células e organismos. A classificacdo taxondmica de organismos como espécie,
género, familia, ordem, classe, filo, reino e dominio, é bem conhecida na biologia.
No entanto, quando falamos de genes e proteinas, cada grupo costuma usar uma
terminologia propria. Dessa forma, um novo projeto de ontologia biolégica voltada
para a classificacdo de genes e proteinas tém se desenvolvido nos ultimos anos.

E notavel que a informacdo de um Unico gene possa ser encontrada em
varios bancos de dados, com varios nomes e anotacdes diferentes, o que a primeira
vista pode parecer se tratar de diferentes genes e produtos génicos, mas um olhar

mais atento percebe que se trata da mesma coisa. Diante disso, recentemente a
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comunidade biolégica comecgou a usar o vocabulério criado pelo Consércio De
Ontologia Génica (Gene Ontology Consortium) referida como ontologia génica. Esse
consorcio agrupou as proteinas dentro de trés redes estruturais: processos
bioldgicos, componentes celulares e fungcdes moleculares. A tabela 2 mostra os
principais projetos de ontologia biolégica disponiveis na rede, os quais visam
padronizar o vocabulario das informacfes moleculares.

TABELA: PRINCIPAIS PROJETOS DE ONTOLOGIA BIOLOGICA ABERTOS

Vocabulario Controlade

Fornece trés redes estruturais para

Gene Ontology descrever 05 produtos QENIcos: processos
_ v geneaniology.org
Conaortium biclogicos, componentes celulares e

fungao molecular.

Conjunte de termos usados para
Sequence Ontology descrever caracterisficas de um s0nQ.sourcefonge.n
nucleotiden ou sequéncia profeica. ot
Visualizacdo do genoma e ferramentas de
_ _ edicdo, ferramentas de busca literaria,
Generic Model Organiam
robusto banco de dados, ferramentas de gmod sourceforge.
Databases e . net
ontologia biologica, & um conjunto de
procedimentos operacionais padedo.
Standards and Critzrios & ontologia com énfase na
Ontologies for descrigdo de experimentos gendmicos W zofgorg
Functional Genomics funcionais.
The Microarray Gene Ontologia para descrigso de amosiras
myed.sourceforge.
Expression Data uzadas nos experimentos de microamay. nat
Wocabuldrio para esfrutura de planias, &
Plant Ontology
_ estagios de crescimento e wnw.plantontology
Conzortium ] org
dessnvolvimanta.
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REDUNDANCIA NOS BANCOS DE DADOS

A redundancia das informacgc6es em bancos de dados serve como controle de
qualidade dos mesmos. Algumas vezes, pesquisadores de laboratérios
competidores publicam sequéncias do mesmo gene, poréem que diferem em alguns
pares de bases. A questdo nesse caso é se estamos diante de um mutante
verdadeiro ou apenas um erro de sequenciamento? De forma geral, se o gene foi
mapeado N0 mesmo organismo, com as mesmas vias génicas, é provavel que erros
usuais técnicos expliquem as diferencas encontradas. Dessa forma, percebemos
gue a redundancia ndo apenas provém do fato de que diferentes pesquisadores
estdo interessados na mesma proteina e gene, mas também do fato de que
diferentes técnicas de clonagem e sequenciamento randémico do genoma criam
fragmentos com poucas anotagdes bioldgicas relevantes.

A fim de fornecer um banco de dados consistente e sem redundancia, o
RefSeq do NCBI contém um conjunto ndo redundante de sequéncias do Genbank
incluindo sequéncias de DNA gendmico, RNAm, e proteinas de genes conhecidos,
RNAm e proteinas de modelos genéticos e cromossomos.

Diante de tudo o que foi exposto, percebemos que com a lista crescente de
genes estocados e anotados de varios organismos nos bancos de dados, é
fundamental que haja interatividade entre os mesmos, a fim de fornecer informagdes
confidveis aos pesquisadores. No NCBI, por exemplo, foi implantada uma visédo
orientada do gene de interesse, que permite ao pesquisador fazer uma busca em
varios bancos de dados, a ndo apenas no NCBI, sobre as informacdes relacionadas
aos genes de interesse. O Entrez do NCBI funciona como um integrador, que
permite a busca por meio de textos nos mais variados ambientes dessa plataforma,
tais como na literatura (pubmed), nas sequéncias de nucleotideos e proteinas, na

estrutura proteica, genoma, taxonomia, e bancos de dados de expressao.
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BANCOS DE DADOS PUBLICOS

Os grandes investimentos na construcdo de bancos de dados publicos séo
uma das razbes do sucesso dos projetos genoma, particularmente do projeto
genoma humano. Diante disso, a organizacéo sistematica de todos esses dados em
grandes bancos disponiveis para acesso on-line é fundamental.

Os bancos de dados podem ser classificados basicamente em bancos
primarios e secundarios. Os bancos contendo sequéncia de nucleotideos,
aminoacidos e estrutura de proteinas sdo denominados de primarios, formados pela
deposicdo direta de sequéncias, sem qualquer processamento ou andlise. O
Genbank do NCBI, assim Omo o EBI, o DDBJ (DNA Data Bank of Japan) e o PDB
(Protein Data Bank) séo os principais bancos de dados primarios. Por outro lado, os
bancos secundéarios sdo aqueles derivados dos priméarios, ou seja, formaram-se
usando as informacfes depositadas nos bancos primarios. Exemplos de bancos
secundarios incluem o PIR (Protein Information Resource), o SWISS-PROT, entre
outros.

Os bancos podem ainda ser classificados em estruturais e funcionais. Os
bancos estruturais mantém dados relacionados a estrutura das proteinas
propriamente ditas. Os funcionais por outro lado, tal como o KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), disponibiliza links para mapas metabdlicos
de organismos com genoma completamente ou parcialmente completos. Na tabela 3
estdo listados os principais bancos de dados utilizados em bioinformatica, dos quais
daremos mais énfase ao NCBI e EBI.

TABELA: PRINCIPAIS BANCOS DE DADOS UTILIZADOS EM BIOINFORMATICA

Bancos de Dados Descricoes Sites

Genbank (NCBI) Banco de dados de sequéncias de www.ncbi.nlm.nih.gov

DNA e proteinas americano.

EBI Banco de dados de sequéncias de = www.ebi.ac.uk

DNA europeu.
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DDBJ Banco de dados de sequéncias de www.ddbj.nig.ac.jp
DNA japonés.
PDB Armazena estruturas tridimensionais www.rcsb.org/pdb

de proteinas.

TIGR Databases Bancos com informacdes de genomas www.tigr.org/tdb

de varios organismos.

PIR Bancos de proteinas. www-nbrf.georgetown.edu

SWISS-PROTs Armazena sequéncias de proteinas e = www.expasy.ch/spro

suas caracteristicas moleculares.

INTERPRO Bancos de dados de familias, www.ebi.ac.uk/interpro

dominios e assinaturas de proteinas.

KEGG Bancos com sequéncias de genomas  www.genome.ad.jp/kegg
de varios organismos e informacdes

relacionadas as suas vias metabdlicas.

NCBI

Em 1988, o senado americano reconheceu a necessidade de se ter um
processamento de dados computadorizado para conduzir as pesquisas biomédicas,
e patrocinou o projeto legislativo que ajudou a estabelecer o Centro Nacional de
InformagBes Biotecnolégicas (NCBI) como uma divisdo da Biblioteca Nacional de
Medicina (NLM) do Instituto Nacional de Saude (NIH). O foco do NLM € a
manutencdo das bases de dados biomédicas, enquanto que o NCBI esta
diretamente envolvido no desenvolvimento de novas ferramentas analiticas que
permitam um melhor entendimento dos processos genéticos e moleculares
relacionados aos principais eventos patogénicos. De forma geral, os quatro
principais objetivos do NCBI sao: criar maquinas automatizadas que possam
analisar e estocar permanentemente dados de biologia molecular, genética e
bioquimica, facilitar o uso dos bancos de dados e dos programas analiticos pela

comunidade cientifica, coordenar esforcos mundiais para reunir dados biolégicos, e
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conduzir pesquisas computacionais da relagdo estrutura-funcdo das principais
moléculas bioldgicas.

Para conseguir cumprir seus objetivos primordiais, o0 NCBI é composto de
profissionais das mais diversas areas do conhecimento, tais como computacéao,
biologia molecular, matematica, bioquimica, fisica e biologia estrutural. A
colaboracdo de diversos profissionais do NCBI permite que sejam realizados
estudos das bases moleculares das doencas por meio de ferramentas matematicas
e computacionais. Sendo assim, as principais areas desses estudos incluem a
andlise de sequéncias génicas ou de produtos génicos de interesse, o melhor
entendimento da organizacéo estrutural génica, bem como a predi¢éo estrutural das
moléculas analisadas, por exemplo, proteinas.

O NCBI trabalha com varios bancos de dados, dos quais se destacam o0s
bancos de dados de sequéncias de proteinas, os quais incluem bancos de proteinas
redundantes como PIR, e ndo redundantes como NR, SWISS-PROT e PDB; além
dos bancos de dados de sequéncias de nucleotideos, tanto DNA como RNA, os
guais também podem ser redundantes como o dbEST, ou ndo redundantes como o
GenBank. A questdo da redundancia em base de dados biolégicos é algo bastante
complicado como explicado no capitulo anterior. De forma geral, cada base de
dados tem seus proprios critérios para estabelecer o que considera redundancia ou
ndo. Muitas dessas bases utilizam métodos automaticos para avaliar esse aspecto,
o que de certa forma é menos sensivel que a avaliagdo manual, porém permite que
um numero maior de dados seja analisado em um tempo menor.

Os principais bancos de dados de sequéncias de proteinas do NCBI sdo: Alu
(conjunto de repeticbes Alu traduzidas), E.coli (base de dados especifica para o
genoma codificador de E.coli), Kabat (base de dados voltada para sequéncias de
proteinas com interesse imunolégico),

Month (base de dados contendo as mais recentes sequéncias génicas
traduzidas do GenBank, PDB, SWISS-PROT e PIR), NR (base de dados de todas as
sequéncias traduzidas nao redundantes do GenBank, PDB, SWISS-PROT e PIR),

PDB (base de dados de proteinas, nas quais as estruturas em trés dimensdes séo
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conhecidas), e SWISS-PROT (base de dados de sequéncias de proteinas nao
redundante, considerada uma das mais informativas disponiveis).

Por outro lado, os principais bancos de sequéncias de nucleotideos séo: Alu
(base de dados de sequéncias nucleotidicas repetidas Alu), dbEST (base de dados
ndo redundante questionavel do GenBank, EMBL, e DDBJ EST), dbSTS (base de
dados néo redundantes do GenBank, EMBL, e DDBJ EST), E.coli (base de dados de
sequéncias nucleotidicas especificas para o genoma de E.coli), EPD (base de dados
de sequéncias promotoras de organismos eucariéticos), GSS (base de dados que
contém sequéncias de nucleotideos exon-trapped, sequéncias de PCR Alu, entre
outras), HTGS (base de dados de sequéncias gendmicas de alta capacidade), Kabat
(base de dados de sequéncias de nucleotideos com interesse imunolégico), Mito
(base de dados de sequéncias mitocondriais), Month (base de dados contendo as
mais recentes sequéncias de nucleotideos encontradas no GenBank, EMBL, DDBJ,
e PDB), NR (base de dados ndo redundante de sequéncias nucleotidicas do
GenBank, EMBL, DDBJ, e PDB), e PDB (base de dados contendo sequéncias
derivadas de estruturas tridimensionais de proteinas).

O NCBI oferece uma série de servicos a comunidade cientifica, tais como
Pubmed (Public Medline), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), Entrez,
Banklt (Worldwideweb submission), OMIN (Online Mendelian Inheritance in Man),
entre inmeros outros.

Resumidamente, podemos afirmar que o pubmed € um servico de busca do
NLM, que permite aos usuarios o acesso a milhares de publica¢gdes biomédicas das
bases de dados do MEDLINE e do preMEDLINE; o Entrez € considerado umas das
ferramentas mais populares do NCBI, e permite que o usuario tenha acesso a
citagBes bibliograficas e dados bioldgicos de uma grande variedade de bancos de
dados, tais como PDB, SWISS-PROT, MEDLINE, entre outros; e o Banklt &€ o
servidor de submissdo de sequéncias ao GenBank. Ainda, o BLAST é um conjunto
de programas robustos, capazes de analisar sequéncias de DNA e proteinas,
desenhados para identificar potenciais homologias; e 0 OMIN é uma base de dados
de genes e doencas genéticas humanas. Os estudos de taxonomia contam com

uma pagina especifica do NCBI, a qual contém bancos de dados de organismos
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com nomes cientificos, dos quais as sequencias sdo conhecidas. Por ultimo, a home
Page do NCBI “Structure” compreende a base de dados de modelagem molecular
(MMDB) e uma variedade de ferramentas computacionais relevantes para a analise
estrutural.

A partir de agora vamos ver na pratica como funcionam as principais
ferramentas do NCBI. Para isso, considere o seguinte exemplo:

a) Um aluno deseja pesquisar o termo “insulina” no NCBI. Inicialmente ele
digita o endereco http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, e na pagina inicial seleciona a op¢ao

“all databases” e clica em “search.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO NCBI. DESTAQUE PARA A OPCAO “ALL
DATABASES” E “SEARCH”

L3 c www.hebl nimnihgov L
:‘_, NCRI  Rosources (V) Mow Te Wy NCE Sign in |
- -
~NCBI LS eanih)
Wil Cuim

e Welcome to NCBI Popular Resources

it Map (AZ)
The Natlonal Certer for Blotecnnskgy I

Iilth Dy proviaing acchsd to Dlomenic

houtth NCES | ission | Organization | Reaearch | RES Foe
Got Started MV

Touls Analyze oats using NCBI sofwaie
3 & Kxpronsion Dawnloats ¢

0 speaic tans al NCBI
00 Subenil ceta to GerElanx o olhver NCBI databases

30 Structures

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>

b) Depois de executar o “search”, abre a pagina do “Entrez” que como
explicado anteriormente € a integracdo das mais variadas bases de dados do NCBI.
Na pagina do “Entrez”, o aluno digita o termo de pesquisa, nesse caso, “insulin” e

clica em “go”. A pesquisa gerada € entdo realizada em uma variedade de bancos de
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dados, e o numero de resultados encontrados em cada base aparece a esquerda de
cada recurso. Por exemplo, utilizando o termo “insulin” obtivemos 22400 resultados

da base de dados de nucleotideos, ou 22941 da base de dados de proteinas.

FIGURA: PAGINA DO ENTREZ

€« C  © www.ncbinimnih.gov/sites/gauery w A
~
N ENtres, TNe Lo aaarch Engine
__________ Human Genome Map Viewer 1 BUAST
Search across linsulin | @ [‘CIcnr] Halp
- Resuk couTts dBPaYDA In Gray INSTIN ONG O MOTE 1B ot founs
(280320 U PubMed: tomedical litersture citations and sbetracts @ [5050| B Books: orline beoks “w
Li
[105205] ) pubsed central:free, full st journal artctes “ 25| K OMIM: crine Hendefan trhestance in Man w
arch: NCBI web and FTP sites v
Go to NGB Wekste Results Page
22408 . Nucleotide: Care subset of notlectide saquance racords W | [23526] g dbGap: gerotype and phenotype W
s'mw Segquence Tag records w 874 ﬂ UniGene: gene-onented clusters of transcript sequences w
b lteai0E . e Survey Sequence records W 135! g¥ COD: conserved orotein domain database w
——— 7Y, =
22941) 008 Protein: sequence databass “ : markers and mapping dat w
[374] W1 Genome: whale penome sequences v "
[659] Structure: throa-dimensional macromalecular structures o | [878009) £8 GE0 Profiles: exprassion and mascular aburdance profles v
[none] ‘@4 Taxonomy: s in GenBank Y 8532) §8 GEO Datasets: experimentsl sets of GEC dets w
81! () SNE: singie nuclestide palymerphism w 37 3"'1 Epigenomics: Epigeratic maps and data sats "
none v dbvar: Geramic structural vadation v 2 g; Cancer Chromosomes: cytogenatic databases o
7679 x Gene: gene-certersd information “ 15000 @ PubChem BioAssay: boactivity screens of chemical substances r"l"iﬂﬂ'ﬂf: e
- Blariae
A 7.t coa-s Daad Archus i 67 O pubcham . conall ol il ohaerimal boich i

Destaque para a opcgao “search across databses”, na qual se deve
digitar o termo de interesse; e para a marcacao em verde da base de dados de
nucleotideos e em lilas para a base de dados de proteinas.

<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/gquery>

C) Agora podemos percorrer as mais diversas bases de dados procurando
informagdes sobre o assunto de interesse. Por exemplo, se clicarmos na base de
dados de nucleotideos, outra janela se abrira com as mais diversas sequéncias

nucleotidicas desse peptideo.

FIGURA: PAGINA DA BASE DE DADOS DE NUCLEOTIDEOS RELACIONADOS AO
TERMO “INSULIN” DIGITADO ANTERIORMENTE.
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& C | ®© www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=insulin PR N

& NCBI
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1. 1,203 bp linear mRNA RefSeq (5944)
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GenBank FASTA  Graphics Mepscefters
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2. 2,474 bp linear mRNA Homo sapiens (4285)
Accession: NM_003768.3 Gl: 208431812 .
- synthetic construct (3142)
GenBank EASTA  Graphics  Related Sequences
GenBank FASTA Graphics Related Sequences Mus musculus (2112)
. Rattus norvegicus (1220)
s 783 bp inear MRNA unidentified (1074)
Accession: XM_003222295.1 Gl 327275162 MA" Suetax (022
GenBank FASTA  Graphics ore.
[F] PREDICTED: Anolis carolinensis insulin-like growth factor-binding protein 3l 1 7). mi
4 879 bp linear mRNA Find related data =
Accession: XM_0032222221 Gl: 327275016 Database: | Select E
GenBank FASTA Graphics :
}'Fmd items |

[ PR TED: Anolis carolinensis insulin-ind ne 1 protein-like 1 4687). MRNA
1,522 bp linear mRNA

Accession: XM_003221915.1 GI; 327274395 - =
GenBank FASTA  Graphics Search details

insulin[All Fields)

o

[F] PREDICTED: Anolis carolinensis insulin-like growth factor I-li 1 m
& 750 bp linear mRNA T P
Accession: XM_003220902 1. GI- 327272383 { w‘é'fi'r‘Ei"r""”l""““'
www.nebi.nlm.nih.gov/nuccore/IN020646.1 J. oLarte A} il

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=insulin>.

d) Como o numero de resultados gerados é muito grande, podemos
restringir a nossa busca por meio de algumas ferramentas disponiveis na prépria
pagina. Por exemplo, no alto da pagina, h4 uma opg¢ao denominada de “limits”.

Clicando nela, abre outra janela, na qual é possivel fazer restricbes a nossa busca.

FIGURA: PAGINA DA BASE DE DADOS DE NUCLEOTIDEOS
RELACIONADOS AO TERMO “INSULIN” DIGITADO ANTERIORMENTE COM
DESTAQUE PARA O LINK DE RESTRICAO DA PESQUISA “LIMITS”
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Results: 1 to 20 of 22408 Page(1 |of1121 Next> | Last>> | nk) (16387,
mbyx mori insulin-re tide binding protein MRNA. mMRNA (6780)
1. 1,293 bp linear mRNA RefSeq (5944)
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<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=insulin>

FIGURA: PAGINA CONTENDO AS OPCOES DE
PESQUISA, AS QUAIS ESTAO DESTACADAS EM LARANJA
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<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/limits?term=insulin>.
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FIGURA: PAGINA DA BASE DE DADOS DE NUCLEOTIDEOS APENAS COM AS

SEQUENCIAS DE INTERESSE

Nucleotide |Nucleotide [~][insulin B search |
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[l re It NOi I Noi in: in N INS! mplete
4 1,122 bp linear mRNA Find related data e
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Accession: JN609614.1 Gl 348162098 - o
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Accession; HO415931.1 G 347366579 -zonauov*wmﬂlf g{fﬂfrl;lj
_ GenBank FASTA Graphics sifec

<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore>.

e) Dependendo dos interesses cientificos de cada pesquisador, inimeras

combinacdes de restricbes podem ser realizadas. No caso do aluno que esta

pesquisando sobre insulina, podemos restringir a busca as publicacées dos ultimos

dois anos apenas no campo “published in the last”; restringir a busca aquelas

sequéncias, na qual a palavra “insulin” aparece no titulo, para isso trocaremos a

opgao “all Field” por “title” no campo “search Field tag”, e restringir a busca aquelas

sequéncias disponiveis apenas na base de dados do GenBank no campo “source

database”, e depois clicamos em “go”. Com a restricao de todos os dados acima,

chegaremos a um total de 43 resultados contra 22400 da analise sem restrigdo, o

que torna a avaliacdo muito mais facil.
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FIGURA: INFORMACOES SOBRE A SEQUENCIA CLICADA E DESTAQUE
PARA A OPCAO FASTA

€ 9 C |©® www.nebinlmnih.gov/nuccore/IN03EIEL LA dIC §
= NCBI Resouices (%) HowTo ¥
Nucleotide  tuceotce [-] 5.1
(vl GenBank - -
Dispias Sattings: ¥ S0 Ghange region shown o
: £
Mus musculus insulin degrading enzyme (IDE) gene, promoter region, exon 1 and partial cds ¢ o view o
Pemiagyc JNO38306.1 -
Analyze this sequence &
Golo ) Run BLAST
LOCUS JND38386 1931 bp  DNR linear ROD 31-0CT-2011 Pick Primers T
DEFINITION Mus musculus insulin degrading enzyme (IDE) gene, promoter regicsm, Find in this Sequence
exon 1 and partial cds,
ACCE3SION  JN0323%6
VERSION JK038396.1 GI:354515281
REYWORDS . Related information =
SOURCE Mus musculus (hcuse mouse) Protein
ORGANTSM
Taxonomy

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vercebrata; Euteleostomi;
Mammalia: Eutheria: Euarchontoglires: Glires: Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea: Muridae: Murinae; Mus: Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1831) Recent acth -
AUTHORS  Zhang,L. and Wang,2. il

TITLE  Muclear respiratory factor 1 plays & cricical role in the e
Transcription initiation of insulin degrading enzyme Mus musculus Insulin degrading enzyme (0E)
JOURNAL Unpublished gene, promoter ragion. 8100 1 and Pé rusdectide
REFERENCE 2 (bases 1 to 1831)
AUTHORS  Zhang,L. and Wang,2. i RGO
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (31-MAY-2011) Protein Scisnce Kay Laboratory of the Qinsul‘m (22408)
Ministry of Education, Department of Biclogical Sciences and feclecuoe
Biotechnology, School of Medicine, Tsinghua University, Reom Cl16, See mote,
Beijing 100084, China
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1931
Jorganism="Mus musculus®™
/mol_type="genomic DNA"
/3tzain="C37BL/6"
/db_xref="taxon:10090" p Wfiriclows Vit
Jchromosome="1gn o, Startar

lmaw=010 £9: 10 98 O AuE

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN038396.1>.

f) Caso o aluno clique no primeiro item da lista, outra janela com as
informacdes especificas daquela sequéncia selecionada se abrird). Nessa péagina,
ele pode clicar na opcdo fasta, e uma nova janela, agora contendo apenas a
sequéncia no formato fasta, o qual € bastante utilizado em programas de

bioinformética, aparece, facilitando com isso o trabalho do pesquisador.
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FIGURA: INFORMACOES SOBRE A SEQUENCIA CLICADA EM FORMATO
FASTA

Lalmnil gov/naccore/354515251 repart=fadta WA

Nuckotide uceowce ]

e g mmm v

Mus musculus insulin degrading enzyme (IDE) gene, promoter region, exon 1 and partial cds ¢ e view o

GenBank: JN0383%6 1

Genfionk  Graphics

5g41354515261 | g | TNO38396.2| Mus masculus insulin degseding snzyme (IDE) Analyze this sequence £ 1
promoter region, exon 2 and partial cds Run BLAST

CTAGGTCCACTGGCAGTATANCTACCAGTACTAGATAGTAGTGETTTICTCACTITCTGCTGRTETEREE Pick Primes
GAGCACACTTCOCAGGTCORARACT CAACGTCATCATCCT CAGT CACATGEEACCCCETCTCARAARCAR :

GTTTCCTCCTCTCEATTTCAARSTCTACCOACCCCTTGCTTTGCTGAGGTCTGCCTTCECTCETCCITCC Fing inthis Sequence
CCTCCCaCCCeCCACCAGATCTGAATTETCCTTACTCCCTCCARCCCRACARGT CCCCACGCATCCTTEE
TTCCaTAGTCCACETTCCT TCCaCACTCCTGEAGGAGCCCECEEECCTACCACCCACAGCEEATACETTT
CTGTGACECAGCCCCCACGAAGEACT TCETTCCARCACCTGCTGRACCECCATCCTECCTARRRACCTAC

" -~
CeCTTTETER0CCCTCATCTCACCEARGCCAGGCAACCCTCaGCCTCAACERTECOCCACCCTARARCCE Rejated information
G0CCCERCC0R0CCE0TE0TCACCTABGANAGACTGRCCACTEERCCTCCRAGECTCOGOTCCCAAGACE Protein
ACGACCCACCTACCAGCTAGCO0GR0CCARAECTA0RACCETCCECTCOCR0CCO0CTCCACCTARARCE Tasoony
COGAGCEOAGATCRTTCCCCA0TCOCTABAGGCaGERCEaCaCaRC00ACTOCECATACACAATGCACA
GGACCEACTICCCAGCOCCARAAGEAAGCOTTCOCCRACATCACAGCAACTCACCAACETATACARAAC
GGGCTCATaTEaCTBCTGoACCCCaCaCTA0CCAACACCTTACGETCCATCETCRACACECE0CEECaC - |
CCGCaARGCEACTOTOTCAGTARGCTCOCCACCABCACCCRAECECACICAACCCaCaCATCACCATART Recent activity -
GGTOATGCTETGCTOCTGCARAGTOOTRAT TCAGCACT TAGCRCCACCaCCACCOCTCACACTOCCAGTC Tuhoff Cher
COGCC0GCCe0aTCCaTCAACOTCCACGCCaRAGaCCaCCCCaGE0aACCaRRAAE0RCTORECCTRR0EE
GGAGGGCOGACOGEACEOTETCCACORATAGCTAGGAGRRCGCCACARGTGCAGCAGAOCECH06ACCE [5 Mus muscuius instin gegraging epzyme (1DE)
CCAGABGCABCCTCOC06ETCORGEAGCTOCECACTOCGRCTET COROCETCAGCAGCCORCCACCTRAG gene. promolet recion. &xon 1 andet ucasede
GCCAACCCCEAAAGCCATAAGETCAGGGEAGTCCAOTAAGTCATARRARACCACTTCTCACCTCACCACE @, insulln AND (srcub._genbankPROP] AND Jast
CIGTCCTCaCaGGEACCARGTITGCTGGACTAGGACASTGAGCET TEECAACTGEARARGTTTGCCTECC 2yearsTPDAT]) (43) Nuieosde
TCATCGROACTGAGCAGACGGAAAGECACTGEGOAGCCAARGATACCTTGRAATCCOGCACRGCATCTG Q insuln 22409)
CCTTaTTTCACACCCRARRTARCACAGGCT CAGAGAGACT I TTAGTGAT TTCTCCTACAGTTGCAGRGGT

NuGecude

TATGECRARCCCARGT TTAGARTGCRIGTTTTTGCAGTGAGTGECETECTCOCTCAGCTCTGCTATCTAT

AR CACATTITCAST

Ca S 32 - CIIITIICT CAGT See more..

RITATCITGCICTACTTAGATCATIATTIGACACCCCCCCCCCCECCICGETTGTACCARCATTTAGGAC
CGCAGARTGTCTCITGEECTTIGTCCCTATGIGATCIGCCTTCCARGCARCETICATITGECTGEARCCA
TTIGACRAGCGRTCAGCT TGACRGI GGCCAGART GECCAGT GACGEEIRAGACGTGGGTICAGGCCGATCTIAG
ACTIGRAICTTIGGAGGRRT GECCOAGETICACGT ARTCIGGCCGACT GIGGATGTARTCCAGTICCRGEIGIG
CIGATAGTTIGTCCGGAGGACAGRGRACGGATTAGTIGRAG

‘;'ZY intowe Vet
V. Startar

-

<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/354515251 ?report=fasta>.

Outros inumeros recursos estdo disponiveis no NCBI. No exemplo acima,
clicamos em apenas uma base de dados e aprendemos como limitar buscas.
Poderiamos ter clicado em qualquer outra base, realizando outras modificacdes,
enfim, as opcdes de andlise sdo inUmeras. O objetivo € apenas dar uma ideia de
como funciona o NCBI, de forma alguma pretendemos abordar todos os topicos
disponiveis. Recomendo que acessem o site do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov)
e facam buscas diversas, clicando nas mais variadas opc¢des e tentando entender as
ferramentas disponiveis para cada uma delas. E um trabalho arduo, que exige
bastante dedicagdo e paciéncia, mas posso garantir que é a unica forma de

aprender bioinformatica, ou seja, “colocando a mao na massa”.
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EBI

O Instituto de Bioinformatica Europeu (EBI) faz parte do Laboratorio de
biologia Molecular Europeu (EMBL) com sede na Inglaterra. O objetivo central do
EBI é conduzir pesquisas e fornecer informag¢des sobre bioinformética para a
comunidade cientifica mundial. O EBI € comparavel ao NCBI nos Estados Unidos, e
€ o principal servidor de bioinformética do continente europeu.

Apresenta propositos semelhantes ao NCBI, tais como o desenvolvimento de
novas tecnologias de bioinformatica, pesquisa e desenvolvimento de novos
programas de bioinformatica, treinamento e suporte aos assinantes, e prestar
servicos relevantes de bioinformatica aos pesquisadores. O EBI, assim como o
NCBI, é composto de profissionais de areas diversas, como computacao, fisica,
matematica, estatistica, biologia molecular e estrutural, entre outras. Esse quadro
multidisciplinar permite que sejam realizados estudos moleculares das bases das
doencas, por meio de ferramentas matematicas e computacionais.

De forma geral, as principais pesquisas desenvolvidas pelo EBI sdo o
desenvolvimento de algoritmos de comparagdo mais robustos, bem como a criagao
de um sistema de informacdes mais elaborado, integrador, e facil de usar, e o
desenvolvimento de bancos de dados mais eficientes. Diante disso, 0s principais
servicos prestados pelo EBI sdo as bases de dados, a submissédo de dados, anélise
de similaridade (BLAST E FASTA), aplicativos on-line, arquivos FTP, pesquisa e
desenvolvimento. As principais bases de dados do EBI s&do: EMBL,
Uniparos/SWISS-PROT, Ensemble, MSD/PDB, IMGT, entre outras. A figura mostra

a pagina inicial do EBI com todas as suas ferramentas.
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FIGURA: PAGINA INICIAL DO EBI COM DESTAQUE PARA AS SUAS
PRINCIPAIS FERRAMENTAS

€« C @ www.eblacuk %A

EMBL-EBI i & ¢ European Bioinformatics Institute

| Research | Training Incuslry

Expiore the EBL:
[

Examples: BOA1 HUMAN, tnit, Sulston HelniFeeddack

m

Data Resources and Tools

UniPro
AmayExoress
Ensembt
InterPro
PDBe

Research Highlights & & Events & Training

New Clustal Omeqa tool provides faat, hioh-quality protein EMBL-EBI launches new online fraining resource
muitiple sequence alignments,

Trv d for vourself or watch the videa.
Fosted Nov 01, 2011
Intensive benchmark testing of @ new alignment Oui Clustal EMBL-E£8) Eventa Year Planner 2012 wo—
0mega, was published recently in the journz! 1 Please register to receive vour free copy of the EMBL-LBI
Syslems Biology Clustal Omega has the capac Events Yaar Planner

wirtuzlly any number of prolein sequences both quickly and
accurately The Cluslal Omega program can be downloaded
direclly from www clustal org and web and programmatic s i g
80c25s s available via EMBL-ER b :‘ﬁ;’_:;,’,,; JEE
i v Therapeulic Avplicat 1 Computational Bigiooy and b -aine -

<http //WWW ebl ac.uk/>.

Ignmant 3ng Analysis With JaMew

Registratios ses! 2 Hover 2011

O EMBL é uma base de dados de sequéncias nucleotidicas (DNA ou RNA),
provenientes de diversas fontes, tais como da literatura cientifica e de patentes, mas
principalmente da submisséo direta de sequéncias pelos pesquisadores ou grupos
de sequenciamento. Essa base de dados € uma colaboragcédo entre 0 GenBank do
NCBI e o DDBJ do Japado. Essas trés bases de dados trocam informacdes
diariamente, mantendo o conteldo mais atualizado possivel. Resumidamente, 0s
arquivos de sequéncias nucleotidicas do EMBL oferecem as seguintes informacgdes:
sequéncia propriamente dita; descricoes tedricas dessa sequéncia; fonte, ou seja, a
gue organismo pertence essa sequéncia; referéncias bibliograficas; localizacdo de
regides codificadoras nas sequéncias; e possiveis sitios de significado biolégico na

sequéncia de interesse. Varios projetos gendmicos colaboram com o EBI, tais como
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0 projeto genoma humano (Homo sapiens), de nematoides (C.elegans),
Camundongo (M.musculus), Yeast (S.pombe), entre outros.

O UniProt é uma grande base de dados de informacao proteica, servindo
como um repositério central de sequéncias de proteinas do EBI. O UniProt é
composto de trés partes distintas: o UniProt propriamente dito que é o ponto de
acesso central para informacdes de proteinas, as quais incluem funcdo,
classificacdo e referéncias cruzadas; o UniRef que é uma base de dados de
referéncias nao redundantes do UniProt; e o UniParc que é um arquivo do UniProt, o
qual apresenta a historia de todas as sequéncias proteicas ja depositadas no
UniProt.

E interessante mencionar que a Universidade de Geneva e o EBI mantém em
conjunto a base de dados de proteinas SWISS-PROT. Sequéncias de DNA do
EMBL sdo traduzidas e diretamente submetidas ao SWII-PROT, o qual é uma
adaptacdo da base de dados PIR. O SWISS-PROT é uma base de dados nao
redundante e apresenta referéncias cruzadas com uma série de outras bibliotecas,
ou seja, por meio do SWISS-PROT podem-se acessar outras bases como EMBL,
PDB entre outras. A figura mostra a interface do UniProt.

FIGURA: INTERFACE DO UNIPROT COM SUAS FERRAMENTAS OPERACIONAIS

- C | © vaww.ebi.acuk/unigeot WA

@ Heip:Feedback

Research Training Industry AooutUs stencer B &

UniProt - Welcome to UniProt

The mission of UniProtis to provide the scizntfic community with & comprahensive, high quality and freely
accessidle rasource of protein sequence and funchional information. UniProtis compnsed af four
compongnts, each optimised for Gfferentuses. The UniProt Knowledgebase (UniProlXB) is ihe central
acc2ss poird for extensive curated protein information. incduding fundlion. ol assiication, and cross-
referznce. f consizts of two secions: UniProti8iSwiss-Prot which is manually annotated and i3 reviewed
and UniProtKBTYEMBL whi omalically ann otales and is not reviewed. The UniProt Reference
Clusters {UniRef) dafabas es provide clustered sels of sequences from the UniProlKB and selected UniProt
Archive recort: te coverage of sequence space at saveral resolutions while hiding
recundant se! rot Archive {UnIParc} is @ compranensiva repasriory, Uses 1o kaep frack of
» Hel Sequent: fiers. The UniProt Metagenomic and Environmental Sequences [UnibES)
database i3 a repository specifically developed for metagenomic and emvironmental data.

The sequences and informalion in UniProf is accassible via lext search, BLAST similarity search and

312

TermsofUse  EDIFundng  CoobactEBI  © Europcan Sionfommatics insihuis 2011, £81 s an Outsiotion of the European Moiccular Sizioay Laboratory
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<http://www.ebi.ac.uk/uniprot/>.

O Ensembl é um projeto do EMBL-EBI juntamente com o Instituto Sanger. O
Ensembl € uma grande base de dados de genomas completos, o qual contém
informacdes confiaveis com predi¢cdes génicas confirmadas e integradas de diversas
fontes. O Ensemble contém informagdes de genes conhecidos, mas também prediz
novos genes, por meio de anotacdes funcionais de familias génicas do InterPro
(base de dados de proteinas), OMIM (base de dados sobre a heranca Mendeliana
em humanos) e SAGE (base de dados de andlise seriada da expressdo génica). O
Ensemble apresenta uma interface facil de usar e uma série de integracdes com

outras bases de dados, sendo por isso bastante utilizado cientificamente.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO ENSEMBLE

€ C  © www.ensembl.org/indexhtm| [TIRN

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog | Mirrors

Search: AII species B for [ @ New to Ensembl?
¢.g. BRCA2 or rat X:100000..200000 or coronary heart disease Did you know you can

€2, Learn how to use Ensembl

with our video tutorials and walk-throughs Calculate the effect

Did you know...?
. of sequence
€7 Add custom tracks variants on cDNA
The Ensembl project produces genome databases for vertebrates and other eukaryotic species, and using our new Control Panel ) and protein with the
makes this information freely available online variant effect predictor.
€2, Upload and analyse your data
and save it to your Ensembl account

Browse a Genome

Click on a link below to go to the species’ home page

Popular genomes (Log in to customize this list)

¢2 Search for a DNA or protein sequence
m gﬁl-éil;_’an using BLAST or BLAT

2 Eetch only the data you want
‘ Mouse from our public database, using the Perl API

NCBIM3T
¢? Download our databases via FTP
in FASTA, MySQL and other formats

Zebrafish
# 29 €2 Mine Ensembl with BioMart

and export sequences or tables in text, html, or Excel format

"

All genomes Still got questions? Try our EAQs or glossary

- Select a species - B

View full list of all Ensembl species
Other species are available in Ensembl Pre! and EnsemblGenomes

What's New in Release 64 (September 2011)

® Human assembly updated to GRCh37.5
© New requlatory data (Human, Mouse
@ Auto-resizing images (all species

Eull details of this release

Ensembl is a joint project between EMBL - EBI and the
Wellcome Trust Sanger Institute to develop a software EMBL-EBI

system which produces and maintains automatic © W inclows ista
annotation on selected eukaryotic genomes. More release news on our blog — N Siacter 11

<http://www.ensembl.org/index.html|>.
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A base de dados de estrutura macromolecular apresenta dados de estrutura
proteica do banco de dados de proteinas (PDB). O PDB é uma biblioteca de todas
as estruturas tridimensionais de dominio publico conhecidas. O PDB tem
informacdes de estruturas de proteinas, proteinas mais sequéncias de nucleotideos,
proteinas complexadas com metais, proteinas complexadas com inibidores. As
estruturas tridimensionais sdo determinadas basicamente de duas formas:
ressonancia nuclear magnética (RMN), na qual a estrutura € determinada em
solucéo e, por isso da mais informacfes sobre a suas caracteristicas funcionais, e
por cristalografia de raio-x, na qual a estrutura € determinada na forma cristalizada,
ou seja, estética, fornecendo com isso menores informacdes funcionais. Nos
arquivos do PDB temos informacdes sobre as coordenadas atbmicas determinadas
pela RMN ou cristalografia, citacdes bibliogréaficas, informacfes sobre a estrutura
priméria e secundaria, fatores estruturais cristalograficos e dados experimentais da

RMN. A figura ilustra a pagina inicial do PDB europeu.

FIGURA: PAGINA INICIAL PDB

€ C @ www.ebiacuk/pdbe/ FERY

Find. Helg | Feaduack

PROTEIN DATA BANK EURCPE

| M‘ Wizard | Education | Resources | Help | Aboutus M

Latest release EMBL-EBI's Protein Data Bank in Europe (PDBe) is the Eurepean resource for the collection, organisation and dissemination of
o8 . data on biclogical macromelecular structures, More., Contact us
PDB entries
::;a e As of 2 November 2011 the PDB contains 76970 entries (latest entries, latest compounds) and EMDS
FMDB er ; ¢ 3
POB entry status contains 1175 entries (latest)
Deposit
PDB (AutoDep) (el One-diick access to PDB data
EMDB (EmDeap) 5
Susact Senuence seardh Enter a PDB 1D code and click a button below for more information about the PDE entry: P
ar . b
Ehascr - a2 “stunning”
PDBe feature method for solving crystal
) _, s RS feads [ entrysummory | Download Posfile [ Downfoad other files s
s ® -2l
Browse ) 18 October 2011
[ Retrieve PDB entries using an external database identifier; (2] P08 ;- "
™ DBe service interruplion
PubMed |w| [ Search | 21-2¢ October More...
onamy
o Compounds . 17 October 2011
> Find a random PDB entry ..
Services New Quips episode gb u
or one solved by... or one contalnlng or one released In... PHASER  2ni
> ir Y Dag structure it helped solve
14 October 2011
First mlgx.
the futufe u -
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<http://www.ebi.ac.uk/pdbe/>.

Por ultimo, o IMGT (International ImMunoGeneTics Database) € uma base de
dados voltada para genes importantes imunologicamente, muitos dos quais
pertencentes a familia das imunoglobulinas. Esse banco nos da informacdes sobre
as sequéncias nucleotidicas e de proteinas, alinhamentos de sequéncias,
informacdes sobre alelos, polimorfismos, mapas genéticos e doencas relevantes
conhecidas. A figura mostra a interface do IMGT/HLA que € umas das divisdes do
IMGT.

FIGURA: INTERFACE DO IMGT/HLA.

« C © vwwebiacuk/imgiyhia %A\

Holp:Fesdback

industry doutlls | Help ttemiex B &

S fccess IMGT/HLA Database
Alignments

*asles

Ambiguous Tyoings Release 3.6.0, 10 October 2011

BLAST Searches The IMGTHLA Dalabase prodides 2 specialist dzlabase for sequences of the human
“Gells major histocompafibility complex (HLA and includes te official sequences for the
5 WHO Nomenclature Commitee For Factors of the HLA System. The MGT/HLA

3 oy Dalabase is par of the internalional ImidunoGeneTics project (IMET)

The dalabase uses the 2010 nomendature designations in all tools. To aid in the

adagtion of the new nomenclature. ali search tools can be used with boih the curent and pre-2010 allele
gesignatons. Tne pre-2010 nomenclature designations ara only USed where 0ider raports Or DUIPULS have
been made available fo dovmload

Stalistics

Latest Developments

* Changestothet
o Vihats newin

For more information sboui the 5, queries (including website) or to subsaibe 1o the IMGTHLA

Related Links Y | mailing listplease contact MGT! . Please see our liczncs for ourterms of use.
1PD - The mmuno =
PayTophsn Database The IMGTHLA Database is sponcorad by a number of institutas and companies, for further details of afl our
providas spaciist supportars and how you can help please see the lunding page
databases for e siudy of
polymorpham i genaz of Lead Sponsorship of the INGTHLA Database by
e irmune system
HISTOGENETICS ss ’
SAVING LIVES >Ponsors

Para finalizar e a titulo de curiosidade, vale citar a base de dados “Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEEG) japonesa. O KEEG faz parte do
GenomeNet que € uma rede de bases de dados e servicos computacionais para
pesquisa genbmica e de areas relacionadas em biologia molecular e celular

japonesa. O KEEG fornece uma base de dados metabolicos Unicas e interatividade
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entre as bases de dados de sequéncias e estruturais do GenBank e EBI. O KEEG é
voltado para a identificacdo de rotas metabdlicas em diversos organismos.
FIGURA: PAGINA INICIAL DO KEEG

€  C O wwwgenomejp/kago w X

Go | [ Clear|

KEGG Home KEGG: Kyoto Encydopedia of Genes and Genomes

Plea to Support KEGG
Since 1995 the KEGG dat
(Kanehisa Laborat
thanks to funding from the Japanese Ministry of Education and its agenaes.
more ...

' Main entry point to the KEGG web service
KEGG2 KEGG Table of Contents Update notes  Help
& Data-oriented entry points
KEGG PATHWAY  KEGG pathway maps [Pa
KEGG BRITE BRITE functional hie
KEGG MODULE KEGG maod ]
KEGG DISEASE Human sification]
KEGG DRUG Drugs
KEGG ORTHOLOGY Orthola
KEGG GENOME Genomes
KEGG GENES Genes and prol
KEGG LIGAND Chemical informatioj
DBGET/LinkDE KEGG MEDICUS Health-related nfor

Feedback ¥ Organism-specific entry points
KEGG Organisms  enter org codels) Go| hsa hsa e
Kanehisa Labs
& Analysis tools
KEGG Mapper KEGG PATHWAY/BRITE/MODULE mapping toals
explore KEGG global maps
server

KEGG Atlas Navigation tool
KAAS KEGG automai
BLAST/FASTA Sequence simil, 2
SIMCOMP Chemical structure similarity search . S

BLAST

A comparacdo de sequéncias biolégicas é uma das mais importantes
operacbes da bioinformética. Organismos recém-sequenciados sdo comparados
com organismos j& sequenciados, a fim de se determinar as suas funcdes e
propriedades.

O alinhamento de sequéncias parte do seguinte pressuposto: se duas
sequéncias de DNA séo similares, a chance de elas terem funcBes genéticas
semelhantes sao maiores, e desse modo a comparacdo de sequéncias pode nos
levar a fazer inferéncias significativas sobre as funcdes e relacdes evolutivas.

Em termos matematicos, podemos dizer que a distancia d (x, y) € o menor
namero de operacgdes de insercdo, remocado, substituicdo, capazes de transformar a
sequéncia x na sequéncia y. O alinhamento global consiste em alinhar duas
sequéncias por inteiro, na qual os alinhamentos com maiores escores sao

considerados os melhores. Por outro lado, o alinhamento local procura por regides
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de alta similaridade dentro das sequéncias, mostrando com isso, regides que
possam ter se conservado ao longo da evolugdo, bem como regides que possam ter
funcdes semelhantes em genes diferentes de diferentes espécies. Diversos
programas de alinhamento estdo disponiveis, destacando-se o FASTA e o BLAST.
Nesse curso, abordaremos o BLAST que € mais comum na rotina cientifica, e de
interface mais facil de usar.

Como mencionado anteriormente, o BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) € um dos programas de alinhamento mais utilizados cientificamente. Esse
programa busca regibes de similaridade entre as sequéncias, comparando
sequéncias de nucleotideos ou proteinas com sequéncias disponiveis nas bases de
dados e calcula a significancia estatistica entre elas. O BLAST pode ser usado para
inferir relacBes funcionais e evolutivas entre as sequéncias, assim como ajudar a
identificar membros de familias génicas.

A seguir segue um exemplo pratico de como usar o BLAST para encontrar
similaridade nas sequéncias de nucleotideos. No entanto, antes de iniciar o uso do
BLAST, devemos ter a sequéncia que queremos alinhar em formato “FASTA”. Para
iIsso, devemos seguir 0Ss passos para busca em bases de dados citadas
detalhadamente. Com a sequéncia em formato fasta em maos, podemos iniciar o
uso do BLAST.

No exemplo dado a seguir, realizei todos os passos ja descritos, ou seja,
entrei no site do NCBI, depois no Entrez Pubmed coloquei meu termo de interesse
“neurokinin B”, cliquei na opgado “nucleotide”, e selecionei minha sequéncia de

interesse “Rattus norvegicus tachykinin receptor 3 (Tacr3), mRNA”.

FIGURA: SEQUENCIA DO RATTUS NORVEGICUS TACHYKININ
RECEPTOR 3 (TACR3), MRNA NO FORMATO FASTA
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<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/8394407 ?report=fasta>.

Depois de termos a sequéncia de interesse em formato FASTA, entraremos
no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), e clicaremos no link BLAST. Na
pagina do BLAST, clicaremos em “nucleotide blast” para buscar similaridade nas

sequéncias de nucleotideos.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO NCBI COM DESTAQUE PARA A OPCAO DO
BLAST

MyNCBI Signin

% NCBI Al Databases 9|

Bic: o’ncl:ﬂ I J\":h:'v

Hceitome % Welcome to NCBI Qurces
Site Map (A-Z}

LAS
The Natienal Center for Biatz chnolagy Infarmation advances science and BLAST
health by providing 3ccess to biomedical and genamic information Eookshelf

About the NCEI | hission | Drganization | Research |RO2 Faeds

Get Started

Tools: 4nzhyze dats using NCEI software
Downloads. GetMNCBI dafz of software
300 how 10 accomplish speci
ons: Submit data to GenBank.cr oih

3INCE|
CEl databases

dbVar archives large scale genomic
vanation data and assocates defined
variants with phenotypic information

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.
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FIGURA: PAGINA INICIAL DO BLAST

o [
& BLAST® |y e =
| Home | RecentResults ~Saved Swategies Help i

» NCBI/ BLAST Home

Your Recent Results Newd

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more..

ai 8394407 |ref|NM_017053.1

‘ m Aligning Multiple Protein Sequences? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. _QoJ =
gi[295849289|reflNM_001178054...

gil300360526{ref|NG_023344.1]...
BLAST Assembled RefSeq Genomes '
Choose a species genome to search. or list all genomic BLAST databases ElRoceti Siut.
0 Human 0 Oryza sativa 0 Gallus gallus o ||
o Mouse 0 Bos taurus 0 Pan troglodytes
0 Rat 0 Danio rerio o Microbes SOAP BLAST
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera

A SOAP based BLAST service
is available.

2 Mon, 18 Jul 2011 08:00:00 EST
Basic BLAST

More BLAST news...
Choose a BLAST program to run

y Sedyh a nucleotide database using a nucleotide query
Lo }.‘gom!hms. blastn, megablast. discontiguous megablast Tip of the Day

: Search protein database using a protein query Use Genomic BLAST to see
protein blast 3 =
Igorithms: blastp, psi-blast. phi-blast the genomic context
b
S | >

<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>.

FIGURA: PAGINA DO NUCLEOTIDE BLAST
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

Depois de aberta a pagina do “nucleotide blast”, devemos colar a sequéncia
de interesse em formato FASTA na caixa de texto disponivel. Na opcédo databases
selecionar a opgao “others”, visto que estamos trabalhando com uma sequéncia de
roedor (caso a sequéncia fosse de humano ou camundongo selecionariamos as
outras opcoOes, respectivamente). Os demais parametros ndo devem ser alterados
nesse primeiro momento. Abre-se, entdo, uma pdagina bastante extensa contendo

todos os resultados da anélise do BLAST disponiveis.

FIGURA: PAGINA DO “NUCLEOTIDE BLAST” CONTENDO A SEQUENCIA DO
‘RATTUS NORVEGICUS TACHYKININ RECEPTOR 3 (TACR3), MRNA” DE INTERESSE

BLASTN programs search nucieofide ses using a nucleotide guery, more.. Reszipage  BOCKMEN

cnier Query Sequence

mberls), gifs), or FASTA sequencels) & Clear Query subrange &
017033 TS

053.%| Ratt ‘

From |

[ Align two or more sequences &

Choose Search Set @
Database (CHuman genomic + tranacript  Mouse genomic + franeee et

+ | Nuclectids collaction {nr/nt) v e
Organism g £
NG O Exclude =
Optioaal - — =
Enter orgasism common name. binomial. o t2x id. Oniv 20tep tasa will be shown, &
Exclude [ Modsls (<2P) [ Unculturad/emviranmental sample ssquences v
Ordineal

<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO “NUCLEOTIDE BLAST”
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<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>.

Inicialmente devemos observar a representacdo esquematica dos resultados
significativos. A barra vermelha representa a sequéncia de nucleotideos da
sequéncia que colamos anteriormente. As barras que estdo abaixo das vermelhas
representam esquematicamente as sequéncias de nucleotideos que apresentam
grau de homologia significativo (da mais para a menos significativa).

FIGURA: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS RESULTADOS
SIGNIFICATIVOS

Color key for alignment scores =
<40 4050 | I 80200 >=200
Quury
1 400 200 1200 1600 2000
~
< >

<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>.
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Abaixo das representacbes esquematicas, segue-se uma lista com a
descricdo de todos os resultados obtidos com a analise do BLAST. Nessa lista,
temos as descricbes das sequéncias, e 0s valores de escore. Esses ultimos
fornecem informacdes sobre o grau de homologia entre a sequéncia em questéao e a
sequéncia de nosso interesse. Quanto maior o valor do escore, maior o grau de
homologia entre as sequéncias. Outro dado interessante & valor “E”, o qual é um
indicador do grau de significancia da andlise. Quanto menor esse valor, mais
significativa € a analise. Abaixo dessa lista, segue os alinhamentos especificos de

cada sequéncia analisada.

FIGURA: DESCRICAO DOS RESULTADOS COM DESTAQUE PARA O
SCORE E E VALUES

{(=)Descriptions

Legend for links to other resources’ [ UniGens B3 6E0 (A Gene B structure I Map Viewsr Bl PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Hax i Blax
Accassion Descrption a Sent

11

<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>.

FIGURA: DESCRICAO DETALHADA DO ALINHAMENTO DE CADA UMA
DAS SEQUENCIAS
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=
|I” | Select All Get selected sequences Distance tree of results

<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>.

Na andlise realizada, podemos perceber que a primeira sequéncia se refere a
nossa propria sequéncia de interesse com um grau de homologia de 100%. Seguido
a ela, vemos que a sequéncia do “Mus musculus tachykinin receptor 3 (TACRS3)
MRNA” apresenta o escore mais elevado, com uma similaridade de 96% e um E-
value de 0, considerado excelente, e indicando que essa sequéncia tem um alto
indice de similaridade com a nossa sequéncia de interesse. A partir desse dado,
diversas analises com o objetivo de se estudar melhor as regides de similaridade
entre as sequéncias, com o intuito de avaliar possiveis relacdes evolutivas e
funcionais podem ser realizadas.

O BLAST apresenta ainda diversas ferramentas para analise de primers, de
proteinas, de dominios conservados, entre inimeras outras analises disponiveis.

Recomendo ler o tutorial do BLAST.

ANALISE DE PREDICAO DOS SITIOS DE SPLICING

Diversos programas para avaliar sitios de splicing estdo disponiveis. Daremos

destaque aos seguintes programas:
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. NNSPLICE 0.9 disponivel no  endereco eletrénico
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html para avaliacdo de sitios aceptores e
doadores de splicing alternativo.

. RESCUE-ESE disponivel no endereco  eletrénico
http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/ para avaliacdo de exonic splicing
enhancer (ESEs) que podem apresentar importantes fungbes nos mecanismos de
splicing alternativo e constitutivo. ESEs s@o pequenas sequéncias especificas de
oligonucleotideos que podem alterar os mecanismos de splicing alternativo
presentes nos éxons.

. HUMAN SPLICING FINDER disponivel no enderegco eletrdnico
http://www.umd.be/HSF/ que agrega diversas matrizes com o intuito de entender
melhor os diversos mecanismos de splicing existentes, apresentando inumeras
funcdes, tais como avaliacéo dos sitios cripticos de splicing, mas também analise de

mutacao, de multiplos transcritos, entre outras funcdes.
NNSPLICE 0.9

Sitios de splicing sdo sequéncias sinais importantes para a determinacéo dos
limites exdnicos. Esse programa considera apenas genes que apresentam sitios
consenso de splicing nas regides 5’ (GT) e 3’ (AG). Agora, vamos ver na pratica
como funciona esse programa.

O primeiro passo é entrar no site http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html.
Nessa pagina inicial ha a descricdo do programa e a caixa de texto na qual devemos
colocar nossa sequéncia de interesse, ou seja, aquela que queremos saber sobre 0s
potenciais sitios doadores e aceptores de splicing. Destaco ainda os links “read
abstract” e “help”, os quais ao serem clicados nos trazem detalhes sobre a teoria de

como foi desenvolvido o programa.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO NNSPLICE 0.9
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Berkeley Drosophila Genome Project

5 @ Searches

N P @ Splice Site Prediction by Neural Network

Contact Information, News. Citing
P

Read Abstract Help

3} PLEASE NOTE: This server runs the NNSPLICE 0.9 version (January 1997) of the splice site predictor

WOrganism: 7 Drosophila @ Human or other

Search for 5, 3" or both splice sites? = 3 5" @ poth
Include reverse strand? yes @ no

Minimum score for 5" splice site (between 0 and 1): D4

Minimum score for 3" splice site (between 0 and 1) 04

Draosophila Gene Collection Cut and paste your sequence(s) here: Use single-stter nuclzotides: (A. C. G, T)
You can include multipls sequences if esch has a FASTA title line starting with >
Universal Proteomics Resource
Gene Disruption Project
Expression Pateins
modENCODE

SHP Map

[ %P Reﬁglc@i )

Download
Sequence Data Sets

Materials
Clones, Stocks, Libranes

Publications [ Submdt | [ Clear

<http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html>.

Como mencionado no item anterior, precisamos ter a nossa sequéncia de
interesse em maos para proceder a andlise. Nesse caso, a minha sequéncia de
interesse esta localizada no gene TACR3 (copiei a parte da sequéncia que me
interessava diretamente do site do NCBI, a qual foi explicada em detalhes. Com a
sequéncia copiada, 0 passo seguinte é cola-la na caixa de texto.

Importante ressaltar que nesse caso especifico ndo precisamos alterar os
itens acima da caixa de texto, mas dependendo da pesquisa poderemos alterar ou
nao essas opcdes. Depois de colada a sequéncia deve-se clicar em “submit” para
realizar a analise propriamente dita.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO NNSPLICE 0.9 COM A SEQUENCIA DE
INTERESSE PRONTA PARA SER ANALISADA
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Berkeley Drosophila Genome Project
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Spilice Site Prediction by Neural Network

Contact Informabion, News, Cling
EDGP . Baad Abstract Halp

< Projac

™) PLEASE NOTE: This semar runs the NNSPLICE 0.9 version (January

1997) of the eplice sie predictor

Organism:
Search for 5, 3' o both splice sites? 3
Include reverze strand? ' yes @ no

D. malanogaster Ralaase 5 Drosophila  Human or other

Ganome

Droaophila Heterochromatin
Ganama Project

Minimum

Cut

£ BOGP Reﬁlm )

Download
Sequence Data Sets

Matarials
Clongs, Stocke, Libraries

5" @ both

score for 5° splice site (between 0 and 1) (0.4

Minimum score for 3" splice site (betwean 0 and 1): 04

<http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html>.

A péagina de resultados é aberta nos trazendo uma série de informacdes que

dependendo do objetivo da nossa pesquisa terdo maior ou menor utilidade. Os sitios

de splicing encontrados nessa sequéncia foram recuperados juntamente com seus

escores. Os escores gerados pelo NNSPLICE variam de 0 a 1, sendo que um

corresponde a combinacdo perfeita com o sitio consenso de splicing. Um limiar de

0.4 é usado pelo NNSPLICE para filtrar os resultados.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO NNSPLICE 0.9

< C  ® wviw fruitfly.org/cai-bin/zea tools/splice.

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutofl 0.40, acceptor score cutoff 0.40 (exow/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 189.102.73.66.7264.0 :

Start End Score Exon Intron
165 177 0.4¢ tatacacQTaratoe
352 366 0.99 attrcacgtaageta
501 518 0.84 taatatgJLatgats

Acceptor site predictions for 189.102.73.66.7264.0

Start Ena Score Intron Exon
149 189 0.99 grrttgorotgritttacatd(gtatatggetattattgate
285 235 0.88 r.::c:ac:cgcc::cc:t:a(}'tg:::cta::cca;;ac:aa
372 412
438 478 0.82

<http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/splice.pl>.
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A partir da analise realizada, podemos inferir inUmeras outras analises
comparando sequéncias selvagens e mutantes, a fim de avaliar se a presenca de
determinada mutacédo altera ou ndo determinado sitio de splicing. Nesse caso,
devemos fazer um teste como 0 acima para a sequéncia selvagem e outro para a
sequéncia mutante. Depois de realizadas as corridas, podemos comparar os valores
de escores da regido onde esta localizada a mutacao e ver se ha alguma diferenca
entre 0 mutante e o selvagem. Lembrando que quando o limiar for menor que 0.4
para a sequéncia mutante podemos estar diante de uma quebra de sitio de splicing,
e quando o escore for maior que 0.4 para 0 mutante, podemos estar diante da
formacdo de um novo sitio de splicing. Obviamente, essas observacfes devem ser
confirmadas em outros sites de bioinformatica (recomenda-se no minimo trés) e

sempre que possivel realizada as andlises experimentais das mesmas.
RESCUE-ESE

A péagina inicial do RESCUE-ESSE traz algumas informacdes sobre o
conceito de ESEs, bem como a caixa de texto para a colagem da sequéncia de
interesse e alguns links com referéncias importantes de serem lidas para quem vai
trabalhar ativamente com o programa. Como citado anteriormente ESEs sé&o
pequenas sequéncias especificas de oligonucleotideos que podem alterar os
mecanismos de splicing alternativo presentes nos éxons. O RESCUE-ESE é um
método hibrido (computacional/experimental) desenvolvido para identificar essas

sequéncias ESEs, predizendo quais sequéncias tém atividade ESE.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO RESCUE-ESE.
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RESCUE-ESE Web Server
An online tool for identifying candidate ESEs in vertebrate
Background
Specific short oligonucleotide sequences that enhance pre-mRNA su‘iuuu when present in exons ter med exonic splicing enhancers (ESEs), play 3

Important roles In constitutive and alternative splicing (ESE R : C t X hod, RESCUE-ESE, was recently
dwr‘loncd for Identifying sequences with ESE activi In this approach, s f =) cleotide L e tified as candidate ESEs on the
b

basis that t have botf ntly higher fr: ncy of occurrence in 3 antly higher frequency in exo th
wcak non-conse plice a ns with strong (consens! ce s Repre G s from ten different cl es of
candidate ES together with 6 or 7 bas of flanking sequence conte N vere Introduced into a weak (poorly spli ) n In a splicing
reporter construct, These re er minigenes were then transfected Into cultured cells, where they are transcribed and spliced, and the relative level
1sion of the test exon w ye ative ( labeled) RT-PCR. Point mutants of these sequences were also analyzed to confirm

The RESCUE-ESE approach identified idate ES sing a large date of human genes of known exon-intron structure
containing over 30,000 nonredudant exons

In more anz by Yeo et al., the RESCUE-ESE approach was utilized to predict hexamers as candidate ESEs in other vertebrate genes,

namely, Fugu ipes, Z sh and
This allows the identification of motifs that are conserved in vertebrates.

This web server allows a sequence to be checked for presence of these candidate ESE hexamers.

Choice of Vertebrate ESEs
Check if YES, default is NO
Human (Homo sapiens)

Hu 1se (Mus musculu:

1 anio
Dul!erlnh .’5 ugu n ﬂuun—s.

<http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/>.

¢ Cr

Choice of Vertebrate ESEs

eck if YES, default is NO

Human (Homo sapiens)
W Mouse (Mus musc )
W Zebrafish (Danio rerio)
W Pufferfish (Fugu rubrip

Enter Your Sequence (RNA or DNA) as plain text or multi-FASTA format
(maximum 4k bases of sequence data)

Notes

» Sequences containing letters other than A, C, G, T, or U that represent unknown nucleotides (e.g., N, R, Y) may be submitted to the web server, but §
>Es wi ed overlapping these positions. s

sequence variation on ESE content can be analyzed by entering both versions of the sequence into the input window.
is web server or the set of human RESCUE-ESE hexamers In a published paper, please cite the following reference:

other WG, Yeh RF, Sharp PA, Burge CB. Predictive identification of exonic splicing enhancers in human genes. Science. 2002 A
):1007-1
ink on this pag download the

« If you use this web server or the set of vertebrate RESCUE-ESE hexamers In a published paper, please cite the following reference as well:

equlatory elements in vertebrate genes (submitted).

<http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/>.
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Para realizar esse tipo de analise, inicialmente devemos ter a sequéncia de
interesse em maos. Essa sequéncia devera, entdo, ser colada na caixa de texto.
Depois de colada e verificada a espécie que estamos analisando, nesse caso Homo
sapiens, devemos clicar em “find ESEs” para realizar a analise propriamente dita, ou
seja, encontrar as regides na nossa sequéncia que tem atividade ESEs e, portanto

podem alterar mecanismos de splicing.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO RESCUE-ESSE COM A SEQUENCIA DE
INTERESSE PRONTA PARA SER ANALISADA

| FEETE

L C @ genesmitedu/burgelat/rescue

w A

Choice of Vertebrate ESEs

Check if YES, default is NO
Human (Homo saplens)
B Mouse (Mus musculus)
W Zebrafish (Danio rerio)
W Pufferfish (Fugu rubripes)

» Sequences containing letters other than A, C, G, T, or U that represent unknown nucleotides (e.g., N, R, Y) may be submitted to the web server, but |§
ESEs will not be predicted overlapping these positions.

+ The effect of sequence variation on ESE content can be analyzed by entering both versions of the sequence into the input window.

« If you use this web server or the set of human RESCUE-ESE hexamers in a published paper, please cite the following reference:

Fairbrother WG, Yeh RF, Sharp PA, Burge CB. Predictive identification of exonic splicing enhancers in human genes. Sclence. 2002 Aug
9;297(5583):1007-13.
Follow the link on this page to d ad the paper

+ If you use this web server or the set of vertebrate RESCUE-ESE hexamers in a published paper, please cite the following reference as well:

Yeo, G, Burge CB. Variation in sequence and organization of splicing regulatory elements in vertebrate genes (submitted).
Eollow the link on this page fo download the paper.

<http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/>.

A péagina de resultados gerada é na verdade uma representacdo esquematica
de toda a sequéncia colada com o0s possiveis sitios candidatos ESEs marcados em

amarelo. Da posse desses resultados, podemos analisar, por exemplo, se uma

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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determinada variante esté localizada em um sitio de ESEs e a partir disso, realizar
outras andlises de bioinformatica e experimentais voltadas para esse tipo de
sequéncia génica.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO RESCUE-ESSE

€ € | © genesmitedu/cgi-bin/rescue-ese_new pléresult T

NOTE: Symbols that represent degenerate positions are not recognized. The effect of sequence variation on annotation can be analyzed by entering
both versions into the window.

RESCUE-ESE output for 25289:6318:14:16:17

RESCUE-ESE v 1.0 run date: 11/22/2011 time: 14:16:17
SPECIES: huma
t

unique matches 45

gestions to:

Weh interface by Will Fairbrother, Paul Goldstein, Matthew C. Mawson and Gene Yeo.

<http://genes.mit.edu/cgi-bin/rescue-ese_new.pl#results>.

HUMAN SPLICING FINDER

Todos os anos, milhares de mutacdes sao identificadas. Entre essas, muitas
afetam diretamente a expressao de proteinas, enquanto outras parecem influenciar
os mecanismos de splicing do RNAm. O Human Splicing Finder (HSF) é uma
ferramenta que visa facilitar a analise das diferentes mutacdes identificadas. Segue
um exemplo de como usar o HSF.

Inicialmente devemos entrar no site do programa http://www.umd.be/HSF/.
Essa pagina inicial apresenta o HSF, traz algumas valiosas referéncias para
entendermos como o programa foi desenhado, e as ferramentas para a realizacao

das andlises propriamente ditas.

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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FIGURA: PAGINA INICIAL DO HUMAN SPLICING FINDER

« C O wwwumdbe/H!

Human Splicing Finder

Version 2.4.1

With the comgletion of the Human Genome Project our vision of human genetic diseases has changed Thousands of mutations are identified in diagnostic and research
ies yeary. The knowledge of these mutations associated with clinical and biological data is essential for clinicians, geneticists and researchers

In order lo better understand intronic and exonic mutations leading to splicing defects, we decided 1o create the Human Splicing Finder website. This tool is aimed to help
D Hamvoun, FO Desmet study of the pre-mRNA splicing [more aboul siicing backaround
and M Lalande

To calculate the consensus values of potential splice sites and search far branch points, new algonthms were developed Furthermore, we have integrated =l available
matrices 10 identify exonic and intronic motifs, as well as new malrices to identify hnRNP A1, Tra2-B and 3G8

We hope thal this tool will bs useful for your research. In order to improve i please send us comments and new matrices to identify specific sequences imuolved in
splicing.

In refemng to work done using Human Splicing Finder, piease cite: FO Desmet Hamroun D, Lalande M. Colod-Beroud G, Claustres M. Beroud C. Human Splicing Finder
an oniine bioinfarmatics foof to predict splicing signats Mucieic Ackd Research, 2009, Apat

To get more information about how spiicing software work. please read, please also read. FO Desmel, D Hamroun, G Collod-Seroud. C Beroud. Bloinformatics
identifcaton of sofice ale signaie and predickion of mutston effects. Global Research Network, Res. Adv. in Nucleic Acid Research, Editor: R Mohan, Kerala

Select an analysis type
———[Select] T| (7]

Ensemdl databasa reloase: 64 (May 2009)
Automatically select the longest transcripl. @ Yes  No
Search for SNPs rafated to the analyzed sequence; 7 Yes @ No
Use specific matnces for 43 position. > Yes © Mo
Display ESE/ESS' @ Al . Do net display ESE/ESS located at sglice junctions
Number of nucleatides surrounding the exon
Both & and 3 introns (max: 1000 | '
Or

5 intron (max: 1000 | |

Fintron (max: 1000). | |

......

Choose a sequence by 4 SEErE

<http://www.umd.be/HSF/>

Nessa péagina inicial, é interessante observar que o HSF apresenta varias
ferramentas de andlises possiveis. Diante de cada caso especifico, podemos
selecionar a analise que melhor atende ao nosso propdsito. Além disso, podemos
selecionar entre as varias op¢des como a sequéncia sera selecionada, se pelo nome

do gene, do transcrito, peptideo, entre outras formas de selecao.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO HUMAN SPLICING FINDER COM DESTAQUE
PARA AS ANALISES PASSIVEIS DE SEREM REALIZADAS NESSE PROGRAMA
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€« C @ wwwumd.be/H5F
Human Splicing Finder
Version 2.4.1

\With the completion of the Human Genome Project our vision of human genetic diseases has changed. Thousands of mutations are wentified in disgnosiic and research
ias yearly. The knowledge of these mutations associated with clinical and biolegical data is essential for clinicians, geneticists and researchers.

In order to better understand intronic and exonic mutations leading to splicing defects, we decided to create the Human Splicing Finder website. This tool is aimed to halp
study of the pre-mRNA splicing [more aboul splicing backaground|

To calculate the consensus values of potential splice sites and search for branch points, new algorithms were developad Furthermore, we have integratad all available
matnces to identify exonic and intronic motifs, as well as new matrices to identfy hnRNP A1, Tra2-§ and 9G8

We hope that this tool will be useful for your research In order to improve i1, piease send us comments and new matrices to identify specific sequences imvolved in
publications splicing

In refernng to work done using Human Splicing Finder, please cite: FO Desmet Hamroun O, Lalande M, Collod-Beroud G, Clsustras M Bercud C. Human Splicing Finder.

To get more information about how splicing aoftware work, please read, please alsa read FG Desmel. O Hammuwn, G Coliod-Beroud, G Beroud. Bioinformatics
(gentiication of Spice siie Signeia and prediction of Mutstion efecks. G esearch. n, Keria

Select an analysis type

=10
bi dffabase release: 54 (May 2009)
ithe loflge st transcript” @ Yes = No
b analfzed seguence. () Yes @ No
r +3 position Yes @ No
ay ESE/ESS: @ All 7 Do not display ESE/ESS locatad at splice junctions
ling the exon
s (max: 1000) [ |
Or
5 intron (max- 1000} L:\

Analyze mutation(s)
Branch paint sequance analysis
Splice ste analysis ptrice:
Multiple transcrpt analysis D

Number of nucleotides surroul

3" intron {max: 1000): L |

<http://www.umd.be/HSF/>

FIGURA: PAGINA INICIAL DO HUMAN SPLICING FINDER COM DESTAQUE PARA
AS DIFERENTES FORMAS DE SELECAO DA SEQUENCIA DE INTERESSE

- C | O wwwumd.be/ H5F
Direcior M Claustres yearly. the £0ge of these mutations associated with clinical and biological da1a 15 essential for clinicians, geneticists and researchars.

[n order to better underatand intronic and exonic mutations leading to spiicing defacts, we decided to creata the Human Splicing Finder website This tool i aimed to halp

D Hamrour @ study of the pre-mRNA splicing [m
and M Lalande

splicing bac und].

To calculate the consansus values of potential splice sites and search for branch points, new algonithms were developed. Furtharmore, we have intzgrated sll availabie
matnces to identify exonic and intronic metifs, as well as new matnces to identfy hnRNP A1, Tra2-p and 9GE.

\We hope that this tool will be useful for your research. In order to improve it, please send us comments and new matrices to identify spacific sequences involed in
splicing.
In refemng 1o work done using Human Splicing Finder, please cite: FC Dasmeat. Hamsoun 0. Latande M, Coliod-Beroud G, Claustres M, Beroud C. Human Spiicing Finder.
an online BoIRfOMANCS 100! 10 Dradict splicing signals. NUEleIC Acid Research, 2009, Apri

To get more information about how splicing softvare work, please read, please also read: FO Desmet O Hammoun G Collod-Beroud, € Beroud: Bicinformatics
idertiieation o7 splics 516 signals and pYedicion of mulation effcts Global Research Notwork, Ros. Adv. in Nuckols Acid Research, Ediior: RM Mohan, Kerala

Select an analysis type

Analyze mutation(s}
Ensembl database release: 54 (May 2009)
Automatically select the longest transcrpt: @ Yes No
Search for SNPs related to the analyzed sequence” = Yes @ No
Use specific mainces for +3 postion. 7 Yes @ No
Dispiay ESE/ESS- @ All ) Do not display ESE/ESS located at sglice junctions
Number of nucleotides surrounding the exon

[T D I P {_g"
Em=— .
[5<rie Name (2.9, DMD) 1008 | ]
Ensembl Transcript IO (e.g. ENST00000357033) e —
Fnsembl Gene ID {e.g. ENSG00000195947) 1009 | |

Consensus COS (e g CCDS14233)
RefSeq Peptide ID (e.g. NP_004000)
b
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<http://www.umd.be/HSF/>.

No nosso exemplo, vamos fazer uma analise bastante comum nos
laboratorios de pesquisa cientifica, que € a analise de mutacdes. Com esse tipo de
andlise, queremos responder a pergunta se a alteragdo que encontramos altera ou
nao algum mecanismo de splicing. Dessa forma, considerando a alteracdo do gene
TAC3, ¢.187G>C ou p. A63P, vamos selecionar a opgao, “analyse mutations”. Apds
essa selecéo colocaremos como namero de nucleotideos ao redor das extremidades
5 e 3’ do éxon cerca de 500 nucleotideos (0 numero varia dependendo da analise),
e selecionaremos a sequéncia pelo nome do gene (outras op¢des também estédo
disponiveis e dependem da preferéncia de cada pesquisador), e abaixo colocaremos

a nossa variante em questao (c.187G>C), e procederemos a analise.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO HUMAN SPLICING FINDER COM TODOS OS
DADOS DE INTERESSE PARA A ANALISE PREENCHIDOS

<« C O www.umd.be/Hs

Dther biocrform

Select an analysis type

Analyze mutation{s) - Q
Ensembl database release: 54 [May 2009)
Automatically select the longest transcript: @ Yes No
Search for SNPs related 1o the analyzed sequence: © Yes @ No
Use specific matnces for +3 position: © Yez @ No
Display ESE/ESS™ @ Al Do not display ESE/ESS located at splice junctions
Number of nucleotides surrounding the exon
Both &' and 3 introns (max. 1000):| 500 |
Or
5'intron (max  1000) [

3 intron (max: 1000) |
Choose a sequence by

Gene Name (e.g. DMD) [=] © L TAC3

'aste your mutant list inio the follovang box:

(e.g. c4250T=A)
For more information an how 1o fill in this form, please refer to the help located at the bottom of this page

It
2Larcy

<http://www.umd.be/HSF/>
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Importante ressaltar que caso o gene em questdo tenha mais de um
transcrito, outra janela se abrird, solicitando que selecionemos o transcrito de
interesse. Essa informacao € variavel e depende de cada trabalho em patrticular.

FIGURA: PAGINA DO HSF SOLICITANDO A SELECAO DO TRANSCRITO DE
INTERESSE

Human Splicing Finder
Analyze mutation(s)

TAC3 Gane

Select @ RO Tor s gene

£ 16 (5 Hing Bho oxon
€ 00770411 (4 2 i
EIUSTO00001 3 SE6T (5 [*ANE Aoho ] 800
or
RCTTO N I |
1000) |

| Procesd moalysis now

<http://www.umd.be

Depois de realizada a andlise, sera gerada uma pagina de resultados. Nessa
pagina, teremos inicialmente a nossa sequéncia selvagem e mutante, e abaixo

dessas sequéncias, as analises realizadas.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO HSF

&« c ) wwwv.umd, be/ H5F /A DAC it Cho )

Human Splicing Finder
Analyze mutation(s): Results

Characters representing exonic nucleotides are n uppar-case and characiers representing intronic characters in lower-case
The mutation (s &mphazed in (=, 8nd the wild-lyps 1UCIe0UdE whose pOSIton IS Those of the mulation in green

S
&
F
&

In the tables below, postions in sequence for the &' intron are labeled as nagstve and as positwe for the 3 intron

Varations in the tables below are noted in colored boxes according 1o the following scale
[T T | 0% - 26% van aton [ 26% - 50% venanon | 51% - 75% vaoaton

In refering 1o wodk doae uaing Human Splicing Finder, please
A0 online Bioinformatics 1oo! 16 pradict solicing signais. Nucleic A

FO Doamet, Hamiown O, Latanoe i, COlod-Sevoud O, Clasares M Beroud © Human Spicing Fnder
soarch, 2000, Aprit

TAC3 ¢.187G>C

1 CLGTQEAGAY AAGRAFAGGT JOATLCLgA CATLULLYECT CACLGQAALT CTAGASSTAG gIocanasyy GAgagugaca gasaactaga ggogyasage
101 catggagsat agagasagag Jrtggrtggssas aAcagggagag saac cat ggacatcgtg cagagtggyuy gaatcacagg tgocagaigtg tgcoccoocaat
201 crcaccasgs : &

s tge

asnac goaget

CCEEAgIAgY SEEPUUGTAY GeaCaagagT ascaggsten

301 gravagzgot tagggeatey

401 garteaggar

5§01 AGGGATCC:

601 g GUU0ATAGYY gRATGA]

701 cogotgaguy tTLUSgAtong BACCOCgOLS TOAtSASTLT
Total sequenca length: 783 nuclaotides

CCAGGCTAGS
LGUUATAGAY RLIYYGUALA gC
crIggtttoa cag

1 CEOLQQACAS AAGHANACAY OSCEECTLOAS CATACLICET ESOLGOAALE CLAGASSULAG OUSCAAASTS GAGATITAGA
101 catggagaat agagasagag grggtggasa GYACATOYTG CAJAGTOQIY Gaatcacagy
201 ctoaccatgo atgtygaatcos cotQUQeUas = ot 6 LotQUQgUtag

301 gtgragtget 5 ¢ sgTgTgas:
401 gattcaggeat saaggat Tgggagects
ARAGCCACTC ATCTCTGGAG GGATTGCTCA

stotroget
COAGGCTAGS

A GCTGC
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<http://www.umd.be/HSF/ADACTION/AW3_input_ChoixGene>.

Para realizar a analise dos resultados propriamente dita, devemos
primeiramente encontrar a variante em questao pela posi¢cdo da troca nucleotidica
nas tabelas apresentadas abaixo das sequéncias. No nosso exemplo, a alteracao
esta na posicao 187, devemos entdo procurar se h4 indicacdo dessa posi¢cdo nos
resultados apresentados, e analisar se ocorre alguma possivel alteracdo nos sitios
de splicing, tais como criagcdo de um novo sitio, quebra de um sitio, entre outras. No
nosso exemplo, a alteracdo em questdo n&do altera os mecanismos de splicing

alternativo analisados por esse programa.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO HSF

ick mutation - @
o Showiside)
HSF Matrices
. 5 2 If cryptic site use, Variation
Sequence Position | cDNA Position | Splice site type Motif New splice site | Wild Type | Mutant exon length variation %)
562 cATT Acceptor 7389 44 94 -73
569 c.184 Acceptor CAARGCCCTEAGCE £9.02 71.56 80 +3.68
673 c.188 Acceptor GCCCTBAGCCAGEE | co 6196 | 83.89 51 | #2335 |
MaxEnt
No result found vith this matrix
Sequence Position cDNA Position Branch Point motif N lar 'E‘B(E::';oe) Fauence. EVlfor ml(.l(;a‘l:;’;squenca Variation
567 c.182 CICAMRG 66.99 69.72 | New site.
ESE Finder matrices for SRp40, SC35, SF2ASF and SRpS5 proteins
Threshold values:
SF2/ASF- 72.98 SF2/ASF (IgM-BRCA1) 7051 SRpd0: 78.08 SC35: 75.05 SRpSs: 73.86
Variation expresses the differance between reference and mutant values. VWild Type value is taken as refarence.
Sequence CONA | ed SR protein|Reference Motif fvalue 0.100) Linked SR protein [Mutant Motif [value 0-100) Variation
Position Position
568 c.183 SRpd0 TCARAGC (BS5.51) SRp40 TCAIACC (83.65) =217 %
571 c. 186 SC35 AACCCCTG (87.03) "~ Newsito |
= = ot
573 c 188 SF2/ASF (IgM-BRCA1) CCCCTGA (75 46) New site )
RESCUE ESE hexamers
Ne Enhancer motif found with this matnce
Predicted PESE Octamers from Zhang & Chasin (Old Dataset)
Sequence Position cDNA Position Reference motif WMotif value (0-100) Mutant motif Motif value (0-100) Variation
reference sequence mutant sequence =
571 106 FRGCCCTE 38.30 rI:

http://mww.umd.be/HSF/ADACTION/AW3_input_ChoixGene
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FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO HSF
POSICAO DA TROCA NUCLEOTIDICA DE INTERESSE
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COM DESTAQUE PARA A

| ===
EIEs from Zhang et al.
Sequence Position cDNA Position Enhances motif Enhancer motif Variation
reference sequence mutant sequence
569 c. 184 CAAACC | NewSite |
570 c.185 ARGCC ARACCC
S e ==
572 c 187 ACCCCT
—
573 c.188 CCCCIG

ESE motifs from HSF - Experimental
No difference between mutant and reference sequence was found with this matrice

Silencer motifs from Sironi et al,

Thrashold values:
Motif 1: 60 Motf 2: 60 Motif 3: 60

Variation expresses the difference betweean reference and mutant values Wild Type value is taken as reference

Sequence Position | cDNA Position| Sironi Motif Reference | Reference silencer (value 0.100)

Sironi Mutant motif| Mutant silencer (value 0.100) | Variation

666 c.181

Mot 3 - TCTCCCAA GCTCARAC (80.21)

003

ESS decamers from Wang et al.
No Silencer matd found with this matrica

FasESS hexamers

No Silencer motd found wath this matrice

Predicted PESS Octamers from Zhang & Chasin (New Dataset)

No Silencer motif found with this matrice

IlEs from Zhang et al.

No difference between mutant and reference sequence was found with this matrice

hnRNP motifs - Exporimontal
No difference between mutant and reference sequence was found with this matrice

Exonic Splicing Regulatory Sequences from Goren et al.
No difference between mutant and reference was found with this matrice

gelgy

<http://www.umd.be/HSF/ADACTION/AW3_input_ChoixGene>.

Indmeros outros programas para avaliar diversos mecanismos de splicing

estdo disponiveis. Nas referéncias bibliograficas, estdo listados os mais diversos

programas para predicdo de sitios de splicing, além de

artigos explicativos sobre o

assunto. A apresentacdo de programas para analisar os efeitos que novas variantes

possam ter sobre a estrutura proteica final. Daremos énfase ao programa PolyPhen

e SIFT.
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POLYPHEN

O PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) € uma ferramenta de bioinformatica
que prediz os possiveis impactos que a substituicio de aminoacidos podem ter
sobre a estrutura e funcdo das proteinas, utilizando para isso diversos algoritmos. A
pagina inicial do PolyPhen apresenta uma introducéo geral sobre o programa, bem

como as ferramentas de analise propriamente ditas.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO POLYPHEN

gﬁpolyPhen: prediction of functional effect of human ns. .. 1"1\\ > B | (=& v Pégina~v Seguranca~v Ferramentas v @3-

PolyPhen: prediction
of functional effect

Bork Group  Sunyaev Lab Of human nSSNPs

PolyPhen (=Polymorphism Phenotyping) is a tool which predicts possible impact of an amino acid substitution on the
structure and function of a human protein using straightforward physical and comparative considerations

Tue Jul 20 18:46:59 EDT 2010:
Dear PolyPhen users! Please be aware that this version of the server is no longer maintained nor updated and will be soon
discontinued. You are welcome to switch to PolyPhen-2 instead.

Sat May 1 21:30:00 EDT 2010:
Batch query interface to PolyPhen-2 server now accepts genomic SNP coordinates as input, as well as dbSNP reference SNP
numbers (rsIDs). Precomputed dbSNP build 131 PolyPhen-2 annotations for human missense SNPs are accessible via dbSNP
query quick search page and can be downloaded here.

Wed Mar 31 07:29:00 EDT 2010:
New version of the PolyPhen web server has been released. PolyPhen-2 includes numerous improvements, as well as a simple and
efficient batch query web interface. Also available as a standalone software for Linux / Mac OS X. We would appreciate your

feedback.
LINKS QUERY DATA
Help Protein identifier (accession or name) from the UniProt database
PolyPhen description ~ |OR
SNP data collection Amino acid sequence in FASTA format
Precomputed data for F

_ hiiman neSNP< fram

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph

Para exemplificar o uso do PolyPhen, vamos considerar a mutagcéo p.R139H
da proteina GNRHR. Apenas com esses dois dados, eu posso realizar algumas
andlises in silico sobre o efeito dessa mutacdo sobre a estrutura proteica.
Inicialmente, devemos escrever o nome da proteina de acordo com a base de dados

do UniProt no campo “Protein Identifier”. Abaixo devemos colocar a posicdo da

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
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nossa variante, ou seja, 139 na proteina madura, bem como a troca de amino&cido
que esta presente. Depois de preenchido esses dados, podemos submeter a

analise. Nesse caso, nao precisamos alterar os demais parametros de analise.

FIGURA: PAGINA INICIAL DO POLYPHEN COM OS DADOS DE
INTERESSE PREENCHIDOS

New version of the PolyPhen web seiver has been released. PolyPhen-2 includes numerous improvements, as well as a simple and
efficient batch query web interface. Also available as a standalone software for Linux / Mac OS X. We would appreciate your

feedback.
LINKS QUERY DATA
1
Help F rotein identifier (accession or name) from the UniProt database
PolyPhen description 1130968 |OR
SNP data collection # mino acid sequence in FASTA format
Precomputed data for i I ]
human nsSNPs from
dbSNP database
References f
Papers on the method o : D
F osition 135 | Substitution AA; R v| AA; H v/
SNP2Prot D o =0
A tool to map human [ escription
DNA variation onto :
proteins. Please use it if
you start with DNA

sequences and are not \. i Cloor J Check Siatus |
sure whether your SNP is 166 : ust be ena
non-synonymous

QUERY OPTIONS
dbSNP Database
Single Nucleotide s e S
Polymorphism Database Sitctislonisase ¥ (OR0S (JREE
at NCBI Sorthits by ~ ©ldentity O E-value

<http://genetics.bwh.harvard.edu/pph>

Enquanto a analise esta sendo executada, abre-se uma nova pagina
indicando essa ocorréncia.

FIGURA: PAGINA DO POLYPHEN INDICANDO QUE A ANALISE ESTA
SENDO PROCESSADA
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Grid Gateway Interface [
209

Help | Troubleshooting FAQ Sunvacelab

Service Name: PolvPhen
Session ID:  [3bd048¢5048990db1dcdc6b1209¢9922d182a1d1| [] Overwrite default
Grid Status:

Load Health Jobs: Pending Running

Ide  100% 1 0
Jobs (1 total):
Completed
None
Pending Running (1/0)
D Pos. State Date/Time Delete Description

2692267 1 qw  2011-11-24 07:53:50 O

All items with Delete boxes checked will be removed!

E-mail us Created: Thu Nov 24 07:53:30 2011

<http://genetics.bwh.harvard.edu/cgi-bin/ggi/ggi.cgi>.

ApoOs a analise ser efetuada, devemos clicar em “view” e sera aberta a pagina
de resultados gerada pela analise no PolyPhen.
FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO POLYPHEN

: RecName: Full=Gonadotropin-releasing hormone receptor: Short=GnRH receptor; Short=GnRH-R;
foooea A B HE ) e Son AA

probably . -~ : :
damaging aignment alignment N/A PSIC score difference: 2. 468

SEQUENCE FEATURES OF THE SUBSTITUTION SITE

Feature table Critical sites
N/A N/A show FT fields for P30968 N/A

PSIC PROFILE SCORES FOR TWO AMINO ACID VARIANTS

| Scorel Score? [Score1-Score2! Observations Diaanostics Multinle alianment around s

Todos os direitos reservado ao GRUPO FAMART DE EDUCACAO
Editora FAMART - editorafamart@famart.edu.br



o> fam
» amart
‘ GRUPO EDUCACIONAL

<http://genetics.bwh.harvard.edu

No alto da pagina de resultados, temos a descricdo da variante propriamente
dita, ou seja, 0 nome da variante de acordo com o UniProt, a posicdo da troca de
aminoacidos, e os aminoacidos que sdo substituidos. Abaixo dessa descrigéo,
temos a analise de predicdo propriamente dita. Nesse caso especifico, o programa
nos mostra que a troca de uma arginina por uma histidina na posicdo 139 do
GNRHR provavelmente tem um efeito danoso para a proteina.

Obviamente, essa andlise ndo € conclusiva e deve ser confirmada em outros
sites de predi¢cdo, bem como por meio de uma analise experimental mais agucada.
Outros possiveis resultados que poderiam ser encontrados é a possibilidade da
troca de aminoacidos ser benigna, ou seja, nao alterar significativamente a funcéo
da proteina; ou ainda, poderiamos ter como resultado que a variante em questédo
possivelmente é danosa para a proteina, ou seja, ha possibilidade de ter efeito
funcional, o qual precisa ser melhor estudado. A diferenca dessa Ultima alternativa
para a encontrada no nosso exemplo, € que a primeira tem mais chances de
realmente ter um efeito funcional sobre a proteina, enquanto a segunda € apenas

uma possibilidade devido a troca de aminoacidos.

SIFT

Outro programa interessante para analise de substituicdo de aminoacidos é o
SIFT. Esse programa € baseado no grau de conservacdo dos residuos de
aminoacidos no alinhamento de sequéncias. A diferenca para o PolyPhen é que o
SIFT apresenta variadas ferramentas de analises, as quais podem ser escolhidas de

acordo com o objetivo do pesquisador na pagina inicial do site.
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FIGURA: PAGINA INICIAL DO SIFT
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J. Craig Venter”

T NSTITYTE

JCVI Home SIFT Home

> SIFT Home
2 Help

= Contact us

Code release

SIFT for in-house use
(version 4.0.3b, released Aug
15, 2011)

License

Code &exe (Sun, Linux)

FTP download
SIFT Human DB (release 63)
SIFT dbSNP DB (build 132)

Related links

Human genocme assembly
GRCh37

Ensembl annotaticn release 63
NCEI dbSNP Build 132

NCBI BlLink

Updates

Aug 2011 SIFT Human DB
updated to support GRCh37
Ensembl release 63

Anr 2011t STFT dhSNP DR
&
=

=] @ v Pégina~ Seguranca v Ferramentas v e{

SIFT

Help.  Team  Contact us

SIFT predicts whether an amino acid substitution affects protein function. SIFT
prediction is based on the degree of conservation of amino acid residues in
sequence alignments derived from closely related sequences, collected through PSI-
BLAST. SIFT can be applied to naturally occurring nonsynonymous
polymorphisms or laboratory-induced missense mutations.

Referencing SIFT

SIFT Human Genome Tool Description (GRCh37 assembly Ensembl 63) Kumar P, Henikoff S, Ng PC

Predicting the effects of coding
non-synonymous variants on

DB

SIFT Human SNPs Get SIFT predictions for nonsynonymous SNPs (Sample protein function using the SIFT
format) algerithm. Nat Protoc. 2009;4
(7):1073-81. PubMed PCF
Other human genome tools: Ng PC, Henikoff S. Predicting the
5 3 5 Effects of Amino Acid Substitutiong
* Restrict to Coding Variants (Sample format) on Protein Function Annu Rev
¢ Classify Human indels (Sample format) Genomics Hum Genet. 2008;7:61-

80. PubMed POF Supp

SIFT Human Protein Tool Description (Ensembl 63) Ng PC, Henikeff S. SIFT:
DB predicting amino acid changes tha
affect protein function. Nucleic

. i 5 § ):3
SIFT Human Protein Get SIFT predictions for nonsynonymous AA ffdpsugzdmw I Far e mm2

NEW substitutions (Ensembl ENSP ID)
Ng PC, Henikoff S. Accounting for

SIFT dbSNP DB Tool Description (dbSNP Build 132) ZL“&?:J‘;'%,T;;"?Ji’a;ireé";‘ii |

Il il

<http://sift.jcvi.org/>.

Analisando essa pagina, vamos encontrar uma série de possibilidades de

analise. Vamos utilizar como exemplo o link “SIFT SEQUENCE”".
FIGURA: PAGINA INICIAL DO SIFT COM DESTAQUE PARA O LINK “SIFT

SEQUENCE”

= SIFT Home

» Help

= Contact us

SIFT Human O3
upd; pport GRCh37?
Enzembl release 52

SIFT dbSNF DB
suppart HCBI dbSK=

SIFT predicts whether an amino acid substitution affects protein function, SIFT prediction is based on the degree of
congervation of amine acid residues in sequence alignments derived fram closely related sequences, collected through PSI-
BLAST. SIFT can be zpplied to naturaslly occuming nonsynonymous polymorphisms or laboratory-induced missense

mutations.
SIFT Human Genome DB Tool Doscripticn (GRON3T assembly Ensembl 63)
SIFT Human SNPs Get SIFT predictions far nonsynonymous SNPs (Sampla format)

Other human genome tools:

* Restnct to Coding Varants (Sample format)
» Clase:fy Human indels {Sample format)

o3 e et

SIFT Human Protein NEW Get SIFT predicbions for nonsynonymous AA substitutions [Ensembl ENSP 1D)

SIFT dhSNP 13 IDs Get SIFT pradictions for dbSNP SNPS Including non-human species (NCET rs D) i

SIFT dbSNP FProtein Get SIFT predictions for dbSNP proteins including non-human species (RefSeq ID or

GI number)

.
r (RefSeq 1D or GI number) 4 <54

SIFT Sequence Run SIFT analysis on single protein through 2 PSI-BLAST search (fastz)

SIFT Related Sequences Run SIFT analfysis on proten query and = group of related sequences (muit-fasta)

SIFT Algned Saquances Run SIFT analysis on proten query alraady in multi-sequance alignments (MSA )
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FONTE: Disponivel em: <http://sift.jcvi.org/>. Acesso em: 07 Abr. 2014.

Quando clicarmos no link de interesse, sera aberta uma nova pagina, na qual

colocaremos os dados que queremos analisar. E interessante observar que nessa

pagina, podemos colocar um endereco de e-mail para que a analise seja enviada

diretamente para esse e-mail. Além disso, alguns detalhes devem ser levados em

consideracdo antes de preenchermos os dados solicitados. O primeiro € que a

sequéncia de aminodacidos a ser colada deve estar obrigatoriamente em formato

FASTA. Para pegarmos a sequéncia nesse formato devemos entrar no NCBI e na

base de dados de proteina, procurar pela proteina de interesse em formato fasta.

Abaixo dessa caixa de texto, devemos colocar a variante de interesse, a qual se

deseja saber se tem algum efeito sobre a estrutura proteica final ou néo.

FIGURA: PAGINA DO SIFT SEQUENCE

SIFT Heme SIFT Sequence provides SIFT prPdlrhnni fora glan protein FASTA wunan This
g,l ,,,_4,,,,“1.40,, the related ssquences. Before submitting to

<http://sift.jcvi.org/vww/SIFT_seq_submit2.html>.
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FIGURA: PAGINA DO SIFT SEQUENCE COM OS DADOS DE INTERESSE
PREENCHIDOS

User Input

Uploac 3 fila containing subatitutians of mavest Ttormat]:

<http://sift.jcvi.org/www/SIFT_seq_submit2.html>.

Apés os dados serem preenchidos, podemos enviar a consulta. Uma nova
pagina sera aberta indicando que a analise esta sendo realizada. Importante

ressaltar que essa analise pode demorar algum tempo para ser completa.

FIGURA: PAGINA DO SIFT SEQUENCE INDICANDO QUE A ANALISE ESTA
SENDO PROCESSADA

SIFT results

Your jobid is 14714 and is currenty ruaning
If vour browser tmmes out before results are shown, please o to bitp. st jevi.org 'sft-bin format pi?14712 in 20 minutes. Opening it up before 20 mmutes will throw an error (i winch case, just refresh).

Problems? Contact us with vour job 1d.

<http://sift.jcvi.org/sift-bin/SIFT_seq_submit2.pl>.
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Depois de realizada a andlise, uma série de resultados sera gerada pelo
programa.

FIGURA: PAGINA COM OS DIVERSOS RESULTADOS GERADOS PELA
ANALISE DO SIFT SEQUENCE

SIFT results

Your job id is 14714 and s corrently cunning

If vour browuer Sons 0 before reslty are thonm, please g0 %0 b ot jovi oep it b format 714714 i 10 minwtes. Opming 2 wp befoce 20 mamter wil theow a0 emvoe (o ehich case, jst refesd)
Probless ™ Comtact o with your pbid

Yoer revuds will be avadaie hate for the tieat 24 houes

3 sequences were selected 10 be
PIBLAST

reknad 10 You QUary sequence

nest of staied squencas

Akt o four modticaica

The shanmont takeo from PSIBLAST & revamed i reof format

Nede: Xes are placebolders at Be begrning aed ed of equences. While - meaes & pap 0 e lipmicst a0 X means 8 lack <f mformation suck o 9 partial aligament of incomplets yoquonce aad do oot
cochnbate 40 the greditice

Plote check T 2equenced It fasve been, ohasdes [ 19 2equeitel are 200 divenped fromt your iy & the aiprment 12 questionalle, we Jagpva! you modll the fata-ommatted e adosy and

SIFT a0 ackd predionons foe

Sonied Probabaines K¢ Satre Pioten

May rake some tivse 10 load!! Plocie de panint | vou o Har sen the tadie hewadiarn)

http://sift.jcvi.org

Como estamos analisando uma variante especifica e ndo as diversas
alteracdes descritas nessa proteina podem clicar diretamente em “Predictions of
substitutions entered”. Uma nova pagina sera aberta com o resultado dessa analise
de predicdo. Outras possibilidades de analise estdo disponiveis nessa pagina,
aconselho aos alunos clicar em diversos links e analisarem as diversas
possibilidades.
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FIGURA: PAGINA COM OS DIVERSOS RESULTADOS GERADOS PELA
ANALISE DO SIFT SEQUENCE DESTAQUE PARA A OPCAO PREDICTIONS OF
SUBSTITUTIONS ENTERED

Your results will be available herz for the next 24 hours.
33 zequences were selected to be clozely related to vour query sequeace
PSIBLAST alignment of submutred sequencas

Abgumeat in FASTA format (for modification)
The alianment tzken from PSIBLAST is returned in msf format

Note: Xes are placsholders at the begiming and end of sequences Whilk - means 2 zap in the alizrment an N mezns a Jack of information such as a partial alznment or incomplet sequence and do not
couhﬂ:ut: to the prediction

3 ’!E.xz.:-:‘“CL that have been choser. ("’6 Seguevices are 100 a ‘7‘5-""! oM YOUr QueRY ¢ the align gment s guest

wable, we sugoest you modify: the fasta-formatted file above and

SII-" ammo acid predhucm for:

Posttians 20
Postions 30

Scaled Probabilities for Entire Protein
May take some time to load! Plzase be vatient if vou do %o
Amino actds with probabilities < 03 are predicted to be delstericn

2 table immediatel

I Predictions of substamtions eatered I

\.de“U_D’I\]Q .

WARNING: Onginal amino acid W at position 63 15 not allowed by the prediction.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO PREDICTIONS OF SUBSTITUTIONS
ENTERED

Predictions

O with a score cf 0.00.

<http://sift.jcvi.org
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No nosso exemplo, assim como na analise realizada pelo PolyPhen, o SIFT
sugere que a variante p.R139H do GNRHR afeta a funcéo proteica, ou seja, que
essa substituicdo de aminoacidos € danosa para a proteina.

Apenas a titulo de curiosidade, se clicarmos na opgao “Scaled Probabilities for
Entire Protein” sera aberta uma nova pagina com as diversas probabilidades de
substituicdo de aminoacidos para cada posicdo do GNRHR. Essas probabilidades
sao representadas por escores, na qual quanto maior o escore (maximo 1) maior a

probabilidade de a substituicdo de aminoacidos ser danosa para a proteina.

FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO SCALED PROBABILITIES FOR ENTIRE
PROTEIN

= B ¥ S »
E g i wvioraltsit-bin e oo Jop ST B ' g v Pagna- Sequanga - Faramentzs - -

~

Probabilities

Each row corresponds to a posidon m the reference protem. Below each position s the fraction of sequences that contain one of the basic amino acids. A low fraction indicates the positon is either severely
gapped or unalignable and has bitle nformation Expect po
Each column corresponds to one of the tweary amino acids

Each entry contains the score at a particular posttion (row') for an ammno acid substitution (column). Substitutions predicted to be ntolerant are ughbghted in red.

prediciion at these positions

pos AC€DERGHIKLMNIPOQRST VY X
IM0.16 0.010000 000000036 060.000.050 000,341,006 600.000.030.000.000 010,03 6.066.00
24016 1.000.040.120.190.030.210.030.050.140.080.0 0.360.100.210.120.120.010.02
IN0.16 00040 0] 10001000 0106I00100300100000000
45036
3040 10
65040 01900
TP0.42 0720240
SE0.40 007001
9Q0.42 03540
10N 0.44 0320031
11Q 0.44 060004
12N 0.48 0.2
13H0.54 08
14C 0.62
158 0.62
164062 09

17T A cs o

0.020.011.000.340.¢
0610630830740650

NANANTAIMNNIEA DI AAN LN 12N =L A

<http://sift.jcvi.org

Outro link interessante € o “SIFT amino acid predictions” encontraremos
também as diversas possibilidades de substituicido de aminoacidos, porém, ao invés

de serem dados escores, as substituicbes sao classificadas como possivelmente
toleradas e néo toleradas.
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FIGURA: PAGINA DE RESULTADOS DO SIFT AMINO ACID PREDICTIONS

Predictions for positions 101 through 200
Threshold for intolerance 15 0.05.
Amino acid color code: nonpolar, uncharged polar, baste. acidic
Capital leters indicate amino acids appearing in the alisnment, lower cass lewers result from prediction
*Sey Rep'is the fraction of sequences that contain onz of the basic anmo acids. A low fraction indicates the positiorn is either severely sapped or malignable and has htde information. Expect poor pradiction
at these positions
Predict Not Tolerated Position Seq Rep Predict Tolerated

visrgpnml ki hgfedca 101W 100 W

mwivfcl yrpaat eksgdH 102N 100 N
hgwpdnecrskgyvatmf 103 LVI
whycfregdkgpinlvas 104T MT
hwgdnyrqeskpcfma 105V | ETEN

ywvtsrpnml ki hgfedca 106Q 100 Q

visrgpnml ki bgfedca 107W 100 W

108Y 1.00 cwdpmeankgt sl aVQHf RLY

whvfimgnrdel kevtps 1094 100 GA

wmf yi hgreclekvtdopa § 110G 100 G
cwmfivlvhrtspnak 11IE 100 GQED
dghnecswryvkpgt 112L 100 AMIVFL
bwdynregqk I1I3L 100 cgpsftmi VLA

ywvtsragpnml ki hgfeda 114C 100 (

TSR s S AR, N, T - ML _1An &

<http://sift.jcvi.org/sift-bin/catfile.csh?/opt/www/sift/tmp/14714.aatable2>.

Diversos outros programas estao disponiveis para analise de substituicdo de
aminoacidos. Aconselho os alunos a entrarem em diversos programas existentes e
realizarem testes nos mesmos, a fim de entender como funcionam e desenvolverem

uma postura critica para a interpretacao dos resultados.
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