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principal fungio da atividade proposta

é mostrar uma das etapas para a andli-
se dos dados de sequenciamento, utilizando
uma ferramenta da Bioinformatica conheci-
da como “BLAST” (Basic Local Alignment
Search Tool). As metodologias de sequen-
ciamento geram uma grande quantidade de
dados que podem ser organizadas e avaliadas
pelas ferramentas analiticas da Bioinforma-
tica, uma ciéncia que usa a matemdtica e a
computagio para armazenar, comparar e
analisar sequéncias do DNA, RNA ou de
proteinas. Por meio do BLAST ¢é possivel
inferir relagdes funcionais e evolutivas entre
sequéncias. A atividade proposta apresenta

trés sequéncias de nucleotideos, denomina-
das enigma 1, enigma 3 e enigma 5 e duas
sequéncias de aminodcidos, denominadas
enigma 2 e enigma 4 que deverio ser analisa-
das usando a ferramenta“BLAST” para ana-
lisar a similaridade entre as sequéncias que
estio sendo analisadas, em comparagio com
outras sequéncias armazenadas nos bancos
de dados publicos. A atividade permitira aos
estudantes consolidar o conhecimento so-
bre a anélise de dados de sequenciamento e,
assim, ampliar a visdo e as possibilidades de
andlises no nivel molecular, uma drea impor-
tante da genética que tem interface com as
diferentes dreas das ciéncias.
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PROBLEMA PROPOSTO

O DNA (icido desoxirribonucleico) e o
RNA (4cido ribonucleico) armazenam e
transmitem a informagio genética nos orga-
nismos. Tanto o0 DNA quanto o RNA sio
compostos por unidades quimicas (moné-
meros) chamadas de nucleotideos, unidos
em longas cadeias nio ramificadas. Por outro
lado, a estrutura de uma proteina é comu-
mente definida em termos de quatro niveis
hierdrquicos. A estrutura primdria diz res-
peito A sequéncia de residuos de aminodci-
dos. A estrutura secundiria inclui residuos
de aminodcidos arranjados em conformagoes
particularmente estabilizadas por pontes de
hidrogénio, que originam padrdes regulares
e repetitivos. A estrutura tercidria inclui to-
dos os aspectos do padrio de enovelamento
tridimensional de uma proteina. Proteinas
que apresentam duas ou mais subunidades
possuem ainda a estrutura quaterndria, que
descreve como as virias subunidades estio
dispostas no espaco. As metodologias e o
equipamento disponiveis atualmente nas
dreas de Genética e Biologia Molecular pos-
sibilitam sequenciar o DNA, o RNA e as
proteinas, permitindo investigar questoes
biolégicas importantes em diversas areas das
ciéncias.

As metodologias de sequenciamento per-
mitem identificar a ordem das bases nitro-
genadas no DNA ou de aminodcidos nas
proteinas. Com o passar dos anos, essas me-
todologias tém aprimorado e possibilitado
a geragio de um volume de dados cada vez

Analise realizada

BLASTn
BLASTp
BLASTX

tBLASTn

tBLASTX

maior. O método de Sanger foi propos-

to primeiramente para analisar sequéncias
de nucleotideos e durante virios anos foi o
tnico método disponivel. Na tltima década
surgiram novas tecnologias de sequencia-
mento de DNA, denominados de “segun-
da geracao” ou, como conhecido em inglés,

Next Generation Sequencing (NGS), que
tém permitido sequenciar genomas inteiros
e gerar um volume maior de sequéncias, em
um curtissimo espago de tempo, e com custo
reduzido. O sequenciamento de proteinas
também utiliza novas tecnologias, tais como
a espectrometria de massa, que também

tem permitido uma acelera¢io na disponi-
biliza¢io de sequéncias de aminodcidos de
proteinas descobertas por grupos de pes-
quisas em todo o mundo. Um importante
banco de dados de sequéncias é o GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
que armazena um grande conjunto de dados
que é disponibilizado de forma gratuita ao

publico.

Uma das maneiras de comparar sequéncias
de nucleotideos ou aminoicidos é a partir
da utiliza¢io da ferramenta “BLAST”, um
algoritmo que analisa comparativamente a
sequéncia de interesse com outras sequén-
cias conhecidas e armazenadas nos banco
de dados, de diversos organismos. Existem
diferentes tipos de BLAST (Tabela 1) que
podem ser acessados a partir do web site do
NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (http://BLAST.ncbinlm.nih.
gov/BLAST.cgi?CMD=Web&PAGE_
TYPE=BLASTHome).

Procura uma sequéncia de aminoacidos em um banco de dados de proteinas

Procura uma sequéncia de nucleotideos em um banco de dados de proteinas

Método de Sanger, também
conhecido como método
dideoxi, requer a sintese
enzimatica de uma fita de DNA
complementar a fita analisada
usando dideoxinucleotideos,
nucleotideos que quando
inseridos interrompem a sintese
do DNA, pois ndo possuem o
grupo hidroxila no carbono 3’
que é necessario para formacao
da proxima ligacdo fosfodiéster.
Sao gerados fragmentos de
diferentes tamanhos que

sao analisados em gel de
eletroforese. A andlise conjunta
dos fragmentos no gel permite
ler a sequéncia de nucleotideos
do fragmento.

Existem varias tecnologias

de sequenciamento de
segunda geracao (NGS)
comercialmente disponiveis,
entre elas a Roche454, a lllumina
Solexa, a Life Technologies
(SOLID) e a Helicos BioSciences.
Cada uma delas possui
caracteristicas particulares,

mas no geral usam métodos
baseados em amplificagdo ou de
molécula Gnica na preparacao de
reacOes. Para o sequenciamento
existem varios métodos como
ciclo de terminacao reversivel,
sequenciamento por ligagdo ou
piro sequenciamento.

Para a identificacdo por
espectrometria de massa,
as proteinas sao separadas por
eletroforese ou cromatografia

e em seguida analisadas por
jonizacdo a laser, técnica através
da qual sdo gerados ions e estes
analisados através da relacao
massa-carga.

Procura uma sequéncia de nucleotideos em um banco de dados de sequéncias de DNA

Procura uma sequéncia de aminoacidos em um banco de dados de nucleotideo

Procura uma sequéncia de nucleotideos traduzidos em um banco de dados de nucleotideos traduzidos

Tabela 1.
Analises realizadas com cada tipo
de BLAST.
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Alinhamento de
sequéncia - 0 BLAST faz o
alinhamento simples e local. O
alinhamento simples é aquele
realizado entre duas sequéncias.
0 alinhamento local é aquele no
qual apenas pedacos ou trechos
das sequéncias sdo comparados.

No BLAST, a anilise de similaridade entre

sequéncias é realizada por meio do alinha-
mento da sequéncia submetida ao progra-

ma (chamada de “Query”), com sequéncias
do banco de dados (denominada “Subject”).
Alinhar duas sequéncias consiste em compa-
rar a correspondéncia de nucleotideos entre
elas. Dessa forma, o alinhamento organiza e
compara sequéncias visando identificar regi-

oes de similaridade. No alinhamento, os nu-
cleotideos nos quais as bases sio correspon-
dentes ou iguais sio chamados de “match” e
nas bases em que nio sio correspondentes de
“mismatch”. No alinhamento também podem
existir regides com inser¢io e/ou delecio de
um ou mais nucleotideos na sequéncia (in-
del), onde se pode inserir um hifen, indican-

do um“gap” (Figura 1).

Gap sdo espacos introduzidos
entre os nucleotideos ou
aminoacidos a fim de obter o
melhor alinhamento possivel.
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Figura 1.

Exemplo de alinhamento de
sequéncia de nucleotideos do
DNA.

Quando todas as bases do Query pareiam
com as bases da sequéncia Subject, o ali-
nhamento recebe o nome de “Full-Lenght”.
No entanto, nem sempre as sequéncias sio
alinhadas por completo. Em muitos casos,
apenas trechos conservados entre as se-
quéncias sio correspondentes no alinha-
mento. Nesse sentido, durante a anilise no
BLAST a sequéncia de interesse (Query) é
alinhada com vérias sequéncias do banco de
dados (Subject) e pode ser escolhido o me-
lhor alinhamento com base em alguns pari-
metros como, por exemplo, o valor de score
e o E-value.

O valor de score para cada alinhamento é
calculado por meio da atribui¢io de valo-
res negativos de penalidade para os gaps e
mismatchs. O melhor alinhamento é aquele
que possui maior valore de score. O E-value
também é um parimetro de confian¢a para
anilise de alinhamentos e corresponde ao
nimero esperado de sequéncias com simi-
laridade tdo alta quanto a encontrada por
acaso. Quanto maior o E-value, menor a
confianca de que as correspondéncias se-
jam reais, e também maior a chance da si-
milaridade entre as sequéncias serem devi-
do ao acaso. Geralmente um alinhamento
56 é considerado real se o E-value for me-

Gap

nor que 10, valor utilizado como ponto
de corte.

Quando uma sequéncia é analisada no
BLAST, é importante verificar o valor de
score e o E-value para decidir qual o melhor
alinhamento. O melhor resultado da anili-
se no BLAST é chamado de “Best-Hit” e, na
maioria das vezes, ele é o primeiro resultado
da tabela de resultados gerada no BLAST.
Se a sequéncia em andlise nio tiver simila-
ridade significativa com nenhuma sequencia
do banco de dados, tem-se um “No hit”. Nes-
te caso o E-value possui um valor alto.

Nesta atividade estd sendo proposta uma
anélise por meio do BLAST de cinco sequ-
éncias denominadas ‘enigma”. As sequéncias
do enigma 1, do enigma 3 e do enigma 5 sio
compostas de nucleotideos, enquanto as se-
quéncias do enigma 2 e do enigma 4 sio com-
postas de aminodcidos. Para a andlise das se-
quéncias ‘enigmas” serio usados os cinco tipos
de BLAST. O primeiro desafio da atividade
é escolher o tipo de BLAST adequado para
solucionar o questionamento de cada enigma.
Ao submeter as sequéncias para anilise no
BLAST, é preciso anotar os valores de score e
E-value e definir o alinhamento Best-Hit para
responder as questdes complementares.
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Sequéncia enigma 1
+ enigma 1

TGCAAAAGCAAAATTGATTACTCTGTTTTGGTTTTGGATCAGATCAACCAAAGGAAGCGAAGAAGAAGAAGACTTTATACAC
TCTCGACGCTATTGATTTCGTCTGTGCAGTTTTGTTTCTCTATCAGTTAGTTTTAAAGATGAGTTCTTCAGAGAGTGTGGAAAAC
GAGTGCATGTGTTGGGCTGCAAGAGATCCATCTGGTCTTCTTTCTCCTCATACTATCACTCGCAGGTCTGTTACAACTGACGATG
TTTCACTCACAATCACTCATTGTGGAGTGTGTTACGCTGATGTTATCTGGAGTAGAAACCAACATGCGAGCACTCCAAGTACCCTT
TGGTTCCTGGGCATGAGATTGCTGGAATAGTCACTAAGGTTGGGCCTAATGTTCAACGATTCAAAGTTGGAGACCATGTTGGTG
TTGGAACGTATGTTAACTCCTGCAGGGAGTGTGAATATTGTAATGAAGGACAAGAAGTTAATTGTGCGAAAGGAGTTTTTACT
TTCAATGGCATTGATCATGATGGCTCTGTTACTAAAGGAGGCTACTCTAGTCACATTGTTGTTCATGAAAGGTACTGCTACAAGA
TACCTGTGGACTATCCCTTGGAATCAGCTGCACCATTACTCTGTGCTGGAATCACGGTTTATGCTCCTATGATGCGTCACAATAT
GAATCAACCTGGTAAATCTCTTGGGGTGATCGGGCTAGGTGGTCTTGGACACATGGCGGTTAAGTTTGGCAAGGCTTTTGGACT
TAGTGTTACGGTTTTTAGCACCAGCATTTCCAAGAAAGAAGAAGCTTTGAATCTGCTAGGAGCTGAGAATTTCGTTATCTCATCT
GACCATGACCAGATCGAAGGCACTAGAGAAATCTCTAGACTTTCTAGTTGACACAGCATCTGGTGATCACGCGTTTGATCCTTACA
TGTCTCTCTTGAAGATTGCTGGAACTTATGTATTGGTTGGTTTCCCAAGTGAAATTAAAATCAGTCCTGCCAATCTCAATCTTGG
TATGAGAATGCTCGCTGGAAGTGTAACCGGGGGGACCAAAATAACACAGCAAATGTTAGATTTCTGTGCAGCTCATAAGATTTA
TCCAAACATAGAGGTGATTCCCATTCAAAAGATAAACGAAGCTCTCGAAAGAGTGGTGAAGAAGGACATCAAGTACCGTTTCG
TGATTGACATCAAGAACTCCCTCAAATAGATGTTGCTCAAAGGAAGGAATAATGGAGTCTGTAATAAGAGAATAATACTCACTGC

TACAATCTTTATTACGTATTTTCTCGTTTTTCATTAGTAAAGCAAATAAATTAAGACT

Sequéncia enigma 2
+ enigma 2

VSSCSGVSPGVAGPRQGSQGWVELGFSLGGSGTNPLVLVGKPRPVPARCVLWEERGLGALGWSAGQQRSPEWERPSRAVSPS
SLPQGTEVHDRRGEAVRALYQELLCSGRPASPVSPRPAPPLGLRRAWSRPSPLSHRPGCLDRSHPHLPQCFSKQKFGSLALA
GPVSAV

Sequéncia enigma 3
+ enigma 3

GGTTCCTCTTTTTCTATCTTCCTTCTAGCCCTTCTCTCTTGCTTGACCGTGCCCGCGTCAGCCTACCAAGTACGCAACTCCTCGGG
CCTCTACCATGTCACCAATGATTGCCCTAACTCGAGTATTGTGTACGAGACGGCCGATACCATACTACACTCTCCGGGGTGTG
TCCCTTGCGTTCGCGAGGGTAACAACTCCGAGGTGTTGGGTGGCGGTGGCCCCCACAGTCGCCACCAGGGACGGCAAACTCCC
CACAACGCAGCTTCGACGTCATATCGATCTGCTTGTCGGGAGCGCCACCCTTTGCTCGGCCCTCTATGTGGGGGACTTGTG
CGGGTCTGTCTTTCTTGTCGGCCAACTGTTCACCTTCTCCCCCAGGCGCCACTGGACAACGCAAGACTGCAACTGCTCTATC
TACCCCGGCCATATAACGGGTCACCGAATGGCATGGGATATGATGATGAACTGGTCCCCTACAACAGCGCTGGTAGTAGCTCAGC
TGCTCAGGGTCCCGCAAGCCATCGTGGATATGATCGCTGGTGCCCACTGGGGAGTCCTAGCGGGCATAGCGTATTTCTCCATGG
TAGGCAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGTTGCTGTTTGCCGGCGTCGATGCCGAGACCTACACCACTGGGGGGAGTGC
TGCCAGCATCACGACCGGACTCGTCAGTCTTTTCAGTCCGGGCGCCAAGCAGAATATCCAGCTGATGAACACCAACGGCAGT
TGGCACATCAATCGCACGGCCCTGAACTGTAATGCGAGCCTCGACACCGGCTGGGTGGCGGGGCTCTTCTACCACCACAAATT
CAACTCCTCGGGCTGCCCCGAGAGGATGGCCAGCTGTAGACCCCTTGCCGATTTTGACCAGGGCTGGAGCCCTATCACCCACGC
CAACGGAAGTGGCCCCGAACATCGCCCCTACTGCTGGCACTACCCCCCAAAGCCCTGTGGTATCGTGCCAGCACGGAACGTGTG
TGGCCCAGTGTATTGTTTCACTCCTAGCCCCGTGGTGGTGGGAACGACCGACGTGCTGGGCGTGCCTACCTACACCTGGGGTGG
TAATCATACGGACTTCTTCGTCCTTAACAACACCAGGCCACCGTTGGGCAATTGGTTTGGTTGCACCTGGATGAACTCGTCTG
GATTTACCAAAGTGTGCGGAGCGCCTCCTTGCGTCATCGGAGGGGTGGGCAACAACACCTTGCACTGCCCTACTGACTGTTTC
CGCAAGCATCCAGAAGCCACATACTCTCGGTGTGGCTCCGGTCCCTGGATCACGCCCAGGTGCCTGGTCCACTATCCTTATAGG
CTTTGGCACTACCCTTGCACCGTCAACTACACCCTGTTCAAGGTCAGGATGTACGTAGGAGGGGTCGAGCACAGGCTGGAGGT
TGCTTGCAACTGGACGCGGGGCGAGCGTTGTGATCTGGACGACAGGGACAGGTCCGAGCTCAGCCCGCTGCTGCTGTCCACCA
CGCAGTGGCAGGTCCTTCCGTGCTCCTTCACGACCTTGCCAGCCTTGACCACTGGCCTCATCCATCTCCACCGGAACATCGTGGA
CGTGCAATATTTGTACCGGGTGGGGTCAAGCATTGTGTCCTGGGCCATCAAGTGGGAATACGCCATTCTCTTATTTCTCCTGCT
TGCAGACGCGCGCATCTGCTCTTGCTTGTGGATGATGTTACTCATATCCCAAGCGGAGGCG
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Sequéncia enigma 4

+ enigma 4

MVPQTETKAGAGFKAGVKDYRLTYYTPDYMVKDTDILAAFRMTPQPGVPPEECGAAVAAESSTGTWTTVWTDGLTSLDRYK
GRCYDIEPVAGEDNQYIAYVAYPIDLFEEGSVTNLFTSIVGNVFGFKALRALRLEDLRIPPAYAKTFQGPPHGIQVERDKINKY
GRGLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFTFVAEAIYKSQAETGEIKGHYLNVTAATSE
EMMKRAECAKDLGVPIIMHDYLTAGLTANTSLAHYCRDTGLLLHIHRAMHAVIDRQRNHGIHFRVLAKALRLSGGDHLHSG
TVVGKLEGEREVTLGFVDLMRDDYIEKDRSRGIYFTQDWCSLPGVMPVASGGIHVWHMPALVEIFGDDACLQFGGGTLGHPWG
NAPGAAANRVALEACTQARNAGVDLARKGGDVIRAACKWSPELAAACEVWKEIKFEFETIDKL

Sequéncia enigma 5

+ enigma 5

GGAACCATTATGCACTCTTCAATAGTTTTGGCCACCGTGCTCTTTGTAGCGATTGCTTCAGCATCAAAAACGCGACAGCTATGCA
TGAAATCGCTCGAGCATGCCAAGGTTGGCACCAGCAAGGAGGCGAAGCAGGACGGCATCGACCTCTACAAACATATGTTCGAG
CACTATCCAGCAATGAAGAAATACTTCAAGCATCGTGAAAATTATACACCGGCCGATGTCCAAAAGGATCCCTTCTTTATTAAACA
AGGTCAAAATATCTTGCTCGCCTGTCACGTTTTGTGCGCCACATACGACGATCGTGAGACATTCGACGCGTACGTTGGTGAGCT
GATGGCACGACACGAGCGGGACCATGTTAAAGTACCCAATGATGTTTGGAATCACTTCTGGGAACATTTCATCGAGTTTCTGG
GAAGTAACACCACGTTGGACGAGCCAACCAAGCACGCATGGCAAGAGATCGGTAAAGAATTCTCACATGAAATCAGCCACCA
CGGTCGACATTCGGTTCGCGACCATTGCATGAACTCGTTGGAGTATATCGCGATCGGCGATAAGGAACATCAAAAGCAGAATGG
CATTGACCTTTACAAGCATATGTTCGAGCATTATCCACATATGAGAAAGGCATTCAAGGGACGCGAAAACTTCACCAAAGAAGA
CGTTCAAAAGGACGCATTCTTCGTTAACAAGGACACAAGATTCTGTTGGCCCTTCGTATGCTGTGACTCCTCATACGATGACGAG
CCAACATTCGACTATTTTGTTGATGCCCTAATGGATCGTCATATCAAACATGATATTCATCTACCTCAGGAACAATGGCATGAGTTC
TGGAAATTGTTTGCCGAATATTTGAACGAAAAGAGTCACCAACATTTGACAGCAAGCCCAGAAACATGCATGGAGTACAATAGGT
GAGGACTTCGCGCATGAGGCCGATAAGCATGCAAAGGCCGAAAAAGACCATCATGAAGGAGAGCACAAAGAGGAACACCAC
TGAACCAACCCGTCGTCGTTCAACTTAAGCCTTCAGCTTAAGCTCCAGCTAAAGCCTCAGCTTGAGCTCAATCTTATGTCCTCAGG
CCTAAACTTGAATTTTAAAAGCATTTTGTTGAAGCAGTGCTAGCCAATCTCTTATCTTATCGGTGCTATTATCAATTTACTCTATGC
CACCCCCCCCCCCCTCTCTCTGTTCTCTATTTGATATTCTGTTCTTTTAGTGCCAGATGTTAGTACCAGATGTTATTTTCTGCATAAT
TTTCTTCTCTTTACTTCGTTATTTTTTCGTTCTTCTATTTTTATGGCCAATTTTTGTGATGTCGAAGTCAATAAAACCATTTTT

INSTRUCOES

2. A atividade seri realizada individualmen-

PARA O PROFESSOR

1.

E recomendivel que o professor aplique
esta atividade em turmas que ji possuem
conhecimentos sobre genética molecular,
assim o publico alvo mais adequado sio
alunos de Graduagio ou Pés Graduagio
na drea de Bioldgicas. Nesse sentido, é im-
portante o conhecimento prévio acerca da
estrutura e fungio do DNA e das prote-
inas. Além disso, é preciso que os alunos

te por cada estudante que receberd do
professor os problemas propostos. Cada
estudante deverd executar a anilise no
BLAST e ao final entregar um relatério.
A atividade pode ser realizada como aula
pritica em laboratério de informatica ou
como exercicio de casa.

3. O professor devera fornecer aos estudan-

tes, por meio eletronico, dois arquivos, O
primeiro arquivo em formato FASTA

0 formato FASTA permite
representar sequéncias de
nucleotideos e aminoéacidos.
Na primeira linha do arquivo
ha o simbolo maior (>) seguido
pelo titulo da sequéncia e, nas
linhas seguintes, a sequéncia
representada pelo codigo de
{nica letra.

tenham conhecimentos das tecnologias
de anilise das macromoléculas incluindo
métodos de sequenciamento, como o San-
ger, e espectrometria de massa, metodo-
logias que geram os dados das sequéncias

que serio analisados a partir do BLAST.

contendo as cinco sequéncias a serem con-
sultadas e as questdes enigmas. O segun-
do arquivo pode ser enviado em PDF con-
tendo as orientagdes para os estudantes e
as questdes adicionais (A a D) que devem
ser respondidas.
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PROCEDIMENTOS
PARA OS ESTUDANTES
1. Acessar o site do NCBI (http://www.

ncbinlm.nih.gov/). No menu lateral di-
reito, acessar a ferramenta BLAST. Em
“Basic BLAST” acessar o tipo de BLAST
que considerar mais adequado para res-
ponder cada um dos cinco enigmas. Na
caixa de texto copiar a sequéncia enigma
em formato FASTA, ou ainda, escolher o
arquivo a ser submetido. Escolher a base
de dados a ser consultada. Dar o coman-
do de execu¢do do BLAST e resolver os 5
enigmas abaixo descritos.

+ Enigma 1. Um pesquisador que trabalha
com um determinado gene utilizou um
par de primers que amplifica a regido

+ Enigma 5. Vocé trabalha com amos-
tras de pacientes com deficiéncias
hematolégicas e ainda nio sabe exa-
tamente o que causa a anomalia. O
sequenciamento dos genes das vias he-
moliticas destes pacientes é realizado e
vocé decide usar o BLAST como uma
primeira ferramenta para tentar iden-
tificar a similaridade dessas sequéncias
com outras sequéncias nos bancos de
dados. Que BLAST vocé usaria? Hou-
ve similaridade com algum gene? Qual?
Isso faz sentido com a sua pergunta
biolégica?

do genoma que corresponde a esse gene
especifico. Apds obter o sequenciamento
desta regiio do genoma, o pesquisador
precisa confirmar se houve a amplifica-
¢do e o sequenciamento da regiio alvo.
Para isso, ele decidiu utilizar o BLAST
como ferramenta de bioinformdtica.
Qual versio do BLAST ele precisard
utilizar e por qué? Qual o nome do gene
com o qual o pesquisador trabalha?

+ Enigma 2. Foiisolado o material biol4-
gico de um individuo do qual foi extra-
ida uma dada proteina. Apés o sequen-
ciamento, a sequéncia de aminoacidos
esta disponivel, mas nio se sabe de que
proteina se trata. Qual BLAST vocé
usaria para identificar a proteina e por
qué? Qual proteina foi extraida?

+ Enigma 3. Vocé trabalha com sequén-
cias de cDNA e quer saber se uma delas
codifica ou nio alguma proteina no or-
ganismo do qual vocé isolou a amostra.
A ferramenta BLAST pode ser usada
para responder esta pergunta. Que tipo
de BLAST vocé usaria e por qué? A se-
quéncia de cDNA do enigma 3 codifica
alguma proteina? Se sim, qual?

+ Enigma 4. Para investigar uma dada pro-
teina depois de isold-la e sequencii-la,
vocé pode usar o BLAST para chegar até
a sequéncia correspondente no genoma?
Que BLAST vocé usaria e por qué?

2. Interprete os resultados gerados em cada

questio enigma e responda também s se-
guintes perguntas:

+ Questio A. Em “Graphic Summary”
em que cor as sequéncias inseridas apa-
recem e o que isso significa na interpre-
tacio dos resultados?

+ Questio B. Em“Descriptions’, se hou-
ver, qual foi o resultado do Best-Hit, seu
E-valye e Score total para as sequéncias.
E o que significa“Complete cds”?

+ Questio C. Com base nos resultados
obtidos no BLAST para as sequén-
cias, responda se foi possivel identificar
a que organismo pertence e também
qual é a sua fungio.

+ Questio D. Qual a importincia da
utilizagio do BLAST no estudo de
espécies nio modelo, ou que nio pos-
suem genoma descrito e de espécies
que ja tém informacdes genéticas bem
conhecidas?

RESPOSTAS
PARA OS ENIGMAS
Enigma 1. Nucleotide BLAST, pois trata-

-se de uma sequéncia de nucleotideos que
serd alinhada contra sequéncias de banco
de dados de nucleotideos. O BLAST in-
dicard em que regiio do genoma a sequén-
cia foi alinhada com maior similaridade,
que deve ser exatamente o gene alvo do
estudo em questio. A sequéncia enigma
1 corresponde ao gene “cinnamyl-alcohol

dehydrogenase mRNA"

Primer é uma sequéncia curta
de nucleotideos que serve como
iniciador para a replicacdo do
DNA.
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Enigma 2. Protein BLAST, pois trata-se de
uma sequéncia de aminodcidos que serd
alinhada contra sequéncias de um ban-
co de dados de aminodcidos. O BLAST
mostrard em seu Best Hit a qual proteina
e de qual organismo a sequéncia Query é
mais similar, possibilitando descobrir qual
a proteina putativa proveniente da amos-
tra em estudo. A sequéncia enigma 2 cor-
responde A proteina “Cytochrome b-245,
alpha polypeptide, isoform CRA".

Enigma 3. BLASTYX, a sequéncia Query é
composta por nucleotideos (DNA codifi-
cado a partir de RNA) e o resultado deste
BLAST serd em aminodcidos caso se tra-
te de uma regiio codificadora de proteina.
Também sera possivel descobrir a protei-
na putativa e o organismo com maior si-
milaridade para aquela regiio que conte-
nha sequéncia depositada no GeneBank.
A sequéncia do enigma 3 corresponde ao
Gene do envelope do virus da hepatite C.

Enigma 4. T BLASTn, a sequéncia Query é
composta por aminodcidos e o resultado
retornaria uma sequéncia de nucleotide-
0s, 0 que permitiria acesso a uma provivel
sequéncia gendmica para aquela proteina.

Enigma 5. TBLASTYX, trata-se de uma se-
quéncia de nucleotideos que é traduzida
sendo alinhada contra um banco de dados
de nucleotideos traduzidos. Sim, hou-
ve similaridade com um gene mutado da
hemoglobina. Isso faz sentido de acordo
com a pergunta bioldgica e pode ajudar a
explicar o quadro clinico dos pacientes.

Questio A. O resultado gerado pela com-
paragio de sequéncias (Figura 2) mostra
primeiramente um gréﬁco sumadrio, con-
tendo os scores associados A correspon-
déncia encontrada entre as sequéncias e
quanto maiores os scores, mais alta a cot-
respondéncia. Essa informacio também
é evidenciada nos scores com que as sequ-
éncias inseridas aparecem. No resultado
da sequéncia enigma 1, o grifico exibe o
alinhamento em rosa e vermelho (score
de 80 a >=200), que indica alta simila-
ridade. Para a sequéncia enigma 2, o gri-
fico exibe score de <40 a >=200. Para a
sequéncia enigma 3, o gréfico exibe score
de >=200. Para a sequéncia enigma 4, o
grafico exibe score >=200. Para a sequén-
cia enigma 5, o gréfico exibe score de <40
a >=200.

Figura 2. enigma
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evidenciando a chave de cores Query Length 1322
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Questio B. Em geral, o melhor resultado é o a busca e Subject é a sequéncia conhecida.
“Best-Hit’, ou seja, o primeiro resultado da Foram encontrados Best-Hits para as cinco
tabela de resultados do BLAST. Acessan- sequéncias fornecidas (Tabela 2). Quando
do esse resultado com um clique, aparecem se tem um “Complete cds’, significa que to-
as sequéncias comparadas e parimetros das as bases informadas no Query pareiam
onde Query é a sequéncia fornecida para com as bases da sequéncia Subject.

1 cinnamyl-alcohol dehydrogenase mRNA, complete cds Arabidopsis thaliana 2442 0,0
2 Cytochrome b-245, alpha polypeptide, isoform CRA_c Homo sapiens 327 G
3 Hepatitis C virus isolate 1A14.32/MN-2/C5/22.05.1995 Vins st ¢ 1157 0,0
envelope gene
4 Large subunit of Rubisco Stigeoclonium helveticum 949 0,0
Pseudoterranova decipiens (frameshift mutated) .
> hemoglobin mRNA, complete cds Homo sapiens 97 0.0
Tabela 2.

Best-hit para cada uma das cinco
sequéncias enigmas.

cytochrome b-245, alpha polypeptide, isoform CRA_c [Homo sapiens]
Sequence ID: gb|EAW66795.1] Length: 170 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 170 GenPept Graphics Next Match Previous Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

327 bits(838) 6e-112 Compositional matrix adjust. 170/170(100%) 170/170(100%) 0/170(0%)

Query 1 VSSCSGVSPGVAGPRQGSQGWVELGFSLGGSGINPLVLVGKPRPVPARCVLWEERGLGAL 60
VSSCSGVSPGVAGPRQGSQGWVELGFSLGGSGINPLVLVGKPRPVPARCVLWEERGLGAL
Sbjct 1 VSSCSGVSPGVAGPRQGSQGWVELGFSLGGSGINPLVLVGKPRPVPARCVLWEERGLGAL 60

Query 61  GWSAGQQRSPEWERPSRAVSPSSLPQGIEVHDRRGEAVRALYQELLCSGRPASPVSPRPA 120
GWSAGQQRSPEWERPSRAVSPSSLPQGTEVHDRRGEAVRALYQELLCSGRPASPVSPRPA
Sbjct &1  GWSAGQQRSPEWERPSRAVSPSSLPQGTEVHDRRGEAVRALYQELLCSGRPASPVSPRPA 120

Query 121 PPLGLRRAWSRPSPLSHRPGCLDRSHPHLPQCFSKQKFGSLALAGPVSAV 170
PPLGLRRAWSRPSPLSHRPGCLDRSHPHLPQCFSKQKFGSLALAGPVSAV
Sbjct 121 PPLGLRRAWSRPSPLSHRPGCLDRSHPHLPQCFSKQKFGSLALAGPVSAV 170

Figura 3.

Resultado do alinhamento da
sequéncia enigma 2 com a
sequéncia subject do banco de
dados.
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Questiao C. Sim, foi possivel identificar o
organismo e a fungio de cada uma das se-
quéncias informadas, assim como descrito
abaixo:

+ Sequéncia enigma 1: E o mRNA de
uma enzima que catalisa a reagio qui-
mica, cinamil 4lcool-desidrogenase, de
Arabidopsis thaliana.

+ Sequéncia enigma 2: E um Alpha
Citocromo B-245, isoforma CRA de
Homo sapiens.

+ Sequéncia enigma 3: E a sequéncia de
uma proteina ‘e’, de envelope celular de

um isolado de Virus de Hepatite C.

+ Sequéncia enigma 4: E um genoma
parcial de cloroplasto, gene da proteina
Rubisco da alga Stigeoclonium helveticum.

+ Sequéncia enigma 5: E um RNA ri-
bossomal parcial de gene, regido 16 mi-
tocondrial de Hynobius leechii.

Questao D. Uma pesquisa no BLAST pet-
mite a um investigador comparar uma
dada sequéncia fornecida em uma con-

sulta com a maior biblioteca de base de
Dados de Sequéncias do mundo e iden-
tificar sequéncias que se assemelham 2 in-
vestigada (Query) e que estejam acima de
um nivel minimo de semelhan¢a. Quan-
do se trabalha com espécies das quais se
tem pouco conhecimento de informacées
genéticas, o BLAST pode ser uma ferra-
menta muito importante, pois pode ser
utilizado, entre outros, para descobrir se
as sequéncias novas em estudo contém al-
gum gene homdlogo ji descrito para outra
espécie ou ainda se uma destas novas se-
quéncias, se sabidamente genes, ji foram
descritos para outros organismos. Traba-
lhando com organismos para os quais ji
se tem informagdes genéticas disponiveis,
por exemplo, organismos modelo, é pos-
sivel utilizar novos dados adquiridos para
esses organismos e compard-los aos da-
dos ji publicados no banco de dados do
NCBIL podendo inclusive ser verificado
o nivel de similaridade entre as duas se-
quéncias, o que pode fornecer importante
informagoes.
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