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RESUMO

Bioinformética € o campo da ciéncia em que a biologia, ciéncia da computacédo e
tecnologia da informacdo se fundem para formar uma Unica disciplina. O objetivo
final do campo é permitir a descoberta de novos conhecimentos bioldgicos, bem
como para criar uma perspectiva global de que principios unificadores da biologia
podem ser discernidos. A informéatica € um meio educacional que vem ganhando
cada vez mais importancia no cenario mundial, com as inovagfes tecnoldgicas
acontecendo a todo instante nos sistemas de informacdo. A escola se vé no
momento de se adequar a essas mudancas e de assimilar e incorpora-la ao contexto
da educacdo. A importancia do computador e as mudancas que ele provoca no
processo de ensino e aprendizagem sao hoje conhecidas, contudo, mesmo havendo
o reconhecimento da necessidade do uso do computador e de programas
computacionais como ferramentas educacionais, estes instrumentos Sao pouco
familiares a maioria dos alunos e educadores brasileiros. O presente trabalho prop&e
uma andlise da situacdo do ensino e pesquisa de Bioinformatica verificando a
ocorréncia de cursos de pdés-graduacédo disponivel no Brasil bem como o ensino e
pesquisa desenvolvida na graduacdo. Além do desenvolvimento de um material
didatico auxiliar no ensino de Bioinformatica, que este conteve na sua organizagcao
contetdo tedrico e prético, citando algumas caracteristicas particulares sobre
Nocdes Basicas de Bioinformatica, Banco de Dados, Obtencdo e Edicdo de
Sequéncias Bioldgicas, Alinhamento Global e Local, Mapa de Restricdo. O manual
didatico visa contribuir como uma estratégia de ensino/aprendizagem na utilizacéo
das ferramentas basicas desta nova area promissora e moderna, a bioinforméatica.

Palavras Chaves: Ensino. Pesquisa. Material Didatico. Bioinformatica.



ABSTRACT

Bioinformatics is the field of science in which biology, computer science and
information technology merge to form a single discipline. The ultimate goal of course
is to enable the discovery of new biological knowledge as well as to create a global
perspective from which unifying principles in biology can be discerned. The computer
is an educational medium that is gaining more and more importance on the world
stage, with technological innovations happening all the time in information systems.
The school sees fit at the time of these changes and to assimilate and incorporate it
into the context of education. The importance of the computer and the changes it
causes in the process of teaching and learning are now known, however, even with
the acknowledgment of the use of computers and computer programs as educational
tools, these tools are unfamiliar to most students and Brazilian educators. This paper
proposes a situation analysis of the teaching and research of Bioinformatics checking
the occurrence of postgraduate courses available in Brazil as well as teaching and
research developed at graduation. Besides the development of educational material
aid in the teaching of Bioinformatics, which contained this organization in its
theoretical content and practical, citing some particular characteristics of
Understanding Bioinformatics, Database, Collection and Biological Sequence Editing,
Alignment Global and Local Restriction map. The manual aims to contribute as a
didactic strategy teaching / learning in the use of basic tools of this new and
promising area modern bioinformatics.

Key Words: Education. Search. Handouts. Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

A educacéo se insere nas novas estratégias de sobrevivéncia e de existéncia
capazes de orientar as sociedades e culturas no sentido de se habilitarem melhor
para interagir e trocar conhecimentos cientificos, técnicos e tecnologicos em
espacos reais e virtuais. Ganha forca a defesa da tese da alfabetizacéo cientifica e
tecnoldgica, que vem sendo discutida desde os anos 70 e que contém em sua
formulacdo o debate sobre a relacédo entre Ciéncia, Tecnologia e Sociedade (CTS)
(GOUVEA,; LEAL, 2001).

A biologia celular e molecular teve grande desenvolvimento e, nos ultimos
anos, vem atravessando a fase denominada genémica, em que 0s pesquisadores se
concentram na descricdo do sequenciamento do repertorio de genes de seres vivos
(genomas), desde virus e bactérias até o homem, e na identificacdo de genes
responsaveis por caracteristicas fenotipicas normais ou patoldgicas, com a
perspectiva de decifrar e definir, nos proximos anos, as informacfes completas dos
repertorios de genes tipicos de cada espécie (SILVA, 2000).

Amui, 2006 afirma que os avancos cientificos vem contribuindo cada vez mais
nas areas biologicas e cientificas oferecendo ferramentas computacionais e
sistemas especificos que em analise de dados in silico, que fornecem resultados
rapidos e confiaveis. Essa abordagem in silico é representada por metodologias
baseadas na criacdo de algoritmos dentro dessa nova e importante ciéncia do
século 21, a bioinforméatica (PROSDOCIMI, 2003).

Esta ciéncia, a bioinformatica, introduziu metodologias de anadlise das
macromoléculas biolégicas e de suas interagbes, permitindo a experimentacdo nas
telas de computadores, com enorme economia de tempo e de complexas operacdes
de bancada (SILVA, 2000).

A bioinformatica envolve aspectos multidisciplinares, intimamente ligados ao
conhecimento bioldgico, fundamentais no momento atual em que as pesquisas
ressaltam o seu valor e utilidade para a Ciéncia. Suas aplicagcdes sdo variadas,
sejam no diagnostico de doencas, desenvolvimentos de novos farmacos ou analise
de dados originados de genomas sequenciados, a partir da utilizacdo de algoritmos
para comparar as sequéncias desses DNAs (AMUI, 2006).

Pelo fato da bioinformética se caracterizar como uma area recente, ela

necessita de diretrizes claras e precisas para utilizacdo de suas ferramentas
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computacionais. Nesse sentido, o incentivo para o desenvolvimento deste estudo, foi
com o intuito de verificar a situacdo do ensino e pesquisa de bioinformética e ainda
fornecer nocdes basicas mais relevantes sobre algumas ferramentas de
bioinforméatica, em razéo dessa ciéncia ser indispensavel na realizacdo de pesquisas

modernas bioldgicas, caracterizando os avancos da genética atual.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Fornecer um material didatico que facilite a utilizacdo de ferramentas basicas

de bioinformatica.

2.2 Especificos

e Verificar a atual situacdo do ensino e pesquisa de bioinformatica no Brasil e
na Universidade Federal do Piaui;

e Confeccionar um manual didatico auxiliar no ensino de bioinformatica;

e Ensinar o manuseio de ferramentas basicas de bioinformatica a estudantes

do nivel superior de ensino;

e Demonstrar a importancia da bioinformatica para analise de dados biol6gicos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

Bioinforméatica é o campo da ciéncia em que a biologia, ciéncia da
computacéo e tecnologia da informacéo se fundem para formar uma unica disciplina.
O objetivo final do campo é permitir a descoberta de novos conhecimentos
biolégicos, bem como para criar uma perspectiva global de que principios
unificadores da biologia podem ser discernidos (NCBI, 2006).

Conjuntos de dados sempre crescentes, novas fronteiras na ciéncia, o
desenvolvimento de novas abordagens para analise e apresentacdo de dados, e a
investigacdo de novas e complexas perguntas sao as forgcas motrizes da
bioinforméatica (DEGRAVE et al., 2007).

Neste século, verifica-se a emergéncia da era gendmica e pés genbémica, em
que se destaca a Bioinformética como uma ferramenta emergente e essencial. A
partir dessas ferramentas disponiveis online, € possivel obter, armazenar, classificar
e interpretar os volumosos dados gerados por sequenciamento do DNA e proteinas,
caracterizando as 6micas, como a genGmica e a protedmica (RIBEIRO et al., 2012).

Qualquer pessoa que faga pesquisa envolvendo o estudo de algum sistema
de interesse biolégico, usando ferramentas computacionais. Essa é a definicdo dada
pelo docente do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC/USP), Leandro Martinez, ao
bioinformata, profissional e pesquisador que, nos ultimos anos, tem ocupado papel
relevante na ciéncia, no Brasil e no mundo (MARTINEZ, 2012).

O bioinformata utiliza a computacdo como meio de resolver problemas
bioldgicos (SOARES, 2006). Assim, conforme Arbex et al. (2006), esse profissional
precisa ter conhecimento sobre:

e Biologia molecular, para, no minimo, entender o problema;

e Matematica e probabilidade, de forma que fosse capaz de estabelecer um
modelo de representacdo do problema,;

e Computacdo, possibilitando a implementacdo da solucdo correta e
apropriada, sendo esta inicialmente conhecida ou nao;

e Estatistica, para que as solu¢des fossem comprovadamente confiaveis.

E provavel que somente ap6s a dramética multiplicacdo, em tamanho e em
namero, dos bancos de dados de sequéncias resultantes dos projetos genoma, que

a bioinformatica tenha sido amplamente reconhecida como uma disciplina chave
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para a nova era da genética, da biotecnologia e da biologia de sistemas (DEGRAVE
et al., 2007).

Gerhardt (2001) considera que Neshich, um fisico-quimico de origem sérvia &
um pioneiro da bioinformatica nacional. Foi ele o idealizador da BrazilianBioNet
(BBNet), uma rede de usuarios de bioinformética, formada em 1992, que permitiu o
primeiro acesso dos cientistas brasileiros aos programas de analise de sequéncias
de DNA de forma gratuita, por intermédio de um computador (servidor) da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Levy (2002) divulga a noticia, através do jornal da Unicamp, que a
bioinformética brasileira ja conta com uma poderosa ferramenta para andlise da
estrutura e das funcdes das proteinas codificadas pelos genes na formacédo dos
seres vivos. Trata-se do Nucleo de Bioinformatica (NBI), um sofisticado laboratorio
que, por meio de simulacbes em computadores, permitird realizar os chamados
estudos de genoma estrutural e genoma funcional, que vdo além do simples
mapeamento dos genes.

Além disso, no Brasil existe uma sociedade cientifica a Associacdo Brasileira
de Bioinformatica e Biologia Computacional (AB3C) que consiste em promover a
interacdo de especialistas de vérias areas relevantes, tais como: bioinformatica,
ciéncia da computacdo, biologia, medicina, agronomia, veterinaria, ecologia,
evolucdo, biologia de sistema, biologia molecular e celular, biogquimica, fisica,
matematica, estatistica, probabilidade, controle automatico e processamento de
sinais (AB3C, 2004).

A Bioinformética vem se sobressaindo no Brasil, que teve destague no
Congresso Internacional de Bioinformatica promovido por o ISMB 2006 (The 14th
Annual International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology).
Conforme o presidente da comissdo organizadora do ISMB 2006 e pesquisador da
Embrapa Informética Agropecuaria, Goran Neshich, o congresso foi realizado no
Brasil devido, principalmente, ao fato de haver pesquisas em bioinformética em todo
0 pais. "Quanto mais produzimos, mais atraimos a atengdo estrangeira”, ressalta.
Para o pesquisador, comunidades cientificas estrangeiras consideram dindmicas as
equipes que atuam em bioinformatica no Brasil (EMBRAPA, 2006).

Sobre o que envolve bioinformética, no Brasil, ja existem grupos fortemente
dedicados a estudos, e que fazem o desenvolvimento de softwares. E os maiores

desafios, sem duvidas, consistem em descobrir a cura de graves doencas atraves do
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desenvolvimento de tais modelos e programas. Ha também empresas que trabalham
em parcerias com universidades (caso do IFSC, inclusive) para o estudo do
melhoramento de enzimas para aproveitamento industrial, como, por exemplo,
aguelas que compdem o bagaco da cana-de-acucar, para producao de etanol. Ha,
também no pais, empresas que fazem estudo de genomas de patégenos (pragas
agricolas), conta MARTINEZ (2012).

Esta ciéncia possui varias ferramentas como marcadores moleculares, que
sao uteis nos testes de paternidade, cultura de tecidos, que é util na preservacao da
biodiversidade e engenharia genética, e no desenvolvimento de variedades para
producdo de alimentos mais saudaveis e nutritivos. A Biotecnologia integra um
conjunto de tecnologias na qual a Bioinformatica esta incluida, sendo esta a ligacao
mais forte entre a Biotecnologia e a Computacdo, principalmente no ambito do
desenvolvimento de ferramentas computacionais que suportem ao trabalho
cooperativo (BONGIOLO, 2006).

N&o sé no Brasil, mas no mundo, a bioinformética € carreira nova, que tem
crescido muito ap0s a automatizacdo das técnicas de sequenciamento de DNA
(MARTINEZ, 2012).

A informatica € um meio educacional que vem ganhando cada vez mais
importancia no cenario mundial, com as inovacdes tecnoldgicas acontecendo a todo
instante nos sistemas de informacdo. A escola se vé no momento de se adequar a
essas mudancas e de assumir e incorpora-la ao contexto da educacéo (SILVEIRA e
BARONE, 1999).

A importancia do computador e as mudancas que ele provoca no processo de
ensino e aprendizagem sao hoje conhecidas, contudo, mesmo havendo o
reconhecimento da necessidade do uso do computador e de programas
computacionais como ferramentas educacionais, estes instrumentos Sdo pouco
familiares & maioria dos alunos e educadores brasileiros (ARAUJO e GOULART,
2006).

Normalmente, as aulas de Biologia sdo carregadas de conteudos e fatos
correlacionados ao cotidiano, e muitas vezes possuem caracteristicas que requerem
capacidade de abstracdo, exigindo dos alunos que ndo s6 decorem, mas que
compreendam. Por meio de imagens e simulacdes conseguidas com recursos de
informatica, o aluno podera compreender muitos fendmenos biolégicos, ampliando
assim as possibilidades de aprendizagem (OLIVEIRA e RAZERA, 2007).
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Por isso, é importante adequar a metodologias que possam prender a
atencao e despertar um maior interesse pelos alunos, como o uso das Tecnologias
de Informagdo e da Comunicagédo (TIC’s), ja que essas ferramentas passaram a

fazer parte do cotidiano do aluno que nasceu em uma era tecnoldgica (OLIVEIRA,

2008).
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4. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido entre os anos de 2012 e 2013 na Universidade
Federal do Piaui (UFPI), nesse estudo foi realizado um levantamento de dados
relacionado a bioinformatica em nivel de ensino e pesquisa, também foi utilizado o
material didatico desenvolvido para auxiliar os alunos durantes palestras que foram

ministradas.

4.1 Pubico Alvo

Este estudo tem como alvo alunos e professores em geral que queiram

conhecer e aprender ou aprimorar seus conhecimentos sobre bioinformatica.

4.2 Levantamento Bibliografico

A coleta de dados iniciou-se primeiramente com o levantamento de dados
bibliograficos sobre bioinformatica por meio de buscas a internet, a sites, portais,

artigos, revistas, teses, manuais, apostilas que tratavam sobre o assunto.

4.3 Levantamento de Dados dos Cursos de Pés-Graduacdo em Bioinformatica

Para a obtencao dos dados sobre a situacédo de ensino de pds-graduacao em
bioinformatica no Brasil foi realizado uma consulta a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) por meio do site
<http://www.capes.gov.br/>, esse portal registra o quadro atual de todos 0s cursos
reconhecidos de mestrado e doutorado existentes na federacéo brasileira.

Em relagcdo ao nivel estadual foi feito uma busca da estrutura curricular dos
cursos de pés-graduacdo promovidos pela UFPI no qual possuisse areas afins com
bioinforméatica, pois a UFPI ndo oferece cursos de pos-graduacdo em bioinformatica.
Os cursos analisados foram o de Mestrado em Biotecnologia os dados foram obtidos
pelo site <www.ufpi.br/ppgbiotec>. E o outro curso analisado, foi o Doutorado da
Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO seus dados foram consultados

através do site <www.posgraduacao.ufpi.br//renorbio>.


http://www.capes.gov.br/
http://www.ufpi.br/ppgbiotec
http://www.posgraduacao.ufpi.br/renorbio
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4.4 Levantamento de Dados da Disciplina Bioinformética Ofertada na

Graduacéao

A coleta de dados abrangeu a matriz curricular dos cursos de Ciéncias
Biolégicas, Ciéncias da Computacdo e algumas areas de Ciéncias da Saude
(Biomedicina, Farmacia, Enfermagem, Odontologia, Medicina Veterinaria) de todos
os Campi da UFPI, perfazendo um total de cinco unidades, que sdao o Campus
Ministro Petronio Portella em Teresina, Campus Professora Cinobelina Elvas em
Bom Jesus, Campus Ministro Reis Veloso em Parnaiba, Campus Senador Helvidio
Nunes de Barros em Picos e o Campus Doutor Amilcar Ferreira Sobral na cidade de
Floriano. Cada Campus dessa instituicdo de ensino promove cursos de diferentes
areas, entdo foram levados em consideracdo 0s cursos que eram promovidos por
cada Campus e as suas respectivas grades curriculares que se encontravam
disponiveis no site no dia da consulta (21/11/2012). Todas as informacfes foram
obtidas por meio do endereco eletrénico da instituicdo <www.ufpi.br>.

A Universidade Aberta do Piaui — UAPI, outra instituicdo de ensino, também
foi consultada as suas estruturas curriculares disponiveis no site <www.uapi.edu.br>
no dia 21/11/2012 com a analise curricular foi verificada os cursos de Ciéncias
Biolégicas e Sistema de Informacdo, pois esses eram 0s cursos disponiveis que

tinham mais afinidade com o tema bioinformaéatica.

4.5 Levantamento de Dados dos Projetos Pesquisa Cadastrados nos Campi da
Universidade Federal do Piaui

Os projetos cientificos cadastrados dos Campi da UFPI sdo fornecidos pela
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao (PRPPG) e pela Coordenadoria Geral de
Pesquisa (CGP), os dados foram obtidos por meio do acesso ao endereco eletrénico
<ufpi.br/cgp/> no qual disponibilizou, no dia do acesso ( 20 e 21 de novembro de
2012), um total de mil quatrocentos e setenta projetos cadastrados do periodo de
2006 a 2012. A correlagcéo desse total de projetos com o uso da bioinformatica no
desenvolvimento da pesquisa foi feita através de uma analise subjetiva promovida

pelos titulos de cada projeto.


http://www.ufpi.br/
http://www.uapi.edu.br/
http://www.ufpi.br/cgp/
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4.6 Confeccado do Material Didéatico

A busca de uma abordagem facilitadora dos temas biologicos, em especial
dos vinculados a biologia molecular, conduziu-nos a uma metodologia embasada na
utilizacdo de recursos tecnoldgicos béasicos e todos disponiveis na Internet de
acesso gratuito, e a utilizacao prioritaria de alguns instrumentos que possibilitem a
visualizacdo esquematica ou ficticia do fenbmeno biolégico estudado, para melhor
elucidacdo do mesmo (GOUVEA; LEAL, 2001).

A elaboracédo do material didatico seguiu as seguintes etapas:

I) Pesquisas bibliograficas em artigos, apostilas, acesso a sites, portais relacionados
ao contexto do material didatico;

II) Treinamento para manipular as ferramentas basicas de bioinformatica e
conceitos especificos referente ao tema;

[Il) Escolha dos conteudos para conter no material didéatico;

IV) Construcdo do manual didatico;

V) Realizagdo das palestras de curta duracdo, com o titulo “Manual Didatico —
Ferramentas Basicas de Bioinformatica” que foram realizadas no Campus Ministro
Petronio Portella (CMPP) em Teresina — Pl com a participacdo dos académicos do
curso de Ciéncias Biologicas e do Curso de Nutricdo (Foto 01 e Foto 02);

VI) A metodologia das palestras consistiu em contetdos tedrico e pratico, onde foi
apresentado uma breve introducdo tedrica da atividade que seria proposta e em
seguida, foi realizado as praticas pelos participantes através da utilizacdo do manual
didatico que continha 0s passos a ser seguido para a execucédo da atividade pratica
sugerida;

VII) Tais atividades foram desenvolvidas nas dependéncias do Laboratério de
Biologia e na sala de aula da UFPI do Campus Ministro Petronio Portella (CMPP) em
Teresina — PI, totalizando uma carga horaria de oito horas, sendo que foram
desenvolvidas duas palestras, cada uma com duracdo de quatro horas com duracao
de dois dias;

VIII) Avaliagdo - Ao final das palestras os alunos foram incentivado a responder
perguntas quantitativa sobre o desempenho da apresentacdo das palestras, a
utiidade do manual didatico, a linguagem utilizada neste, se o material continha

todos 0s passos necessarios e ainda manifestarem suas opinides por meio de
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perguntas subjetivas em relagdo aos pontos positivos, negativos, criticas e

sugestdes sobre o manual didatico.

: P
3 N - . P 8¢ & for o B9, ¥
ioldgicas (CMPP) - Laboratério de Biologia. Fonte: Arquivo Pessoal,

Foto 01 - Turma de Ciéncias
2013.

Foto 02 - Turma de Nutrgéo (CMPP) — Sala de Aula. Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 O Ensino de Bioinformatica na Pés-Graduacao

A bioinformatica é uma éarea das Ciéncias Biologicas que esta em répido
desenvolvimento, com o intuito de verificar a situa¢do do ensino de Bioinformatica no
Brasil foi efetuada uma avaliacdo da atual situacédo dos cursos de pés — graduacgao
no pais. Realizada através da consulta de dados disponibilizada no portal da
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES
<www.capes.gov.br> no dia 20/11/2012. Neste portal sdo registrados todos os
cursos cadastrados nacionalmente. Através desta busca de dados foram
encontradas quatro cursos, em duas modalidades de ensino, Mestrado e Doutorado.

Estes resultados podem ser visualizados no Quadro 01.

Quadro 01 - Cursos de Pés-Graduacao em Bioinformatica no Brasil

Nivel de Ensino Instituicdo de Ensino Ano de Criagdo

Universidade de Sao 2008
Mestrado Paulo — USP

Universidade Federal do 2009
Mestrado Parana — UFPR

Universidade Federal de 2002
Doutorado Minas Gerais - UFMG

Universidade de Sao 2002
Doutorado Paulo — USP

Fonte: Site da CAPES <www.capes.gov.br>, acessado em 20/11/2012.

Conforme demonstrado no quadro, verificou-se que existem apenas dois
cursos de cada nivel com dependéncias administrativas Federais e Estaduais que se
encontram, atualmente, em situacdo de funcionamento. Com base nesses
resultados fica explicita a caréncia de cursos de pos-graduagdo em bioinformatica
no pais devido a pouca disponibilidade de cursos oferecidos pelas universidades,
sendo necessario um maior investimento educacional nessa area, pois esta ciéncia
possui um carater essencial para o entendimento de sistemas biolégicos mais

complexos.


http://www.capes.gov.br/
http://www.capes.gov.br/
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Ha apenas trés Universidades do Brasil que disponibilizam cursos de p0s-
graduacdo em bioinformética, a Universidade de S&o Paulo, a Universidade Federal
do Parana e a Universidade Federal de Minas gerais. Portanto, a UFPI ndo oferece
curso de p6s — graduacdo em Bioinformatica, com isso foi realizado outro
levantamento de dados com o intuito de verificar os cursos de pdés-graduacao
oferecidos pela UFPI que possuisse alguma correlacdo com a bioinformética e
tivessem a disciplina de bioinformatica na sua estrutura curricular. Essa busca de
informacé&o resultou em dois cursos de pos-graduacao disponibilizados na UFPI que
foram o Mestrado em Biotecnologia e o Doutorado da Rede Nordeste de
Biotecnologia.

Os dados obtidos do Mestrado de Biotecnologia pela consulta no site
<www.ufpi.br/ppgbiotec> mostrou que este mestrado disponibiliza uma disciplina de
Bioinformatica obrigatéria com 30h/aulas. E o doutorado da Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO de acordo com o] site
<www.posgraduacao.ufpi.br//renorbio> disponibiliza uma disciplina de caréter
obrigatério (Bioinformatica) e ainda oferece duas disciplinas do tipo eletivas
(Bioinformética Aplicada a Saude e a Bioinforméatica na Evolucao Molecular).
Concluindo que ainda € pouca a quantidade de disciplinas ofertadas nos cursos de
pés-graduacdo no ensino da UFPI, apesar do esforco ainda é necessario um
aumento de disciplinas na sua grade curricular voltadas para a bioinformatica que
hoje é necessaria para analisar dados da biologia molecular. Ainda estar no comeco,
mas sem duvida as instituicbes de ensino precisam urgentemente se mobilizar para

formar profissionais decisivos para a “medicina” futura.

5.2 A Bioinformética na Graduacéo da Universidade Federal do Piaui

Como mostrado anteriormente, a oferta de cursos habilitados em
bioinforméatica no Brasil é pouco, favorecendo assim ha uma escassez de
profissionais capacitados para ensinar como utiliza-la. Foi realizada uma busca de
dados no site da UFPI <www.ufpi.br> com a finalidade de consultar as estruturas
curriculares dos cursos de graduacdo da UFPI que pudessem ofertar a disciplina
bioinformética. As grades curriculares analisadas foram dos cursos de Ciéncias
Biolégicas e da Saude, além do curso Ciéncia da Computagdo, estes foram

escolhidos por terem maior afinidade com a area de bioinformatica. Apenas algumas


http://www.ufpi.br/ppgbiotec
http://www.posgraduacao.ufpi.br/renorbio
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grades curriculares se encontravam disponiveis no site da UFPI até a data da
realizacdo da pesquisa (21/11/2012). O Quadro 02 mostra a relacdo dos Campi e

seus respectivos cursos que foram analisados.

Quadro 02 - Grades Curriculares dos Cursos e Campi da Universidade Federal do Piaui Pesquisados
Universidade Federal do Piaui Curso de Graduacdo Analisados

Campus Ministro Petronio Portella — | Ciéncias da Computacao;
Teresina Ciéncias Biologicas;
Farmécia;

Odontologia;
Enfermagem.

Campus Professora Cinobelina Elvas — | Medicina Veterinaria;
Bom Jesus Engenharia Agronémica;
Ciéncias Biologicas.

Campus Ministro Reis Veloso - | Biomedicina;
Parnaiba Engenharia Da Pesca;
Ciéncias Bioldgicas.

Campus Senador Helvidio Nunes de | Ndo foram encontradas as grades
Barros — Picos curriculares

Campus Doutor Amilcar Ferreira | Ndo foram encontradas as grades
Sobral — Floriano curriculares

Fonte: Site UFPI <www.ufpi.br>, acessado em 21/11/2012.

O resultado obtido dessa analise foi que o curso de Biomedicina do
Campus Ministro Reis Velloso — CMRV na cidade de Parnaiba, que é ofertada a
disciplina de “Bioinformatica” com 60h/aulas no sexto periodo na modalidade
obrigatéria em sua estrutura curricular. E no Campus Ministro Petrénio Portella —
CMPP em Teresina possui o curso de Licenciatura Plena em Ciéncias Biolégicas
com a disciplina optativa “Bioinformatica” de 60h/aulas e o curso Bacharelado em
Ciéncia da Computacdo com uma disciplina de carater optativo “Tépicos em
Bioinformatica” de 60h/aulas”.

Além da UFPI foi analisada, também, outra instituicdo de ensino a
Universidade Aberta do Piaui — UAPI, através de uma consulta no site


http://www.ufpi.br/
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<www.uapi.edu.br> no dia 21/11/2012. A grade curricular observada foram a dos
cursos de Sistema de Informacdo e Licenciatura Plena em Ciéncias Bioldgicas, a
pesquisa revelou que somente o curso de Ciéncias Bioldgicas continha uma
disciplina relacionada diretamente com o campo de bioinformatica, e esta graduacao
disponibiliza uma disciplina “Bioinformatica” de 60h/aulas de carater optativo e/ou
eletiva.

Todo esse levantamento de dados dessas duas Universidades que compde o
Estado do Piaui mostra que o curso de graduacéo disponibilizado tanto pelos Campi
da UFPI quanto pela a UAPI consiste em um déficit de ofertas de disciplinas durante
a graduacdo. Surge a necessidade de atualizacdo dos conteudos das disciplinas
cientificas adequando-as aos curriculos e programas atualizados para educar as
geracdes do século XXI (ABREU, 2008). Hoje em dia os cientistas dispéem de uma
série de ferramentas, sabemos que a area de Biologia Molecular e Biotecnologia,
assim como a Ciéncia de uma forma geral, encontra-se em constante avanco,
fazendo com que educadores da area de Ciéncias se preocupem em aproximar a
Ciéncia e a Tecnologia, presentes no cotidiano dos alunos, do universo de sala de
aula (CARVALHO & BOSSOLAN, 2009).

5.3 A Utilizacdo da Bioinformética nas Pesquisas Realizadas na Universidade

Federal do Piaui

A Dbioinformatica possui um carater multidisciplinar, ela utiliza varias
ferramentas que podem ser aplicadas no desenvolvimento de pesquisas das
diferentes é&reas de conhecimento. Adicionalmente foi avaliada como a
bioinformética e suas ferramentas tém sido utilizadas para o desenvolvimento de
pesquisa nos Campi da UFPI.

A realizacdo desse estudo foi feito através de uma busca de dados no na
Pro-Reitora de Pesquisa e Pos Graduacdo (PRPPG) e na Coordenacdo Geral de
Pesquisa (CGP) por meio do site <ufpi.br/cgp/>. Nessa consulta foi encontrado um
total de mil quatrocentos e setenta projetos cadastrados que estavam disponiveis no
site durante o periodo de 2006 a 2012, esses dados foram obtidos entre os dias 20 e
21 de novembro de 2012 e todos os projetos dos diferentes cursos e areas dos
Campi que se encontrados listados foram analisados. Desse total foram escolhidos

quarenta e dois projetos por apresentar uma provavel correlagdo com a area de


http://www.ufpi.br/cgp/
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bioinformética para desenvolverem sua pesquisa cientifica, levando em conta que
essa andlise possui um carater subjetivo, por se basear apenas nos titulos do
projeto, em que estes sinalizavam de alguma forma a utilizacdo dessa ciéncia para
desenvolverem seus trabalhos.

Dentre esses quarenta e dois projetos, os resultados apresentaram que
poucos projetos desenvolvidos nos Campi da UFPI tem relacdo com a area da
bioinforméatica, apenas dois projetos especificavam em seus titulos, que realmente
utilizavam a bioinformatica para a obtencdo dos resultados. Um desses projetos
pertence ao Campus Ministro Petrénio Portella — Teresina referente ao ano de 2010
e 0 outro projeto € do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros — Picos do ano de
2012. Embora, provavelmente outros projetos pesquisas pudessem utilizar a
bioinformatica.

Esses dados relatados mostram que essa area € pouco utilizada em
pesquisas realizadas pelos Campi Universitarios Federais do Piaui, a bioinformatica
€ uma area das ciéncias biolégicas que esta em rapido crescimento no campo
cientifico e esta sendo desenvolvida para atender a necessidade de manipular-se

com grandes quantidades de dados genéticos e bioquimicos (QUEIROZ, 2002).

5.4 Material Didatico

Esse item aborda a criacdo e avaliacdo do manual didatico auxiliar tedérico-

pratico nas palestras sobre “Ferramentas Basicas de Bioinformatica”.

5.4.1 Construgcdo do Manual Didéatico — Ferramentas Basicas de Bioinformatica

O manual didatico foi escrito no periodo de janeiro a fevereiro do ano de
2013, onde este contém conteudos tedrico e pratico, além da utilizacdo de figuras
para melhor ilustrar os passos que seriam seguidos. Segue em apéndice uma cépia
do Manual Didatico — Ferramentas Bésicas de Bioinforméatica.

Antes de iniciar os capitulos sempre era feito uma abordagem tedrica do
assunto e em seguida, os discentes realizava a pratica proposta utilizando como
roteiro o manual didatico.

Adiante serdo descritos os contetudos que foram escolhidos para compor o

material didatico.
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o Capitulo 1: No¢Oes Basicas de Bioinformética

Este primeiro capitulo versa sobre uma abordagem tedrica (Foto 03) sucinta
sobre o que € a Bioinformatica, seu fator de fortalecimento e as areas que esta
abrange. A bioinformética usa o poder computacional para catalogar, organizar e
estruturas estas informacdes em uma entidade compreensiva e extremamente
importante para a Biologia (QUEIROZ, 2002). A bioinformética consiste
principalmente na analise computacional de sequéncias de DNA, RNA e proteinas.
Essa nova ciéncia € interdisciplinar e surgiu na ultima década devido a uma
necessidade urgente pela utilizacdo de ferramentas sofisticadas para a andlise de
um crescente numero de dados que veio a ser produzido em biologia molecular

(PROSDOCIMI, 2007).

¢
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Foto 03 - Abordagem tedrica de nog8es basicas de bioinformatica. Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.

o Capitulo 2: Banco de Dados

Em consequéncia da grande quantidade de informacfes de sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos que sdo produzidas atualmente, principalmente em
projetos Genoma, Transcriptoma e Proteoma, o uso dos bancos de dados vem
assumindo uma importancia crescente na bioinformatica (PROSDOCIMI, 2003).
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Em Bioinformética existem varios bancos de dados de dominio publico que
podem ser usados livremente por meio do acesso online. No final da explicagao

tedrica foi proposta uma prética (Foto 04) de acesso a cinco diferentes bancos de

dados mais utilizados em bioinformatica.

Foto 04 - Alunos realizando a pratica: Acesso a diferentes bancos de dados. Fonte: Arquivo Pessoal,
2013.

o Capitulo 3: Obtencéo e Edi¢cdo de Sequéncias Bioldgicas

Consiste no processo de obter sequéncias de DNA, RNA e proteinas nos
Bancos de Dados e manusear uma ferramenta de Bioinformética, o programa
BioEdit. Nesse programa € possivel editar as sequéncias biolégicas, obter a
composicdo de aminoacidos existente nas sequéncias. A pratica (Foto 05) realizada
foi a obtencdo da sequéncia nucleotidica de Leishmania braziliensis e a edicdo desta
no BioEdit.
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Foto 05 -

Alunos na prética de edicdo de dados com o BioEdit. Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.

o Capitulo 4: Alinhamento Global e Local

O alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparar duas
sequéncias (de nucleotideos ou proteinas) de forma a se observar seu nivel de
identidade. Essa técnica de comparacdo de sequéncias é implementada segundo
um conceito de desenvolvimento de programas conhecido como um algoritmo
guloso e é um dos pilares de toda a bioinformatica (PROSDOCIMI, 2007). A pratica
(Foto 06 e Foto 07) disponibilizada foi a realizacdo de alinhamento global e local
entre sequéncias de Leishmania sp. O programa utilizado para o alinhamento local
de sequéncias foi o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) encontrado em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>. E o alinhamento global com o programa
BioEdit e a ferramenta utilizada foi o ClustalW (Alinhamento de Sequéncias de
Proteinas ou DNA).
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Foto 06 - Alunos realizando a prética de alinhamento global. Fonte: Aruivo Pessoal, 2013.

e

Foto 07 - Alunos efetivando a pratica de alinhamento local. Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.

o Capitulo 5: Mapa de Restri¢cao

Endonucleases de restricdo, também chamadas enzimas de restricdo, sao
proteinas bacterianas que cortam em fragmentos a longa molécula linear de DNA
(DNA Goes to School, 2007). Os mapas de restricdo € um desenho grafico dos
locais onde essas enzimas de restricdo cortam o DNA em regides especificas. A
pratica (Foto 08) aplicada foi a construcao de um mapa de restricdo.
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Foto 08 - Montagem do mapa de restricdo. Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.

5.4.2 Avaliacdo do Material Didatico Auxiliar Tedérico-Pratico

Para a avaliacdo do manual foi realizado palestras com os alunos de Ciéncias
Biolégicas e de Nutricio do Campus Ministro Petrénio Portella - Teresina
matriculado na disciplina Genética Humana sendo que continha em torno de vinte
alunos por turma onde os mesmos estavam supervisionados pelo Professor Dr.
Daniel Barbosa Liarte. As palestras exerceram um cronograma de execucao de
quatro horas onde foram expostas teorias e atividades praticas para dominio e
conhecimento das ferramentas basicas de bioinformatica com auxilio do manual
didatico, internet e ferramentas computacionais.

No final os graduandos voluntarios fizeram uma avaliacdo quantitativa da
palestra e do material didatico utilizado (segue em apéndice uma cépia do
guestionario), onde as notas obedeceram a escala de 0 (zero) a 10 (dez), como
mostra a Tabela 01 a seguir.
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Tabela 01 - Respectivas médias avaliativas da palestra e do Material Didatico

Quantidade de | Média das notas | Mediana das notas
alunos de0alo deO0alo
voluntarios

Em relacéo a

apresentacao da 24 8,62 8,75

palestra.

Em relacéo a

utilidade do material 24 9,16 9,5

didatico

Em relacéo a

linguagem usada no 24 9,16 9,0

material didatico

Fonte: Arquivo Pessoal, 2013.

Ao finl da palestra, os alunos também foram instigados a manifestarem
opinides subjetivas, ressaltando os pontos positivos, negativos, criticas e sugestbes
sobre o desempenho geral das atividades praticas apresentadas, conforme

demonstram algumas opinides representadas por letras de (A) a (U).

o Em relagdo aos pontos positivos:

(A) O Material de 6tima ajuda - explicativo, principalmente para os principiantes.

(B) Linguagem simples de facil entendimento, a utilizacdo das imagens ajuda

bastante.
(C) O material é pioneiro e se debruca sobre um campo pouco explorado.
(D) O material em si achei que é uma ferramenta muito construtiva, pois ele nos

orienta passo a passo de como realizar pesquisas em banco de dados e como

utilizar programas.
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(E) O material aplicado auxilia o usuario na busca por dados no programa,

principalmente para as pessoas sem um inglés basico.

(F) Ele é realmente util na utilizacdo dos programas, porque torna mais facil a
manipulacdo dos sites e do programa BioEdit para os alunos de graduacao, que
normalmente ndo tem acesso durante as aulas.

o Em relacéo aos pontos negativos:

(G) Em alguns tépicos ndo continha todos 0s passos necessarios para a realizacao

da préatica.

(H) Alguns erros no conteudo, digitacdo e organizacao.

() Atualizar os dados de acordo com o site.

(J) Foi observado que o material continha algumas instrucbes parcialmente

incorretas.

(K) Nenhuma.

o Em relacgao as criticas:

(L) O trabalho estava de facil compreenséao, apesar da falta de alguns dados.

(M) Explicar os resultados, objetivos.

(N) O trabalho facilita muito o trabalho de quem pretende estar nesta area. E um

bom recurso e uma boa idéia.

(O) O material estd adequado para ser aplicado na disciplina de biocomputacao.

(P) Nao tenho.
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o Em relacdo as sugestoes:

(Q) Deveria ser exposto também o porque dos resultados e como utilizad-los na
pratica.

(R) Olhar as dicas e erros apontados pela turma.

(S) Aumentar o tamanho da letra e tirar cOpias coloridas.

(T) Continuar desenvolvendo o material nesse ambito da bioinformatica, uma vez

que essa area € carente de materiais para o inicio do estudo da bioinformética.

(U) Nenhuma.

Pelo fato de ser a primeira edicdo do manual este continha inicialmente
alguns erros embora, todos os erros apontados pelos alunos no dia da palestra
posteriormente foram corrigidos.

Antes de iniciar a atividade prética proposta no manual, foi desenvolvida uma
breve explicacdo oral de como utilizar as ferramentas de bioinformatica na pratica
para realizacdo de uma pesquisa, mas como perspectiva serdo acrescentados esse
conteudo explanado no material didatico.

Diante dos limites que se restringiu a aplicacdo do manual, este colaborou
para uma compreensdo mais ampla do alunado sobre a importancia da
bioinformética e suas ferramentas computacionais com a finalidade de desenvolver
novos conhecimentos e pesquisas cientificas que podem ser conduzido por essa
area. Com essa era tecnoldgica, o manual didatico de bioinforméatica se caracteriza
essencial como um recurso pedagogico facilitando a aprendizagem do aluno e

auxiliando o ensino do professor no cotidiano do contexto educacional.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Sabemos que provavelmente o numero de disciplinas e projetos pesquisa que
envolvem bioinformatica deve estar subestimado porque essa area nova muitas
vezes é utilizada sem ser mencionada, mas que nossos resultados mostram um
panorama confidvel da situacao da bioinformatica no Brasil e na UFPI.

A incorporacdo da bioinformatica no contexto educacional ainda € pouco
familiar relacionado a disponibilidade de cursos e conteudo curricular no processo de
aprendizagem nos niveis de ensino de pés- graduacdo e de graduacao. Portanto,
visando uma contribuicdo para minimizacdo desta probleméatica, este estudo dedica-
se a uma proposta dindmica e interativa para o ensino dos contedudos de
bioinformética, em especial desenvolvendo um recurso pedagogico (manua
didatico) para auxiliar o processo de ensino-aprendizagem.

A forma didéatica bésica de organizar o processo de ensino ndo pode ser mais
voltada para aquele ensino tradicional onde o professor é o centro do saber que
repassa o conhecimento aos alunos e estes decodificam.

O professor sempre deve utilizar em sua pratica docente material educativo,
pois, 0os alunos devem ser motivados a estabelecer relagbes, a compreender e
participar dos avancos tecnoldgicos ja que o0 mundo se caracteriza cada vez mais de
ambientes informatizados. Uma das melhores maneiras para desenvolver o
conhecimento e habilidades é relacionar a teoria e a pratica que permitam aos
alunos manipularem objetos que despertem a participacao e o prazer de aprender.

A opinido comum dos alunos foi que o material didatico € muito util para o
processo de aprendizagem, de facil utilizagdo, atrativo, sendo que a inclusdo de
figuras torna o aprendizado mais agradavel. A hipotese inicial, que foi confirmada
com o desenvolvimento da palestra era a de que os estudantes iam interagir com a
magquina e com 0s programas, gerando um ambiente de aprendizagem e resultando
assim em uma aula mais estimulante e de facil compreensao.

Diante disso, 0 nosso trabalho pdde promover aos aprendizes de Biologia e
de Nutricho uma orientacdo, sem muitas dificuldades, para aquisicdo de
conhecimento sobre a bioinformética, estimulando uma possibilidade de
manipulacdo de dados bioldgicos, utilizando essa ciéncia em provaveis pesquisas
cientificas desenvolvidas por estes graduandos, através dessa inser¢do no seu meio

educacional.
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APRESENTACAO

Esse manual didatico concede instrucdes explicitas e precisas sobre a
utilizacao de ferramentas basicas de bioinformatica. Ele sera utilizado como principal
consulta e referéncia na realizacdo de nossas atividades durante as Palestras.

Com o objetivo de proporcionar o contato com a bioinformatica através do
manuseio de algumas ferramentas basicas, para facilitar a compreensdo, esse
manual possui conteldos tedricos e praticos, que estdo demonstradas através de
uma breve introducdo e por figuras que se encontram todas enumeradas
aparecendo abaixo de cada procedimento enfatizando todos 0s campos que serao

analisados.

Espero que aproveitem bastante as palestras.

Abraco!



LISTA DE FIGURAS

Figura 01- Pagina inicial do NCBL.............ooiiiiiiiiiiiiieie e 55
Figura 02- Visualizag&o de outros bancos de dados incluso no portal....................... 55
Figura 03- Pagina Inicial do banco de Dado GenBankK...............cccccciiiiiiiiiieeeeeeeeee, 56
Figura 04 - Banco de Dados incluso no GenBanK................couuviiiiiiiiiniiiee e, 56
Figura 05 - Pagina inicial do banco de dado GeneDB.............cccoocviieieiiiiiiiiiieee e, 57
Figura 06 - Uma das maneiras de acessar 0s organismos existentes no GeneDB... 57
Figura 07 - Outra maneira de acessar 0s organismos existentes no GeneDB.......... 58
Figura 08 - Pagina inicial do portal EXPASY.........ccoiiiiiiiiaiiiieeeee e 58
Figura 09 - Acesso a outros bancos de dados inclusos no portal............cccooeoeeiinnnee 59
Figura 10 - Pagina inicial do banco de dados SWiSS-Prot............cccccuuvviiiiiiiiiiiiiinneeenn. 59
Figura 11- P&gina inicial do banco de dado PDB...........ccccccoiiiiiiiiiiiniiiiieeee e 60
Figura 12 - Pagina Inicial do site para baixar o programa BioEdit...............cccccceunueee. 61
Figura 13 - Acesso ao Banco de Dados NCBI.........ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 62
Figura 14 - Resultado de busca da sequéncia nucleotidica de Leishmania

o] 7= V4 = 1S SRR 62
Figura 15 - Informacdes da sequéncia biologica L.braziliensis.........ccccccceeeeeeiiiiiiinnnns 63
Figura 16 - Salvando a sequéncia L. braziliensis no banco de dados........................ 63
Figura 17 - Pagina Inicial do BioEdit, como abrir uma sequéncia...............ccccvvvuneeee. 64
Figura 18 - Abrindo a sequéncia de L. braziliensis no formato FASTA..........ccccc.o..... 64
Figura 19 - Sequéncia de L. braziliensis aberta no BioEdit................cccuvvviiiiiiiiennnnn. 65
Figura 20 - Copiando UMa SEQUENCIA..........uuuuuruiiieieeeeeeeeeeeeeeeeiee e e e e e e e e e e aaeeeeens 65
Figura 21- Colando Uma SEQUENCIA............uuvuuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeee e e e aeaaeeas 66
Figura 22 - Sequéncia de DNA duplicada.................uuvuiiiiiiiiiiiieee e 66
Figura 23 - Procedimentos para transformar DNA em RNA...........ooiiiviiiiiiieeeeeeeen, 67
Figura 24 - Sequéncia editada de DNA para RNA.............ouiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeie, 67
Figura 25 - Sequéncia de RNA duplicada................uuviiiiiiiiiiiiiiecieeceeeeeee 68
Figura 26 - Procedimento de reversdo da sequéncia de RNA para DNA................... 68
Figura 27 - Sequéncia transformada em DNA...........cooooiiiiiiiiiiie e 68
Figura 28 - Transformag&@o de DNA em amiNOACIdO............ceeviiiiieeeeeiiiiiiiciiiiiieee 69
Figura 29 - Sequéncia de AMINOACIHO...........uuuuiiiiiieiei e 69
Figura 30 - Procedimento para verificar a composi¢éo de aminoacidos.................... 70
Figura 31 - Resultado da composi¢ao de amiNOACIAO..........cceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn 70
Figura 32 - Procedimento para salvar Um arquUiVo............ccccuueeeeeeeeenninissesiiiiieeeiee 71
Figura 33 - Salvando o arquivo No formato FASTA.........ccuuiiiiiiiiiiieeeeee e 71
Figura 34 - Busca a sequéncia nucleotidica de L. amazonensis no NCBI................. 73
Figura 35 - Resultados de sequéncias de L. amazonensis RNA helicase.................. 73
Figura 36 - Informacdes da sequéncia de L. amazonensis RNA helicase.................. 74
Figura 37 - Salvando a sequéncia de L. amazonensis RNA helicase..............c......... 74

Figura 38 - Download da sequéncia de L. amazonensis RNA helicase.................... 75



Figura 39 - Abrindo a sequéncia L. amazonensis no BioEdit...............cccccceeeeiiinnnnnn. 75

Figura 40 - Sequéncia de L. amMazZoNENSIS............uuuuuumimimieiieiiieeaaaaeaesaniinieeeenanees 76
Figura 41- Funcdes necessarias para importar SEQUENCIAS..........cceeeeeeeeereeeeeeevenennnnns 76
Figura 42 - Importando uma NOVa SEQUENCIA..........uuureiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeessvarnnnenn e 77
Figura 43 - Sequéncia de L.braziliensis importada..........ccccccceeiiiiiiiiniiiiiiiiiiieeeeeen 77
Figura 44 - Varias sequéncias em um UNICO arqUiVO...........cccuuurrurruniiisseeseeeaeeeereeneennns 77
Figura 45 - Funcdes para realizar o alinhamento global...............cccccviiiei. 78
Figura 46 - Janela do ClustalW OpPtiONS............uuuuriiiiiiiiieeiee e 78
Figura 47 - Etapa para realizar o alinhamento global............cccccoeiiiiiiiiiiiiiniis 79
Figura 48 - Processando o alinhamento global................ooiiiiie 79
Figura 49 - Alinhamento Global das sequéncias de Leishmania Sp.........cccccccvveeeennn. 80
Figura 50 - Analisando o alinhamento global..................ccoos 80
Figura 51 - Opgdes para salvar 0 arqUIVO...........cceeeeeiiiiiii e 81
Figura 52 - Salvando o arquivo No formato FASTA.........ccuuiiiiiiiiieeeee e 81
Figura 53 - Pagina inicial do BLAST Assembled RefSeq Genomes.............cccuveeen.. 82
Figura 54 - Abrindo a sequéncia Leishmania amazonensis.fasta no BioEdit............. 83
Figura 55 - Mostrando o local do nome da SEQUENCIA............cceeerriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 83
Figura 56 - Nova janela mostrando toda a SEQUENCIA..............ccecumiviiiiiiiiiiieeceeee e 83
Figura 57 - Selecionando a sequéncia COMPIEta..........oevviieeieiiiiiiiiiieeeeee e 84
Figura 58 - Mostrando as 0pgOes de BLAST ......uuiiiiiiiiiiiieeeeeee e 84
Figura 59 - Local de inSercao da SEQUENCIA..........ccccuuuuiiiiiiiiiiiiee e 85
Figura 60 - OpCOES O BLAST ... e e e e e 85
Figura 61- Mais opcoes para realizar 0 BLAST ........oooovviiiiiiiiiiiiiiie e eeeeeeeeeeeeeeiaens 86
Figura 62 - Processado o alinhamento local................ccoveiiiiiiiiiiiiec 86
Figura 63 - Resultado do Alinhamento local...............cccoooivriiiiicccic e 87
Figura 64 - Gréafico do alinhamento local................oooveiiiiiiiiiii e, 87
Figura 65 - Lista descritiva do alinhamento local................ccoooviiiiiiiiiie e, 88
Figura 66 - Sequéncias alinhadas...............cciiiiiiiiiiiiieeeecee e 88
Figura 67 - Mostrando os Gap do alinhamento local..............ccccooeiiiiiiiiii i, 88
Figura 68 - Sequéncia L. infantum aberta no BIOEdit...............cccoeeiiiiiiiii 90
Figura 69 - Procedimento para um Mapa de ReStrGA0............uueuiiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeiiiens 90
Figura 70 - Menus para realizar um Mapa de ReStriGa0..........cccovvveviiiiiiiiiiiiiineeeeenn. 91
Figura 71 - FuncOes do menu Create Restriction Map.........ccceeeeviinnieieeiiiiiieeeeiiiiiiiene 91
Figura 72 - Outras fungdes do menu Create Restriction Map..........coooovviiiivvviviinnnne. 92
Figura 73 - Mapa de Restricdo da sequéncia L.infantum...............cccccoiiiiiiiieiennnnnnn. 92
Figura 74 - Resultado da tabela que mostra a frequéncia e posicdo do
104 [=To 1 o [= o TSRO 93
Figura 75 - Resultado da tabela que mostra as enzimas que cortam até cinco

VLSS TP P PP UPPPT 93
Figura 76 - Resultado da posicdo nucleotidica e as enzimas............cccccevvvvvvvvvnennnnnnn. 94



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool.

ClustalW — Alinhamento de sequéncia de proteinas ou DNA.

DNA — Acido Desoxirribonucleico.

FASTA — Scan a Protein or DNA Sequence Library for Similar Sequence.

L. sp — Leishmania espécie.

NCBI — National Center for Biotechnology Information.

RNA — Acido Ribonucleico.



SUMARIO

1. NOCOES BASICAS DE BIOINFORMATICA........oviiieeeeeeeeeeeeeeee e

2. 12 PRATICA: BANCO DE DADOS......ccoiieiiteeieeteeeeeeee e

2.1 IntroduGao........cooeeviiiiiiiiriiie

2.2 Acesso a Diferentes Bancos d

€ DA i

3. 22 PRATICA: OBTENCAO E EDICAO DE SEQUENCIAS BIOLOGICAS................

3.1INtrodUGA0.....cevveeiieeiieeeieciii,

3.2 Obtencao e Edicao de Sequéncias Biol0giCas........ccccveeriiiiiiiiiiiiiiiiiecee e

4. 32 PRATICA: ALINHAMENTO G

4.1 INtrodUGA0....cccevvveeeeeiiiaiiiiiiiine

LOBAL E LOCAL.....coiiiiiiiiiiiie e

4.2 Realizagdo de um Alinhamento Global...............ccooi,

4.3 Realizagdo de um Alinhamento Local...........ccuuiiiiiiiiiii

5. 42 PRATICA: MAPA DE RESTRICAO. .......oiuiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeee e

5.1 INtroduCan......cceceeeeeeeeeeeeeeeneee,

5.2 Montagem de um Mapa de RESIIGAOD........uuuuuiiiiiiiiie e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

52

54

54

55

61

61

61

72

72

72

82

89

89

90

95



52

1. NOCOES BASICAS DE BIOINFORMATICA

Bioinforméatica € o campo da ciéncia em que a biologia, ciéncia da
computacéo e tecnologia da informacao se fundem para formar uma Unica disciplina.
O objetivo final do campo é permitir a descoberta de novos conhecimentos
biolégicos, bem como para criar uma perspectiva global de que principios
unificadores da biologia podem ser discernidos (NCBI, 2006). O Bioinformata falando
de forma resumida utiliza a computacdo como meio de resolver problemas
biolégicos (SOARES, 2006).

Desde os anos 1980, a Bioinformatica tem adquirido uma importancia
crescente nas ciéncias biologicas. Devido a complexidade de ferramentas tanto de
hardware quanto de software, e a necessidade de ter-se um gerenciamento
especializado de infraestruturas de rede, processamento e armazenamento de
dados, muitas instituicbes de pesquisa organizaram um nucleo de bioinformatica
(DEGRAVE et al., 2007).

A bioinformatica teve como fator para o seu fortalecimento o projeto Genoma,
visto que a necessidade de um sistema de computacdo que armazenasse e
analisasse as enormes quantidades de dados gerados por esse projeto se torna
imprescindivel e exige cada vez mais da area da computacédo (ARBEX, 2006). Essa
nova ciéncia envolve diversas areas do conhecimento, tais como a engenharia de
softwares, a matematica, a estatistica, a ciéncia da computacéo, biologia molecular,
etc (PROSDOCIMI et al., 2002).

A bioinformatica € um campo das ciéncias biol6gicas que estd em répido
crescimento e esta sendo desenvolvida para atender a necessidade de manipular-se
com grandes quantidades de dados genéticos e bioquimicos (QUEIROZ, 2002).

A Bioinforméatica representa, hoje, um dos grandes desafios para se tentar
decifrar o genoma, pois, ao mesmo tempo em que é uma forma de se conseguir
informagdes imediatas para os dados do genoma que vem sendo descobertos,
também é a base para um sucesso cientifico futuro (LENGAUER, 2001 apud
BONGIOLO, 2006).

Hoje em dia os cientistas dispdem de uma série de ferramentas, sabemos que
a area de Biologia Molecular e Biotecnologia, assim como a Ciéncia de uma forma

geral, encontra-se em constante avanco, fazendo com que educadores da area de
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Ciéncias se preocupem em aproximar a Ciéncia e a Tecnologia, presentes no
cotidiano dos alunos, do universo de sala de aula (CARVALHO & BOSSOLAN,
2009). A seguir serdo apresentadas atividades praticas relacionadas com a area de

bioinformatica.
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2. 12 PRATICA: BANCO DE DADOS

2.1 Introducéao

Um banco de dados pode ser considerado uma colecdo de dados
interrelacionados, projetado para suprir as necessidades de um grupo especifico de
aplicacdes e usuarios. Um banco de dados organiza e estrutura as informacdes de
modo a facilitar consultas, atualizacdes e delecdes de dados (PROSDOCIMI et al.,
2003).

A construcdo de bancos de dados para armazenamento de informacdes de
sequéncias de DNA e genomas inteiros, proteinas e suas estruturas tridimensionais,
bem como varios outros produtos da era gendmica, tem sido um grande desafio,
mas simultaneamente extremamente importante (SANTOS & QUEIROGA, 2003). O
investimento continuo na constru¢cdo de bancos de dados publicos € um dos
grandes motivos do sucesso dos projetos genoma e, em especial, do Projeto
Genoma Humano. Devido a magnitude do conjunto de dados produzidos torna-se
fundamental a organizacdo desses dados em bancos que permitam acesso on-line
(PROSDOCIMI et al., 2003).

Os bancos de dados de genoma representam hoje uma das principais
ferramentas de suporte para os bidlogos moleculares e geneticistas. E fundamental
para a pesquisa nesta area realizar cadastros de sequéncias e de algumas
anotacoes relacionadas, e realizar consultas nestes bancos a fim de levantar dados
para andlises biolégicas. Entre estas analises € possivel destacar a comparacao de
sequéncias e o descobrimento de novos genes, fungbes e caracteristicas de uma
nova sequéncia (SEIBEL et al., 2000).

A finalidade dessa pratica consiste em acessar e conhecer determinados
bancos de dados que sdo mais utilizados em bioinformatica, para isso € necessario
estd apenas conectado a internet. Todos os bancos de dados que seréo
apresentados estdo disponiveis em dominio publico e podem ser utilizados

livremente.
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2.2 Acesso a Diferentes Bancos de Dados

1° PASSO: Acesso ao portal NCBI

O NCBI é um Centro Nacional de Informacéo Biotecnoldgica, no qual fornece
informacdes biomédicas e genéticas, e essa base de dados se encontra disponiveis
na internet através do acesso ao portal que agrega varios outros bancos de dados.
Iniciaremos esta pratica com o0 acesso a pagina inicial do portal NCBI - National
Center for Biotechnology Information, através do endereco eletrdnico:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.

= Mational Center for Biotec [E=SEa B>
<« C' M [ www.ncbinlm.nih.gov -

Resources ] How To [

Sign in to NCBI1 el

=
—=NCBI All Databases [<] | |
Matienal Center for

n

LI e Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-7) The Mational Center for Biotechnology Information advances science and health by ~ FubMed
All Resources providing access to biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | Research | RSS Feeds PubMed Central
Data & Software PubMed Health
DMA & RMNA BLAST
Get Started Nucleotid
Domains & Structures ucleotide

- Tools: Analyze data using NCBI software

+ Downloads’ Get NCBI data or software

e = HowTo's: Learn how to accomplish specific tasks at NCBI snP
« Submissions: Submit data to GenBank or other NCBI databases

Genes & Expression Genome

Genomes & Maps Gene

Protein
PubChem

Homalogy

Literature

Education Resources

Proteins
Sequence Analysis Central point of access for help NCBI Announcements
Taxonomy documents. teaching materials, news = Mow Available: NCBI Insights Blog! =

Figura 01. Pagina inicial do NCBI. Fonte: Site NCBI <http://www.ncbi.nim.nih.gov/>, acessado em
21/02/13.

Para visualizar a existéncia de outros bancos de dados que estdo incluso
nesse portal do NCBI, clique na op¢ao “All Databases”. Dentro do portal NCBI
encontra-se 0 banco de dados GenBank, que este sera acessado a seguir.

4 = Mational Center for Biotec

<« C M [ www.nebi.nlm.nih.gov o7 =

= NCBI Resources [ How To &

Sign in to NCB1

=
—=NCBI Al Databases (=] ]
Tonal Conter tor e S

= =

technology Information

Protein

1,

Mucleotide
NCBI Home GSS to NCBI

= Popular Resources
R List (A7 EsT 1
esource List (A7) Structure enter for Biotechnology Information advances science and health by ~ PubMed

All Resources Genome s to biomedical and genomic information_ Bookshelf

Assembly
Chemicals & Bioassays BioProject ~ LCBI | Mission | Organization | Research | RSS Feeds PubMed Central
Data & Software BiosSample PubMed Health

BioSystems
DMNA & RNA Books BLAST
Domains & Structures gl‘msewec’ Demains Mucleotide

one blyze data using NCBI software Genome
Genes & Expression dbGaP £ Get NCBI data or software
Geonetice & Medicine gbvar Learn how to accomplish specific tasks at NCBI SNP
pigenomics ns- Submit data to GenBank or other NCBI databases Gene

Genomes & Maps Sene

GEC D = Protein
Homology

PubChem
Literature B
Education Resources

Proteins
Sequence Analysis Central point of access for help NCBI Announcements
Taxonomy documents, teaching materials. news Mow Available: NCBI Insights Blog! =

Figura 02. Visualizacdo de outros bancos de dados incluso no portal NCBI. Fonte: Site NCBI
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/>, acessado em 21/02/13.
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2° PASSO: Acesso ao Banco de Dados Genbank

O Genbank € outro tipo de banco de dados que armazena sequéncias de
nucleotideos e proteinas, além de informacdes bioldgicas relevantes sobre cada
sequéncia, que sdo, por exemplo, o nome cientifico e a taxonomia do organismo de
origem, um conjunto de anotagcbes que especificam regides codificantes na
sequéncia (funcao, estrutura, etc.), e também outras regides de relevancia biolégica
(SEIBEL et al., 2000).

Vamos realizar neste momento uma busca a pagina do banco de dados
Genbank, por meio do enderego eletrénico: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>.

“— C M [ www.ncbinlm.nih.gov/genbank/

2= NCBlI Resources ™ How To & Sign in to NCBI

GenBank Nucleotide [=] [ [l scarch

GenBank - Submit - Genomes ~ WGS HTGs EST/GSS - Metagenomes - TPA - TSA - INSDC

I

GenBank Overview
GenBank Resources

What is GenBank? GenBank Home
GenBank ® is the NIH genstic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences Submission Types
(Nucleic Acids Research. 2013 Jan:41(D1):D36-42). GenBank is part of the International Mucleotide Seguence sSubmission Tools

Database Collabaration . which comprises the DMNA DataBank of Japan (DDBJ). the European Molecular Biology s I GenBani
Labkoratory (EMBL). and GenBank at NCBI. These three organizations exchange data on a daily basis. =earch enBank
Update GenBank Records
The complete release notes for the current version of GenBank are available on the NCBI ftp site. A new release is Update GenBank Records
made every two months. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division

are available from each release.

An example of a GenBank record may be viewed for a Saccharomyces cerevisiae gene.

Access to GenBank
There are several ways to search and retrieve data from GenBank.

=+ Search GenBank for sequence identifiers and annotations with Entrez Mucleotide | which is divided into three
divisions- Corellucleotide (the main collection). dbEST (Expressed Sequence Tags), and dbGSS (Genome
Survey Sequences).

« Search and align GenBank sequences to a query sequence using BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool}). BLAST searches CorelMucleotide. dbEST. and dbGSS independently; see BLAST info for more

Figura 03. P&agina Inicial do banco de Dado GenBank. Fonte: Site GenBank
<http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/>, acessado em 21/02/13.

Visualize que o banco de dados Genbank também possui outros bancos de

dados inclusos.

L C M [ www.ncbinlm.nih.gov/genbank/ e =
Resources [¥] How To [¥] Sign in to NCBI
GenBank Nucleotide [=1] |
All Databases -
GenBank Submit | PubMed e - HTGs - EST/GSS — Metagenomes - TPA - TSA - INSDC  ~ i
Protein 3
P Nucleotide
GenBank Overvie = I
ESS_? c GenBank Resources
What is GenBank? Structure GenBank Home
GenBank ® is the NIH gen fsesner‘;;”;fy annotated collection of all publicly available DNA sequences Submission Types
E.;\h;c:\e‘c Aéa”s .Eesttsa.'c.'? BioProject — ;:.‘nEllEIanE |?Jpan of Ehgéjte;;atgna\ Nuc\e’\zll‘de S;Eglélen‘ce Submission Tools
atabase Collaboration . W BipSample aBank of Japan (| ). the European Molecular Biclogy Search GenBank

Laboratory (EMBL}), and G¢ ginsystems g organizations exchange data on a daily basis.
Books

Conserved Domains
Clone

dbGaP

An example of 2 GenBank | dbVar \Saccharomyces cersvisiae gene.
Epigenomics

Access to GenBank | Gene

GEO DataSets =
There are several ways to search and retrieve data from GenBank.

Update GenBank Records
The complete release note

made every two months.
are available from each rele

enBank are available on the NCBI ftp site. A new release is
r both the traditional GenBank divisions and the WGS division

« Search GenBank for sequence identifiers and annotations with Entrez Mucleotide . which is divided into three
divisions- Corellucleotide (the main collection), dbEST (Expressed Sequence Tags). and dbGSS (Genome
Survey Sequences)

« Search and align GenBank sequences to a query seguence using BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). BLAST searches CoreMucleotide. deEST. and dbGSS independently: see BLAST info for more

Figura 04. Banco de Dados incluso no  GenBank. Fonte: Site  GenBank
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>, acessado em 21/02/13.
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3° PASSO: Acesso ao Banco de Dados GeneDB

O banco de dados GeneDB contem informacdes do genoma de organismos
patébgenos. Vamos conhecé-lo, realizando uma consulta ao banco de dados o
GeneDB, por meio do site <http://www.genedb.org>.

/ ©o Homepage - GeneDB x =T

<« C fi [ www.genedb.org/Homepage =
Raebs -

Gennet Al i = N.

About us Searches w Browse w Toolks -

Datasets Publications
Apicomplexan Protozoa Kinetoplastid Protozoa Parasitic Helminths :nﬁl:n(;an—mlam ST T DEEEEs
News
Data

»The Parasite Genomics team are happy to
announce that the Taené sofum genome,
assembled and annotated by the Taeni
sofivm sequencing consortium, is now publich
availzble. The genome can be accessed from

Select an organism El Select an organism El Select an organism their homepage and downloaded from an
Bacteria Parasite Vectors Viruses » As the locus tag prefix EmW is already in

i e i Wil ®aW. 2l We in tha mucnc th e yirnnd

Figura 05. Pagina inicial do banco de dado Gene DB. Fonte: Site GeneDB <http://www.genedb.org>,
acessado em 21/02/13.

Nesta pagina ha duas maneiras de se obter a lista de todas as espécies
bioldgicas existentes no banco de dados GeneDB.
A primeira maneira de busca é através da opg¢ao “All Organisms”, clique sob

ela e mostrara uma lista com todos os organismos existentes no GeneDB.

/ L Homepage - GeneDB * E@g

« c alD www.genedb.org/Homepage

GenelB

About us Searches + Browse w

All Organisms
All Organisms
Bacteria

B. fragilis NCTC89343
Bordetella
B. bronchiseptica
B. parapertussis
Datasets A Burkholderia
B. cenocepacia
B. pseudomallei
C. abortus
C. diphtheriae
C_ jejuni
r E. carotovora
R leguminosarum
Salmonella
S. typhi
S. typhimurium
S. coelicolor
Staphylococcus
S aureus MRSA252 2

[

Apicomplexan Protozoa Kinetoplastid Protozoa Parasitic Helminths

T —— v GUSTTCN T CUTIS0T STy 15 1Ty DTy
avallable. The genome can be accessed from

Select an organism Select an organism El Select an organism El their homepage and downloaded from an
ETP-site.

Bacteria Parasite Vectors Viruses » AS the locus mg prefix EmW is alreadv in

i Wil Oa W 21 W~

Figura 06. Uma das maneiras de acessar 0s organismos existentes no GeneDB Fonte Slte GeneDB
<http://www.genedb.org>, acessado em 21/02/13.
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Ou entdo clique em “Select an organism”, que fica localizado abaixo das

imagens, para buscar o organismo desejado através da sua categoria taxonémica.

|/ € Homepage - GeneDB = | s |

<« C M [9 www.genedb.org/Homepage

CGenetbBs oo
9 e - All Organisms El
About us Searches - Browse w Toolk -
Datasets Publications
) Select an organism : » A GeneDB publication is avaiable to access
Apicomplexan Protozoa Bodo saltans F online!
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 :
Leishmania donovani
Leishmania infantum JPCMS News
Leishmania major Friedlin
Leishmania mexicana
Data

Trypanosoma brucei Lister 427
Trypanosoma brucei TREU927
Trypanosoma brucei gambiense
Trypanosoma congolense
Trypanosoma cruzi

Trypanosoma vivax

»The Parasite Genomics team are happy to
announce that the 73ené sodum genome,
assembled and annotated by the Taema
sodum sequencing consortium, is now publichy

available. The genome can be accessed from

Select an organism El Select an organism :I Select an organism El their homepage and downloaded from an
FEEEE FEESIRVEEEE HES » As the locus tag prefix EmW is already in

i Wi W Sa"W. 11 W

Figura 07. Outra maneira de acessar 0s organismos existentes no GénglgB . Fonte: Site GeneDB
<http://www.genedb.org>, acessado em 21/02/13.
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4° PASSO: Acesso ao Banco de Dados Swiss-Prot

O portal EXPASYy disponibiliza o acesso ao banco de dados Swiss-Prot, que
este banco armazena sequéncias de proteinas e suas respectivas caracteristicas
moleculares, anotado manualmente por uma equipe de especialistas (PROSDOCIMI
et al.,2003).

Realize um acesso ao portal ExXPASy com o seguinte endereco eletrénico:

<http://www.expasy.org>.

|/ EX exPASy: SIB Bicinformatic. x [E=Sfol x|
L C M [ www.expasy.org o2 =
YEARS |
SIS LN 0y
; ® 1 Bioinformatics Resource

Home About Contact

[Query all datakases [=] I » search help

Visual Guidance EXPASY is the SIB Biocinformatics Resource Portal which provides Popular resources

access to scientific databases and sofiware tools (i.e., resources) in

m

Categories b . N N ) N . o
different areas of life sciences including proteomics. genomics, phylogeny, & UniProtk8
e systems biology. population genetics, transcriptomics etc. (see Categories &9 SWISS-MODEL
genomics in the left menu). On this porial you find resources from many different SIB < STRING
sl Dl or nacs groups as well as external institutions. — EEEETE
systems biology
phylogeny/evolution Featuring today
i i Latest News &l
population genetics e Coffee
S ERmE Multiple alignments of DNA, RNA, protein TCoffee S T S < e e
biophysics sequences and structures A new mass spectrometry tool called
[details] EasyProt has been added
imaging
UniProt Knowledgebase release
Tinirastiucture - 2013 _02 - 2013-02-06 i
< T ] »

Figura 08. Pagina inicial do portal ExPASy. Fonte: Site EXPASyY <http://www.expasy.org>, acessado
em 21/02/13.
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O portal EXPASY também possui varios outros bancos de dados, inclusive o

banco de dados Swiss-Prot. Clique na opgéo “Query all database” e verifique.

|/ E ExPAsy: SIB Bioinformatic x [E=SEa S
&« C M [ www.expasy.org 97 =

! EXPASY

Bioinformatics Resource

=85

Home About Contact

| Query all databases - I » search help
Find resources - -
Query all databases B 3
Visual Guidance - Query WIThIIT a category. brmatics Resource Portal which provides Popular resources
genomics .
" proteomics Bs including proteomics, genomics, phylogeny, <
IRCHIES - Query a specific database genetics, transcriptomics etc. (see Categories & SWISS-MODEL
genomics EEZSEEIE £(tal you find resources from many different SIB < STRING
e W L5
structural bioinformatics HAMAP [titutions. v PROSITE
systems biology IO
MyHits
phylogenylevolution OMA
OpenFlu Latest News ||
population genstics OrthoDB R |
PROSITE i i - 02
franscriptomics Profein Spotlight o collection of EasyProt is available - 201302 06
. . A new mass spectrometry tool called
biophysics Selectome EasvProt has b dded
: - STRING asyProt has been adde
TUERIE SWISS-2DPAGE - UniProt Knomledaeh |
: niProt Knowledgebase release
IT infrastructure A 2013_02 - 2013.02.06 il
< I ] »

Figura 09. Acesso a outros bancos de dados inclusos no portal. Fonte: Site EXPASy
<http://www.expasy.org>, acessado em 21/02/13.

Vocé deve ter notado que ao procurar o banco de dados Swiss-Prot, na lista
ele ndo aparece dentre as opg¢bes, mas isso € devido ao fato que o banco de dados
Swiss-Prot se uniu com outro banco de dados o UniProtKB. Entéo, vocé pode clicar
na opg¢ao “UniProtKB” ou também pode acessar o banco de dados Swiss-Prot

diretamente pelo site <http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html>.

fr H UniProtKB/Swiss-Prot x E@g

« C' M | [ web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline htm e =

[ 4 : H Contact
E‘EXPASV . Documents ome 1 tomae

UniProtKB/Swiss-Prot

UniProtkKB/Swiss-Prot is the manually annotated and reviewed section of the UniProt Knowledgebase (UniProtkB).

It 1s a high quality annotated and non-redundant protein sequence database, which brings together experimental results, computed features
and scientific conclusions.

Since 2002, it is maintained by the UniProt consortium and is accessible via the UniProt website.

m

List of UniProtkB/Swiss-Prot (reviewed) entries.
Download - UniProt FTP sites.
Statistics.

Additional information:

Why is UniProtkB composed of 2 sections, UniProtkB/Swiss-Prat and UniProtkKB/TrEMBL?
Biocuration in UniProt.

How do we manually annotate a UniProtKB entry?

UniProt manual annatation praogram.

UniProt general documentation.

FAQ

Around UniProtKB/Swiss-Prot

W'w-'\c;'.gﬂﬂ_g|E.(Dr’;hre'lll!|?‘53=tn&.l’(tzjS{quSWiSS*p;D.t&SDLll’Cez... leins. ) -
Figura 10. Pagina inicial do banco de dados Swiss-Prot. Fonte: Site Swiss-Prot
<http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html>, acessado em 21/02/13.
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5° PASSO: Acesso ao Banco de Dados PDB

O banco d

e dados PDB difere por conter estruturas tridimensionais de

proteinas e acidos nucléicos. Conhega esse banco de dados PDB acessando o

endereco eletrénic

0: <http://www.rcsb.org>.

o 0 S

RCSE Protein Data Bank - x

y

(—

C # [ wwwrcsb.org/pdb/home/home.do

w

-

-

a memeer or THe @ IPIDE | @ EMDataBank

[==1
é @ PDB-101 An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK = K As of Tuesday Feb 19, 20132 at 4 PM PST there are 88325 Structures I
PDB Statistics | M E @ &
== All Categories u:n. Auther  fiffi Macromolecule @ Sequence [_J Ligand 9
Search | all categories: &2 e.g., PDB 1D, molecule name, author &t Browse @ Advanced

Customize This Page

]

t PDB-101

Available on the

App Store

Structural View of Biology
Understanding FDBE Data
Molecule of the Month
Educational Resources
Author Profiles

Hide

Tt MyPDB

Legin to your Account
2] =3 Al

Biological Macromolecular Resource 3 New Structures  Hide
Full Description Latest Release
MNew Structure Papers
Structural View of Biology List View of Archive By: Title | Date | Category + New Fealures Hide

Health & Drug Name Autocomplete

Disease

e 8 < @ >

Molecule of the Month

Proton-Gated Urea Channel
The acid in your stomach helps to digest food, but it
also helps protect you from bacterial infection.
However, one type of bacteria, Heficobacter pylori, is

able to live in the acidic environment of the stomach.
T+ ftha mact hactarial infactian

Latest features released:

‘Website Release Archive: |Z|

1 RCSB PDB News Hide

Weekly | Quarterly | Yearly

-

S I

Figura 11. Pagin
em 21/02/13.

aini

cial do banco de dado PDB. Fonte: Site PDB <http://www.rcsb.org>, acessado
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3. 22 PRATICA: OBTENCAO E EDICAO DE SEQUENCIAS BIOLOGICAS

3.1 Introducéao

O objetivo dessa prética é aprender passo a passo de como buscar as
sequéncias biolégicas de DNA, RNA e Proteinas por meio do acesso on-line a um
banco de dados e a utilizacdo de outra ferramenta basica da bioinformatica, o
programa BioEdit que ira manipular as sequéncias biolégicas obtidas. Caso vocé
ndo tenha esse programa BioEdit o download pode ser obtido através do site:

<http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html>.

BioEdit v7.1.11 General In xD_ ! L N = — 3% —

C A [ wwwmbio.ncsuedu/bioedit/page2.htm ok

m

BioEditv7.1.11
last updare 1292013
Tom Hall
Ibis Biosciences
Thomas Hall @abbott.com
To the RNaseP Database
Download

Back to BioEdit Main Page

BioEdit is a mouse-driven, easy-to-use sequence alignment editor and sequence analysis program designed and written by a graduate studen
and time consuming it can be to rely upon word-processors and command-line programs for sequence manipulation. BioEdit is intended to su)
can handle most simpl q e and ali t editing and manipulation functions that researchers are likely to do on a daily basis, as well :

analyses.
BioEdit offers a variety of useful features:

® Four modes of manual alignment: select and slide, dvnamic grab and drag, gap insert and delete by mouse click, and on-screen tvping which behaves
® In-color alignment and editing with separate nucleic acid and amino acid color tables and full control over background colors.
* Plasmid drawing interface for automated creation of plasmid vector graphic from a DNA sequence. Easily mark positions. add features with arrows
restriction enzyme cut sites. Also show detail of polylinker and draw moveable arrows and shapes with drawing tools. -
n »

LN

Figura 12. Pagina Inicial do site para baixar o programa BioEdit, Fonte: Site MBIO
<http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html>, acessado em 24/02/13.

3.2 Obtencdo e Edicdo de Sequéncias Bioldgicas

1° PASSO: Obtencao de Sequéncias Biologicas

Para a realizacdo desta pratica € necessario a obtencdo de uma sequéncia
bioldgica de um determinado organismo e para isso € preciso realizar uma consulta
a um banco de dados. O organismo escolhido para ser utilizado nessa pratica
pertencera ao Reino Protista, nesse caso temos duas opc¢des de bancos de dados,
gue pode ser através do acesso ao banco de dados GeneDB ou NCBI, conforme

ensinado na pratica anterior, pois estes bancos armazenam dados bioldgicos dessa
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categoria taxonémica. Vamos comecar! O banco de dados escolhido serd o NCBI,
acesse-o0 por meio do enderecgo eletronico <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. Ao exibir
a pagina inicial selecione a ferramenta de busca “Nucleotide” ao lado digite o nome
do organismo que deseja obter a sequéncia, nesse caso utilizaremos como exemplo

a espécie Leishmania braziliensis RNA helicase.

/£ Mational Center for Biotec D_ ! ! —_—

&= C M 9 www.ncbi.nlm.nih.gov o2 =
2= NCBI Resources ¥ How To [¥) Sign in to NCB1 i
p

_aNCB] MNucleotide [=] |Lei5hmania braziliensis RNA helicase |
National Center for All Databases =
Biotechnology Information |-
PubMed
Protein L
Nucleotide: 0
LIEEL (e e GSS_? = to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) Structure enter for Biotechnology Information advances science and health by Publied
All Resources fenombsl.- s to biomedical and genomic information. Bookshelf
ssembly
Chemicals & Bioassays BioProject — CBI | Mission | Organization | Research | RSS Feeds PubMed Central
Data & Software BioSample PublMed Health
BioSystems
DNA & RNA Books BLAST
Domains & Structures g‘onser‘md Domains . Mucleotide
one alyze data using NCBI software Genome
Genes & Expression dbGaP 5~ Get NCBI data or software
S . Leamn how to accomplish specific tasks at NCBI SNP
pigenomics ons: Submit data to GenBank or other NCEI| databases Gene
Genomes & Maps Gene
GEO DataSets = Protein
Homology
8 PubChem
Literature
3D Structures
Proteins
Sequence Analysis Explore three-dimensional structures of pro- NCEBI Announcements

teins, DNA, and RNA molecules.

Taxonomy ol Now Available: NCBI Insights Blog! -

Figura 13. Acesso ao Banco de Dados NCBI. Fonte: Site NCBI <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>,
acessado em 22/02/13.

Ao clicar na opgao “Search” (pesquisar) uma nova pagina surgira contendo os
resultados de busca de sequéncias nucleotidicas de Leishmania braziliensis RNA
helicase existentes no portal NCBI, a opcédo “Leishmania braziliensis stran ET-ATP
dependent RNA helicase gene, partial cds” sera utilizada para dar continuidade a
pratica.

¥y = Leishmania braziliensis R » Q_ ! 3 o=

L 2 C N [ www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=_Leishmania+braziliensis%20RNAZ%20helicase ‘j':’ =
MNucleotide Nucleotide =] |La5hman|a braziliensis RMNA helicase | M
Save search Limits Advanced Help
Display Settings: Summary. 20 per page, Sorted by Default order Send to: Filter your results:
All (45)
Results: 1 to 20 of 45 Page 1 | of3 | Mext» | Lastss

Bacteria (0)

[] Caenorhabditis elegans Bristol N2 chromosome V. complete sequence MNSDC (GenBank) (8)
1. 20924180 bp linear DMNA mRMNA (35)

Accession: MC_003283.11 Gl 453232767 RefSeq (37
GenBank EASTA  Graphics

Manage Filters
[ Caencrhabditis elegans Bristol M2 chromosome IV, complete sequence
2. 17493 829 bp linear DNA W Top Organisms [Tree]
Accession: NC_D03282.8 Gl: 453232348

Leishmania braziliensis (37)
GenBank EASTA  Graphics

Leishmania braziliensis
MHOM/BR/TS/M2904 (35)

[[] Leishmania braziliensis strain ET ATP-dependent RNA helicase gene. pariial cds Caenorhabditis elegans (4}

3. 2.851 bp linear DNA Tremella mesenterica DSM 1558 (2)
Accession: JX118662.1 Gl: 449310649 Acanthocystis tufacea Chlaorella virus
GenBank FASTA  Graphics Bro604L (1)

All other taxa (7]
[ Leishmania braziliensis strain NSL ATP-dependent RNA helicase gene_complete cds Moes
4. 2,865 bp linear DNA
Figura 14. Resultado de busca da sequéncia nucleotidica de Leishmania braziliensis. Fonte: Site
NCBI <http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 22/02/13.
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Apés selecionar a opgdo desejada, uma nova pagina surgird mostrando todas

as informacgdes da sequéncia biolégica. Clique agora na opgéao “Send” para salvar

sua sequéncia, marque as opgoes “Complete Record” e “File”, lembrando que o

arquivo deve estar no formato FASTA e em seguida clique em “Create File” para

fazer o download da sequéncia.

O formato FASTA é compativel com outro programa, no caso o BioEdit que

adiante sera ensinado como manusea-lo para abrir e editar as sequéncias obtidas.

/ = Leishmania braziliensis str

€« C N VD www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX118662.1

- —~
= NCBI

Resources (| How To [+

Nucleotide Nucleotide

|

Limits  Advanced

Display Settings: GenBank

Send:

Leishmania braziliensis strain ET ATP-dependent RNA helicase gene,

partial cds

GenBank: JX118662.1

EASTA  Graphics

Goto @

LOCUS JX11l8662 2851 bp DHEL linear INV 16-FES-2013

DEFINITICN Leishmania braziliensis strain ET ATP-dependent RNA helicase gene,
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Figura 16. Salvando a sequéncia L. braziliensis no banco de dados. Fonte: Site NCBI

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 22/02/13.
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2° PASSO: Abrir Sequéncia no BioEdit

Antes de iniciarmos os procedimentos do segundo passo, precisaremos agora
de outra ferramenta basica da bioinformatica o programa o BioEdit, que tera a
funcionalidade de abrir e editar as sequéncias extraidas do banco de dado NCBI. O
BioEdit € um programa de edicdo de sequéncias bioldégicas com um manuseio
relativamente facil, as operacdes sao realizadas apenas com alguns cliques. E agora
iremos dar continuidade com a nossa atividade pratica, abra o programa Bioedit,
posteriormente clique nas opcgoes “File”, “Open” e selecione a sequéncia que foi

salva anteriormente como mostra a figura 17 e 18 a seguir.

New Alignment Ctrl+N
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New from Clipboard
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New Text
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Run script
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Figura 18. Abrindo a sequéncia de L. braziliensis no formato FASTA.Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Ao abrir o arquivo FASTA, no BioEdit, perceba que a sequéncia estar sendo
representada pelas bases nitrogenadas, que caracteriza a composi¢cdo nucleotidica

de uma molécula de DNA (Acido Desoxirribonucleico).

% BioEdit Sequence Alignment Editor | e S
File Edit Sequence Alignment  View Accessory Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help
= DO
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I 5 §colr =REEEINEE
1 ]

e e R e e e e
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| P I ]

i:igura 19. Sequéncia de L. braziliensis aberta no BioEdit. Fonte: Prépria Autora, 2013.

3° PASSO: Edicdo de Sequéncia no BioEdit

Agora a proposta para esse passo € a realizar a transformacdo de uma
sequéncia nucleotidica de DNA em uma sequéncia nucleotidica de RNA (Acido
Ribonucleico). Para isto, € necessario duplicar a sequéncia de DNA, vamos realizar
essa etapa selecionando a sequéncia clique sob o nome da sequéncia, a figura 19
mostra o local do nome da sequéncia, depois clique no menu “Edit”, e nas as opcdes
“Copy Sequence(s)’ e “Paste Sequence(s)” que correspondem a funcao,

respectivamente, copiar e colar.
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Search >
) Select All Sequences Ctrl+A i |
——— Unselect All Sequences

—_— Unselect All Residues

Figura 20. Copiando uma sequéncia. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 21. Colando uma sequéncia. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 22. Sequéncia de DNA duplicada. Fonte: Prépria Autora, 2013.

Com a sua sequéncia duplicada se torna mais facil agora realizar a

transformacao das moléculas genéticas. Inicie selecionando a segunda sequéncia, a

que foi copiada, clique no menu “Sequence”, em seguida na funcao “Nucleic Acid” e

no item “DNA — RNA” e pronto sua sequéncia foi alterada, como mostra a figura 24.
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Figura 23. Procedimentos para transformar DNA em RNA. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 24. Sequéncia editada de DNA para RNA. Fonte: Propria Autora, 2013.

4° PASSO: Composicao de aminoacido

Vamos explorar mais uma fungdo do programa, que relaciona a sequéncia
nucleotidica de DNA com a composi¢cdo de aminoacidos. Primeiramente copie e cole
a sequéncia de RNA, como ja foi ensinado, agora iremos reverter a sequéncia de
RNA colada para DNA, va ao menu “Sequence”, op¢des “Nucleid Acid” e

‘RNA—DNA”, como ilustra as figuras 26 e 27 a seguir.
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Figura 25. Sequéncia de RNA duplicada. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 26. Procedimento de reversao da sequéncia de RNA para DNA. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 27. Sequéncia transformada em DNA. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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necessario transformar a

sequéncia nucleotidica de DNA em uma sequéncia de aminoacido. Clique no menu

“Sequence” e na fungado “Translate or Reverse-Translate (permanent)’

sequéncia é modificada numa sequéncia de aminoacidos. Perceba que a sequéncia

possui o simbolo (*), essa € a representacao dos codon de terminacdo, quando ha a

presenca desse simbolos implica dizer que esta sequéncia ndo é uma proteina e sim

uma sequéncia de aminoécido.
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Figura 29. Sequéncia de Aminoacido. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 28. Transformacdo de DNA em aminoacido. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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E por fim, vamos visualizar a quantidade de aminoacidos existente na
sequéncia de aminoacido de Leishmania braziliensis, basta apenas clicar em
“Sequence”, “Protein” e em “Amino Acid Composition” que surgira duas novas
janelas, uma representada por um grafico e a outra uma lista com os resultados

obtidos da pesquisa composicional de aminoacidos.
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Figura 30. Procedimento para verificar a composi¢cdo de aminoacidos. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 31. Resultado da composi¢éo de aminoacido. Fonte: Propria Autora, 2013.
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5° PASSO: Salvar o arquivo

Esse passo € apenas para ensinar como salvar suas sequéncias produzidas,
no qual sempre é necessario fazer ao final de seu trabalho. O passo inicial que deve
ser feito € minimizar a lista e o grafico, depois clique no menu “File” na fungdo “Save
As”, e uma nova janela abrira, escolha o local desejado para armazenar, lembrando

gue deve selecionar o formato FASTA e pronto suas sequéncias foram salvas.
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Figura 32. Procedimento para salvar um arqui\_/o._ Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 33. Salvando o arquivo no formato FASTA. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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4. 32 PRATICA: ALINHAMENTO GLOBAL E LOCAL

4.1 Introducao

O alinhamento de sequéncias biologicas, resumidamente falando, se baseia
no processo de comparar duas ou mais sequéncias de forma a se observar seu nivel
de semelhanca. A similaridade das sequéncias biologicas pode ser analisada por
completa ou apenas entre fragmentos desta sequéncia. Esse processo de
alinhamento pode ser feito de forma global ou local, entre sequéncias de
nucleotideos ou de proteinas.

Existem centenas de aplicacbes do alinhamento de sequéncias, tanto na
identificacdo de genes e proteinas desconhecidas, quanto na comparacao da ordem
de genes em genomas de organismos proximamente relacionados (sintenia), no
mapeamento de sequéncias expressas dentro de um genoma para identificacdo de
genes, ha montagem de genomas e em diversas outras aplicacbes (PROSDOCIMI,
2007).

Vamos ver agora nessa pratica como é feito os dois tipos de alinhamento, o
global e o local, para isso os materiais necessarios sdo: o Programa BioEdit e esta

conectado a internet para realizar alguns procedimentos.

4.2 Realizacdo de um Alinhamento Global

1° PASSO: Obtencao de sequéncia no banco de dados NCBI

O alinhamento global compara duas ou mais sequéncias em toda a sua
extensdo, maximizando as regides de semelhanca que estdo sendo comparadas.
Para realizar esse tipo de alinhamento execute os procedimentos que serdo
ensinados abaixo.

Como exemplo, iremos utilizar quatro diferentes espécies de Leishmania, que
serdo L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum e L. mexicana, as sequéncias de
RNA helicase. Para obté-las, acesse o0 Banco de Dados NCBI
<www.ncbi.nlm.nih.gov>, selecione a opg¢édo “Nucleotide”, digite o nome do

organismo desejado (Leishmania amazonensis RNA helicase) e clique em “Search”.
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Figura 34. Busca a sequéncia nucleotidica de L. amazonensis no NCBI. Fonte: Site NCBI
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 26/02/13.

Apos clicar na opgao “Search” uma nova pagina abrira mostrando os
resultados de busca, cligue na opg¢ao “Leishmania amazonensis ATP-dependent
RNA helicase (hel 100) mRNA complete cds” e uma nova janela ira expor as

informacgdes do organismo, como ilustrado nas figuras 35 e 36 abaixo.

|

/:—j Leishmania amazonensis | x

€« - C # | [ www.ncbinlm.nih.gov/nuccore/?term=Leishmania+amazonensis%20RMNA%20helicase =
Results: 6 Sacteria (0)
[] Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 GUTat10.1 chromosome 10, complete genome INSDC (GenBank) (4
1. 4,054,025 bp linear DNA mRMA, (2
Accession: NC_007283.1 Gl 73747658 RefSeq (2
GenBank FASTA  Graphics
IManage Filters
[[] Trypanosoma brucei brucei strain 927/4 GUTat10.1 chromosome 5. complete sequence
1,608,198 bp linear DNA W Top Organisms [Iree
Accession: NC_007278.1 Gl 72389697 Trypanosoma brucei brucei strain
GenBank FASTA  Graphics 927/4 GUTat10.1 (4)
Leishmania amazonensis (2}
[[] Irypanosoma brucei brucei strain 927/4 GUTat10 1 chromosome 10, whole genome shotgun sequence
3. 4,054,025 bp linear DNA
Accession; CMODDZ08.1 Gl 70831940 Analyze these sequences =
GenBank FASTA  Graphics Run BLAST
[[] Irypanosoma brucei brucei strain 927/4 GUTat10.1 chromosome 5. complete sequence
1.608.198 bp linear DNA Find related data =
Accession: CPO00063.1 Gl 70801230 .
GenBank FASTA GCraphics Related Sequences Database: [Select  [+]
[7] Leishmania amazonensis ATP-dependent RNA helicase (hel100) mENA complete cds
5. 2,871 bp linear mRNA
Accession: UB1597.1 Gl 1764093 B N
GenBank FASTA Graphics Related Sequences Search details 3
[ imr ms mmn s n mwm e =

Figura 35. Resultados de sequéncias de L. amazonensis RNA helicase. Fonte: Site NCBI
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 26/02/13.
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Figura 36. Informacdes da sequéncia de L. amazonensis RNA helicase. Fonte: Site NCBI

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 26/02/13.

Agora iremos salvar a sequéncia biolégica RNA helicase de L. amazonensis,

basta apenas clicar na op¢ao “Send”, marcar as opgdes “Complete Record” e “File”,

selecione o formato FASTA e clique no botado “Create File” que em seguida iniciara o

download da sequéncia.

Ap6s cada download renomeie as sequéncias colocando o nome do

organismo, por exemplo, sequence L. a. fasta.
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Figura 37. Salvando a sequéncia de L. amazonensis RNA helicase.

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 26/02/13.

Fonte: Site NCBI
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Figura 38. Download da sequéncia de L. amazonensis RNA helicase. Fonte: Site NCBI
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov>, acessado em 26/02/13.

Repita todos os procedimentos anteriores substituindo apenas o nome do
organismo pelos outros tipos de Leishmania sp, citadas no inicio do primeiro passo.
Escolha as opgoes “L. infantum (LINJ_24 0240)” e “L. mexicana (LMXM_33 2620)”

e “L. braziliensis (a mesma sequéncia obtida na pratica anterior)”.

2° PASSO: Abrir varias sequéncias em um Unico arquivo

Apbs obter as quatro diferentes sequéncias de Leishmania sp no banco de
dados NCBI iremos abrir todas essas sequéncias em um unico arquivo no BioEdit
para realizarmos o alinhamento global. Abra o programa BioEdit, cligue no menu
“File” e em “Open”, selecione uma das sequéncia de Leishmania sp, depois clique

em “Abrir” e a sequéncia sera aberta.

% BioEdit Sequence Alignment Editor

File Accesory Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help

-
= o rerE— =
Exrinar: [ sequencs = ==l
R Nome - Data de modificag... Tipo Tarr
Pl
:2; |%] sequence (1) protein.fasta 22/02/2013 14:45 Arquive FASTA
| 1 sequence L.afasta 25/02/2013 00:45 Arquive FASTA
|#] sequence L.b fasta 22/02/2013 14:30 Arquive FASTA
|~ |»] sequence L.ifasta 25/02/2013 00:40 Arquive FASTA
Tﬁre: = |»] sequence L.m.fasta 25/02/2013 00:36 Arquive FASTA
ranaihe |%] sequence-editada p2.fasta 22/02/201315:12 Arquivo FASTA
=0
Biblictecas
(L ¥
Computadar
4 | n | 2
Nome: [sequence Lafasta Ea| Abrir
Tipo: [ a1 Files ) =1 Cancelar

Figura 39. Abrindo a sequéncia L. amazonensis no BioEdit. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 40. Sequéncia de L. amazonensis. Fonte: Prépria Autora, 2013.

Com a sua sequéncia aberta, va ao menu “File”, depois na fun¢ao “Import” e
“Sequence alignment file”. Uma nova janela aparecera para que vocé selecione
outra sequéncia de Leshimania sp, a qual ficara localizada abaixo da primeira

sequéncia existente.

L TERTEE O

New Alignment Ctrl+N eWeb Options Window Help
Open ... Ctrl+0

A4
=2
»

Ery LB

New frem Clipboard
New Text E=1 (=

Open As Text

Save Ctrl+5 ence Mask: Mone Start
Save As... ering Mask: None tuler at:

. Serell el o |
Retrieve sequences fram GenBank or GenPept @ I\'I[IE spcégd dow oy fast

Cony file name to clinboard RN R R N RN RN R RN R RN RN RPN
= s 40 S0 60 70 80 90 o

EGCAGACCAGCTCCACACCACCGCTGCTGCGCCARTATCCTCCACCCTACCTTCTTTAGC

Sequence alignment file

1

-

Export

4]

-

Import

Import from Clipboard From tab delimited file (eqg Excel)

Merge into Alignment based on a Reference Sequence
Merge from Clipboard

Append Alignment

Go to GenBank

Close

Batch ABI to SCF trace file conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data

Revert to Saved Ctrl+R

Graphic View

Print Window |
Print Alignment as Text Ctrl+P

| -
—
Figura 41. Funcdes necessarias para importar sequéncias. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 42. Importando uma nova sequéncia. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 43. Sequéncia de L.braziliensis importada. Fonte: Propria Autora, 2013.

Repita o item anterior com as outras duas sequencias restantes, para deixar

as quatro sequéncias de Leishmania sp em um unico arquivo.

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options Window Help
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Figura 44. Varias sequéncias em um Unico arquivo. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Selecione as quatro sequéncias, va ao menu “Accessory Application”, escolha
a funcao “ClustalW Multiple alignment” que abrira uma nova janela, clique em Run

ClustalW e depois em “OK” que iniciara o processamento para alinhar as

sequéncias.
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Figura 45. Fun¢Bes para realizar o alinhamento global
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. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 46. Janela do ClustalW Options. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Tt will be located in C:\Program Files\BioEdit 7.1.3\Temp.
The log file for this session will be called BioEdit_clustalw_022513_011731.log.
The terporary input file for this run will be called ~fasta_022513_011731.tmp.
The terporary output file will be called ~align_022513_011731.tmp.
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CCTTETTCECGCGGECTTCGCCATCEGCCTTC

e =] i [T | |
Figura 47. Etapa para realizar o alinhamento global. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 48. Processando o alinhamento global. Fonte: Prépria Autora, 2013.

ApOs processar os dados, seu alinhamento global sera concluido. Note que,

para as sequéncias serem alinhadas em toda a sua extensao é bem simples, basta

apenas alguns cligues. Vocé deve ter percebido que a nova janela com seu

alinhamento global apresentam uns “tracos” nas sequéncias. Vocé sabe o que eles

significam? Nao. Sdo chamados de gaps (falhas), que sdo simbolos introduzidos

pelo programa para representar os locais que ndo sao similares entre as

sequéncias.
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Figura 49. Alinhamento Global das sequéncias de Leishmania sp. Fonte: Prépria Autora, 2013.

Mova a barra de rolagem, localizada abaixo das sequéncias, e veja em toda a

extensdo da sequéncia que ela ir4 ter locais em que sdo muito semelhantes, embora

apresente alguns gaps, pois alinhar sequéncias é colocar uma sobre a outra de

modo que todo base faga correspondéncia com outra ou com um gap. Os gaps

representam inser¢cdes ou dele¢des entre as sequéncias.
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Figura 50. Analisando o alinhamento global. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Salve sua atividade clicando nas opg¢des seguintes “File”, “Save As”, dé nome

ao arquivo e selecione o formato FASTA.
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New Text
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Save
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Export
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Graphic View
Print Window
Print Alignment as Text

-
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y Biokdit Sequence Alignment Editor
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Copy file name to clipboard
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igura 51. Opc¢des para salvar o arquivo. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 52. Salvando o arquivo no formato FASTA. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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4.3 Realizagdo de um Alinhamento Local

1° PASSO: Abrir sequéncia no programa BioEdit

O alinhamento local é utilizado para comparar duas ou mais sequéncias de
tamanhos diferentes e sado analisadas trechos conservados. Nessa prética iremos
comparar e alinhar uma sequéncia de um gene com um universo de genes
armazenados em um banco de dados. A ferramenta mais utilizada para esse tipo de
alinhamento é o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que esta disponivel no
Banco de Dados do portal NCBI por meio do endereco
<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/>.

/22 BLAST: Basic Local Alignr % E=SEnS
&« C M [ blastncbinim.nih.gov/Blast.cgi i —

— BLAST® 2| B
Recent Results  Saved Strategies  Help

» NCBI BLAST Home

News
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...
Improved BLAST statistics -
[ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search | 8a) _— 3

BLAST calculates expect
BLAST Assembled RefSeq Genomes values that describe the
significance of a match,
with a lower expect value
indicating a more

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases

o Human o QOryza sativa o Gallus gallus
o Mouse o0 Bos taurus o0 Pan troglodytes swsmﬁcant e
B . . Fri, 11 Jan 2013 10:00:00 EST
o Rat o Danio rerio o Microbes
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera More BLAST news...
Basic BLAST
Choose a BLAST program to run. Tip of the Day

. How to save custom search
Search a nucleotide database using a nucleotide query pages.

nucleotide blast § . .
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

So you have made a few
| Searrh nrotein datahase using a protein query BLAST searches and after

Figura 53. Pé&gina inicial do BLAST Assembled RefSeq Genomes. Fonte: Site NCBI BLAST
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>, acessado em 26/02/13.

Antes de acessarmos esse site precisamos obter uma sequéncia génica, para
isso abriremos o programa BioEdit, localize o arquivo da sequéncia de “Leishmania
amazonensis.fasta” e clique em abrir. Ao abrir a sequéncia dé um duplo clique
sobre o nome desta, como mostra a figura 55, e sera disponibilizado uma nova
janela contendo toda a sequéncia, basta seleciona-la por completa e copia-la
apertando as teclas “ctrl+c”.
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}" BioEdit Sequence Alignment Editor
File Accesory Application RMNA  World Wide Web  Options  Window  Help

= 0O

Examinar: Ij sequencias j - = EH~

e& | Nome | Data de modificag... Tipo

e | | mapa de restrigao 25/02/2013 01:43 Arquivo

E sequence (1) protein.fasta 22/02/2013 14:45 Arguivo FASTA
Ed e L.a.fasta 25/02/2013 01:36 Arguivo FASTA

! | sequence L.b.fasta 22/02/20131430  Arquivo FASTA

Areade %] sequence Lifasta 25/02/2013 01:43 Arquivo FASTA
Ia sequence L.m.fasta 25/02/2013 00:36 Arquivo FASTA

E %] sequence-editada p2.fasta 22/02/20131512  Arquivo FASTA

A

Computador

@

Rede E Isequance Lafasta

|All Fiies (=)

IFigura 54. Abrindo a sequéncia Leishmania amazonensis.fasta no BioEdit. Fonte: Prépria Autora,
2013.
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'Figura 55. Mostrando o local do nome da sequéncia. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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Figura 56. Nova janela mostrando toda a sequéncia. Fonte: Propria Autora, 2013.
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Figura 57. Selecionando a sequéncia completa. Fonte: Propria Autora, 2013.

2° PASSO: Realizacéo do Alinhamento Local

Apés obter a sequéncia desejada, vA& agora para 0 site
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/> para utilizarmos o programa BLAST que sera
executado. Observe que na pagina inicial do site temos a funcdo de escolher o
genoma de espécies especificas que se localiza sob a opcdo “BLAST Assembled
RefSeq Genomes” e temos ainda a opgao “Basic BLAST” que mostra o tipos de
BLAST existentes como ilustrado na figura 58. Vamos selecionar o tipo de BLAST o
qual procure um banco de dados de nucleotideo utilizando uma sequéncia de
nucleotideo, pois lembrem a sequéncia que sera alinhada é a L. amazonensis que
possui uma composi¢ao de nucleotideo, entdo vocé deve clicar na opcao “nucleotide

blast”
/2 BLAST: Basic Local Alignr = e

<« C' M [J blastncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg e =

;‘.5 BLAST® e

Home RecentResults = Saved Strategies = Help LSion Inl [Reqister]
» NCEIl BLAST Home News
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...
| Improved GLAST statistics L
it : ; escribed in BMC Researc =
[ __DELTA-ELAST. amore sensitive protein-protein search__ co) | Hotes.
Genomas de BLAST calculates expect
BLAST Assembled RefSeq Genomes values that describe the
Choose a species genome to search, or list all ic BLAST d. k eSpéCIeS sw?slﬁclance e mIEtCT'
with a lower expect value
a Human o Oryza sativa o Gallus gallus . I;‘::’E:;I;‘S‘ amr:tnnrs
o Mouse o Bos taurus 8 Pan troglodytes] eSpeC|f| cas g o P

o Rat 8 Danio reric o Microbes
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster

o Apis mellifera More BLAST news...

Basic BLAST
program to run Tip of the Day

Howr to save custom search
Search a nucleotide database using a nucleotide guery

nucleotide blast
Algorithms: blastn, megablast. discontiguous megablast

So you have made a few
o .| seacch aratein database using a protein query BLAST searches and after
www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/all/ ast, phi-blast, delta-blast adjusting the database, =

Figura 58. Mostrando as op¢cdes de BLAST. Fonte: Site NCBI BLAST <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>,
acessado em 26/02/13.
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Ao escolher o tipo de BLAST uma nova pagina abrira, na opgao “Enter Query
Sequence” ha um quadro em branco onde vocé deve digitar a sua sequéncia,
recorde que ja haviamos copiado a sequéncia nucleotidica, basta apenas colar
neste espacgo apertando as teclas “ctrl+v”. E depois escolha as opgbes para sua
pesquisa, clique em “Others” e selecione a opgao “Nucleotide collection (nr/nt)”, no
final da pagina selecione as opgdes “Show results in a new window” e “BLAST” que
iniciara o processamento de busca de dados para ocorrer o alinhamento local (As

figuras 59 até a 62, mostram todas essas opcdes).

/| & Nucleotide BAST: Search e |
« C' f | [ blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM =blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=B astSearch&Sl—OW_DE:#‘?f? =
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o
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Job Title
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Choose Search Set
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Figura 59. Local de insercdo da sequéncia. Fonte: Site NCBI BLAST <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>,
acessado em 26/02/13.
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Figura 60. OpgBes do BLAST. Fonte: Site NCBI
26/02/13.
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Figura 61. Mais opcdes para realizar o BLAST. Fonte: Site NCBI BLAST
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>, acessado em 26/02/13.

/" 22 Nucleotide BLAST: Search % J £ NCBI BlastNucleotide Seq % Lo 0
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Current time Mon Feb 25 00:01:04 2013
Time since submission 00:00:05
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aimer | Privac ccessibilin ontact | Send feedbac

Figura 62. Processado o alinhamento local. Fonte: Site NCBI BLAST <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/>,
acessado em 26/02/13.

3° PASSO: Resultados do Alinhamento Local

ApoOs o processamento de busca, o alinhamento local € concluido. Vamos
verificar as trés opgoes de resultados promovidos por esse alinhamento, que sé&o o
grafico, uma lista descritiva e as sequéncias alinhadas, para visualiza-los mova a
barra de rolagem. Analisemos primeiro o grafico, nesse gréafico temos duas escalas
uma de cor e outra a régua. Cada cor representa a quantidade de nucleotideos que
sdo semelhantes entre as sequéncias e a extensao da barra mostra a posi¢cdo de

bases que sdo semelhantes nas sequéncias analisadas.
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Query ID Icl|17495 Database Name nr
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Molecule type nucleic acid Program BLASTM 2.2.27+ b Citation
Query Length 2871
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Figura 63. Resultado do Alinhamento local. Fonte: Site NCBI BLAST <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/>,
acessado em 26/02/13.

2 Nucleotide BLAST: Search x ) £ NCBI BlastNucleotide Se o T
- C' # [Y blastncbinlm.nih.gov/Blast.cg ww =

Distribution of 133 Blast Hits on the Query Sequence & i
- - - =
ESCALAS Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
ngr!"I 1 1 1 1 1
1 550 1100 1650 2200 2750

Figura 64. Gréafico do alinhamento local. Fonte: Site NCBI BLAST <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/;,
acessado em 26/02/13.

Além do gréfico, tem outra maneira de mostrar o resultado do alinhamento
local uma lista descritiva da sequéncia, que revela o nome da sequéncia que foi
comparada com a sequéncia de L. amazonesis, o item “Max e Total Score” mostram
que quanto maior for 0 score mais as sequéncias sao parecidas, “Query cover” exibe
em porcentagem a extensdo de semelhanga entre as sequéncias, “E value” expde a
possibilidade das sequéncias serem parecidas ao acaso, “Max ident” mostra o
percentual do grau de semelhancga entre as sequéncias e “Accession” é o nome de

acesso a sequéncia.
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‘= Nucleotide BLAST: Search x | = NCEI Blast:Nucleotide Sec
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Select: All Mone Selected:0
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D store acors ot vame iem  Accession

M Leishmanis amazonensis ATP-dependent RMA helicase (hel100) mRMA complete cds 5178 5178 100% 0.0  100% UB81597.1
[l L.amaronensis mRMA for ATP-dependent RMA helicase 5178 5178 100% 0.0 100% XY11168.1
[ Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1102 c 3} q chr 33 ATAT ATAT 99% 0.0 96% ER799586.1
[ Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U11032 putative ATP-dependent RMNA helicase (LI 3981 3981 83% 0.0 96% XM 003878708.1
[ Leishmania donovani BPK282A1 complete genome. chromosome 34 3775 3775 99% (V] 89% ER799621.2
[ Leishmania infantum JPCM5 genome chromosome 34 3768 3768 99% oo 89% ER796466.1
[ Leishmanis major strain Friedlin complete genome. chromosome 34 3662 3722 958% 00  89% FER7964301
[[] Leishmania donovani ATP-dependent RNA helicase. putative (LDBPK _241800) mRMNA _c 3398 3398 B83% 0.0 91% XM 003864292 .1
[ Leishmania infantum JPCMS putative ATP-dependent RMA helicase (LIMNJ 34 1800) mE 3393 3393 B83% 0.0 91% XM 0014685141
[l Leishmania major strain Friedlin putative ATP-dependent RMA helicase (LMJFE 34 2050 3299 3299 B83% 0.0 90% XM _001686250.1
[ Leishmania braziliensis MHOM/BR/FS/M2904 contig. fusion of chromosomes 2 2554 2554 83% 0.0 B83% FER79820994.1 =

Figura 65. Lista descritva do alinhamento local Fonte: Site NCBI BLAST
<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/>, acessado em 26/02/13.

A outra maneira de resultado é expor as sequéncias nucleotidicas alinhadas
uma sobre a outra, isto é, a sequéncia do banco de dados alinhada com a sequéncia
de L.amazonensis. Ao mover a barra de rolagem vocé ira perceber que existirdo
falhas entre as sequéncias sdo os gap, que é inserido quando nao ha similaridade

entre as mesmas, como mostra a figura 67.
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Figura 66. Sequéncias alinhadas.
em 26/02/13.
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Figura 67. Mostrando os Gap do alinhamento Ilocal. Fonte: Site NCBI BLAST
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/>, acessado em 26/02/13.
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5. 42 PRATICA: MAPA DE RESTRICAO

5.1 Introducéao

Enzimas de restricdo ou endonucleases de restricdo sdo enzimas bacterianas
que cortam pontos especificos da molécula de DNA quebrando as ligacdes
fosfodiéster que ligam um nucleotideo a outro. As enzimas de restricdo s&o
extremamente especificas, pois cada enzima de restricdo reconhece e corta apenas
uma determinada sequéncia de nucleotideos, por exemplo, vamos supor que a
enzima de restricdo a reconhece a sequéncia nucleotidica TAGCGT, entéo ela so6 ira
cortar o DNA nas regides onde esta combinacdo de nucleotideos ocorrerem. As
enzimas de restricAo constituem a principal ferramenta da tecnologia do DNA
recombinante. Gracas a elas podemos isolar um gene especifico que nos interessa
para coloca-lo dentro de outro organismo (DNA Goes to School, 2007).

A cada fragmento obtido apds a digestdo enzimatica, € realizada uma técnica
gue envolve a separacdo de fragmentos por eletroforese, a comparacdo do tamanho
dos fragmentos resultantes permite fazer a localizacdo aproximada dos locais de
corte, ou seja, elaborar um mapa de restricdo. Os mapas de restricdo sdo uma
representacdo dos locais de cortes realizados pelas enzimas de restricdo,
normalmente esses mapas séo utilizados laboratorialmente para clonar uma regiao
de interesse.

Nessa pratica iremos construir um mapa de restricdo utilizando como exemplo
a sequéncia nucleotidica de Leishmania infantum, obtida na pratica anterior, além da

utilizacao do programa BioEdit.
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5.2 Montagem de um Mapa de Restricao

1° PASSO: Realizacdo de um Mapa de Restricao

Para iniciar a construgcdo do mapa de restricdo, primeiro abra a sequéncia

“Leishmania infantum.fasta” no programa BioEdit.

3 BioEdit Sequence Alignment Editor = i
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help
= 0O
% E\2° TCO\Material didatico\sequenciasisequence L.i fasta E@
a8 |CourlerNew j |1T ﬂ B 1 tatal sequences
Made: [Select 7 Side 7] Selection:0 Sequence Mask: Mone Start
o= [Select / Side Pasition: Mumbeiing Mask: None e a1

[— g o < oa e ] Serall L« |
& 1 D LT fon -+ =R WEETINN G0 s o (@ e mm e < e
B T T e e e
- 10 20 30 40 50 &0 q0 a0 S0 J
gi | 339828317 A TGTCCGR AGCCGAAGTAC AGACGEAGTGGTCTGAGCTGCCGC TTGACACGCGGETGCTCGAGGCCCTGACAGRACCTAGCGTGGAAGARGCCGACCGC

N | | T [ | =]

Figura 68. Sequéncia L. infantum aberta no BioEdit. Fonte: Propria Autora, 2013.

Selecione a sequéncia, em seguida clique no menu “Sequence”, escolha as
funcdes Nucleic Acid e “Restriction Map”. Ao clicar nessas opg¢des abrira uma nova
tela “Create Restriction Map” onde vocé pode notar que ha diferentes funcgdes,

iremos verificar 0s menus que estdo demonstrados, através das setas, na figura 70.

$# BioEdit Sequence Al = e
e el Go to Pubmed references
=D Overwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank

- Overwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignere sequence)
¥ A2 TCC\Material True positions from alignment positions == ==

Mucleotide Composition

Base composition and mass export (monoisotopic) N
Base composition and mass export with average masses Ll | |
Complement . B
AR AR SRR RN AR RS R RN RANF™|
Rewverse Complement Shift+Ctrl+R jo 80 S0
DMA->RMNA » ICAGACCTAGCGTGGRARGAAGCCGACCGD
»
RMNA->DNA
3
Translate >
>

Find next ORF
Find ORFs from a list of positions »
Create Plasmid from Sequence

Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1

codon search

Restriction Map

Sorted Six-Frame Translation

Unsorted Six-Frame Translation 3
T Protein »
w Translate or Reverse-Translate (permanent)
— == Translate in selected frame (permanent) L =
Toggle Translation CtieG |

Figura 69. Procedimento para um Mapa de Restricdo. Fonte: Propria Autora, 2013.
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y BickEdit Sequence Alignment Editor
File Edit Accesory Application RMNA  World Wide Web  Options  Window  Help

= 0

yE:\E‘TCC\Matenaldidaticn\sequencias\sequen(e Lifasta == =]
E |EounerNew j |'I'I j B 1 total sequences
Mode: |Select / Slide Selection: 0 Sequence Mask: None Start T

Positian: Mumbering Mask: Mone ruler at:

}" Create Restriction Map EI@

1
Iv Sites that cut five or fewer times ¥ large recognition sites [>6)

Dlspla.y: [~ Summary table of frequencies [~ A&l lsoschizomers [not recommended) [FCGC
v Display Map Iv Sumrnary of enzymes that do not cut

Iv Alphabetical by Mame [ 4hase cutters b anufacturer:

Iv Mumeric by position [ gy a |A||Enzymes j =

[ List of unique sites ¥ Ebase cutters

W (st e af e gntis v Enzymes with degenerate recognition
[ Create feature map

g I D I

View by Manufacturer | Select from fist |

Title: |gi|33989831 Flreff<b_003392459.1] Leishmania infantum JPCM5 putative ATP-dependent AMA helicase [LINJ_24 1
Baottomn Strand

Dizplay Top Strand [ Circular DMA [ends joined)
Translations: [~ Frame 1 I~ Frame
™ Fiame 2 [ Frame Generate Map Cancel |
[ Frame 3 [~ Frame -3 Yiews All Currently Selected Enaymes |

ATGICCGARGCCGRAGTACAGRCGGAGTGETCTGAGCT GCCGCTIGACACGCGEETGCT CGRGECCCTGACAGRCCTAGCET GERAGARGCCGACCGCCGT CCARRGCGCTTGCGTGCCGT

e 1 [ |

Figura 70. Menus para realizar um Mapa de Restricdo. Fonte: Prépria Autora, 2013.

2° PASSO: Resultados do Mapa de Restricao

Vamos conferir, entdo, cada um desse menu e suas respectivas funcoes.
A funcdo do menu “Display Map” exibe o mapa, as opgdes “Alphabetical by
Name” e “Numeric By position” mostra o nome das enzimas por ordem alfabética e

por posicao numérica, respectivamente.

y BioEdit Sequence Alignment Editor = S
File Edit Accesory Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help
= O
y E\2° TCCWMaterial didatico\sequenciasisequence L.ifasta (=1 I >

(=] |Cour|e| Hew j EEE 1 total sequences
Mode: |Select / Slide - Selection: 0 Sequence Mask: None e 1

Position: Mumbering b azk: Mone ruler at:
— P 1
I D 1],
& = % Create Restriction Map EI@ RPN
¥
Display: [v Sites that cut five or fewer times Iv large recognition sites (> 6]
Pl [~ Summary table of frequencies [ alllzoschizomers [hot recommended) sjelcle

v Display Map ¥ Summary of enzpmes that do not cut
¥ Aphabetical by Namel [ ghoce cutters Manufacturer:
s seru [ Sbase cutters All Enzymes j ﬂ
[T Ligt of unique sites [¥ Bhase culters
[ Fastalist of fragments [ Enzpmes with degenerate recogrition View by Manufacturer | Select from list |

[ Cieate feature map

Title: |gi\33988831 Flrefl-<_003392489.1| Leizhmania infantum JPCMS putative ATP-dependent AIMNA helicase [LIMJ_24_1

Display Top Stand Bottom Strand I Circular DNA [ends joined]
Translations: I Frame 1 I~ Frame-1
[ Frame 2 I Frame 2 Generate Map Cancel |
™ Frame 3 I Frame 3 Yiew all Currently Selected Enzymes |

ATGTCCGRAGCCGRAGTACAGACGGAGIGGTCTIGAGCTGCCGCTIGACRCGCGGETGCICGAGGCCCIGACAGACCTAGCGTGGRAGRAGCCGACCGCCEGTCCARAGCGCTIGCGIGCCGT

K0 | il [ I ]

Figura 71. Funcdes do menu Create Restriction Map. Fonte: Propria Autora, 2013.
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E o botdo “Sites That cut five or Fewer times” realiza a fungao de sitios que

cortam cinco vezes ou menos um pedaco de DNA, ha também a opg¢&o “Summary of

enzymes that do not cut” que mostra as enzimas que nao cortam a sequéncia. A

opg¢ao “Manufacturer” permite escolher o fabricante da enzima, selecionaremos a

opgao “All Enzymes”, ou seja, todas as enzimas que existe no Banco de Dados do

programa BioEdit.

%‘ BicEdit Sequence Alignment Editor

File Edit Accesory Application RMA World Wide Web  Options  Window  Help
= O

3 £42° TCC\Msterial didstico\sequencissisequence Lifasta = (= [ =
=) |CounerNew ﬂ |11 j B 1 tatal sequences
Made: = Selection: 0 Sequence Mask: None Start
ode: | Select / Slide Eostion Humhering b ask: Mone ler at:|!
— 1 1
I D 1
& L e Create Restriction Map F=TelEs] ..,
a»
Displa ¥ Sites that cut five or fewer times I large recognition sites [> 6]
CLEDE [ Summary table of frequencies Al | saschizomers [not recommended) [FCGC
[v]iDisplaytdap [V Summary of enzymes that da not
v Alphabetical by Mame — ap e Manufacturer.
I+ Mumeric by position I 5 hase outlors [0 Enzpmes - =
[~ List of unique sites 7 Bbase cutters
[ Fasta list of fragments ¥ Erzymes with degemerats recogrition Wiew by Manutacturer ] Select from list |
[~ Cieate feature map
Title: |gi\33989831 Thefl-<k_003292429.1| Leishmania infantum JPCME putative ATP-dependent RNA helicase [LINJ_24_1
Display Ty — Bottam Strand [~ Citcular DNA [ends joired]
Translations: ™ Frame1 [~ Frame -1
I~ Frame 2 | Framas2 Generate Map Cancel |
™ Frame 3 [~ Frame -3 Selected Enzymes |
ATGTCCGRAAGCCGAAGT ACAGRCGGAGT GETCTGAGCTGCCGCTTGACACGCGGETGCTCGAGGCCCTGACAGACCTAGCGT GEARGRAAGCCGACCGCCGTCCARAGCGCTTGCGTGCCOGT
ERES| o1 X |

Figura 72. Outras fun¢gBes do menu Create Restriction Map. Fonte: Prépria Autora, 2013.

E a opcado “Generate Map” ao clica-la ira gerar o mapa de restricdo, que

mostrara os resultados que foram solicitados. Agora clique nesta op¢éo para gerar o

mapa de restricdo. Varios resultados serdo exibidos basta mover a barra de rolagem

para visualiza-los.

$ BioEdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: gi|339898317|reflXM_003392489.1| Leishmania infantum JPCM5 putative ATP-dependent RNA helicase (LINJ_24 ] | e (5 S|

% File Edit Format Accesory Application RMA World Wide Web  Options  Window Help

— (&) %=
= D
HE FXPE et [ 2 BAUEEE =
&+ ' ' ' ' ' L ' ' ' L ' ' '
-~ g g O O -

BicEdit wversion 7.1.3.0 (11/4/2011) Restriction Mapping Utilicy
{c)la39sg, Tom Hall

25/02/2013 01:40:19
1818 base pairs
Translations: none

Restriction Enzyme Map:

1 ATGTCCGARAGCCGRAGTACAGACGGAGTGETCTGAGCTGE!
1 TACAGGCTTCGGCTTCATGTCTIGCCTICACCAGACTCGR
Tatl BaeMIT

TTGACACGCGEGTGCTCGAG

CTGTGCGCCCACGRAGCTC!

CTGRACAGACCTAGC
GACTGTCTGGATCG

Mwol MnlI Eco0l03T

G
BbvI Faul Rlel Rval
BapCNI HpyF10VI B3iHERI
DrdI MslI SmlI
Xhol
Bspl2eal

81 GTGEAAGAAGCC

81 CACCTTCTTCGGCTGGCGECAGE CGCGARCGCACGGCGAGCGCG GTTCCCGTTICTIGTAGAGGTAGGTTAGGGCGT
BcelAT BsiET ca8l Cacal FokI BstF5I

« - - - .

gi|339898317 |ref|XM 003392489.1| Leishmania infantum JPCMS putative ATP-dependent RNA helicase

160
160

(LINJ 24 0240) mRNA, complete cds Restriction M

Figura 73. Mapa de Restricdo da sequéncia L.infantum. Fonte: Prépria Autora, 2013.
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7

O primeiro resultado a ser exibido € uma tabela que relaciona todas as
enzimas escolhidas com as bases que elas reconhecem, a frequéncia que estas

sequéncias aparecem e a posicao que cortam o DNA.

}4 BicEdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: gi|339898317|reflXM_003392489.1| Leishmania infantum JPCM5 putative ATP-dependent RNA helicase (LINJ_24 ] [p=n ﬂ

}4 File Edit Format Accesory Application RMA  World Wide Web  Options  Window Help = (&[>
= D
(=] ix [y [y [Courier New ~| |9 j B /7 g = % i=
o . . . . . \ . . . . . . . . . . . . . \ . . . .
s i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i g
Restriction table: E
Enzym Recognition fregqueficy Positions
Ratll 2 368, 702
Rccl 1 1870
Acll 1 1227
afel 1 109 @3
RFITI] 1 1487
ngeT 5 1 176
Ahdl GACnn_n'nnGIC 1 1111
Rlel CACIHn'nnGIG 2 53, 1loz2z2
RlwI 2 531, lez2s
ApaT 1 731
Lpall 1 1027
Bpol 1 913
Aval 5 59, 240, 929, 1643, 1652
Banl 7 179, 374, 455, 642, 1134, 1lis0

1648
BanIl 2 731, 1103
Bbel 3 378, 1138, 11&84
BbsI n'nnnn_ 1 779
BbwvI GCi NOnOnnnnn ' gonn 10 24, 214, 349, 459, 725, 1047

1069, 1441, 1437, 1779
il s i T Taan E
4| m 3

Figura 74. Resultado da tabela que mostra a frequéncia e posi¢do do nucleotideo. Fonte: Prépria
Autora, 2013.

Os outros resultados exibidos sdo uma tabela que mostra a enzimas de
restricdo que corta até cinco vezes a sequéncia nucleotidica. Outra tabela com a
posicdo do nucleotideo e a respectiva enzima que corta nesse local. E uma lista com

as enzimas que nao cortam a sequéncia.

y BicEdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: gi|339898317|ref[XM_003392480.1| Leishmania infantum JPCM5 putative ATP-dependent RNA helicase (LIN)_24 ] [z—=x g

}4 File Edit Format Accesory Application RMNA  World Wide Web  Options  Window  Help — |[ 5[ %

i}

HE 3% @3 [Couwerten W 4 BsU|E==i=

[ ' \ ' ' ' ' ' ' ' L

s i i i i i i i i i i i i i i i i i i i i g
-

Enzymes that cut five or fewer times

Enzyme Recognition frequency Positions

RatII 2 362, 702

Zccl 1 1670

AclI 1 1227

Afel 1 109

Af1III 1 1487

Agel 3 1 176 |

IhdI GACnn_n'nnGIC 1 1111

Alel CACnn'nnGIG 2 53, 1022

AlwWI 2 531, 1828

Apal 1 731

ApaLl G' 1 1027

Apol r' 1 913

Aval cr 5 59, 240, 929, 1643, 1652

BanIl G_: 2 731, 1103

Bbel G_1 3 378, 1138, 1184

BbsI GRRGACnn'nnnn_ 1 779

BbvCI CC'ICA_GC 1 1437

Begl CEAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn' 3 284, 1624, 1751

Begl GCAnnnnnnTCEnnnnnnnnnn nn' 3 918, 1658, 1717 -

4| nn +

Figura 75. Resultado da tabela que mostra as enzimas que cortam até cinco vezes. Fonte: Prépria
Autora, 2013.
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y BioEdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: gi|339898317|reflXM_003392489.1] Leisk ia inf JPCM5 putative ATP-dependent RNA helicase (LINJ_24 ] n&u
¥ File Edit Format Accesory Application RNA World Wide Web Options  Window  Help [ [=]*]
=0
B & % % & ICourierNew vl |9_j
L \ | \ | | \ | \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 . 1 . 1 . 1 . 1

* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 I 1 I 1 I 1
Position Enzyme(3)

14 Tatl w'GTAC w
24 BseMII CICAGnnnnnnnn nn'
24 BbvI GCAGCnnnnnnnn ' nonn_
25 BspCNI  CICAGnnnnnnn nn'
28 DrdI GACnn_nn'nnGIC
38 TspGWI  ACGGAnnnnnnnnn nn'
45 Faul CCCGCnnnn'nn_
43 Mwol GCnn_nnn'nnGC
50 HpyF10VI GCn_nnnnn'nGC
53 Blel CRECnn'nnGIG
53 M=11 CRynn'nnrTG D
55 MnlI CCICnnnnnn n'
59 Bval C'yCer G
58 SmlI C'Iyrk G
58 ¥hol C'ICGR G
&0 BsiHERI G wGlw'C
&0 Bspl28eI G dGCh'C
a4 Eco0109I rG'GnC Cy
a3 BoeAI ACGECnnnnnnnnnnnn'nn_
94 BsiEI CG_ry'CG
e P
no Takn T Rt N - i
< I 3

'Figura 76. Resultado da posicao nucleotidica e as enzimas. Fonte: Prépria Autora, 2013.

$¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - [Restriction Map: gij339893317|ref(XM 003302480 1| Leishmania infantum JPCMS putative ATP-dependent RNA helicase (LINJ_24 1 |vo[ . [l S
% File Edit Format AccesoryApplication RNA World WideWeb Options Window Help [ [=]=]
= D

B & x % @ Couier New vl IS_:II B/ g

< \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ | | \ | . | | . |
* 1 I 1 1 I 1 1 I 1 I 1 1 I 1 1 I 1 1 I 1 I 1 1 I 1 ﬁ
1ITLT BLgl RERE R ISLA1SRER BRINC AR RARE RS LA IaRSR RS R 2 LAY N
1723 Tthllll GACn'n nGIC

1725 Hgal GACGCnnnon'nnnnn_

1739 Fapl TGC'GCR

1751 Begl CGAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn'

1771 MspAlI CmG'CkG

1774 Bsll CCnn_nnn'nnGG

1776 Faul CCC&Cnnnn'nn_

1779 BbvI GCASCnnnnnnnn'nonn_

1739 BseRI GAGGAGnnnnnnnn_nn'

1783 Eco571  CIGARGnnonnnnnnnnnnn nn'

1783 EcobSTMI CIGrAGnnonnnnnnnnnnn nn'

1810 Mnll CCICnnnnnn_n'

Enzymes that do not cut:

Aarl, AccH5I, AL1II, AlcI, Alcl, ALWNI, AscI, AseI, AsiSI, AwrII, BaeI, Bael

BamHI, BciVI, Bglll, Blpl, Bmrl, Bmtl, BsaBI, BspEI, BspHI, BsrGI, BasHII, BatBI

BatEII, BstXI, BstYI, BstZl7I, Bsu3eI, Clal, Dral, EarI, EcoICRI, EccRI, EcoRV

Fall, Fsel, FspAI, Hpal, EpnI, Mfel, MmeI, NcoI, NdeI, NWheI, NotI, PacI, Pcil

PfIMI, Pmel, Ppil, Ppil, Psil, Parl, ParI, Pvul, RsrII, SacI, Sapl, SbfI, Sfil

SgrAI, Smal, SnaBI, SpeI, SrfI, SspI, Stul, Swal, TagII, Taqgll, TspDII, Xbal, Xcm]

gal, ol a

L 4

< T

| »

'Figura 77. Resultados das enzimas de restricdo que ndo cortam a sequéncia. Fonte: Prépria Autora,

2013.
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APENDICE B — QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DO MATERIAL DIDATICO

AVALIACAO DO MANUAL DIDATICO

1. Qual nota vocé daria de 0 (zero) a 10 (dez) para a Apresentacéo das Palestras?

2. Qual nota vocé daria de 0 (zero) a 10 (dez) para a Utilidade do Material Didatico

na utilizacdo das Ferramentas Basicas de Bioinformatica?

3. Qual nota vocé daria de 0 (zero) a 10 (dez) para a Linguagem utilizada no

Material Didatico?
4. O Material Didético continha todos 0s passos necessarios para realizar as
atividades préticas propostas?

() Sim ( ) Nao

5. Dé sua opinido em relacado ao Material Didatico:
Pontos Positivos-

Pontos Negativos-

Criticas-

Sugestdes-

97



