
Pesquisa de sequências em 
bases de dados



• Problema:  encontrar sequências numa base 
de dados que apresentem uma semelhança 
significativa com uma determinada sequência

Factores a ter em consideração:

•Tamanho da base de dados

• Rapidez do algoritmo de alinhamento

• Sensibilidade do algoritmo de alinhamento

• DNA ou proteína ?



As buscas com proteínas são mais sensíveis

•Sempre que possível, usar uma sequência de proteína 
(ou sequência de DNA traduzida) nas buscas

• Enquanto se podem detectar semelhanças entre 
sequências de proteína que divergiram há mais de 2 
biliões de anos, as comparações de DNA não permitem 
ir além dos 200-500 milhões de anos



Exemplo de busca de DNA vs. proteína

A pesquisa com proteína ou DNA traduzido permite identificar 
sequências da proteína GST em organismos mais distantes da 
Drosophila (mosca da fruta)

Nesta zona a pesquisa 
com a sequência de de 
DNA não detecta 
similaridade

Organismos 
mais distantes 
da Drosophila
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• Em geral a maioria das sequências na base de dados não apresenta 
semelhança detectável com a nossa sequência de pesquisa, produzindo 
alinhamentos aleatórios

• O pequeno grupo de sequências aparentadas com a sequência de 
busca irá produzir um score muito mais elevado

• Valores de K e  podem ser estimados a partir da distribuição de 
scores
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Algoritmos de busca

• A grande dimensão das bases de dados de sequências e o elevado 
número de buscas suportado pelos servidores actuais torna 
impraticável o uso dos algoritmos de Needleman-Wunsch ou Smith-
Waterman para a geração dos alinhamentos durante o processo de 
busca

• Recorre-se normalmente a uma classe de métodos, chamados 
métodos heurísticos de alinhamento, que sacrificam alguma 
sensibilidade na busca a troco de uma muito maior rapidez

• Os dois métodos heurísticos de busca mais usado são de longe os 
seguintes:

• FASTA - https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta

• BLAST - http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST



GAVHVTSKAAKLIVVGARLHTIRG

FASTA

• O primeiro programa a  ser amplamente usado para pesquisa de bases 
de dados de sequências, desenvolvida por Pearson e Lipman em 1985. 

• Em vez de calcular sistematicamente alinhamentos óptimos, começa 
por analisar regiões de similaridade mais alta usando comparações 
entre grupos de resíduos, em vez de resíduos isolados. Em seguida 
produz um alinhamento óptimo dentro de uma zona restrita do dot 
plot. As sequências que neste alinhamento retornam score mais alto 
são alinhadas rigorosamente com o método de Smith-Waterman.

Tabela de “Hashing”:

AAVHVVRTVHAKLVGGARKHHIVT
1 2 3

1 2 3

A B
AA  1 5
VH  2 2
....
GA  9 9
....
....

Sequência A

Sequência B
ktup=2

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta

9

9

match



(A) Identificação de regiões de 
similaridade por comparação de 
“k-tuplas” entre a sequência-
alvo e cada sequência da base de 
dados

(B) Cálculo de score para cada 
região de similaridade utilizando 
uma matriz de score e selecção 
das regiões de score mais alto

(C) Junção das regiões de score 
alto utilizando uma “junction 
penalty”

(D) Pesquisa do alinhamento óptimo 
numa banda (entre as linhas 
tracejadas) envolvendo a região 
definida no passo anterior

Estratégia do programa FASTA





FASTA no EBI

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/



FASTA no EBI - parâmetros

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/
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FASTA no EBI

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/



Exemplo de pesquisa com o programa FASTA



Estatística de pesquisa com FASTA

• E-value: número de sequências aleatórias que é esperado possuirem 
um score superior ao observado. Este número aumenta com a dimensão 
da base de dados. Deve ser pelo menos < 0.01 para podermos confiar 
no resultado do alinhamento.

• z-score: número de desvios padrões do score relativamente à média 
da distribuição. No programa FASTA os z-scores são normalizados 
para valores z’, dados por:

z’ = 50+10*z

• Score optimizado: o score produzido pelo passo final do programa.

• ktup: dimensão do conjunto de posições que é indexado por hashing, 
é também a dimensão do mínimo pormenor que o algoritmo é capaz de 
detectar na sequência. Para proteínas usa-se geralmente ktup=2, mas 
ktup=1 produz buscas mais sensíveis e capazes de identificar 
similaridades mais distantes.



BLAST

• O programa BLAST (Altschul et al, 1990) é actualmente o mais 
usado, devido a sua maior rapidez, conseguida a troco de uma 
sensibilidade um pouco inferior à de FASTA. O fundamento estatístico 
do método é bastante rigoroso e na sua versão iterativa PSI-BLAST 
(Position-Specific Iterated BLAST) é extremamente sensível, graças 
ao uso de uma matriz de score cujos valores dependem da localização 
dos aminoácidos e que é refinada em iterações successivas.

• O método baseia-se na localização de pequenas regiões de elevada 
similaridade que são prolongadas nas duas direcções de forma a 
maximizar o score

• O tratamento estatístico é baseada no modelo de distribuição de 
valor extremo de Karlin-Altschul, sendo rigoroso para alinhamentos 
locais sem gaps, e aproximado nas outras situações.



NCBI BLAST

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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NCBI BLAST
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Versões de BLAST
• BLASTP
pesquisa uma sequência de aminoácidos em um banco de sequências de 
proteína. 

• BLASTN
pesquisa uma sequência de nucleótidos em um banco de sequências de 
nucleótidos (DNA ou RNA)

• BLASTX
pesquisa uma sequência nucleotídica traduzida em todos os 6 quadros de 
leitura em um banco de sequências de proteína. Permite encontrar 
potenciais produtos da tradução de uma sequência nucleotídica 
desconhecida.

• TBLASTN
pesquisa uma sequência de proteína em um banco de sequências 
nucleotídicas, dinamicamente traduzidas nos 6 quadros de leitura  

• TBLASTX
pesquisa os 6 possíveis quadros de leitura de uma sequência nucleotídica
num banco de sequências nucleotídicas, dinâmicamente traduzidas nos seus 
6 quadros de leitura. Extremamente lento e pesado computacionalmente.
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Exemplo de pesquisa com o programa BLAST









Pesquisas mais sensíveis

O uso de métodos heurísticos acelera as pesquisas mas sacrifica 
sensibilidade e pode impedir a identificação de relações distantes entre 
sequências. Para as situações em que é necessária sensibilidade adicional, 
dispomos de algumas aplicacções que realizam alinhamentos de Smith-
Waterman contra toda a base de sequências, sem filtragem prévia por 
métodos heurísticos:

• MPSearch:    http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/

• Ssearch (parte do conjunto de aplicações de FASTA):
• https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/

• http://molsim.sci.univr.it/bioinfo/tools/OlfactionDB/ssearch.html

• https://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_www.cgi?rm=select&pgm=sw

Note-se que esta abordagem é muito mais pesada computacionalmente, pelo 
que a reposta é mais demorada e o uso intensivo dos servidores é geralmente 
desencorajado pelos seus responsáveis. Este tipo de serviços deve pois ser 
usado de forma moderada.



Regras gerais para pesquisa

• Usar uma sequência de proteína, ou converter DNA para proteína 
sempre que possível

• Utilizar a base de dados mais pequena que possa conter as 
sequências que pretendemos encontrar, no caso de não termos 
resultados então passar para uma base de dados maiores

• Escolha do esquema da gap penalty compatível com o modelo 
estatístico usado, nomeadamente com a matriz de score usada.

• Sempre que possível verificar a qualidade do ajuste da distribuição 
de scores aleatórios à distribuição de valor extrema produzida pelo 
software de alinhamento

• Procura valores de E < 0.01, para valores superiores o número de 
falsos positivos torna-se importante

• No caso de realizar um grande número de buscas devemos usar 
valore de E mais pequenos, pois o número de falsos positivos cresce 
linearmente com o número de pesquisas


