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Como resultado dos crescentes
investimentos na drea da gendmica nos
ultimos anos, a lista de sequéncias de
genomas completos vem crescendo
a uma velocidade cada vez maior e
contribuindo com a disposi¢ao de um
volume de dados para acesso publico
sem precedentes na histéria. Hoje
(maio de 2004) sao 190 genomas com-
pletos publicados, dos quais, 145 de
procariotos, 18 de archaea e 27 de
eucariotos. Além disso, existem 900
genomas sendo sequienciados; 460 de
procariotos, 26 de archaea e 414 eu-
cariotos (http://www.genomesonline.org).
A Figura 1 apresenta a evolu¢iao na
obtencao de sequéncias gendmicas
completas de organismos de vida livre.

Um forte componente que tem
auxiliado tremendamente essa
evolugio da informac¢io gendmica sio
as ferramentas de bioinformatica.
Atualmente os dados de sequéncias
podem ser explorados com o uso de
poderosas ferramentas de busca,
acessando fontes de informaciao
eletrbnica associada e integrada de um
modo inconcebivel hd menos de uma
década, quando, em 1995, foi seqiien-
ciado o primeiro genoma de um orga-
nismo de vida livre, Haemophilus in-
fluenzae (Fleischmann et al, 1995).
Muitas dessas ferramentas, como En-
sembl Genome Browser (http://
www.ensembl.org/) (Stalker et al,
2004), KEGG (http://www.genome.ad.jp/
kegg/kegg2.html) (Kanehisa et al,
2004), GeneQuiz  (http://
www.sander.ebi.ac.uk/ggsrv/submit/)
(Hoersch et al, 2000) e MIPS (http://
www.mips.biochem.mpg.de/)
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(Mewes et al, 2004), sao de dominio
publico e possibilitam a obtencdo de
informagdes organizadas, além de in-
tegrarem ferramentas poderosas, pos-
sibilitando, por exemplo, a anilise
comparativa entre dados de diferentes
genomas.

Entretanto, em meio a esse clima
de novidade e excitacdo, parece ter
se estabelecido uma expectativa
excessiva sobre a aplicacio de dados
de sequéncias gendmicas em busca
de inferéncias biolégicas. Por outro
lado, existe um crescente
reconhecimento e entendimento de
que tais metodologias baseadas na
sequéncia de DNA terdo que ser
complementadas pela andlise direta
dos produtos codificados pelos genes;
0s RNAs e as proteinas. Sabe-se que
conhecer a sequiéncia de um genoma
nio garante que as proteinas
codificadas por esse genoma possam

Bicteciiologia Ciéricia & Desenvolvimento ii. 32 - janciro/junkc 2004

ser imediatamente determinadas (por
exemplo, por homologia com
proteinas, ja conhecidas, de outros
organismos). H4 uma estimativa,
baseada em genomas recém-
completos, que cerca de 30% do
conteddo génico de um organismo seja
de proteinas especificas deste (Rubin
etal, 2000). E claro que esse nimero
tende a diminuir 2 medida que mais e
mais genomas vao sendo
seqienciados, mas mostra a
dificuldade em proceder-se a uma
anotacio automatizada [confidvel e
completa] dos genomas.

As predi¢des computacionais a
partir de dados de sequiéncias sio com-
plicadas e nem sempre geram resulta-
dos confiaveis, principalmente no caso
de genomas mais complexos como o
genoma humano. Embora o término
do Projeto Genoma Humano tenha
sido comemorado em abril de 2003
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(Collins et al, 2003; Pennisi, 2003a), o
nimero exato de genes codificados
pelo genoma ¢ ainda desconhecido e
podem ser necessdrios anos ainda até
que tenhamos uma contagem confidv-
el do nimero de genes no genoma
humano.

A razdo para tanta incerteza é que
as predicdes sao derivadas a partir de
diferentes métodos computacionais e
programas de predi¢io génica. Alguns
programas detectam  genes
procurando por parimetros diferentes
que definem onde um gene comeca
e termina (predicdo “ab initio”).
Outros programas procuram por genes
pela comparagio de segmentos de
sequéncia com homologia com genes
e proteinas conhecidos (predi¢iao
comparativa). Enquanto a predi¢cio ab
initio tende a sobrestimar o nimero
de genes pela contagem de qualquer
segmento que pareg¢a um gene, O
método de predicio comparativa
tende a subestimar este nimero, ja que
¢ limitado por reconhecer somente os
genes similares aos jd conhecidos. A
definicio de gene é problemdtica
porque pequenos genes podem ser
dificeis de detectar, um gene pode
codificar para vdrios produtos
protéicos, alguns genes codificam para
RNA, dois genes podem se sobrepor,
e ha muitas outras complicacdes
(Pennisi, 2003b). Sendo assim,
métodos computacionais por si s6 nio
sdo suficientes para gerar o nimero
real e o conhecimento de todos os
genes de um genoma eucariético
complexo; pelo menos com as
informacoes existentes atualmente.
Até que se gere um conjunto de dados
bastante informativo para as predi¢des
comparativas, essas precisario ser
verificadas por trabalho intensivo de
laboratério antes de se chegar a um
consenso real.As Gltimas estimativas a
partir de programas de predi¢iao

génica sugerem que no genoma
humano devem existir 24500 ou
menos genes que codificam para
proteinas (Pennisi, 2003c). A
estimativa do Ensembl (versdo
20.34c.1, de 08-02-2004) é de 23531
genes, incluindo 1744 pseudogenes
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/)
(Stalker, 2004). Essa estimativa é
muito menor do que aquelas das
anotagodes iniciais, que contavam mais
de 70.000 genes (Write et al, 2001).
Considerando que os genes no
genoma humano apresentam um
tamanho médio de 3000 pares de
bases, menos de 2% do genoma
codificam para proteinas. Assim
mesmo, atualmente é desconhecida
a funcao de mais de 50% dos genes
descobertos.

Observando a inesperada
equidade relativa no nimero de genes
de organismos bastante diferentes em
termos de complexidade (Quadro 1),
sugere-se que o fator que determina
a complexidade de um organismo nio
estd no nimero de genes, mas em
como as partes génicas sio usadas
para construir diferentes produtos em
um processo chamado splicing
alternativo. Outra razio para essa
maior complexidade sao as milhares
de modificacdes quimicas pods
traducionais que ocorrem nas proteinas
e o repertério de mecanismos de
regulacio que controlam esses
processos (Genomics and Its Impact
on Science and Society: The Human
Genome Project and Beyond, 2003).
A versiao 34.00 do banco de dados
RESID (http://pir.georgetown.edu/
pirwww/dbinfo/resid.htmD) (Garavelli,
2003) apresenta 339 modificacdes
pos ou co-traducionais conhecidas em
proteinas, modificagdes essas que nio
podem ser evidenciadas diretamente
a partir da seqiiéncia génica.

Informacao versus aciao

Em qualquer sistema biolégico, se
um trabalho ¢ realizado, quase sem-
pre a molécula responsivel por essa
agio €é uma proteina. A vida depende
de milhares de proteinas diferentes,
cujas estruturas sao ajustadas para que
moléculas individuais de proteinas
combinem, numa precisio impressio-
nante, com outras moléculas. Reacoes
quimicas na célula dependem da com-
binacao de enzimas com substratos e
essas sio geralmente controladas por
outras moléculas combinando com si-
tios especificos da proteina. Estrutur-
as como os musculos dependem da
interaglo proteina-proteina, o controle
da expressio génica depende da
combinagio proteina-DNA, o controle
hormonal depende da interacio do
horménio com receptores protéicos,
o transporte através da membrana
envolve interacdes soluto-proteina,
protecdes imunes requerem a inter-
acdo antigeno-anticorpo, atividades
neuronais requerem a interagao sub-
stancia transmissora-proteina. Estes
sdo apenas alguns exemplos do
universo quase infinddvel de inter-
agoes especificas em que as protei-
nas sdo envolvidas. Todas essas inter-
agoes dependem do reconhecimento
exato de estruturas especificas nas
moléculas das proteinas envolvidas
(Goodsell, 1991). Neste contexto,
bancos de dados como o LIGAND
(http://www.genome.ad.jp/ligand/)
(Goto, 2002) possibilitam visualizar
cada uma entre o universo de reacdes
quimicas conhecidas envolvendo a
interacao de enzimas com metabdli-
tos e outros compostos. Interagdes
proteina-proteina, proteina-DNA e
proteina-RNA podem ser encontradas
em bancos de dados como BIND —
Biomolecular Interaction Nelwork
database (http://www.bind.ca/) (Bad-
er et al, 2003), DIP — Database of In-
teracting Proteins (http://dip.doe-

Quadro 1 — Tamanho do genoma e ndmero estimado de genes de diferentes organismos.

Organismo

Homem (Homo sapiens)

Rato (M. musculus)

Mostarda (A. thaliana)

Roundworm (C. elegans)

Mosca das frutas (D. melanogaster)
Levedura (S. cerevisiae)

Bactéria (E. coli)

Virus da AIDS (HIV)

Tamanho do Genoma (pares de bases)

3 bilhdes
2,6 bilhdes
100 milhdes
97 milhdes
137 milhdes
12,1 milhdes
4,6 milhdes
9700

N° Estimado de Genes
30.000

30.000

25.000

19.000

13.000

6.000

3.200

9
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mbi.ucla.edu/) (Salwinski et al, 2004)
e MINT — Molecular INTeractions
(http://cbm.bio.uniroma2.it/mint/)
(Zanzoni, et al, 2002). Informacdes
sobre interagiio antigeno-anticorpo sio
disponiveis no IMGT — International
Immunogenetics Database
(imgt.cines.fr) (Lefranc, 2004).

Cada vez mais se torna evidente
que a aplicagio de dados de seqiién-
cias de DNA, utilizando informacdes
sobre a relagio entre a seqiiéncia de
DNA do gene e a fungio protéica, nio
sustenta a atribuicao infalivel de fun¢io
para as proteinas. Muitas evidéncias
mostram a fragilidade das con-
statacdes feitas puramente a partir de
sequiéncias gendmicas, sugerindo que
(1) embora a seqiiéncia gendmica pos-
sa ser usada para predizer “open read-
ing frames” (ORFs), tais predi¢des sio
ainda muito grosseiras e passiveis de
erro, principalmente em eucariotos.
(i) O processamento do mRNA tem
uma influéncia importante no produ-
to final da expressido génica; o pro-
teoma. E o caso do splicing alternati-
vo, em que, pela montagem de difer-
entes combinacdes de exons, um pré-
mRNA dd origem a dois ou mais mR-
NAs diferentes, que codificam para
produtos protéicos diferentes. Como
resultado, as modificacdes advindas do
processamento do mRNA permitem
que seja produzida uma variedade de
proteinas superior ao nimero de genes
do genoma. (iii) Existe uma enorme
diversidade de modificacdes pés-tra-
ducionais que uma proteina pode so-
frer, influenciando a sua fungio, loca-
lizagao celular e atividade. A infor-
magio da seqiiéncia de DNA ainda nao
dd um discernimento claro sobre mod-
ificacdes pos-traducionais a que cada
produto protéico estd sujeito, sendo
dificil, se nao impossivel, estabelecer
um numero de proteinas produtos
que cada gene codifica. (iv) Os mecan-
ismos de controle da expressao géni-
ca envolvem uma rede complexa e
variavel de interagdes moleculares,
cujo entendimento ¢ ainda bastante
rudimentar. Esses mecanismos nio sio
prontamente evidentes a partir do
conhecimento da seqiiéncia de DNA
do genoma, havendo ainda grandes
limitagoes em se utilizar a informacio
da sequiéncia de DNA com o intuito
de conhecer o contetido e a dimani-

cidade das proteinas codificadas por
um determinado genoma.

Fotografia versus filme

Certos grupos de proteinas inter-
agem entre si para realizar determi-
nados trabalhos celulares. Um exem-
plo bem tipico sio as proteinas orga-
nizadas em vias metabdlicas como a
glicdlise, o ciclo de Krebs, e outras,
em que os produtos génicos chama-
dos enzimas precisam trabalhar em
harmonia. Outro exemplo bem con-
hecido € o caso das proteinas estru-
turais que devem estar juntas e orga-
nizadas precisamente para exercer a
sua func¢iao, como exemplo, os com-
ponentes de uma unidade ribossom-
al, as histoproteinas que sio essenci-
ais para manter a estrutura da croma-
tina etc. Desse modo, em estudos de
expressiao génica é habitual assumir
que grupos de genes cujos modelos
de expressdo sdo similares entre si,
sejam provavelmente funcionalmente
relacionados.

Um problema com as técnicas de
agrupamento de dados de expressio
génica (ESTs, SAGE, Microarrays), no
entanto, é que elas sio baseadas na
suposi¢io de que os genes que apre-
sentam modelos de expressio simi-
lares sao de fato relacionados funcio-
nalmente, isto €, eles tém funcdes que
sdo relacionadas. Essa interpretacio
geralmente leva a erros na tentativa
de entender a relacio real entre os
genes [através dos seus produtos].

Existem razoes para por em davi-
da essa suposi¢do: primeiro, ainda é
muito inconsistente o conhecimento
de quio discretamente trabalham os
grupamentos funcionais de genes na
maquinaria celular. Pode ser que
produtos génicos individuais tenham
tantos papéis diferentes em diferentes
circunstancias, que vdrios deles par-
ticipem de papéis essenciais em mais
de uma fun¢do. Por exemplo, os pro-
cessos de defesa contra estresses bioti-
cos (originados do ataque de agentes
patogénicos), ou estresses ambientais,
podem ser extremamente complex-
os e envolverem diferentes mecanis-
mos atuando em conjunto. Segundo,
o termo “relacionados funcional-
mente” é por si s6 mal especificado.
Se o modelo de expressio de um
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gene ¢ similar ao de um outro gene,
isso pode significar vdrios tipos de re-
lacionamento, desde “dois genes ten-
do produtos que interagem fisica-
mente”, “um gene que codifica para
um fator de transcricio para outro
gene”, “dois genes ambos com se-
quiéncias promotoras ligadas por re-
pressores que sao liberados quando
um receptor nuclear ¢ ativado, mes-
mo que os dois genes tenham fungdes
muito distantes”. E claro que existe um
nivel de abstra¢io no qual todos os
genes sao funcionalmente relaciona-
dos no trabalho de manter a célula viva
e produzindo todos os componentes
necessarios para o organismo como um
todo. Mas abaixo desse nivel de ab-
stracdo existem muitos alternativos,
pela sua natureza, favorecendo a
defini¢io de agrupamento. Portanto,
é perfeitamente questiondvel a atri-
buicao indistinta de que similaridade
em expressio corresponde a similar-
idade em funcio.

Além disso, o que constitui real-
mente um modelo de expressio si-
milar é ainda pouco preciso, ou pelo
menos existem multiplas definicdes
alternativas. Por exemplo, similaridade
poderia significar ter um modelo de
mudanca similar ao longo do tempo.
Pode significar também niveis absolu-
tos de expressio a qualquer dado
momento, ou pode significar a per-
feita oposi¢io, mas bem coreografa-
da no modelo de expressio. Pensan-
do em métodos comparativos, qual
medida de discrepancia exatamente
escolhida para medir os modelos de
expressao influenciard o tipo de agru-
pamento funcional esperado. Méto-
dos confidveis e exequiiveis em esca-
la genémica para medi¢ao absoluta da
expressio génica precisam ainda ser
desenvolvidos.

Corretamente interpretados ou
nio, dados de expressio génica vém
sendo acumulados em volume e var-
iedade cada vez maior. Um ensaio iso-
lado de hibridacao com DNA Microar-
rays, por exemplo, fornece na me-
lhor das hipéteses uma visdo estdtica
do nivel de expressio comparativo en-
tre os genes amostrados. Seria como
a fotografia do evento. Mas dificil-
mente uma fotografia consegue mos-
trar todo o panorama. Uma nova fo-
tografia, tomada de um outro angulo,



pode mostrar nuances que nao havi-
am sido captadas anteriormente, e
assim por diante. Conhecer as
mudangas ¢é diferente de percorrer o
caminho que leva aos estados difer-
enciados. Por exemplo, entender a
trajetéria da ocorréncia de varios RNAs
mensageiros em vez de conhecer
apenas valores absolutos ou compar-
ativos em um dado momento, pro-
porciona muito mais informacio so-
bre a operacionalidade do sistema.

A vida ¢ essencialmente dinami-
ca. Apenas o filme, isto é, a andlise
dindmica do sistema, pode dar supor-
te para o entendimento completo dos
processos biolégicos. E ai estd o
grande desafio da bioinformdtica. A
integracio comparativa dos dados
precisa ser realizada in silico, trans-
formando o conjunto de imagens es-
taticas no filme da vida.

As Omicas

Antes da era da bioinformatica,
somente duas maneiras de fazer ex-
perimenta¢io em biologia eram dis-
poniveis: utilizando um organismo vivo
(também chamado in vivo) ou em
um sistema artificial (também chama-
do in vitro). Seguindo essa analogia,
podemos dizer que a bioinformdtica
¢ de fato a biologia in silico. A bioin-
formdtica veio para facilitar o uso de
computadores no sentido de organizar
e analisar integradamente uma mon-
tanha de dados complexos e variados,
possibilitando enfrentar o desafio de
decifrar componentes importantes
dentro de um universo crescente de
informacgoes. Isso somado ao desen-
volvimento de equipamentos podero-
SOS para a miniaturiza¢ao e automagao
da aquisi¢ao de dados biolégicos em

larga escala, deu campo para o surgi-
mento de uma lista de novos termos,
que nao para de crescer. Estamos en-
trando na era das Omicas (Pals-
son,2002). Com centenas de milhares
de proteinas para identificar, correla-
cionar e entender, por exemplo, nio
¢é suficiente estudar um gene, um
produto génico ou um processo de
cada vez. Por outro lado, estudar em
larga escala um conjunto de molécu-
las com o objetivo de entender mecan-
ismos celulares, dificilmente podem
responder questoes interessantes sem
a assisténcia da informacao gerada pela
pesquisa tradicional dirigida por hipo-
teses. Por isso, os dois tipos de cién-
cia atualmente disponiveis, as 6micas
e as pesquisas dirigidas por hipdteses
(Weinstein, 2001), sao sinérgicas e
devem ser utilizadas de modo a se
complementarem.

Gendmica

A gendmica se caracteriza pelo estudo dos genes e suas funcoes. A sua chegada, com o projeto genoma humano
no final da década de 1980, alavancou toda a revoluc¢ao atual no campo da biologia. Muitas expectativas e investimentos
tém sido empregadas na genomica, visando aplicacdes nas dreas da industria farmacéutica, agricultura, producao de
energia e protecao do meio ambiente. Mas a determinagiao da seqiiéncia completa de vdrios genomas nao ¢ o final da
histéria. E apenas o comeco, principalmente pelo fato de que mecanismos biolégicos nio podem ser inferidos simplesmente
a partir do conhecimento da seqiiéncia sem o auxilio de outras estratégias de estudo, as 6micas em geral.

Gendmica comparativa. Esse novo ramo da gendmica, que vem se tornando cada vez mais comum dada a
quantidade de sequiéncias de genomas sendo produzidas, tem o objetivo de comparar todo o conteido de DNA do
genoma de um organismo particular com outros genomas jd conhecidos. Através dessa andlise pode ser possivel
identificar diferencas, tanto no contetido génico quanto nao-génico, que podem ser responsaveis por importantes
propriedades fenotipicas ou evolutivas, como patogenicidade, reacoes a condi¢cdes ambientais adversas, proximidade
taxondmica entre grupos e até mesmo a aquisi¢ao (ou manifestacao?) de determinados comportamentos individuais.

Transcriptomica (ou genomica funcional)

O produto inicial da expressio génica em um organismo € conhecido como transcriptoma e se caracteriza por
uma colecdo de moléculas de RNA mensageiro cuja informa¢io biolégica é requerida pela célula em um determinado
momento. Essas moléculas de mRNA sao sintetizadas a partir de genes que codificam proteinas e, assim, direcionam a
sintese do produto final da expressido génica, o proteoma, que especifica a natureza das reagdes bioquimicas que a
célula estd apta a realizar. Um ponto importante a notar € que o transcriptoma nunca € sintetizado de novo, isto €, nio
comeca do zero. Cada célula recebe parte de seu transcriptoma materno quando é formada pela divisdo celular, e
depois € responsavel pela manutenc¢io e adaptacao do transcriptoma conforme os diferentes estigios de sua vida e o
tipo de diferenciacio tomado.

Como regra geral, RNAs mensageiros bacterianos tém meias-vidas de nio mais de poucos minutos e em eucari-
otos a maioria dos mRNAs sdo degradados poucas horas apés a sua sintese. O “turnover” rdpido significa que a com-
posicao do transcriptoma nio € fixa e pode ser rapidamente reestruturada pela mudanca no nivel de sintese de mRNAs
especificos. Assim, a transcricio nao resulta na sintese do transcriptoma, mas apenas o mantém pela reposicao de
mRNAs que foram degradados, e promove mudancas na composi¢ao do transcriptoma ligando ou desligando os difer-
entes genes ou conjuntos de genes.

Avancgos tecnologicos baseados na PCR, intenso sequenciamento de cDNA e sintese de novo de dcidos nucléicos,
tém contribuido para o desenvolvimento de técnicas de quantificacio de mRNA em larga escala, em muitos casos em
escala genomica, possibilitando que centenas ou milhares de genes sejam estudados em paralelo em vez de um gene
de cada vez. Métodos como Differential Display (DD), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) e DNA array
hibridization ou DNA microarray, todos trouxeram beneficios significativos em relacio ao Northern blotting em
termos de sensibilidade e nimero de ensaios. Entre essas tecnologias, a que vem ganhando preferéncia para estudar a
composi¢iao de um transcriptoma, e fazer comparagdes entre diferentes transcriptomas, é a técnica de DNA microarray,
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que se baseia na hibridacio em paralelo de dcidos nucléicos. Experimentos de expressio génica com DNA microarrays
vém sendo largamente utilizados para explorar o modelo de expressio simultinea e em paralelo de milhares de genes.
Isso requer ferramentas poderosas de correlagdo computacional.

Um DNA microarray consiste de uma colecao de sequéncias parciais de genes (normalmente cDNAs) que sio
espotados individualmente em locais especificos de uma lamina. Essas sequéncias geralmente variam de 500 a 4000
bases (idealmente 500 a 2000 bases) e podem ser escolhidas a partir de diferentes regides do gene dependendo do
objetivo do projeto. Uma variacdo da técnica, chamada DNA chip, é baseada na deposi¢ao ou sintese in situ de
oligonucleotideos para a geracio de alvos. Esses chips contém oligdbmeros curtos variando de 25 a 80 bases como
sequéncias-alvo. Enquanto essas sequéncias curtas podem conferir alta sensibilidade, elas podem apresentar baixa
especificidade de ligacdo comparada com DNA microarrays, uma vez que as seqii€ncias sao curtas e usualmente nao
representam genes conhecidos.

O uso de DNA microarrayspara o estudo do modelo de expressiao génica baseia-se em dois principios. Primeiro,
considera-se que cada gene é expresso ou nao e as diferencas no seu nivel de expressio em uma célula ou tecido, em
determinado momento, sao um reflexo de quais mRNAs estdo presentes e a sua abundancia, e; segundo, as fitas de
DNA podem hibridar-se com seqiéncias complementares formando uma molécula estdvel em fita dupla.

Tipicamente, a primeira face dos dados experimentais de DNA microarrays é uma lista de genes/sequéncias ou
nuimeros de identificacdo e o seu perfil de expressido. Modelos de correlacao dentro do conjunto massivo de dados de
pontos nao sao 6bvios por uma inspec¢io visual. Diferentes algoritmos de agrupamento computacional precisam ser
usados simultaneamente para reduzir a complexidade dos dados e para encurtar a relacio entre genes de acordo com
o seu nivel de expressao ou mudangas nos niveis de expressao. Problemas relacionados com as técnicas de agrupamen-
to sao considerados na se¢io anterior.

Uma das maiores vantagens da utilizacao da técnica de DNA microarray, comparando-a com outros métodos, é
a facilidade da andlise simultinea e em paralelo de um grande nimero de genes e de um grande nimero de amostras.
Deve ser notado, entretanto, que todas essas técnicas usadas para a quantificacio de mRNA proporcionam um nivel de
informac¢ao empirica e nao uma condicao estavel absoluta. Além disso, sabe-se que a detec¢io de uma diferenca na
abundancia de um mRNA especifico entre duas amostras biol6gicas nao é necessariamente refletida por uma diferenca
quantitativa equivalente no nivel de abundancia da proteina, o que muitas vezes estd implicito nos estudos.

Existem, portanto, limitacdes intrinsecas da técnica, entre as quais (i) a abundancia do mRNA nem sempre é bem
correlacionada com a abundancia da proteina, (i) a sensibilidade e variacado dinAmica dos métodos existentes sao tais
que os mRNAs menos abundantes, potencialmente codificando as proteinas regulatérias mais importantes, nao sao
facilmente medidos como acontece com os mRNAs mais abundantes, e (iii) a atividade das proteinas codificadas pelos
mRNAs é regulada a vdrios niveis ap6s a sua expressao. Por exemplo, a localiza¢ao subcelular e/ou a extensio em que
as proteinas sdo pos-traducionalmente modificadas, niao sdo reveladas pela medicao da abundancia do mRNA.

Proteomica

Para entender a fun¢io de todos os genes em um organismo, € necessario conhecer nio sé quais genes sio
expressos, quando e onde, mas também quais sio os produtos da expressdo e em que condicdes esses produtos
(proteinas) sio sintetizados em certos tecidos. A proteémica tenta descrever o conjunto completo de proteinas produto
da expressiao do genoma (James, 1997), e fornece informagdes importantes para complementar os estudos de tran-
scriptomica e metabolomica.

Os organismos podem sintetizar muitos milhares de proteinas ao mesmo tempo, e a diversidade potencial de
tipos de proteinas no proteoma certamente excede o nimero estimado de genes no genoma. Isso ocorre porque os
produtos de um gene podem diferir devido a splicing alternativo e uma variedade de modificacoes poés-traducionais
possiveis, como apresentado acima. O crescente interesse no campo da protedmica vem concentrando esforcos para
acelerar o desenvolvimento e implementacao de estratégias mais apropriadas para a andlise de expressio e fun¢io de
proteinas em escala genémica.

Esse interesse tem ocorrido, em parte substancial, devido ao sucesso dos projetos de sequenciamentos gendmi-
cos, considerando que a realiza¢io bem sucedida desses projetos tem resultado em uma apreciacio mais extensa de
que, por si s, eles revelam menos do que se esperava sobre a biologia do organismo. Os dados de sequéncias
gendmicas proporcionam uma plataforma essencial para um conhecimento mais amplo das estratégias experimentais
complementares que dardo suporte a caracterizacao dos genes contidos nos genomas. A utilizacao integrada dessas
ferramentas possibilitard o entendimento de como os produtos desses genes atuam conjuntamente para regular as
atividades do organismo.

A protedmica depende da extragio, separacao, visualizacio, identificacio e quantificacio das proteinas presentes
em um organismo ou tecido, em um determinado momento. Todos esses estagios tém limita¢des. Portanto, atualmente,
é impossivel descrever o proteoma completo de um organismo.

Atualmente, o ponto de partida para muitas tentativas na investigacio das mudangas na expressio protéica
envolve a resolucdo das proteinas de uma mistura complexa por eletroforese 2-D e a sua subsequente identificacio
usando métodos analiticos cada vez mais precisos e poderosos. Eletroforese 2-D, complementada com HPLC, permite
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separar e purificar varios milhares de proteinas extraidas de um tecido ou células, em um determinado momento ou
condi¢io. Embora a eletroforese 2-D apresente significantes limitacoes, parece ser o melhor método até o momento
para resolver um grande nimero de proteinas de uma mistura, a0 mesmo tempo em que permite acessar as mudangas
no nivel de expressio e a purificacio de proteinas chave para subsequente caracterizac¢ao.

Avancos relativamente recentes na caracterizacio de proteinas tém surgido da automatizacio de métodos como
maltrix-assisted laser desortion-ionization (MALDI) e eletrospray ionization (ESD) mass spectrocopy (MS) para se
obter o fingerprinting de massa e sequenciamento de peptideos.

Metabolomica

A metabolomica € uma drea da gendmica funcional que estuda as mudancas na expressao de pequenas moléculas
organicas, conhecidas como metabdlitos, em sistemas biolégicos. Ela promete complementar a genémica por permitir
avaliacdes objetivas do fendtipo (Weckwerth, et al, 2004).

Grande importancia vem sendo dada para a combinac¢io de dados de metabolémica com dados de expressio
génica e protedmica. A metabolémica ajudard na revelagio de como os gendtipos sio associados com os fenétipos e
fazer simulagdes de mecanismos celulares em larga escala. Em uma escala maior, o fenomenoma (Schilling et al, 1999;
Palsson, 2000) ajudard a materializar métodos de andlise com a melhor tecnologia para estudos [e interpretacdes] do
metaboloma.

O fenomenoma requer uma organizagio de descobertas biolégicas, quantificando e identificando todos os
metabdlitos em um complexo de amostras biolégicas, ripida e simultaneamente. Isso deve ser obtido sem qualquer
selecio a priori dos metabdlitos de interesse, para evitar tendenciosidades. Softwares de bioinformatica sio necessirios
para organizar e facilitar a visualizacio dos dados de modo a auxiliar na sua interpretagio (Steuer et al, 2003; Covert et
al, 2004). Os softwares devem combinar dados obtidos por DNA microarrays, protedbmica e metabolémica numa
mesma visualizacao.

Essa tecnologia permitird, em ultima instincia, a integracao e correlacio das mudancas globais no metabolismo e
expressao génica. Uma andlise quantitativa de todos os metabdlitos em uma célula pode ajudar no entendimento de
problemas como, por exemplo, os efeitos pleiotrépicos, em que um Unico gene determina um nimero de caracteristicas
nio relacionadas. Problemas assim podem ser mais bem entendidos se uma alterag¢io detectada no contetido de um
metabdlito, utilizado em vias metabdlicas diferentes, estiver relacionado com uma muta¢io no gene ou a sua sobre-

expressao ou inibi¢do.

O Quadro 2 mostra a evolucao
das principais novas dreas da pesquisa
biolégica no ultimos anos, baseada no
ndmero de ocorréncias de termos re-
lacionados na literatura cientifica.

Além dessas, uma variedade de
Omicas vem surgindo e uma sobre-
posicado de proposito € inevitdvel.
Entre outras tantas, a farmaco-
gendmica (Marshall, 1997) visa en-
tender a interacdo da constutuicio
genética de um individuo com a res-
posta a drogas.

A fisiémica (Sanford et al, 2002)
se dedica a fazer uma descricio quan-
titativa das funcodes fisiologicas de um
organismo intacto. E necessario pre-
di- zer o fendtipo a partir do gendti-
po, mas isso € dificil por causa das in-

fluéncias do ambiente e as circunstan-
cias do crescimento, desenvolvimen-
to e doencas. O objetivo é obter o
um discernimento de toda a fisiologia
de um organismo, incluindo as vias
metabdlicas e todas as moléculas e
suas interacdes, que fazem o organis-
mo completo. Uma das primeiras ini-
ciativas nesse campo ¢ o Projeto Fisi-
oma (http://physiome.org/), cujo
principal objetivo ¢ entender o organ-
ismo humano, descrevendo quantita-
tivamente a sua fisiologia e patofisio-
logia, utilizando inclusive informacdes
provenientes dos fisiomas de outros
organismos, para melhorar a satde
humana (Bassingthwaighte, 2000).

A regulémica (Werner, 2004) é
o estudo das instru¢des bioquimicas

da rede de interacao génica que con-
trola os mecanismos de regulacao da
expressio dos genes para fazer todos
os tipos de célula necessdrios para
construir organismos completos (Kon-
dro, 2004; Gao et al 2004; Roven &
Bussemaker, 2004).

A peptidomica se dedica a estu-
dar peptideos pequenos (0,5 a 15
kDa), como hormoénios, citoquinas,
fatores de crescimento, venenos, toxi-
nas, peptideos antimicrobianos etc.
Essas moléculas tém papel fundamen-
tal em muitos processos biolégicos
(Schulz-Knappe et al, 2001; Prates &
Bloch, 2002).

A degradoémica é a aplicacio de
dados gerados pela genémica e pro-
tedmica para identificar as proteases

Quadro 2 — Numero de ocorréncias de referéncias no PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih/) em algumas novas dreas da pesquisa
biolégica, desde 1998. Busca limitada para os campos Titulo e Abstract.

Palavra chave 1988 1990 1991
“Genomics” 3 12 23 38
“Comparative genomics” — — — —
“Functional genomics”  — — — —
“Transcriptomics” — — — —
“Proteomics” — — — —
“Pharmacogenomics” — — — —
“Metabolomics” — — — —
“Peptidomics” — — — —
“Bioinformatics” — — — —

1992

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999
52 64 90 130 208 386 678
— — 4 8 18 37 69
— — — — 10 46 131
— — — — — — 1

- - - - 1 20 67
— — — — 1 11 37

3 12 20 44 78 144 230

2000 2001 2002 2003 Abril2004
1263 2081 3104 4199 4660

126 192 291 427 503

277 480 736 1016 1127

3 7 23 41 63

277 631 1254 2022 2444

136 249 472 702 795

2 7 28 59 81
— 5 8 18 23
420 657 1058 1604 1852 f
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e os seus substratos em escala genoémi-
ca, para descobrir novos papéis para
proteases in vivo. O objetivo ¢ facili-
tar a identificacio de novos alvos para
o desenvolvimento de firmacos visan-
do o tratamento de doencas (Lopez-
Otin & Overall, 2002).

A epigendémica busca esclarec-
er como o genoma funciona como um
todo. Ela combina a genética com o
ambiente para buscar uma compreen-
sao dos sistemas biol6gicos complex-
os como a plasticidade do genoma.
Embora todas as células nucleadas de
um organismo levem o mesmo
genoma, elas expressam diferentes
genes em diferentes momentos e
condi¢des. Esses mecanismos de reg-
ulag¢do da expressio génica saio com-
plexos, e um dos principais fatores
envolvidos sio as mudangas epi-
genéticas resultantes da metilacio
diferencial do genoma. Dai, diz-se que
resultam diferentes epigenomas. Al-
guns estudos tém demonstrado o en-
volvimento da metilacio do DNA num
processo chamado imprinting
gendmico, que controla a expressio
de alguns genes em mamiferos, po-
dendo ter efeito no surgimento de
doencas, especialmente o cancer.
Novik et al (2002) apresenta uma re-
visdo sobre o assunto.

A toxicogendmica (Kramer &
Kolaja, 2002 e Guerreiro et al, 2003)
marca um novo paradigma no desen-
volvimento de drogas e andlise de
risco, que promete gerar uma enorme
quantidade de informacao na direcio
de aumentar o entendimento do
mecanismo molecular que leva a tox-
icidade da droga e eficiéncia. E espe-
rado que a toxigendmica seja mais e
mais integrada com todas as fases do
processo de desenvolvimento de dro-
gas, particularmente na toxicologia
mecanistica e preditiva, e descobri-
mento de biomarcadores, buscando
identificar polimorfismos no DNA rel-
acionados com a suscetibilidade indi-
vidual 2 toxicidade em relacdo a uma
determinada droga. O objetivo é a
selecao de candidatos no sentido de
ajudar a desenvolver e utilizar drogas
que produzam menor toxicidade.

Antes e depois da gendmica:
a velha e a nova biologia

Depois do descobrimento da
dupla fita de DNA, do c6digo genéti-
co, enzimas de restricio, PCR e tan-
tos avangos na biologia molecular du-
rante a segunda metade do século
passado, na Gltima década experien-
ciamos uma nova revoluciao no cam-
po da biologia com a era da genémi-
ca, e com ela muitas outras 6micas,
como apresentado acima. Nesse con-
texto, muitas perguntas surgiram e
permanecem ainda sem respostas
satisfatérias, como: quais os impac-
tos da gendmica nos projetos de
pesquisa nas diversas areas das cién-
cias biolégicas? o método cientifico
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Figura 2. Ilustracao do pro-
cesso de obtencao de novas
descobertas nos diversos
campos da ciéncia.

ainda ¢ relevante? a bioinformatica é
uma disciplina separada? como pode
ser melhorada a comunicacao entre
as culturas cientificas atuais e a tec-
nologia da informagao (IT) para solu-
cionar a necessidade da integracao
dos dados disponiveis, que apresen-
tam-se em fontes e formatos tao vari-
ados? perguntas como essas sao
chaves para as a¢oes futuras nas bio-
ciéncias.

Fazendo um paralelo entre a
velha biologia e a situacao atual, po-
demos notar que o predominio de
pesquisadores mais ou menos inde-
pendentes e profundamente espe-
cializados em um dominio estreita-
mente focado, nio é adequado para
a nova ciéncia cada vez mais integra-
da e ampla. Os estudos voltados para
um gene ou uma fun¢io de cada vez
dio lugar para a analise quantitativa
de centenas de milhares de genes, e
nao mais focalizando apenas uma es-
pécie, mas com uma abordagem de
integracio comparativa de dados in-
terespecificos. Os grandes investi-
mentos voltados para enfoques
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cientificos muitas vezes pouco
abrangentes e hipoteses dirigidas pela
pesquisa sdo substituidos pela au-
tomacgao e miniaturizacao, reduzindo
o custo e aumentando a velocidade
da coleta de dados. A necessidade da
busca de ferramentas computacionais
bdsicas e somente para analisar con-
juntos de dados € suplantada pela rd-
pida disponibilidade de bancos de da-
dos, grandes demais para um pes-
quisador conseguir analisar os dados
sozinho. E, assim, onde estao as hipo-
teses? poderiamos caracterizar essa
revolu¢io como uma grande expe-
di¢do para o acabamento da ciéncia
da vida? quais sdo os impactos para a
sociedade?

Embora se tenha observado uma
grande mudanca no tipo e quantidade
de dados obtidos, e a validade do
método cientifico ser colocado em
xeque, o plano cldssico no curso da
ciéncia continua sendo vilido. Os da-
dos geram informacao, que gera no-
vos conhecimentos, que proporcio-
nam o caminho para novas descober-
tas. No final, algumas vezes, paradig-
mas sio transpostos (Figura 2). A prin-
cipal diferenca é que até algumas
décadas atrds, esse processo requeria
somente poder de raciocinio, ldpis e
papel. Agora requer tecnologia com-
putacional sofisticada. Para isso, os
centros de pesquisa e universidades
cada vez mais terdo que ter seus prop-
rios grupos de bioinformdtica, manten-
do equipes multidisciplinares com ativ-
idades que de um lado promovam
uma melhor exploracao dos dados bi-
olégicos através de ferramentas de
bioinformdtica e, por outro lado, as
questdes geradas pelos dados biologi-
cos obtidos possibilitem melhorar as
ferramentas de bioinformdtica. A bio-
informdtica serd cada vez mais impor-
tante em termos de integracao da in-
formacao, buscando impulsionar a
aquisi¢ao de conhecimento sobre os
sistemas biologicos para a geragio de
novas saidas para problemas na agri-
cultura, medicina, produgio de ener-
gia e conserva¢ao do meio ambiente.

O papel da bioinformatica
em expansao

Os projetos genoma transforma-
ram a biologia em muitos sentidos, mas



o mais impressionante avanco foi a
emergéncia da bioinformadtica e o tre-
inamento dos cientistas em tecnolo-
gias modernas de pesquisa. Inicial-
mente a bioinformdtica teve como
aplicagao principal facilitar o manuseio
da grande quantidade de dados gera-
dos pelos projetos genoma, como a
montagem de contigs e fechamento
de seqiiéncias genomicas, além de dar
suporte para outras estratégias exper-
imentais no campo da biologia mo-
lecular.

De 14 para ci, muitas informacdes
foram disponibilizadas em bancos de
dados publicos de sequiéncias génicas,
proteinas, estruturas de macromolécu-
las, perfil metabdlico, filogenia e ou-
tros, cujo valor ainda nao pode sequer
ser estimado. Hoje ndo é mais possi-
vel avangar em biotecnologia sem a
integracdo da tecnologia da infor-
macgio com a tecnologia experimen-
tal. As abordagens de estudos biotec-
nolégicos atualmente buscam resol-
ver questoes especificas, optando-se
normalmente por fazer uma andlise
computacional inicial com a utilizagio
dessas informacoes para direcionar e
selecionar as estratégias experimen-
tais, com considerdvel economia finan-
ceira e de tempo, sem considerar a
efetividade de tais procedimentos na
aceleracio da obtengio dos resultados
e descobertas cientificas.

Além disso, muitas descobertas
estao sendo feitas simplesmente pela
andlise sistematizada dessas fontes de
dados, que ndo param de crescer tan-
to em volume como em complexi-
dade e variabilidade. A tendéncia atu-
al é para descobertas cientificas e sin-
tese sendo dirigidas pela informac¢io
emergindo intrinsecamente a partir da
biologia em si e a partir da diversidade
e heterogeneidade das observagoes
experimentais. Um projeto tipico de
pesquisa pode comecar com a colecio
de sequéncias gendmicas conhecidas
ou nao conhecidas. Para sequéncias
nio conhecidas, pode-se conduzir uma
busca em bancos de dados por sequén-
cias similares ou usar algoritmos com-
putacionais procurando predizer as
suas possiveis identidades e funcoes.

Isso requer o acesso a versio mais
atual da colecao de dados, em bancos
de dados mundiais, e as ferramentas
fundamentais da bioinformatica agora

sdo cada vez mais parte dos métodos
experimentais. Entretanto, essas infor-
magodes estdo espalhadas em multiplas
fontes, impossibilitando que os cien-
tistas obtenham direta e eficiente-
mente a informagio requerida para
converter os dados complexos e het-
erogéneos em dados Uteis, informacgio
organizada e sistematizada conforme
as linhas de pesquisa especificas.

Nesse ambiente, para responder
uma simples questio pode ser
necessdrio acessar varias fontes de
dados e utilizar ferramentas de ana-
lise sofisticadas, como alinhamento de
sequéncias, agrupamento, modela-
gem molecular etc. Enquanto a inte-
gracao dos dados € uma drea de pes-
quisa dindmica, necessidades especi-
ficas dos biocientistas tém levado ao
desenvolvimento de numerosos siste-
mas que acabam desconectando o
acesso aos dados em um ambiente
direcionado por resultados. O resulta-
do ¢ o crescente nimero de bancos
de dados e web sites representando
uma cole¢io confinada de dados, gov-
ernada por sistemas préprios de ger-
enciamento e formatos particulares de
input e output dos dados, apresen-
tagdes graficas dos resultados, e pro-
blemas sérios de compatibilidade e
interoperabilidade com outros siste-
mas. Uma evidéncia disso é o nime-
ro crescente de novos bancos de da-
dos relatados a cada ano na edicio de
janeiro da Nucleic Acids Research
(http://nar.oupjournals.org/). A edicio
atual lista 548 bancos de dados, 162 a
mais em relagio ao ano anterior (Gal-
perin, 2004). Boa parte desses ban-
cos ainda sdo construidos com en-
foques extremamente limitados para
aplicacoes restritas, sem a preocu-
pagio com relagdo a compatibilidade
e troca de informagdes com outros
sistemas. Adapta¢des sao lentas e
muitas vezes dificeis de implementar
quando a filosofia bdsica do banco pre-
cisa ser mantida.

O acesso a esses dados precisa
melhorar em termos de eficiéncia,
velocidade e facilidade. Para facilitar
o entendimento dos processos biologi-
cos, € necessario fazer novos arranjos
aos recursos de dados disponiveis. Por
exemplo, o que se faz inicialmente
em uma rota metabdlica, uma rede de
interacdes moleculares etc., é

necessdrio generalizar para outros
sistemas biolégicos; a partir de E. coli
para levedura, e chegar a biologia de
organismos mais complexos, como o
homem, animais e plantas economi-
camente importantes. Trabalhar toda
essa informa¢ao conjuntamente € fun-
damental para a gera¢io de novos in-
sights. O rapido crescimento do vo-
lume de dados é um desafio para cada
um, e com a produgao de dados mais
diversos e em larga escala (por e-
xemplo, dados de DNA microarrays)
esse crescimento estd apenas
comegando.

As atividades de bancos de da-
dos e desenvolvimento de algoritmos
computacionais precisam estar integra-
das para produzir uma infra-estrutura
de informacio coesiva delimitando
toda a biologia. Para isso € necessario
o desenvolvimento de ferramentas
para disseminar e analisar massivas
quantidades de dados, inclusive lite-
ratura, e a construcio de comunidades
de bancos de dados baseadas em
principios operacionais padronizados
e com padroes interoperacionais.

Muitos dos problemas da bioin-
formatica sio genéricos, por isso
solucdes em um dominio podem ser
naturalmente aplicdveis para outros.
O entendimento da informac¢io mo-
lecular até a célula, 6rgio e o sistema
biolégico do organismo serd o maior
desafio (fenomenoma). A passagem
do gendtipo para o fendtipo requer-
erd um novo conjunto de ferramentas
computacionais altamente robustas. O
principal enfoque da bioinformdtica
para os proximos anos sera integrar
esses dados de modo a permitir bus-
cas transparentes através dos dados.
Fazer isso de forma robusta abrangen-
do todo o conjunto de dados é um
desafio real.

Apesar do avanco jd feito, é
necessdrio continuar a pesquisa no
campo da gendmica, principalmente
para microrganismos associados a
plantas economicamente importantes,
incluindo fungos, e buscar entender
as interagoes hospedeiro-microrganis-
mo ou planta-patégeno. No caso da
medicina, a necessidade atual é por
dados clinicos bem estruturados e con-
sistentes sobre grandes populacoes.
Tais dados, que sao dificeis de coletar
e caros, serdo criticos para ligar os

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junbo 2004

35



dados moleculares com o fendtipo.
Embora exista um crescente nimero
de centros de bioinformatica, a maior
tendéncia € que ela esteja presente
nos centros de pesquisa e nas univer-
sidades, em cada departamento de
biologia ou biotecnologia, em cada
faculdade na drea das ciéncias biologi-
cas em todo o mundo. Todos os
grandes centros de pesquisa terdo que
ter profissionais especializados em bio-
informatica/biologia computacional.
Hoje é consenso geral que essas insti-
tuicdes necessitam de pessoas com
esse entendimento em seus departa-
mentos de biologia e necessitardo for-
mar os seus estudantes de graduacio
em biologia quantitativa em vez de
somente biologia experimental. Os
experimentos precisam ser feitos no
contexto do conhecimento corrente,
e os dados gerados precisam ser ra-
pidamente armazenados e explorados
computacionalmente juntamente com
o universo de informacao disponivel.

Nunca na histéria da ciéncia as
informacoes foram tdo democratica-
mente acessiveis como hoje. Especial-
mente as informagoes e ferramentas
disponibilizadas pela bioinformdtica.
Nio importa quem e onde. O mesmo
tipo de informacao pode ser acessada
por qualquer pessoa, em qualquer
lugar do mundo. Praticamente todas
as ferramentas de bioinformdtica e
bancos de dados disponiveis podem
ser dispostos de modo que possam
ser acessadas e utilizadas na web. Basta
fazer a pergunta correta e buscar a
resposta.

Conclusao

O debate que estd emergindo
atualmente ¢é se existe uma pletora
ou escassez de dados experimentais
proveitosos derivados pala plataforma
das 6micas. O grande desafio, no en-
tanto, € o que se pode fazer com es-
ses dados. Nao hd davida de que a
tecnologia da informacao precisa ser
tomada como parte integral do pro-
cesso de descoberta pelos pesquisa-
dores no campo da biologia. Este é o
problema fundamental que precisa ser
resolvido pela bioinformdtica, promo-
vendo um profundo impacto no pro-
cesso de descobertas biol6gicas. E
necessario que ocorram discussodes

freqiientes entre todos os especialis-
tas participantes de estudos relacio-
nados, visando um emprego mais ad-
equado da cultura cientifica dos par-
ticipantes, j4 que, de modo simplifi-
cado, os bidlogos querem entender
como os organismos funcionam e os
cientistas da computagio querem fazer
ferramentas que resolvam problemas.
O estabelecimento de uma linguagem
comum entre os especialistas em difer-
entes dreas, o monitoramento de quais
ferramentas sio mais usadas e impor-
tantes para o escopo do estudo, uma
filosofia orientada para novas
descobertas, nio orientada por dog-
mas, sao recomendacdes importantes
para o sucesso dos empreendimen-
tos cientificos. Treinamentos cons-
tantes e workshops devem fazer parte
dos investimentos previstos nos pro-
jetos.

O bom entendimento entre os
pesquisadores de diferentes dreas ¢é
fundamental. Por exemplo, os cien-
tistas da computagao devem ser pa-
cientes com o bidlogo, jd que este
geralmente nao sabe exatamente
onde quer chegar ou o que espera dos
dados (o que € natural nos estudos
biologicos). Deve ensinar pelo menos
os conceitos bdsicos de computacio
para estabelecer uma plataforma co-
mum de comunicagiao, encorajar os
bidlogos a mostrar como eles estdo
realmente usando as ferramentas dis-
ponibilizadas e buscar sempre propor-
cionar o mdximo de acesso aos da-
dos. A retengio longa dos dados inibe
o espirito de comunidade. Por parte
do bidlogo, espera-se que nio espere
muito ou tente fazer as coisas sozi -
nho, fale com uma variedade de cien-
tistas da computagio, encontre aque-
les mais interessados no seu proble-
ma, encontre aqueles com quem gos-
ta de trabalhar, faca perguntas com
freqiiéncia e logo que surjam, use uma
variedade de novas ferramentas, fa-
zendo comentdrios/sugestoes assim
que puder e busque entender os de-
safios da computagio para solucionar
problemas novos. A obten¢ao de no-
vos conhecimentos acelera quando
todos contribuem.
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