
Aula 5 3 Alinhamento de Sequências Par a 
Par: A Base da Comparação
Desvendando a Linguagem da Vida: Alinhamento de Sequências Par a Par

Bem-vindo à Aula 5 do nosso curso de Bioinformática e Biologia Computacional! Se você já se perguntou como os 
cientistas conseguem desvendar as relações evolutivas entre diferentes espécies, ou como identificam funções de 
genes desconhecidos, você está no lugar certo. A resposta para muitas dessas perguntas reside em uma técnica 
fundamental: o alinhamento de sequências.

Imagine que você tem dois textos escritos em idiomas diferentes, mas que parecem falar sobre o mesmo assunto. 
Como você faria para encontrar as semelhanças e diferenças entre eles, e talvez até inferir que um é a tradução ou 
uma versão adaptada do outro? No mundo da biologia, as "palavras" são as sequências de DNA, RNA ou proteínas, 
e o "idioma" é o código genético. O alinhamento de sequências é a nossa ferramenta para "traduzir" e comparar 
essas informações biológicas.

Nesta aula, vamos mergulhar nos fundamentos do alinhamento de sequências par a par, que é a base para análises 
mais complexas em bioinformática. Ao final, você será capaz de compreender o conceito de homologia e suas 
variações, entender como as matrizes de substituição quantificam a similaridade, e dominar os princípios dos 
algoritmos de alinhamento global (Needleman-Wunsch) e local (Smith-Waterman), além de entender a 
importância das penalidades de gaps. Prepare-se para desvendar os segredos por trás da comparação de 
sequências e abrir portas para um universo de descobertas na biologia computacional.

Para aproveitar ao máximo esta aula, é útil ter uma compreensão básica de biologia molecular, como a estrutura do 
DNA e das proteínas. Mas não se preocupe, abordaremos os conceitos de forma clara e didática, conectando-os 
ao seu dia a dia e à sua jornada de aprendizado.



O Conceito de Homologia: Parentesco no 
Mundo Molecular
Você já parou para pensar por que temos tantas semelhanças com outros seres vivos, desde uma bactéria até um 
chimpanzé? A resposta está na evolução e na herança de características de um ancestral comum. No campo da 
biologia molecular, essa ideia de ancestralidade compartilhada é capturada pelo conceito de homologia. Não 
estamos falando de uma simples semelhança superficial, mas de uma relação profunda que indica uma origem 
evolutiva comum.

Imagine que você está investigando a árvore genealógica de uma família muito antiga. Você encontra dois primos 
distantes que, apesar de viverem em países diferentes e terem profissões distintas, compartilham um mesmo 
bisavô. Essa conexão, essa origem comum, é o que chamamos de homologia no contexto molecular. Duas 
sequências de DNA ou proteína são consideradas homólogas se elas descendem de uma sequência ancestral 
comum. É crucial entender que homologia é um conceito "tudo ou nada": ou são homólogas, ou não são. Não 
existe "meio homólogo".

Conceito-chave: Homologia é um conceito "tudo ou nada" - duas sequências ou são homólogas 
(descendem de um ancestral comum) ou não são. Não existe "meio homólogo".

A beleza da homologia reside em sua capacidade de nos dar pistas sobre a função de genes e proteínas. Se uma 
sequência em uma espécie tem uma função conhecida e encontramos uma sequência homóloga em outra espécie, 
é muito provável que essa sequência recém-descoberta tenha uma função similar. Isso acelera enormemente a 
pesquisa biológica, pois não precisamos caracterizar cada gene do zero em cada organismo.

No entanto, a história da homologia se desdobra em dois caminhos principais, dependendo de como a divergência 
evolutiva ocorreu. Esses caminhos nos levam aos conceitos de ortólogos e parálogos, que são cruciais para 
entender as relações funcionais e evolutivas entre genes.



Ortólogos: Irmãos de Espécies Diferentes
Pense na relação entre você e seu primo de primeiro grau. Vocês compartilham os mesmos avós, mas pertencem a 
famílias nucleares diferentes. No mundo molecular, os ortólogos são genes em diferentes espécies que evoluíram 
a partir de um único gene ancestral em um evento de especiação. Ou seja, a espécie ancestral se dividiu em duas 
novas espécies, e o gene ancestral foi herdado por ambas, evoluindo independentemente em cada linhagem.

Característica Principal
Mantêm geralmente a mesma 
função biológica ao longo da 
evolução

Exemplo Clássico
Gene da insulina humana e gene 
da insulina do camundongo

Aplicação Prática
Uso de organismos modelo para 
estudar doenças humanas

A característica mais importante dos ortólogos é que eles geralmente mantêm a mesma função biológica ao longo 
da evolução. Por exemplo, o gene da insulina humana e o gene da insulina do camundongo são ortólogos. Ambos 
derivam de um gene ancestral comum que existia antes da divergência entre humanos e camundongos, e ambos 
desempenham a mesma função crucial no metabolismo da glicose em suas respectivas espécies. Estudar a 
insulina em camundongos pode, portanto, nos dar insights valiosos sobre a insulina humana.

Essa conservação de função torna os ortólogos ferramentas poderosas para a pesquisa. Se você está estudando 
uma doença humana e encontra um gene ortólogo em um organismo modelo como a levedura ou a mosca-da-
fruta, pode usar esse organismo para investigar a função do gene e os mecanismos da doença, já que a função 
básica é esperada ser a mesma.



Parálogos: Gêmeos com Destinos Diferentes
Agora, imagine que, em vez de uma divisão de espécies, um de seus avós teve filhos em diferentes casamentos, e 
esses filhos tiveram seus próprios descendentes. No nível molecular, os parálogos são genes dentro da mesma 
espécie (ou em espécies diferentes, se a duplicação ocorreu antes da especiação) que surgiram de um evento de 
duplicação gênica. Ou seja, um gene original foi duplicado dentro do genoma, e as duas cópias (parálogos) 
evoluíram independentemente.

A grande diferença é que, após a duplicação, uma das cópias pode estar livre para adquirir novas funções ou se 
especializar em uma função ligeiramente diferente, enquanto a outra mantém a função original. Pense na família 
das globinas em humanos: a hemoglobina (que transporta oxigênio no sangue) e a mioglobina (que armazena 
oxigênio nos músculos) são parálogas. Ambas se originaram de um gene ancestral de globina, mas uma 
duplicação permitiu que uma cópia se especializasse no transporte e a outra no armazenamento.

Conceito Âmbito/Aplicação Base/Origem Exemplo

Ortólogo Genes em diferentes 
espécies com mesma 
função.

Evento de especiação 
de um gene ancestral.

Insulina humana e 
insulina de 
camundongo.

Parálogo Genes dentro da mesma 
espécie (ou diferentes) 
com funções 
potencialmente 
distintas.

Evento de duplicação 
gênica de um gene 
ancestral.

Hemoglobina e 
Mioglobina em 
humanos.

Essa capacidade de diversificação funcional é um motor importante da evolução, permitindo que os organismos 
desenvolvam novas características e se adaptem a ambientes complexos. Identificar parálogos nos ajuda a 
entender a complexidade de redes genéticas e como novas funções biológicas emergem.

Conectando com a aplicação real, a distinção entre ortólogos e parálogos é fundamental em estudos de genômica 
comparativa, filogenia e predição de função gênica. Erros na identificação podem levar a conclusões equivocadas 
sobre a evolução ou a função de um gene.



Matrizes de Substituição: Pontuando as 
Semelhanças Ocultas
Agora que entendemos a importância da homologia, surge uma questão prática: como quantificamos o quão 
"semelhantes" são duas sequências? Se estamos comparando duas sequências de DNA, é relativamente simples: 
A com A é uma correspondência perfeita, A com T é uma diferença. Mas e se estivermos comparando sequências 
de proteínas, que são compostas por 20 tipos diferentes de aminoácidos? Nem todas as substituições de 
aminoácidos são iguais. Trocar uma Leucina (L) por uma Isoleucina (I) é menos "prejudicial" do que trocar uma 
Leucina por um Triptofano (W), pois L e I são aminoácidos com propriedades físico-químicas muito semelhantes.

É aqui que entram as matrizes de substituição. Elas são tabelas que atribuem uma pontuação a cada possível 
substituição de um aminoácido por outro, ou mesmo à permanência do mesmo aminoácido. Essas pontuações não 
são arbitrárias; elas refletem a probabilidade de uma substituição ocorrer naturalmente ao longo do tempo 
evolutivo, levando em conta as propriedades bioquímicas dos aminoácidos. Uma pontuação alta indica uma 
substituição provável e, portanto, uma maior similaridade evolutiva, enquanto uma pontuação baixa (ou negativa) 
indica uma substituição improvável ou desfavorável.

Analogia: Imagine um jogo de tabuleiro onde cada movimento tem um custo ou benefício. As matrizes de 
substituição funcionam de forma similar, atribuindo "pontos" para cada par de aminoácidos alinhados.

Imagine que você está jogando um jogo de tabuleiro onde cada movimento tem um custo ou um benefício. Se você 
move uma peça para um espaço "seguro", ganha pontos. Se move para um espaço "perigoso", perde pontos. As 
matrizes de substituição funcionam de forma similar, atribuindo "pontos" para cada par de aminoácidos alinhados. 
Essas pontuações são essenciais para os algoritmos de alinhamento, pois guiam a busca pelo alinhamento "ótimo" 
3 aquele que maximiza a pontuação total, refletindo a maior probabilidade de relação evolutiva.

Existem diversas matrizes de substituição, mas duas famílias se destacam pela sua relevância e uso generalizado: 
as matrizes PAM e as matrizes BLOSUM. Embora ambas sirvam ao mesmo propósito geral, elas foram construídas 
de maneiras diferentes e são mais adequadas para diferentes cenários de comparação de sequências.



Matrizes PAM (Point Accepted Mutation): O 
Relógio Evolutivo
As matrizes PAM (Point Accepted Mutation, ou Percent Accepted Mutation) foram as primeiras matrizes de 
substituição desenvolvidas, por Margaret Dayhoff e seus colaboradores na década de 1970. Elas são baseadas em 
alinhamentos globais de sequências de proteínas que são muito próximas evolutivamente, com menos de 1% de 
divergência. A ideia é observar as mutações que foram "aceitas" (ou seja, não foram deletérias o suficiente para 
serem eliminadas pela seleção natural) em um curto período de tempo evolutivo.

01

PAM1
Representa 1% de divergência entre 
sequências - base para todas as 
outras

02

Extrapolação Matemática
PAM100, PAM250 são calculadas a 
partir da PAM1 para maior 
divergência

03

Aplicação
PAM250 para sequências distantes, 
mas com menor precisão

Pense nas matrizes PAM como um relógio evolutivo. A matriz PAM1, por exemplo, representa a probabilidade de 
substituição de aminoácidos para uma divergência de 1% entre as sequências. A partir da PAM1, outras matrizes 
PAM (PAM100, PAM250, etc.) são extrapoladas matematicamente, simulando um maior número de eventos de 
mutação ao longo de períodos evolutivos mais longos. Uma PAM250, por exemplo, representa 250 eventos de 
mutação por 100 aminoácidos, sendo mais adequada para comparar sequências mais distantes.

A principal característica das matrizes PAM é que elas são construídas a partir de sequências altamente similares e 
depois extrapoladas para sequências mais divergentes. Isso significa que, para sequências muito distantes, as 
pontuações podem se tornar menos precisas, pois as extrapolações podem não capturar todas as complexidades 
da evolução em longo prazo.



Matrizes BLOSUM (Blocks Substitution 
Matrix): A Realidade dos Blocos 
Conservados
Em contraste com as PAM, as matrizes BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) foram desenvolvidas mais tarde, por 
Henikoff e Henikoff, na década de 1990. Elas são construídas de uma maneira fundamentalmente diferente: a partir 
de blocos de sequências conservadas (sem gaps) em alinhamentos múltiplos de proteínas mais divergentes. Em 
vez de extrapolar de sequências muito próximas, as BLOSUM derivam suas pontuações diretamente de 
observações em sequências com diferentes níveis de similaridade.

O número que acompanha o nome BLOSUM (ex: BLOSUM62, BLOSUM50) indica o percentual mínimo de 
similaridade entre os blocos de sequências usados para construir a matriz. Por exemplo, a BLOSUM62 foi 
construída a partir de blocos de sequências que compartilham pelo menos 62% de identidade. Isso significa que a 
BLOSUM62 é mais adequada para comparar sequências com uma similaridade de pelo menos 62%. Matrizes com 
números menores (ex: BLOSUM45) são derivadas de blocos mais divergentes e, portanto, são mais adequadas 
para comparar sequências muito distantes.

Característica Matrizes PAM Matrizes BLOSUM

Origem Extrapoladas de alinhamentos globais de 
sequências altamente similares (<1% 
divergência).

Derivadas diretamente de blocos 
conservados (sem gaps) em 
alinhamentos múltiplos de sequências 
com diferentes níveis de similaridade.

Número PAM n: n indica o número de mutações 
aceitas por 100 aminoácidos (maior n = 
maior divergência).

BLOSUM n: n indica o percentual mínimo 
de identidade dos blocos usados (menor 
n = maior divergência).

Uso Típico Sequências muito próximas (PAM10, 
PAM30) ou muito distantes (PAM250, 
mas com menos precisão).

Mais versáteis, usadas para a maioria das 
comparações. BLOSUM62 é padrão para 
similaridade intermediária.

Vantagem Histórica, boa para sequências muito 
próximas.

Mais realista para a maioria das 
comparações, especialmente para 
sequências de similaridade intermediária 
a baixa.

A grande vantagem das BLOSUM é que elas são consideradas mais realistas para a maioria das comparações de 
sequências, especialmente para sequências de similaridade intermediária a baixa, pois são baseadas em dados 
observados diretamente em diferentes níveis de divergência. A BLOSUM62 é, de fato, a matriz mais comumente 
usada para alinhamentos de proteínas e é a matriz padrão em muitas ferramentas de busca, como o BLAST.

Conectando com a prática, a escolha da matriz correta é crucial para o sucesso de um alinhamento. Usar uma 
matriz inadequada pode levar a alinhamentos subótimos e, consequentemente, a interpretações erradas das 
relações evolutivas ou funcionais entre as sequências.



Algoritmos de Alinhamento Global 
(Needleman-Wunsch): A Busca Pelo Melhor 
Caminho Completo
Com as matrizes de substituição em mãos, temos uma forma de pontuar a similaridade entre aminoácidos. Mas 
como usamos isso para alinhar duas sequências inteiras, digamos, duas proteínas de centenas de aminoácidos? O 
desafio é encontrar a melhor correspondência possível entre cada aminoácido de uma sequência e cada 
aminoácido da outra, considerando que podem existir inserções ou deleções (os famosos "gaps").

Imagine que você tem duas longas fitas de tecido, e quer costurá-las juntas de ponta a ponta, de forma que o 
padrão de uma fita se alinhe o máximo possível com o padrão da outra. Você pode ter que fazer pequenos ajustes, 
como dobrar um pedaço de uma fita para que ela se encaixe melhor com a outra. O alinhamento global é 
exatamente isso: ele tenta alinhar as duas sequências em toda a sua extensão, do início ao fim, buscando a 
máxima similaridade possível ao longo de todo o comprimento.

Programação Dinâmica
Quebra um problema complexo 
em problemas menores e 
gerenciáveis

Matriz de Pontuação
Cada célula representa a melhor 
pontuação até aquele ponto

Traceback
Rastreia o caminho ótimo do fim 
para o início da matriz

O algoritmo de Needleman-Wunsch, desenvolvido por Saul B. Needleman e Christian D. Wunsch em 1970, é o 
método clássico para realizar alinhamentos globais. Ele utiliza uma técnica poderosa chamada programação 
dinâmica, que quebra um problema grande e complexo em uma série de problemas menores e mais gerenciáveis. 
Ao resolver esses problemas menores e armazenar seus resultados, o algoritmo evita recalcular a mesma coisa 
várias vezes, tornando-o eficiente.

A essência do Needleman-Wunsch é a construção de uma matriz de pontuação. Cada célula dessa matriz 
representa a melhor pontuação de alinhamento até aquele ponto entre um prefixo da primeira sequência e um 
prefixo da segunda. O algoritmo preenche essa matriz de forma sistemática, calculando a pontuação de cada 
célula com base nas pontuações das células vizinhas e nas pontuações da matriz de substituição (PAM ou 
BLOSUM) e penalidades de gaps.



Como o Needleman-Wunsch Funciona 
(Conceitualmente)
Para entender o Needleman-Wunsch, vamos simplificar. Pense em um mapa de ruas onde cada cruzamento é uma 
célula na nossa matriz. Queremos encontrar o "caminho" de maior pontuação do canto superior esquerdo (início 
do alinhamento) até o canto inferior direito (fim do alinhamento).

01

Inicialização
A primeira linha e coluna são 
preenchidas com penalidades de 
gap acumuladas

02

Preenchimento da Matriz
Para cada célula (i, j), calcula-se a 
pontuação máxima considerando 
três possibilidades: 
correspondência, gap na sequência 
1, ou gap na sequência 2

03

Rastreamento (Traceback)
A partir da célula do canto inferior 
direito, segue-se os ponteiros de 
volta até o início, revelando o 
alinhamento ótimo

Inicialização: A primeira linha e a primeira coluna da matriz são preenchidas com penalidades de gap 
acumuladas. Isso representa o custo de alinhar uma sequência inteira com um "vazio" (gap).

1.

Preenchimento da Matriz: Para cada célula (i, j) na matriz, o algoritmo calcula a pontuação máxima possível 
para alinhar o i-ésimo caractere da primeira sequência com o j-ésimo caractere da segunda. Ele considera três 
possibilidades:

2.

 O algoritmo escolhe a opção que resulta na maior pontuação para aquela célula e armazena não apenas a 
pontuação, mas também de onde essa pontuação veio (um "ponteiro" para a célula anterior que levou à melhor 
pontuação).

Alinhar o caractere i com o caractere j (usando a matriz de substituição).

Alinhar o caractere i com um gap (aplicando a penalidade de gap).

Alinhar um gap com o caractere j (aplicando a penalidade de gap).

Rastreamento (Traceback): Uma vez que a matriz está completamente preenchida, a pontuação máxima para o 
alinhamento global estará na célula do canto inferior direito. A partir dessa célula, o algoritmo "rastreia" os 
ponteiros de volta até o início da matriz. Esse caminho de rastreamento revela o alinhamento ótimo, mostrando 
quais caracteres foram alinhados e onde os gaps foram inseridos.

1.



Aplicações do Alinhamento Global
O alinhamento global é particularmente útil quando se espera que as duas sequências sejam homólogas em toda a 
sua extensão e tenham comprimentos semelhantes. Ele é frequentemente empregado em:

Estudos Filogenéticos
Para construir árvores 
evolutivas, onde a relação 
entre espécies é inferida a 
partir da similaridade de 
genes homólogos.

Comparação de 
Genes Homólogos 
Próximos
Quando se sabe que dois 
genes são ortólogos e se 
deseja ver as pequenas 
diferenças que surgiram 
desde a divergência das 
espécies.

Análise de Variações 
Gênicas
Para identificar mutações 
pontuais, pequenas 
inserções ou deleções em 
sequências de DNA que se 
espera serem quase 
idênticas.

Apesar de sua importância, o alinhamento global pode não ser a melhor escolha quando as sequências têm 
comprimentos muito diferentes ou quando a homologia se restringe a apenas algumas regiões. É aí que entra o 
alinhamento local.



Algoritmos de Alinhamento Local (Smith-
Waterman): Encontrando Tesouros 
Escondidos
Nem sempre queremos alinhar duas sequências de ponta a ponta. Muitas vezes, a homologia entre duas 
sequências pode ser restrita a apenas uma pequena região, como um domínio proteico conservado ou um motivo 
funcional. Imagine que você tem dois livros muito longos, e você suspeita que eles compartilham apenas um 
parágrafo idêntico ou muito similar em algum lugar no meio de cada um. Tentar alinhar os livros inteiros seria 
ineficiente e mascararia a verdadeira semelhança.

É nesse cenário que o alinhamento local se torna indispensável. Em vez de forçar um alinhamento completo, ele 
busca identificar as regiões de maior similaridade dentro das duas sequências, mesmo que o resto das sequências 
seja completamente diferente. O algoritmo de Smith-Waterman, desenvolvido por Temple F. Smith e Michael S. 
Waterman em 1981, é o padrão ouro para alinhamentos locais.

Diferença-chave: No Smith-Waterman, se uma célula na matriz resultaria em valor negativo, ela é definida 
como zero. Isso permite "reiniciar" alinhamentos ruins e começar novas regiões de alta similaridade.

Assim como o Needleman-Wunsch, o Smith-Waterman também utiliza a programação dinâmica e constrói uma 
matriz de pontuação. No entanto, ele introduz uma modificação crucial que permite a identificação de regiões 
locais de alta similaridade. Essa modificação é a chave para sua flexibilidade e poder.

A principal diferença reside na forma como as pontuações negativas são tratadas. No Needleman-Wunsch, uma 
pontuação negativa apenas diminui a pontuação total do alinhamento. No Smith-Waterman, se uma célula na matriz 
de pontuação resultaria em um valor negativo, ela é simplesmente definida como zero. Isso tem um efeito 
profundo: significa que um alinhamento "ruim" (com muitas penalidades) pode ser "reiniciado" a partir de zero, 
permitindo que novas regiões de alta similaridade comecem a acumular pontuações positivas, independentemente 
do que veio antes.



Como o Smith-Waterman Funciona 
(Conceitualmente)
Vamos revisitar nosso mapa de ruas. No Smith-Waterman, se um caminho leva a um beco sem saída (pontuação 
negativa), você pode simplesmente "pular" para uma nova rua e começar a acumular pontos novamente, como se 
estivesse começando um novo alinhamento a partir daquele ponto.

01

Inicialização
Primeira linha e coluna preenchidas com zeros - 
alinhamento pode começar em qualquer ponto

02

Preenchimento com Opção Zero
Considera as três opções do Needleman-Wunsch, mas 
também uma quarta: zero (para "esquecer" 
alinhamentos ruins)

03

Ponto de Partida Flexível
O alinhamento ótimo pode estar em qualquer célula com 
a pontuação mais alta

04

Traceback até Zero
O rastreamento para quando encontra uma célula com 
pontuação zero

Inicialização: A primeira linha e a primeira coluna são preenchidas com zeros. Isso reflete a ideia de que um 
alinhamento local pode começar em qualquer ponto das sequências.

1.

Preenchimento da Matriz: Para cada célula (i, j), o algoritmo calcula a pontuação máxima, considerando as 
mesmas três possibilidades do Needleman-Wunsch (correspondência, gap na sequência 1, gap na sequência 
2), mas também uma quarta opção: zero. Se o cálculo das três opções resultar em um valor negativo, a célula 
recebe zero. Isso permite que o algoritmo "esqueça" alinhamentos ruins e comece novos alinhamentos 
promissores.

2.

Identificação do Ponto de Partida: Ao contrário do Needleman-Wunsch, o alinhamento ótimo não está 
necessariamente na última célula. O alinhamento local de maior pontuação pode estar em qualquer célula da 
matriz que tenha a pontuação mais alta.

3.

Rastreamento (Traceback): O rastreamento começa a partir da célula com a pontuação mais alta em toda a 
matriz. Ele segue os ponteiros de volta, mas para quando encontra uma célula com pontuação zero. Isso define 
os limites da região de alinhamento local.

4.



Aplicações do Alinhamento Local
O Smith-Waterman é a ferramenta de escolha para uma vasta gama de aplicações em bioinformática, 
especialmente quando se busca por regiões conservadas ou domínios funcionais:

Identificação de Domínios Proteicos
Encontrar regiões conservadas em proteínas que são 
responsáveis por funções específicas (ex: um domínio 
de ligação a DNA).

Busca em Bancos de Dados
Ferramentas como o BLAST são baseadas em princípios 
de alinhamento local para encontrar sequências 
similares em grandes bancos de dados.

Identificação de Motivos Funcionais
Pequenas sequências conservadas que indicam um 
sítio de ligação ou uma função enzimática.

Comparação de Sequências Divergentes
Quando a homologia global é baixa, mas se espera que 
existam regiões de alta similaridade.

Característica Needleman-Wunsch (Global) Smith-Waterman (Local)

Objetivo Alinhar as duas sequências em toda a 
sua extensão, do início ao fim.

Encontrar as regiões de maior 
similaridade dentro das sequências.

Tratamento de 
Pontuações 
Negativas

Permite pontuações negativas, que 
diminuem o total do alinhamento.

Zera pontuações negativas, permitindo 
"reiniciar" o alinhamento.

Ponto de Partida 
do Traceback

Sempre no canto inferior direito da 
matriz.

Na célula com a maior pontuação em 
toda a matriz.

Ponto de Parada 
do Traceback

No canto superior esquerdo da matriz. Quando uma célula com pontuação zero 
é encontrada.

Uso Típico Comparação de genes ortólogos, 
estudos filogenéticos.

Busca em bancos de dados (BLAST), 
identificação de domínios/motivos.

A escolha entre alinhamento global e local depende fundamentalmente da pergunta biológica que você está 
tentando responder. Se você espera que as sequências sejam homólogas em toda a sua extensão, use 
Needleman-Wunsch. Se você está procurando por regiões de similaridade dentro de sequências potencialmente 
muito diferentes, Smith-Waterman é a ferramenta ideal.



Penalidades de Abertura e Extensão de 
Gaps: O Custo da Flexibilidade
Ao alinhar sequências, raramente encontramos correspondências perfeitas de ponta a ponta. A evolução não é um 
processo linear e sem falhas; ela envolve mutações, mas também inserções e deleções de nucleotídeos ou 
aminoácidos. Essas inserções e deleções são representadas nos alinhamentos como gaps (lacunas). Um gap em 
uma sequência significa que um segmento de DNA ou proteína está presente em uma sequência, mas ausente na 
outra, ou vice-versa.

Imagine que você está tentando alinhar duas versões de um mesmo parágrafo, mas uma versão tem uma frase 
extra no meio. Para alinhar as palavras restantes, você precisaria "abrir" um espaço na outra versão para 
acomodar essa frase extra. Esse "espaço" é o nosso gap. No entanto, permitir muitos gaps ou gaps muito longos 
pode levar a alinhamentos biologicamente irrealistas, onde sequências não relacionadas parecem similares apenas 
por causa de uma série de lacunas.

Penalidade de Abertura de Gap (GOP)
Penalidade maior aplicada uma vez para cada novo 
gap iniciado

Penalidade de Extensão de Gap (GEP)
Penalidade menor aplicada para cada 
base/aminoácido adicional dentro de um gap 
existente

Para evitar isso, os algoritmos de alinhamento aplicam penalidades de gap. Essas penalidades são subtraídas da 
pontuação total do alinhamento cada vez que um gap é introduzido. A lógica por trás disso é que um único evento 
de inserção ou deleção (que cria um gap) é geralmente mais provável do que múltiplos eventos independentes de 
inserção/deleção que criariam vários gaps pequenos.

Por essa razão, a maioria dos algoritmos de alinhamento utiliza dois tipos de penalidades de gap:

Penalidade de Abertura de Gap (Gap Opening Penalty - GOP): Esta é uma penalidade maior, aplicada apenas 
uma vez para cada novo gap que é iniciado no alinhamento. Pense nisso como o custo inicial de "abrir uma 
nova estrada" em um mapa. É mais caro começar a estrada do zero.

1.

Penalidade de Extensão de Gap (Gap Extension Penalty - GEP): Esta é uma penalidade menor, aplicada para 
cada base ou aminoácido adicional que é estendido dentro de um gap já existente. É como o custo de 
"estender uma estrada já existente" 3 é mais barato do que construir uma nova.

2.



O Impacto das Penalidades de Gap no 
Alinhamento
A escolha dos valores para a penalidade de abertura e extensão de gap tem um impacto significativo no resultado 
do alinhamento.

Penalidades Muito Altas

Resultam em alinhamentos com poucos ou nenhum 
gap

Podem sacrificar similaridade de 
bases/aminoácidos

Úteis para sequências muito conservadas

Sem grandes eventos de inserção/deleção 
esperados

Penalidades Muito Baixas

Permitem introdução de muitos gaps

Podem levar a alinhamentos "espalhados"

Biologicamente menos significativos

Similaridade artificialmente inflada

A escolha ideal das penalidades de gap depende do tipo de sequências que estão sendo comparadas e da 
distância evolutiva esperada entre elas. Para sequências mais próximas, penalidades mais altas podem ser 
apropriadas. Para sequências mais distantes, onde eventos de inserção/deleção são mais prováveis, penalidades 
ligeiramente mais baixas podem ser necessárias para revelar a verdadeira homologia.

Na prática, a combinação da matriz de substituição (PAM ou BLOSUM) com as penalidades de gap é o que define o 
"modelo" de evolução que o algoritmo está usando para encontrar o alinhamento ótimo. Entender como esses 
parâmetros interagem é fundamental para interpretar corretamente os resultados dos alinhamentos e para realizar 
análises bioinformáticas robustas.



Consolidação do Conhecimento
Chegamos ao final desta jornada pelos fundamentos do alinhamento de sequências par a par. Vimos que a 
capacidade de comparar sequências biológicas é a espinha dorsal de muitas descobertas em biologia e medicina. 
Começamos com a ideia de homologia, entendendo que ela é a chave para desvendar relações evolutivas e 
funcionais, distinguindo entre ortólogos (genes em diferentes espécies com mesma função) e parálogos (genes 
na mesma espécie com funções potencialmente distintas, originados por duplicação).

Em seguida, exploramos as matrizes de substituição, como as PAM e BLOSUM, que nos permitem quantificar a 
probabilidade de substituições de aminoácidos, guiando os algoritmos para encontrar os alinhamentos mais 
biologicamente plausíveis. Mergulhamos nos dois pilares dos algoritmos de alinhamento: o Needleman-Wunsch 
para alinhamentos globais, ideal para sequências que se espera serem homólogas em toda a sua extensão, e o 
Smith-Waterman para alinhamentos locais, perfeito para encontrar regiões conservadas em sequências mais 
divergentes. Por fim, compreendemos a importância das penalidades de abertura e extensão de gaps, que 
modelam os eventos de inserção e deleção, garantindo que os alinhamentos sejam biologicamente significativos.

Em Prática

Com o conhecimento adquirido nesta aula, você está agora mais preparado para:

Interpretar resultados de alinhamentos de sequências em artigos científicos.

Compreender os parâmetros utilizados em ferramentas de alinhamento.

Fazer escolhas informadas sobre qual tipo de alinhamento (global ou local) e qual matriz de substituição são 
mais adequados para uma dada pergunta biológica.

Reconhecer a importância dos gaps e suas penalidades na qualidade de um alinhamento.

Preparar-se para a próxima etapa, que é a busca em bancos de dados.



Autoavaliação
1. Questões Objetivas:

1. Qual das seguintes afirmações melhor descreve a diferença entre genes ortólogos e parálogos?

a) Ortólogos são genes em diferentes espécies com funções distintas, enquanto parálogos são genes na 
mesma espécie com a mesma função.

b) Ortólogos surgem de eventos de duplicação gênica, enquanto parálogos surgem de eventos de especiação.

c) Ortólogos são genes em diferentes espécies que evoluíram de um gene ancestral comum via especiação e 
geralmente mantêm a mesma função; parálogos são genes que surgiram de duplicação gênica e podem ter 
funções distintas.

d) Parálogos são sempre mais conservados que ortólogos devido à sua origem.

2. A matriz BLOSUM62 é amplamente utilizada para alinhamento de proteínas. O número "62" em BLOSUM62 
indica:

a) O número máximo de mutações aceitas por 100 aminoácidos.

b) O percentual mínimo de identidade entre os blocos de sequências usados para construir a matriz.

c) O número de aminoácidos que podem ser substituídos sem penalidade.

d) A versão do algoritmo BLOSUM utilizada.

3. Você está tentando encontrar um pequeno domínio conservado em uma nova proteína, que pode estar presente 
em outras proteínas muito diferentes em sua sequência geral. Qual algoritmo de alinhamento seria mais apropriado 
para essa tarefa?

a) Needleman-Wunsch, pois busca o alinhamento global.

b) Smith-Waterman, pois busca regiões de alta similaridade local.

c) BLAST, pois é um algoritmo de alinhamento múltiplo.

d) PAM, pois é uma matriz de substituição.

4. Em um alinhamento de sequências, por que é comum aplicar uma penalidade de abertura de gap maior do que 
uma penalidade de extensão de gap?

a) Porque é mais provável que múltiplos eventos de inserção/deleção ocorram do que um único evento grande.

b) Para incentivar a criação de muitos pequenos gaps em vez de poucos gaps longos.

c) Para refletir que um único evento de inserção/deleção é geralmente mais provável do que múltiplos eventos 
independentes.

d) Para garantir que o alinhamento sempre termine com um gap.

2. Questão Discursiva:

Explique brevemente como a escolha da matriz de substituição (PAM ou BLOSUM) e das penalidades de gap pode 
influenciar o resultado de um alinhamento de sequências e a interpretação biológica desse alinhamento.



Gabarito

Questão 1
Resposta: c)

Questão 2
Resposta: b)

Questão 3
Resposta: b)

Questão 4
Resposta: c)

Resposta Sugerida para a Questão Discursiva:

A escolha da matriz de substituição (PAM ou BLOSUM) e das penalidades de gap é crucial porque elas definem 
o "custo" e o "benefício" de cada correspondência ou lacuna no alinhamento. Uma matriz inadequada (ex: 
BLOSUM para sequências muito distantes ou PAM para muito próximas) pode subestimar ou superestimar a 
similaridade, levando a alinhamentos que não refletem a verdadeira relação evolutiva. Da mesma forma, 
penalidades de gap muito altas podem suprimir a inserção de gaps biologicamente relevantes, enquanto 
penalidades muito baixas podem introduzir gaps excessivos, gerando alinhamentos artificiais. A escolha correta 
desses parâmetros garante que o alinhamento seja biologicamente significativo e permita inferências precisas 
sobre homologia e função.



Conexão com a Próxima Aula
Conexão com a Próxima Aula:

Nesta aula, construímos a base para entender como as sequências são comparadas. Na próxima aula, a Aula 6 3 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): A Ferramenta Essencial - Parte 1, vamos aplicar esses conceitos. O 
BLAST é uma das ferramentas mais utilizadas em bioinformática, e ele se baseia fortemente nos princípios de 
alinhamento local que acabamos de aprender. Prepare-se para ver como essa teoria se transforma em uma 
ferramenta prática e poderosa para a pesquisa biológica!

Livro Recomendado
"Bioinformatics and 
Functional Genomics" de 
Jonathan Pevsner (para 
aprofundamento 
conceitual).

Artigos Fundamentais
"A new algorithm for 
aligning DNA sequences" 
(Needleman & Wunsch, 
1970) e "Identification of 
common molecular 
subsequences" (Smith & 
Waterman, 1981).

Recurso Online
NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) 
para explorar bancos de 
dados e ferramentas de 
alinhamento.

NOTA IMPORTANTE: As informações regulatórias/legais/técnicas desta aula estão atualizadas até 2025. 
Consulte sempre fontes oficiais para verificar alterações.


