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Dedico este livro a minha esposa, Lidiane Diniz, pois sem a sua dedicacéo e
amor nao seria possivel concluir este trabalho.

Prof. Dr. Kaué Santana



APRESENTACAO

A predic@o da estrutura de proteinas €, sem duvida, um assunto-chave para quem
atua nas areas de modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural, dada a
versatilidade de fungdes desempenhada por estes biopolimeros em processos biologicos,
assim como suas diferentes aplicagdes farmacéuticas, industriais e biotecnologicas. Com
este livro, pretendemos ndo somente atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e a analise das estruturas tridimensionais de proteinas, contetudo ainda carente
em lingua portuguesa, mas também fornecer os principais conceitos necessarios para a
compreensao dos métodos, suas aplica¢des, assim como limitagdes. Focamos o contetdo
e a linguagem do texto para a graduacao e devido ao grande nimero de expressfes da
lingua inglesa presentes na literatura cientifica, incluimos os termos mais comumente
utilizados dessa lingua, sempre dando preferéncia a tradugéo deles para o portugués.

O livro traz uma linguagem acessivel, incluindo referéncias atualizadas sobre os
métodos, além de estar ricamente ilustrado, ainda traz, no final, um glossario de termos
técnicos que enriquecerao a leitura e a compreensao do leitor.

Temos certeza que sera uma importante fonte de consulta para alunos de graduagéo
e pés-graduacao, assim como para todos os interessados na area.

Prof. Kaué Santana
Prof. Claudio Nahum



PREFACIO

Aobra intitulada Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico, produzido por Kaué Santana e Claudio Nahum, faz um apanhado
geral das técnicas e abordagens computacionais mais avangadas usadas na predicdo
e estudo das estruturas das proteinas. O livro esta organizado de forma que ao leitor,
inicialmente, sejam apresentados aos conceitos basicos inerentes aos métodos usados em
diversos programas e algoritmos empregados na modelagem. Apesar de o embasamento
teorico oferecido ser bastante amplo, a leitura do texto ndo se torna densa,isso faz com
que o leitor, mesmo pertencendo ao publico leigo, n&o tenha dificuldade em avancar no
entendimento.

A segunda parte do livro traz um manual aplicado com um detalhamento muito rico
e pontual de como proceder para a obtencao de uma determinada estrutura tridimensional.
Notadamente, a parte de aplicacdo do livro mostra tudo o que € necessario para que aqueles
que se aventuram nas tarefas de modelar e avaliar as estruturas tridimensionais, sintam-
se bastante seguros quanto ao manuseio dos parametros e interpretacdo dos resultados
obtidos através deste guia pratico.

Na dltima parte do livro,0s autores mostram diversas aplicagbes da modelagem
computacional em distintos contextos da biologia. Varios exemplos sdo apresentados
através de artigos cientificos, oque se configura como uma forma de ampliar os horizontes
do leitor quanto a vasta gama de possibilidades de aplicagdo dos métodos de modelagem.
Além disso, os exemplos de aplicabilidade servem para instigar os leitores mais audazes a
se aventurarem na laboriosa tarefa de predizer a estrutura de uma proteina.

Particularmente, o Gltimo capitulo do livro é bastante interessante, pois além de
mostrar as perspectivas da predigéo tridimensional, ele discute, deforma geral,as atuais
limitagdes. Os autores discorremsem detalhar um método em particular e trazem a tona
uma faceta da modelagem que é seu caracter de aproximacado. Isso ndo poderia ser
diferente, pois a modelagem computacional € uma inferéncia que,como tal,nos proporciona
uma forma de idealizar uma entidade biolégica desconhecida que é a real estrutura da
proteina.

Em suma o livro Métodos de Modelagem da Estrutura Tridimensional de Proteinas:
Um Guia Tedrico-pratico é um excelente referencial teérico-pratico de facil leitura que esta
sendo oferecido ao publico académico na lingua portuguesa.

Prof. PhD. Elcio de Souza Leal
Docente do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para
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CAPITULO 5

METODOS DE PREDICAO THREADING E AB INITIO

Anderson Henrique Lima e Lima
Kaué Santana da Costa

Alberto Monteiro dos Santos

METODOS DE PREDIGCAO POR
THREADING

O termo threading foi inicialmente cunhado
em 1992 por David Jones e colaboradores,
para a predicdo da estrutura de proteinas
através do reconhecimento de dobramentos
(do inglés protein folding) semelhantes com
ou sem relagdo evolutiva (JONES; MILLER,;
THORNTON, 1995; JONES; TAYLOR;
THORNTON, 1992). O threading mostra-se Util
para a predicao de estruturas de proteinas que
apresentam baixa identidade (valores < 30%)
com outras sequéncias disponiveis em bases
de dados para a modelagem comparativa, no
entanto, seleciona estruturas que compartilham
semelhancas entre si (FLOUDAS et al., 2006).

Esta abordagem baseia-se na conjectura
que o numero de possiveis dobramentos é finito
para todas as proteinas existentes e, desta
forma, proteinas n&o relacionadas também
podem assumir estruturas similares devido a
evolugdo convergente (WANG, 1998). Um fator
determinante para o desenvolvimento deste
método foi a descoberta, através da anélise
espacial da organizacdo dos aminoacidos nas
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proteinas, de preferéncias na interagdo entre
estes, isto €, residuos hidrofobicos, por exemplo,
podem ser mais suscetiveis a interacdo com
residuos de mesma natureza hidrofébica.
Esta observacdo permitiu o desenvolvimento
de potenciais de interagdo explicita, na qual,
analisando a estrutura priméria, é possivel
determinar, através de matrizes de pontuagéo,
diferentes  caracteristicas envolvidas em
modelar a estrutura da proteina, tais como
preferéncias de interacdo de pares de
residuos, regibes favoraveis a formacdo de
estruturas secundarias, regides acessiveis
a solvatagdo, entre outras.20. Atualmente,
diferentes servidores empregam a modelagem
de proteinas por threading e apresentam uma
interface amigavel e de féacil utilizagdo, estes
incluem os servidores Phyre2 (KELLEY et al.,
2015), I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG,
2010; ZHANG, 2009) e Raptor-X (KALLBERG et
al., 2012).

Os métodos threading podem ser
subdivididos em dois grupos: threading baseado
em perfil (em inglés profile-based threading) e
o threading baseado em potenciais de pares
(em inglés pair potentials-based threading)
(KORETKEetal., 1999). Naprimeirametodologia,
os algoritmos criam a estrutura utilizando, como
referéncia, a topologia de estruturas conhecidas,
baseando-se em matrizes de pontuacédo que
definem o “perfil” tridimensional da sequéncia

(ROST; SCHNEIDER; SANDER, 1997). Estas
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matrizes podem ser derivadas de diferentes informacgdes, entre as quais, matrizes de
distancia evolutiva (como a de Dayhoff para proteinas), do alinhamento de sequéncias e da
predicéo da estrutura secundaria (JONES et al., 1999; ZHOU; ZHOU, 2005). O processo
de modelagem utilizado por threading baseado em perfil € mostrado esquematicamente
na Figura 21. O segundo baseia-se em potenciais de pares de residuos que informam a
probabilidade de determinados residuos encontrarem-se a certa distancia, baseando-se em
energias de contato de pares de residuos e energias hidrofobicas, sendo alguns derivados
de andlise estatistica de estruturas cristalograficas de proteinas (BRYANT; LAWRENCE,
1993; TAYLOR, 1997).
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Figura 21. Processo esquematico da modelagem de proteinas pela abordagem threading baseado em
perfil (em inglés, profile-based threading). Etapas de agrupamento estrutural, avaliagdo e minimizagao
de energia e validagao podem estar presentes em determinados algoritmos de modelagem por
threading

Algoritmos que aplicam a predi¢é@o por threading tém se mostrado bons resultados
nos eventos CASP e incluem: THREADER (JONES et al., 1999), Phyre2 (KELLEY et
al., 2015) e I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; ZHANG, 2009). A literatura,
com modelagem de proteinas por threading, é extremamente vasta e utiliza diferentes
algoritmos, programas e pipelines (IHM et al., 2009; NOCUA et al., 2014; TSANG et al.,
2011). Abordaremos a estratégia de predicéo do I-TASSER, que recentemente apresentou
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resultados extremamente satisfatérios nas ultimas competicées do CASP (ZHANG, 2007,
2009), em especial, o CASP7 ocorrido em 2006, na cidade de Pacific Grove, na California,
Estados Unidos (TRAPANE; LATTMAN, 2007) e o CASP8 na ilha de Sardinia na Italia
(KRYSHTAFOVYCH et al., 2009).

METODOS DE PREDIGCAO AB INITIO

Os métodos de modelagem ab initio sdo usados para predicdo da estrutura
tridimensional, utilizando como ponto de partida, apenas a estrutura primaria da proteina
alvo. Neste método, sédo utilizados uma analise do espaco conformacional da estrutura
unida a uma funcéo de pontuacao de energia a fim de encontrar as estruturas com o minimo
de energia potencial global. Normalmente, os algoritmos que empregam esta abordagem
geram um grande numero de modelos teodricos com diferentes conformagdes estruturais e
um dos desafios é selecionar o0 modelo final (GOPAL; KLENIN; WENZEL, 2009).

Esta abordagem se destaca por ndo depender de estruturas homologas previamente
conhecidas que possam ser utilizadas como referéncia na modelagem, e emerge do fato de
que muitas proteinas ainda n@o apresentam identidade suficiente (=30%) com sequéncias
de estruturas depositadas em bases de dados para a utilizagcdo de métodos de modelagem
comparativa. Os métodos ab initio podem ser subdivididos em duas categorias: ab initio
com informagdes de base de dados também chamados de baseados em conhecimento
(em inglés knowledge-based), e ab initio sem informacbes de base de dados (FLOUDAS
et al., 2006).

Os métodos ab initio baseados em conhecimento ndo comparam a proteina alvo com
a proteina molde, mas sim curtos fragmentos entre ambas, e uma vez que os fragmentos
compativeis séo identificados. Estes algoritmos iniciam a montagem dos mesmos para a
formacéo da estrutura-alvo com o auxilio de fungcbes de pontuacéo de energia e algoritmos
de pesquisa conformacional. Os métodos ab initio sem informagédo de base de dados
consideram que a conformacdo de uma proteina depende unicamente da sua estrutura
priméria. Estes métodos utilizam potenciais fisicos para aresolu¢do da estrutura e selecionam
aquelas que melhor representam o estado nativo, por meio de algoritmos que empregam
pesquisa conformacional baseada nos potenciais. Com relagdo aos pacotes de programas
que podem realizar predi¢cao ab initio sem informagdes de base de dados, podemos citar
os aplicados a simulagédo de dindmica molecular, tais como CHARMM (BROOKS et al.,
1983) (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics), AMBER (Assisted Model Building with
Energy Refinement), (CASE et al., 2005; SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013)
e GROMACS (GRoningen MAchine for Chemical Simulation) (VAN DER SPOEL et al.,
2005). E importante ressaltar que embora estes pacotes tenham sido desenvolvidos para
simulagdo de dindmica molecular, atualmente, eles podem ser utilizados na elucidacéao

estrutural e para anélise do enovelamento de proteinas.
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Os métodos ab initio consideram que uma proteina pode adquirir diferentes
conformacdes, porém a estrutura de menor energia global corresponde ao seu estado nativo
(KUHLMAN; BAKER, 2000). Deste modo, os algoritmos de modelagem, normalmente,
geram uma grande quantidade de modelos tedricos com o propésito de se obter diferentes
conformacdes e empregam um tratamento estatistico para selecionar as estruturas que
melhor representam a estrutura nativa em relagdo as demais que sao geradas pelo
processo de modelagem. Desta forma, € comum programas aplicarem um agrupamento
(em inglés clustering) das estruturas similares, além de uma anélise baseada em centroide,
isto é, a selecdo das conformacgdes que melhor representam as demais do agrupamento
(em inglés cluster).

Os algoritmos de agrupamento utilizam um critério de similaridade estrutural, como a
Raiz do Desvio Quadréatico Médio (RMSD do inglés Root Mean Square Deviation) do carbono
alfa (Ca), para a formagéo dos agrupamentos. Assim, € possivel reduzir a quantidade de
modelos tedricos gerados e analisar somente as estruturas mais significativas (ROHL et al.,
2004; SHORTLE; SIMONS; BAKER, 1998; ZHANG; KOLINSKI; SKOLNICK, 2003; ZHANG;
SKOLNICK, 2004). No geral, programas que realizam predi¢do ab initio disponibilizam sua
ferramenta de agrupamento, contudo, pacotes externos ja foram desenvolvidos para esta
finalidade como o MaxSub (SIEW et al., 2000).

A figura 22 representa esquematicamente o processo de agrupamento utilizado por
programas ab initio. Além destes, sdo realizadas otimiza¢des nas estruturas proteicas, a fim
de melhorar a qualidade estereoquimica e o perfil de energia dos modelos obtidos. Devido
suas peculiaridades, normalmente, os métodos ab initio requerem demasiado tempo de
processamento computacional quando comparados aos outros métodos de predigéo in

silico.
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Figura 22. Vis&o geral do processo de agrupamento utilizado pelos métodos ab initio. Modelos de baixa
energia global sdo estruturalmente semelhantes a forma nativa (KUHLMAN; BAKER, 2000).

O sucesso da predigédo ab initio depende de trés componentes essenciais para seu
funcionamento: (1) uma fungéo de pontuacéo de energia capaz de discriminar corretamente
a forma nativa das demais (denominadas decoy); (2) uma representacao geométrica da
proteina e (3) uma técnica de pesquisa conformacional capaz de discriminar, rapidamente,
as formas de baixa energia que representam um estado termodinamicamente estavel das
outras formas, isto, realizar uma varredura na superficie de energia obtida pela geracéo
das estruturas propostas. Atualmente, ha diferentes programas que realizam a modelagem
ab initio e aplicam diferentes estratégias de pesquisa conformacional e campos de forca
(KIHARA et al., 2001; KLEPEIS; FLOUDAS, 2003; SIMONS et al., 1999; XU; ZHANG,
2012; ZHANG; KOLINSKI; SKOLNICK, 2003). A tabela 1 sumariza os principais programas.
Abordaremos, nas se¢des seguintes, separadamente cada um dos componentes da
predicao ab initio.
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. Selecao do Pesquisa N
Algoritmo Campo de Forca modelo Conformacional Referéncias
- Agrupamento e
ROSETTA z:l((::gr?hzasrﬁ:g?o menor energia Monte Carlo gg\g?Ns etal,
potencial
Agrupamento/ . (LIWO; KHALILI;
UNRES Fisico menor energia | Comormational | sGHERAGA,
livre P 9 | 2005)
Agrupamento e
I-TASSER Baseado em menor energia Monte Carlo (ZHANG, 2008,
conhecimento livre 2009)
Conformational
g _ . space annealing (KLEPEIS;
ASTRO-FOLD Fisico Menor energia e dinamica FLOUDAS, 2003)
molecular
Agrupamento e .
Baseado em - (XU; ZHANG,
QUARK conhecimento Irir\wlfgor energia Monte Carlo 2012)
Agrupamento e (KIHARA et al.,
Baseado em . 2001; ZHANG;
TOUCHSTONE conhecimento Ir::/?gor energia Monte Carlo KOLINSKI:
SKOLNICK, 2003)
AMBER e Fisico Menor energia Dinamica g%gg%ﬁssgt:tl"
CHARMM livre molecular al 2(’)05)

Tabela 1. Resumo dos principais algoritmos utilizados para predicao ab initio da estrutura de proteinas
discriminados pelo tipo de campo de forgca, método de selegéo do modelo, e o algoritmo de pesquisa
conformacional. E importante ressaltar que pacotes de simulagdo de DM também podem ser usados na
predi¢éo ab initio de proteinas.

REPRESENTACAO GEOMETRICA

De modo geral, uma representacdo geométrica, que leve em consideragéo todos
os atomos da cadeia polipeptidica, demandaria enorme tempo computacional devido ao
elevado numero de particulas e angulos de tor¢cdo necessarios para a representacéo das
estruturas. Dessa maneira, uma representacdo geométrica de proteinas devidamente
adotada pode mostrar-se extremamente eficiente para os calculos de energia potenciais do
sistema analisado, sem comprometer o tempo de célculo computacioanal.

Alguns algoritmos de predicdo ab initio diminuem os graus de liberdade através
de modelos semirreduzidos, considerando somente os atomos pesados da cadeia
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polipeptidica (ex.: N, Ca, C, O, CB) para representar a cadeia principal e o centro de massa
das cadeias laterais (XU; ZHANG, 2012). O algoritmo Rosetta utiliza os atomos pesados da
cadeia principal e representa a cadeia lateral pelo Cf mantendo os angulos e distancias de
ligacédo constantes (SIMONS et al., 1997). O algoritmo Touchstone representa a estrutura
da cadeia principal pelos atomos de carbono alfa (Ca) com ligagdes laterais de atomos de
carbono beta (CB) e centros de massa da cadeia lateral (KIHARA et al., 2001).

METODOS DE PESQUISA CONFORMACIONAL

Ha trés principais métodos utilizados para a pesquisa conformacional da estrutura
de proteinas: dindmica molecular (DM), o método estocastico Metropolis Monte Carlo
(MC) (METROPOLIS et al.,, 1953) e os algoritmos genéticos. Os métodos de pesquisa
conformacional analisam diferentes conformacdes possiveis que uma proteina pode
adquirir de modo a encontrar aquela de menor energia e s@o cruciais, quando se deseja
atingir modelos de 6tima resolugédo atémica e conformagdo semelhante & forma nativa. E,
por este motivo, novos métodos de pesquisa tém sido conduzidos ao longo dos anos, e tem
se mostrado um campo ativo de estudo (DING et al., 2008; LIWO et al., 1998; THACHUK;
SHMYGELSKA; HOOS, 2007; ZHANG, 1999).

Diferentes algoritmos Metropolis MC foram desenvolvidos (ZHANG, 1999)ultimately,
refine protein structures. The main principle of this algorithm is, in each cycle, a new trial
conformation is generated by carrying out a short period of molecular dynamics (MD e
existem boas revisées sobre o assunto (HANSMANN; OKAMOTO, 1999). Provavelmente,
a versdo mais popular de algoritmo MC é o Simulated Annealing (SA) (KIRKPATRICK;
GELATT; VECCHI, 1983)aplicado com sucesso em programas de predicdo ab initio, em
especial, o algoritmo Rosetta (KAUFMANN et al., 2010; ROY; KUCUKURAL; ZHANG,
2010).

O SA é um algoritmo de otimizacéo global que aplica o Metropolis MC para gerar
as conformacgdes da proteina, seguindo a distribuicdo candnica de energia de Boltzman
para determinada temperatura. Este algoritmo inicia a geracdo de perturbagbes aleatorias
nas conformacdes, através do aumento da temperatura seguida das diminui¢cbes
progressivas, e mantém as melhores solugcbes conformacionais baseadas no minimo de
energia da estrutura. Em resumo, objetiva encontrar as combina¢des de rotdmeros que
ocupam o minimo de energia global, de acordo com uma fungéo de pontuacédo de energia
(OKAMOTO, 2009). Os algoritmos genéticos sao representados principalmente pela técnica
de Conformational space annealing (CSA) implementados no ASTRO-FOLD (KLEPEIS;
FLOUDAS, 2003) e UNRES (LIWO et al., 1998).
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CAMPOS DE FORGA E FUNGAO DE PONTUACAO DE ENERGIA

Os campos de forga sdo um conjunto de parametros fisico-quimicos e de fungdes
matematicas utilizadas para descrever a energia potencial de um sistema, estes contém
informacgdes utilizadas pela funcdo de pontuacdo de energia (do inglés energy score
function) que irdo determinar se a estrutura do modelo final obtida se mostra fidedigna
para representar a conformacédo nativa da proteina. Uma funcdo de pontuagéo de energia
(também referida por fungcdo de mérito) deve, portanto, auxiliar o método de pesquisa
conformacional a discriminar corretamente as estruturas semelhantes a forma nativa
daquelas ndo enoveladas ou mal enoveladas geradas no processo de modelagem,
sendo desta forma, Uteis para avaliar a qualidade dos modelos gerados. Baseando-se
na utilizagcdo ou ndo de informacgbes estatisticamente extraidas de estruturas resolvidas
experimentalmente, os campos de for¢a sé@o divididos em duas categorias: baseados em
conhecimento e campos de forca fisicos. Atualmente, os algoritmos ab initio aplicam um
(KLEPEIS; FLOUDAS, 2003) ou ambos na predi¢cdo da estrutura (RAMAN et al., 2009;
ROHL et al., 2004).

Métodos de predicéao, que empregam campos de forca fisicos aliado aos métodos de
pesquisa conformacional, podem ser considerados estritamente ab initio, por ndo utilizarem
nenhuma informacéo proveniente de estruturas proteicas experimentalmente resolvidas. A
utilizacéo destes campos de forga de potenciais fisicos surge da hip6tese termodinamica de
Anfisen, pois tentam resolvé-la baseando-se na obtencéo da sua menor energia livre global
(PILLARDY et al., 2001). Com relagéo aos campos de forga fisico, podemos citar os ja bem
conhecidos OPLS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996), AMBER,(CASE
et al., 2005) e CHARMM (BROOKS et al., 1983). Quando associados aos modelos de
solvatagéo e a simulagéo de dindmica molecular, estes campos de forca podem se tornar
eficientes ndo somente na elucidacdo da estrutura tridimensional, mas também no estudo
do enovelamento de proteinas (VOELZ et al., 2010).

Com relagéo aos campos de forca baseados em conhecimento, eles contém termos
de energia empiricos derivados de estruturas de proteinas resolvidas experimentalmente
(SIPPL, 1990). Em alguns casos, estes campos abrangem potenciais de contato de pares
de residuos e propensdes da sequéncia em desenvolver determinada estrutura secundaria
(HAO; SCHERAGAT, 1999; SKOLNICK, 20086). O algoritmo Rosetta, por exemplo, (SIMONS
et al., 1999) aplica um campo de for¢ca baseado em conhecimento unido a montagem de
fragmentos de proteinas de estrutura conhecida e, no final, depois de obtidos os modelos,
estes sdo submetidos ao refinamento atdmico através de um potencial fisico (RAMAN et
al., 2009).
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A predicao da estrutura de proteinas é, sem duvida, um
assunto chave para todos que atuam nas areas de
modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural,
dada a versatilidade de fungcdoes desempenhada por estes
biopolimeros em processos biolégicos, assim como suas
diferentes aplicagdées farmacéuticas, industriais e
biotecnolégicas. Com este livro, pretende-se hao somente
atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e analise das estruturas tridimensionais de
proteinas, conteudo ainda carente em lingua portuguesa,
mas também fornecer os principais conceitos necessarios
para a compreensao dos métodos, suas aplicagdes, assim
como limitacoes. O livro traz um conteudo e linguagem
adaptada para alunos de graduacao e, devido ao grande
numero de expressoes originarias do inglés presentes na
literatura cientifica, sao incluidos os termos mais
comumente utilizados na lingua de origem, sempre dando
preferéncia a traducao destes para o portugués.

O livro traz linguagem acessivel, inclui referéncias
atualizadas sobre os métodos, se encontra ricamente
ilustrado e traz ao final um glossario de termos técnicos
qgue enriquecerao a leitura e compreensao do leitor. Esta
obra é uma importante fonte de consulta de alunos de
graduacao e pds-graduacao de cursos relacionados as areas
de ciéncias Bioldgicas, Médicas, Exatas e Naturais, assim
como, para todos interessados no assunto.

[Z\tena

Editora

Ano 2022



A predicao da estrutura de proteinas & sem duvida, um
assunto chave para todos que atuam nas dreas de
modelagem molecular, bioinformatica e biologia estrutural,
dada a versatilidade de fungcoes desempenhada por estes
biopolimeros em processos biolégicos, assim como suas
diferentes aplicagcoes farmacéuticas, industriais e
biotecnolégicas. Com este livro, pretende-se ndo somente
atender as necessidades praticas relacionadas a
modelagem e analise das estruturas tridimensionais de
proteinas, conteudo ainda carente em lingua portuguesa,
mas também fornecer os principais conceitos necessarios
para a compreensao dos métodos, suas aplicagoes, assim
como limitacoes. O livro traz um conteddo e linguagem
adaptada para alunos de graduacao e, devido ao grande
numero de expressoes originarias do inglés presentes na
literatura cientifica, sao incluidos os termos mais
comumente utilizados na lingua de origem, sempre dando
preferéncia a traducao destes para o portugués.

O livro traz linguagem acessivel, inclui referéncias
atualizadas sobre os métodos, se encontra ricamente
ilustrado e traz ao final um glossario de termos técnicos
qgue enriquecerao a leitura e compreensao do leitor. Esta
obra é uma importante fonte de consulta de alunos de
graduacao e pds-graduacao de cursos relacionados as areas
de ciéncias Bioldgicas, Médicas, Exatas e Naturais, assim
como, para todos interessados no assunto.
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