TITULO

hFam, EVOLUSUM, SDom - Criação de base de dados hFam para integrar famílias de genes homólogos, de uma nova matriz de substituição EVOLUSUM que pondera a estabilidade de códons e de um banco SDom de domínios estáveis
OBJETIVOS

1. Integrar bases de dados de famílias de genes homólogos existentes: COG/KOG, OrthoMCL-DB, Imparanoid, EGO, PHOG-DB com criação da base hFam
2. Disponibilizar a representação de seqüências nucleotídicas (além das seqüências de aminoácidos) para todos os CDS (região codificadora) das entradas hFam

3. Modelar “in silico” conjuntos de genes homólogos sintéticos e desenvolver metodologia de verificação de agrupamentos de homólogos utilizando o modelo.
4. Modelar “in silico” a mutagênese de seqüências de poli-aminoácidos codificados por um único códon e estimar a estabilidade da codificação frente a mutações aleatórias.
5. Criar a matriz EVOLUSUM de substituição de aminoácidos baseada empiricamente no modelo de mutagênese aleatória e realizar testes exaustivos de validação de seu uso.
6. Utilizar a matriz EVOLUSUM para ampliação de agrupamentos de homólogos.

7. Estimar a estabilidade de proteínas sob mutagênese “in silico”, realizar o mapeando domínios estáveis e construir um base de dados de domínios estáveis SDom.
INTRODUÇÃO

É correto afirmar que a comparação de estruturas primárias de proteínas alcançou um estado da arte bastante satisfatório com a utilização das abordagens atuais. Convencionalmente, o grau de similaridade entre proteínas baseia-se na aplicação da matriz de substituição BLOSUM64 para o processo de construção do escore de similaridade. A matriz BLOSUM64 foi originada a partir de duas observações fundamentais: (i) existem domínios protéicos conservados em famílias de proteínas e (ii) o uso de aminoácidos na composição desses domínios não é aleatório. 

A primeira observação se apóia no trabalho de um grupo de pesquisadores os quais não necessariamente são próximo da construção de matrizes de substituição, mas interessados na elaboração de bases de dados de domínios conservados. Como exemplo pode ser citada a base de dados pFam. Esta base foi enriquecida por outras análogas, como a SMART, para dar origem à base que alimenta a construção da BLOSUM62, a base de dados BLOCKS (REF). Assim, em última análise, famílias gênicas conservadas até um grau de identidade de 62% deram base à métrica mais em voga para a construção do escore de similaridade amplamente utilizado hoje. As bases de dados de domínios protéicos não têm necessariamente um viés para um processo que está sendo muito investigado nos últimos anos: a construção de agrupamentos de genes homólogos sejam eles ortólogos (cópias do mesmo gene evoluindo em espécies diferentes) ou parálogos (cópias originadas por duplicação, constituindo a expansão gênica dentro de uma mesma espécie, seja uma espécie atual ou a ancestral de atuais). Nos parece oportuno estudar a aplicação da métrica de busca por similaridade utilizando moléculas que fisicamente são mais apropriadas para esta pesquisa, qual sejam, os agrupamentos de genes homólogos. Todavia, para este fim, é necessário um trabalho de consolidação das várias iniciativas contemporâneas direcionadas à construção de bases de dados de genes homólogos. Podemos citar a base de dados COG e sua versão eucariótica KOG (REF), OrthoMCL-DB (REF), Imparanoid (REF, REF), EGO (REF), PHOG-DB (REF), dentre outras. Uma demanda muito evidente advém do fato de que essas bases atuais apresentam de forma organizada as seqüências nucleotídicas referentes à região codificadora (também conhecida pela sigla CDS), que embora possa ser extraída com algum custo por pesquisadores interessados, representa uma ferramenta adicional importante. Adicionalmente, alguns algoritmos de construção de agrupamentos de genes homólogos, embora prontamente aplicáveis para organismos metazoários, não foram estendidos a eles pelos autores do procedimento. Assim, uma base de dados de genes homólogos contendo (i) a representação de seqüências de aminoácidos, (ii) da seqüência de nucleotídios componentes da região codificadora e (iii) integrada, tendo como substrato tanto as bases de homólogos atuais como expansões feitas com a implementação de seus algoritmos originais, teria uma reconhecida relevância. Vamos nos referir a tal base como hFam provisoriamente, em clara referência à base de dados de domínios, todavia representando uma base integrada de famílias de genes homólogos. Não nos escapa a possibilidade de construção de um modelo sintético de genes homólogos “in silico”, que já foi por nós desenvolvido (figura 1) e está em testes preliminares. Este modelo pode ser muito útil na avaliação dos algoritmos utilizados para a construção das bases substrato da hFam.
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Figura 1: Representação esquemática do algoritmo de criação de um modelo sintético de organismos contendo genes mutados “in silico” a partir de um gene ancestral A. Três tipos de organismos foram criados resultando em diferentes distâncias relativas entre ortólogos e parálogos (Prosdocimi e col., não publicado).
A segunda observação à qual nos referimos que subsidia a construção da BLOSUM62 é a ocorrência não aleatória de aminoácidos nas proteínas. É senso comum que, por exemplo, triptofano (W) é mais raro em proteínas que metionina (M), embora ambos sejam codificados por apenas 1 códon. Se a proporção dos mesmos fosse derivada da sua representatividade no código genético, eles seriam esperados ocorrer em uma proporção próxima de 1/64 caso se quisesse contabilizar a ocorrência de códons de terminação, ou de 1/61, caso contrário. Esta ocorrência inferida de proteomas não necessariamente bem ponderados é o que inclui na construção da BLOSUM62 o viés para a chance de alinhamento ao acaso entre M e M, W e W, ou entre aminoácidos hexa-codônicos como arginina (R), Leucina (K) ou Serina (S). Não foi até o momento suposto que alguns aminoácidos são codificados por códons que apresentam diferentes graus de resistência ou estabilidade frente a mutações aleatórias, ou seja, distintos níveis de perda de identidade. Esperávamos que o alinhamento M/M (entre duas metioninas) fosse mais sensível à modificação durante a evolução das proteínas que um alinhamento R/R (entre duas argininas), pois dois códons para a arginina - CGA e CGG - quando mutados na terceira base transformam-se em códons sinônimos (ainda codificam R) e, interessantemente, quando mutados na primeira base de C para A, também evoluem para códons para arginina, representando, portanto códons mais resistentes à mutação (estáveis) que aqueles para M ou W. Isto nos levou a conduzir simulações "in silico" que resultaram nos dados da figura 2.
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Figura 2: Estabilidade de códons após mutação “in silico” dada pela porcentagem de aminoácidos (eixo dos Y) idênticos ao ancestral (eixo dos X) após um ciclo de 0,5 mutação/nucleotídeo. Aminoácidos mono, di, tri e tetra e hexa codônicos estão agrupados (números 1-6). Códons com comportamento similar foram agrupados para S, R e L (Prosdocimi e col., não publicado).
Embora não seja tão simples o tratamento necessário, é possível vislumbrar a aplicação da mesma abordagem para um viés mais amplo que a perda da identidade, qual seja, a transformação códon-dependente de um aminoácido em outros. Isto pode ser feito de maneira a elaborar uma matriz de substituição que leve em conta os códons. A princípio, esta matriz de substituição aparenta ser menor que a dimenção de 64 por 64 códons, pois nossos dados preliminares sugerem que, por exemplo, a serina pode ser tratada como serina-1 (bi-codônica) e serina-2 (tetra-codônica). Todavia, é ainda prematuro propor a compactação da matriz para uma dimensão de 20 por 20. Embora uma matriz de 20 por 20 posições fosse rapidamente aplicável ao uso de ferramentas atuais como o BLAST, a utilização de uma matriz de dimensões maiores não nos parece problemática, já que é possível re-programar com pouca dificuldade o código do BLAST que lida com essa porção do algoritmo. Isto será verificado com detalhes durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa. Desta forma, objetivamos incluir na matriz de substituição para determinação da similaridade de proteínas um parâmetro suportado pela evidência apresentada na figura 1 de que parte da manutenção de identidade e supostamente similaridade entre proteínas que estão evoluindo de um ancestral comum depende intrinsecamente do códon utilizado na proteína ancestral e, conseqüentemente, dos códons que estão sendo utilizados nas proteínas atuais. Em clara referência à BLOSUM62, o codinome de trabalho que damos a esta matriz de substituição é EVOLUSUM, por contemplar a evolução dos códons dos aminoácidos. O desenvolvimento da EVOLUSUM certamente se beneficiará da organização da base hFam, mencionada acima, e vice-versa, pois é provável que a EVOLUSUM seja capaz de identificar alinhamentos entre grupos de homólogos mais precisamente.
Mesmo antes do desenvolvimento da EVOLUSUM, verificamos que a perda de identidade em proteínas atuais pode ser calculada ponderando-se a evolução de cada códon componente das proteínas, mostrada na figura 2. Em outras palavras, não é necessário aplicar a simulação evolutiva “in silico” que gerou os resultados da figura 2 a todas as proteínas conhecidas, o que incorreria em um custo computacional absurdamente alto. Assim, com a base de dados hFam, a qual deve conter a seqüência nucleotídica dos CDSs e os agrupamentos de homólogos, será facilmente determinável a inércia evolutiva nessas famílias de homólogos. É plausível supor que um número elevado de famílias hFam apresentem na proximidade entre seus membros uma contribuição elevada conferida pelo código genético que as compõem. Histonas, por serem ricas em aminoácidos hexa-codônicos arginina e lisina, são um exemplo que vêm rapidamente à tona, todavia é preciso estudar com detalhe exemplos antagônicos. À velocidade de irradiação em famílias de genes nos referimos preliminarmente como A2I2 (“Amino Acid Identity Instability”). Será interessante determinar o grau de A2I2 em famílias hFam e caracterizar a sua parcela de contribuição na EVOLUSUM. A determinação do A2I2 pode ser feita em larga escala tanto para proteínas completas quanto para domínios que minimizariam o valor de A2I2, gerando um interessante conjunto de dados para mineração: domínios estáveis. Sua possível co-habitação com domínios conservados é uma questão intrigante. Estes domínios serão relacionados em uma base de dados, à qual nos referiremos como SDom (“Stable Domains”). O desenvolvimento da EVOLUSUM contribuirá para a utilização não somente da perda de identidade, em etapas mais avançadas do desenvolvimento do projeto.
