Introdução

As proteínas são polímeros de aminoácidos. Todos organismos utilizam 20 diferentes tipos de aminoácidos para fabricar suas proteínas. Atualmente utiliza-se o código de uma letra para representar cada aminoácido (A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W e Y) e assim uma proteína inteira pode ser representada por uma sequência de letras. 

Bases de dados de proteínas estão disponíveis e pode-se descarregar as seqüências de proteínas organizadas por organismo. O recente progresso no seqüenciamento completo de muitos organismos levou à dedução da seqüência de aminoácidos de muitas das proteínas que os mesmos produzem. Podemos então comparar o conjunto protéico de organismos diferentes. A esse conjunto dá-se o nome de proteoma, em analogia ao conjunto do material genético que é chamado genoma.

Duas proteínas que exercem função equivalente em organismos diferentes são chamadas de ortólogas. O algorítmo computacional mais popular em bioinformática, a ciência que estuda os genes e as proteínas com o uso de informática, para encontrar numa base de dados uma proteína ortóloga a uma proteína teste é o utilizado pelo programa BLAST. Este algorítmo divide a seqüência teste em pequenas células denominadas palavras e procura na base de dados a existência de tal palavra. Quando encontra, aumenta progressivamente o tamanho da palavra incluindo a informação adjacente na seqüência, em ambas direções, até alcançar um valor de pontuação máximo. Os resultados com pontuação inferior são descartados.

Assim, o valor de E é utilizado para caracterizar uma proteína de uma base de dados como possível ortóloga da proteína teste. O valor de E representa a probabilidade da complexidade de homologia demonstrada entre a seqüência teste e a ortóloga ter sido encontrada por mero acaso, levando em conta o tamanho da base de dados pesquisada. Biólogos estão habituados a considerar que proteínas são ortólogas quando o valor de E for inferior a 10E-15.

Uma outra importante informação biológica que aparece no resultado do BLAST é o número do aminoácido das seqüências teste e da ortóloga onde o bloco de homologia é iniciado, já que a homologia é raramente total quando proteínas de organismos diferentes são comparadas. É preciso esclarecer que alguns aminoácidos tem propriedades químicas semelhantes e geralmente a homologia entre blocos de proteínas não é necessariamente caracterizada pela identidade dos aminoácidos, mas o que se convencionou chamar de similaridade. Por exemplo, a troca de um ácido aspártico (D) or um ácido glutâmico (E) não altera o caráter da proteína. Assim, o bloco de homologia apontado pelo programa BLAST é uma região de similaridade entre as proteínas, não de identidade.

Nota-se, portanto, que quando são comparadas proteínas de diferentes organismos, o programa BLAST retrata a região não homóloga de duas proteínas quando indica em qual aminoácido, nas duas proteínas, a similaridade é iniciada. A região inicial pré-similar de proteínas ortólogas é o assunto do presente projeto de pesquisa.

As seqüências de aminoácidos abaixo representam uma situação típica onde, a partir do aminoácido K sublinhado, é iniciada a região de similaridade entre duas proteínas supostamente ortólogas. Veja que esse aminoácido é o de número 25 na proteína superior enquanto é o aminoácido 16 da proteína inferior. A troca de D por E é considerada conservativa e por isso está denotada pelo sinal "+" ao invés de "|".

                                                              25

1 MACAGTYYRFDELLEWRTDGFFILKRRKATVCNQAAGGKLRRTDEGAALPPY
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         1 MGGDFPREKGYVSREKRKRATVCNQAAGGKLRRTEDGAALPPY
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Como a evolução opera sobre a região pré-similar de proteínas ortólogas? Quando dois organismos são muito próximos evolutivamente o tamanho comparativo dessa região das proteínas difere pouco? Ou torna-se menor em números absolutos? Embora essas questões sejam interessantes por si só, o estudo da região pré-similar está sendo motivado por uma necessidade intrínseca de estudos genômicos, como explicitado a seguir.

Uma das modalidades de estudos genômicos é o seqüenciamento de mRNA. A molécula de mRNA é intermediária na síntese de proteínas porque leva à fábrica de produção protéica, que é o ribossomo, a mensagem contida no DNA. Todavia, projetos de seqüenciamento de mRNA não utilizam moléculas de RNA para o seqüenciamento, mas uma cópia do mRNA feita com a enzima transcriptase reversa, presente em retrovírus como o HIV, que é capaz de fabricar DNA a partir de mRNA. A maioria dos projetos desse tipo utilizam a abordagem de sintetizar uma fita de DNA com a transcriptase reversa a partir do final da cadeia do mRNA e depois sintetiza-se a segunda fita do DNA para formar o que se chama de cDNA (DNA complementar ou cópia do mRNA). Note que a eficácia da transcriptase reversa enquanto é sintetizada a primeira fita do cDNA vai determinar se a cópia foi total ou parcial. Se parcial, pode estar ausente a região inicial da codificação da proteína. Uma ferramenta bioinformática que conseguisse distinguir quando um cDNA contém a porção inicial codificadora da proteína seria muito útil.

Quando se executa um projeto de seqüenciamento de cDNA, inicialmente as extremidades inicias e finais dos cDNA são seqüenciadas. À informação gerada dá-se o nome de EST, expressed sequence tag ou etiqueta de seqüência expressa. A EST que representa o ínicio do cDNA (correspondente à extremidade dita 5' da molécula de mRNA) é utilizada como teste para pesquisa de proteínas ortólogas de outros organismos com uma modalidade do programa BLAST denominada BLASTx. O algorítmo inicialmente deduz as proteínas que seriam codificadas pela EST utilizando a tabela do código genético. Note que não se consegue identificar a fase de leitura do código genético, portanto é necessário que o algorítmo deduza três proteínas diferentes, iniciando a leitura pela primeira, segunda ou terceira letras da EST (fases de leitura +1, +2 e +3, respectivamente). Como o programa despreza resultados de pontuação baixa e é muito rápido, a rotina de utilizar uma proteína supostamente real e duas inexistentes é possível. Ao final, o programa é capaz de apontar a ortóloga (da leitura real) que apresenta o menor valor de E. Adicionalmente, mostra o número dos aminoácidos da proteína teste (a deduzida real) e da ortóloga encontrada, onde a região de similaridade é iniciada. Todavia, embora saibamos qual é a região pré-similar da proteína ortóloga, pois conhecemos toda sua seqüência de aminoácidos, não sabemos se a molécula de cDNA que gerou esta seqüência EST contém a região codificadora de proteína completa, porque não sabemos o tamanho da região pré-similar da proteína teste, presente no organismo que está sendo seqüenciado.

Geralmente estão disponíveis cerca de 500 proteínas de um organismo antes que um projeto de seqüenciamento em larga escala seja implementado. Essa contribuição é feita por estudos não genômicos, onde genes são caracterizados ao completo, um a um, por diversos pesquisadores. É o caso para o organismo Schistosoma mansoni, objetivo de estudo da Rede Genoma de Minas Gerais.

O presente projeto pretende estudar a variabilidade da região pré-similar de proteínas ortólogas presentes em diferentes organismos muito seqüenciados, como é o caso de muitas bactérias e, dentre os eucariotos, da levedura, do homem, do verme C. elegans e da mosca D. melanogaster. Além disso, busca desenvolver uma ferramenta onde 500 proteínas de S. mansoni serão utilizadas para avaliar o grau de previsibilidade da região pré-similar de proteínas de  S. mansoni quando, através do programa BLAST, as proteínas ortólogas presentes em C. elegans ou D. melanogaster são identificadas. Essa ferramenta indicará quais moléculas de cDNA podem ser enviadas para um programa de seqüenciamento completo da região codificadora do mRNA para dedução da seqüência completa de aminoácidos da proteina.

