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* FONTE: HOSPITAL DO CAMCER

O programa Genoma/Fapesp
consolida neste més de margo mais
um projeto inovador entre aqueles
que nasceram da idéia pioneira de
seqiienciar o genoma da Xylella fas-
tidiosa. Agora que o seqiienciamen-
to da bactéria causadora da Clorose
Variegada de Citros aproxima-se do
fim, os esforgos da rede virtual de la-
boratorios Onsa— Organizagao para
Seqiienciamento e Analise de Nucle-
otideos — voltam-se para o genoma
da espécie humana. Através de um
acordo de cooperagido,a FAPESPe o
Instituto Ludwig de Pesquisasobre o
Cancer véo destinar até US$ 10 mi-
lhdes nos proximos dois anos para

* FONTE: INSTITUTOMACIONAL DO CANCER

produzir seqiiéncias de genes huma-
nos e construir, com elas, umabase de
dados publica. Os pesquisadores bus-
cardo o material genético a ser anali-
sado em tumores de canceres os mais
importantes do ponto de vista cienti-
fico, no Brasil. O contrato do novo
programa, Genoma Céncer, aprova-
donaltima reunido do Conselho Su-
perior da FAPESP, pretende gerar en-
tre 500 mil e 750 mil seqiiéncias num
total de 200 milhdes de pares de bases.
As instituigdes prevéem que uma par-
te significativadessas seqiiéncias dard
acesso a regioes codificadoras ainda
néo exploradas do genoma da nossa
espécie.

RiiFAPESP

Ambos os objetivos sdo expres-
sivos, quando se considera o volume
de produgdo de seqiiéncias (high
throughput) ou a proporgao entre se-
qiiéncias representativas de regioes
codificadoras e total segiienciado. O
projeto do Nacional Institute of Can-
cer norte-americano, que usa estraté-
gia semelhante a que serd usada no
Brasil, produziu, até o final deste més
de fevereiro, 470 mil seqiiéncias. Por
esse lado, 0 Genoma Cancer pode vir
a representar uma contribuigao efeti-
va dentro do esfor¢o de elucidagdo
genética do Homo sapiens sapiens,
que interessa igualmente a cientistas,
pesquisadores, e as industrias farma-



céutica, detecnologiamédicae deali-
mentos. Para alcangar o volume pre-
visto de obtengdo de dados, seis gran-
des maquinas seqiienciadoras ja che-
garam a Sdo Paulo. Duas delas ja for-
neciam as primeiras seqiiéncias na
segunda quinzena de fevereiro. A ca-
pacidade delas é 10 vezes maior que
adas usadas para seqiienciara Xylella
Jfastidiosa.

Oaumento na capacidade de pro-
dugdo de seqiiéncias, no entanto, ndo
basta para que a FAPESP ¢ o Instituto
Ludwig cumpramaexpectativade ter
até um quarto da produgdo represen-
tando novas regides codificadoras.
Para isso, as instituigdes confiam na
nova estratégia de que o Instituto Lu-
dwig ja requereu a patente — segundo
0 contrato, “um novo conceito de se-
qlienciamento”.

Conceitos

Ha duas abordagens mais co-
muns em uso nos varios projetos de
seqiienciamento desenvolvidos neste
momento no mundo. Uma delas pre-
tende o seqiienciamento completo do
genoma dos organismos — como no
projetoda Xylella. Essaestratégia fun-
ciona tanto melhor quanto menores o
tamanho e acomplexidade do genoma
aseqiienciar. Basicamente, os pesqui-
sadores quebram o DNA diretamente
do genoma, em pedagos grandes, ¢ 0s
ordenam; depois partem os pedagos
novamente tem fragmentos de até dois
mil pares de bases, que, finalmente,
sdo clonados.

Sdo esses fragmentos que abas-
tecem as maquinas automaticas de se-
giienciamento. As seqiiéncias assim
obtidas sdo, entdo, ordenadas segun-
doas sobreposig¢des que ocorrem en-
tre extremidades de diferentes frag-
mentos, localizadas através de sof-
twares desenvolvidos especialmente
para comparar cadeias de nucleotide-
0s. O projeto do Genoma Humano
também segue esse modelo, que ofe-
rece resultados acurados e precisos.

A outra abordagem deixa de
ladoaidéiadeseqiienciartodoo DNA
de um organismo, e busca s6 debru-
car-se sobre as regides da cadeia de
nucleotideos que codificam protei-
nas. O exemplo danossaespécieilus-
tra a vantagem de uma abordagem
desse tipo: calcula-se que apenas cer-
ca de 3% dos 3 bilhdes de pares de
bases do genoma humano formam
genes, ouseja, comandam asintese de
RNA e das proteinas que regulam a
vida. Essa abordagem alternativa,
que ndo exclui a anterior, apareceu
em 1991. A técnica funciona de tras
para a frente: os pesquisadores par-
tem ndo do DNA genomico, mas de

suatranscrigdo: asmoléculasde RNA
mensageiro. A partir delas, usando a
enzima transcriptase reversa, sinteti-
zam em laboratorio fragmentos de
DNA (cDNAs). O nome dado as se-
qiiéncias obtidas desses fragmentos
batiza o método: sdo as “etiquetas de
seqiiéncias expressas’; em inglés,
expressed sequence tags, ou ESTs.
A estratégia inovadora que sera
posta em pratica no projeto Genoma
Cancer desenvolve essa abordagem,
ao encontrar umcaminho simples, ra-
pido e elegante de resolver dois dos
problemas até aqui inerentes a ela. O
primeiro problema ocorre por causa
de uma caracteristica biologica: ha ge-
nes que se expressam abundantemen-
te, ha os que se expressam moderada-
mente, ¢ ha os raros. A essa diferenca
de abundancia na expressio genética
correspondem moléculas de RNA
mensageirodiferentemente abundan-
tes e, por fim, também cDNAs distri-
buidas segundo essas irregularida-
des. Pararesolveressadificuldade —
que resulta em trabalho desnecessa-
rio, pois muitos grupos de pesquisa
acabam sintetizando e seqiienciando
as mesmas ESTs, as oriundas dos ge-
nes mais abundantes —, ha maneiras
de realizar a “normalizagdo” das bi-
bliotecas de DNA obtidas a partir de
RNA mensageiro. A normalizagdo
implica o uso de grandes quantidades
de material genético — o que nem
sempre € possivel quando se trata, por
exemplo, do estudo de células de tu-
mores —, e ndo garante que havera,
entre os fragmentos gerados, seqiién-
cias que correspondam aos genes ra-
ros. A patente requerida pelo Institu-
to Ludwig encontra uma alternativa
paraesse problema. Outra caracteris-
tica do método das ESTs ¢ gerar se-
giiéncias localizadas principalmente
nas extremidades dos DNAs. O cen-
tro das regides codificadoras (open
reading frames) freqiientemente es-
capa as técnicas aplicadas até agora.
A nova estratégia, chamada de
ORESTES — open reading frames
ESTs — pelo Instituto Ludwig, tam-
bém contorna esse obstaculo.
Durante as negociagodes para a
elaboragdo do contrato de colabora-
¢do, ambas as instituigdes submete-
ram o novo conceito de seqiiencia-
mento ao exame de especialistas e a
experimentos, para obter uma avalia-
¢doprévia. Osresultados promissores
justificarama formagao da parceria, a
primeira entre o programa Genoma
FAPESP e um instituto privado de
pesquisa, sem fins lucrativos, como ¢
o Ludwig Insitute for Cancer Resear-
ch. A fase piloto do projeto, fundeada
pelo Instituto, terminou em fevereiro
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e confirmou as perspectivas favora-
veis em torno da estratégia Orestes.

A estrutura

Onovo projeto apoia-se na com-
peténcia cientifica e gerencial que o
trabalho do seqiienciamento da Xvle-
lla fastidiosa revelou e incrementou
no Estado de Sao Paulo, e que podera
se aprofundar com o langamento do
Genoma Cancer. A coordenagdo geral
caberaa Andrew Simpson, hoje coor-
denador de DNA do projeto de se-
qiienciamento da bacteriada CVC. O
sucesso na implantagdo da nova me-
tologia dependera de outros trés espe-
cialistas: Emmanuel Dias-Neto, res-
ponsavel pelamontagem das bibliote-
cas de Orestes; Luis Fernando Lima
Reis, cuja fungdo sera garantira pure-
zado RNA coletado nos tecidos tumo-
rais e normais; e Sandro José de Sou-
za, encarregado da bioinformatica. O
trabalho de seqiienciamento das Ores-
tes caberd a cinco centros de seqiienci-
amento. Quatro dos coordenadores
desses centros participam do Projeto
Xyllela: Sergio Verjovsky-Almeida, do
Instituto de Quimica da USP; Marco
Antonio Zago, da Funda¢do Hemocen-
trode Ribeirdo Preto; Marcelo Briones,
da Universidade Federal Paulista; e
Maria Aparecida Nagai, da Faculdade
de Medicina da USP. A eles junta-se
Fernando Ferreira Costa, do Centro de
Hematologia e Hemoterapia da Uni-
versidade Estadual de Campinas.

Cada um dos centros, e também
o Instituto Ludwig de Sdo Paulo, re-
cebeu as novas maquinas automaticas.
Cabera aos laboratorios de seqiienci-
amentoalimenta-las: preparare forne-
cer os clones que manterdo as maqui-
nas em operagao coma maxima efici-
éncia. A principio, cada centro agru-
pard em torno de si quatro desses la-
boratorios. A idéia do instituto virtu-
al, com grupos de pesquisa dispersos
pelo estado e conectados por um we-
bsite, outro sucesso do primeiro pro-
jeto da rede Onsa, volta a ser utiliza-
da. Repete-se também a constituigdo
de um Comité Diretor, formado por
especialistas reconhecidos internaci-
onalmente: John Sgouros, que partici-
pa do Comité do Projeto Xyllela, do
Imperial Cancer Research Fund, de
Londres; Marcelo Bento-Soares, que
desenvolveu a melhor técnica usada
atualmente para a normalizagdo de
bibliotecas de ESTs, brasileiro, da
Universidade de lowa; e os doutores
Webser Cavenee e Richard Kolodner,
ambos da filial norte-americana do
Instituto Ludwig e da Universidade
da California, ja aceitaram o convite
para integrar o Comité do Genoma
Cancer.



