Mudou sua vida?

Muda sua vida ao abrir oportunidades.
Algumas delas, ou muitas delas, vocé tem
que controlar, porque se ndo o fizer, ndo tera
vida nenhuma. O que muda sdo as oportuni-
dades para interagir com outras pessoas e
outras coisas.

As idéias a respeito da evolugao dos
genes mudaram a partir de sua descober-
ta. Ouvi de um biélogo molecular a afir-
magio de que o ser humano pode ser visto
como um verme tetraploide (risos gerais)
Como o senhor vé esta questio?

A questdo € aseguinte: vamos dizer que
cem mil seja o conjunto de genes onde nos
buscamos nossas fungoes. Entdo, de onde
eles vém, do pontode vistadoestudo daevo-
lugdo, ¢ de fundamental importancia, ndo?
Quando alguém olha um organismo simples
comoa C. elegans, um verme dosolo, vé um
genoma em que um certo nimero de genes
esta presente uma vez. Eles realizam fun-
¢oes determinadas, como comandara copia
de genes, por exemplo. Quando olhamos
nossa seqiiéncia de DNA, encontramos, em
muitos casos, nao uma copia de determina-
dos conjuntos de genes, mas trés ou quatro.
Isto sugeririauma maneira simples de olhar
para a evolugao do genoma humano: ima-
ginar que, em algum estagio, esse conjunto
de genes foi duplicado trés vezes, ligado
todo junto, e a partir dai evoluiu. Eu duvido
seriamente de que tenha sido simples assim.
Suspeito que o conjunto de genes que nos
temos veio de fusdes de diferentes genomas,
e de alguma duplicagdo. O lento curso da
evolugdo, depois disso, fez nascer o conjun-
to de genes que nos permite ter todos os te-
cidos diferentes do corpo: a pele, os 0ssos,
os olhos e tudo o mais... Quando vocé olha
para a evolugdo dos genes, tem que olhar
paraaestruturade introns e exons, e pergun-
tar: de onde veio este padrao? Veio de um
gene muito antigo, foi feito de pedagos que
foram ligados juntos, ou € alguma coisa que
chegoumaistarde, quando as seqiiéncias fo-
ram absorvidas dentro do genoma e partes
diferentes do gene duplicaram-se para fa-
zer um novo gene? Nos podemos ver na
evolugdo de genes esses padrdes e, a me-
dida que tivermos mais dados de genomas,
poderemos fazer afirmagoes mais comple-
tas sobre como o genoma humano evoluiu
—vocé sabe, de onde ele veio entre os sis-
temas bioldgicos. Neste momento, temos
uma suspeita real que um conjunto de ge-
nes “informacionais”, que estdo envolvi-
dos em copiar o gene em RNA e expressa-
lo, veio de um conjunto de organismos, e
que genes metabolicos vém de outro. A es-
trutura de exons e introns vai nos contar
sobreeles. Hoje, ja temos com certeza dois
tipos diferentes de introns, dois tipos de sis-
temas de splicing, agora temos que pergun-
tar: qual € a origem evolucionaria desses
dois sistemas de splicing? Tudo isso é fas-
cinante....
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Resultados antecipados

Os pesquisadores identificaram milhares de genes importantes

O Projeto Genoma Cana, langado em
abril deste ano pela FAPESP, estd apresentan-
do resultados surpreendentes. Como se pre-
tendia, mas num ritmo mais intenso do que o
imaginado, a pesquisa levou até o momento
a identificagdo de 5.244 genes da cana-de-
agucarrelacionados ao metabolismo dos agu-
cares e a resisténcia a doencas, que poderdo
resultar, com o tempo, em variedades mais
produtivas e rentdveis. Trata-se de um avan-
¢o sem precedentes na pesquisa da cana, na
avaliagdo do biologo Paulo Arruda, coorde-
nador de DNA do projeto e diretor do Centro
de Biologia Molecular e Engenharia Genéti-
ca (CBMEG) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp).

Com um orgamento de US$ 8 milhdes
daFAPESP e US$400mil da Cooperativados
Produtores de Agucar e Alcool do Estado de
Sdo Paulo (Coopersucar), o Genoma Cana
representa o esforgo conjunto de 28 grupos
de pesquisa, distribuidos nas trés universida-
des publicas estaduais, USP, Unicamp e
Unesp, trés particulares, em Ribeirdo Preto,
Mogi das Cruzes e Sdo José dos Campos, o
Instituto Agrondmico de Campinas e o Cen-
tro de Tecnologia da Coopersucar (CTC).
Participam também dois consultores interna-
cionais, especialistas em genoma de plantas.

Nototal, cercade 150 pesquisadores es-
tudam a constitui¢do genética da cana, uma
das principais culturas agricolas
do Estado de Sao Paulo. Regular-
mente, encontram-se para atuali-
zarasdescobertas e as técnicas de
trabalho — a proxima reunido
geral seranos dias 22 e 23 de no-
vembro, na FAPESP. “Nio co-
nhego nenhum outro pais com
tantos pesquisadores estudando
ogenomadaumatnicaplanta”,
observa William Burnquist, ge-
rente de fitotecniado CTC e res-
ponsavel pelo intercimbio in-
ternacional. “Passamos, de um
puloso,aAustraliae os Estados
Unidos, que tém tradigdo nessa
area”, diz. Até o projeto ser
constituido, lembra ele, havia

Cultura de lecido: para experimentos

no maximo uma dezena de investigadores da
genética da cana.

Sequéncias ieditas

Dototal de genes identificados, 37% (ou
2.024) sdo absolutamente novos, sem seme-
lhantes em nenhum outro organismo (ver ta-
bela). A principio, pode residir nesses genes
inéditos parte essencial da identidade da cana,
que a diferencia dos outros seres. Essas no-
vas estruturas, lembra Arruda, podem estar
associadas a produgdo de proteinas importan-
tes, embora ainda ndo se saiba o que, especi-
ficamente, elas fazem. Comparando, seria
como se um arquedlogo descobrisse uma ce-
ramica antiqiiissima e verificasse que se trata
de um objeto de uso humano, sem saber para
que era usada.

Os outros genes, que tém similares ou
homologos aos seqiienciados em outras espé-
cies, também tém valor. Exatamente por ja
serem conhecidos, € muito mais facil saber
quais realmente sdo importantes — e, a partir
dai, serem utilizados rapidamente para pes-
quisas académicas ou aplicadas. O pesquisa-
dor Antonio Figueira, do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA) da USP, por
exemplo, identificou dezenas de genes envol-
vidos na absorgdo e no transporte de nutrien-
tes, que servirdo de base para o desenvolvi-
mento de variedades de plantas mais eficien-
tes na absor¢do iénica. E uma forma
de reduzir o uso de fertilizantes qui-
micos e, conseqiientemente, o im-
pacto ambiental da agricultura. Se-
ria também um caminho para per-

mitir que as plantas possam se de-
senvolverem solos pobresem nu-
trientes ou com concentragdes
elevadas de ions toxicos.

No centro de pesquisas da
Coopersucar, o pesquisador Eu-
génio Ulian ndo esconde o entu-
siasmo com a descoberta dos ge-
nes envolvidos no metabolismo
de carboidratos (agticares). Jasio
conhecidos 25% (ou 57, em nu-
mero absoluto) dos genes jaiden-
tificados em outras plantas, que
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AS DESCOBERTAS ATE AGORA
Os genes seqlienciados pelo Projeto Genoma Cana de julho a setembro

Clones Seqiiéncias com indice
Processados boa qualidade de sucesso
8.511 7.081 83.2%
Fonte: CBMEG

Genes
linicos

Homélogos Genes novos sem
no GenBank homélogos no GenBank
5.244 3.219 2.024



viabilizam a fixagdo de dioxido de carbono,
a sintese de amido e sacarose e o metabolis-
mo de frutose e manose — processos vitais
paraaplanta, que atornam mais ou menos in-
teressante do ponto de vista econdmico. A
base de dados do Genoma Cana ganha volu-
me também com o trabalho dos pesquisado-
res Luis Camargo, do Departamento de En-
tomologia da Escola Superior de Agricultu-
ra Luiz de Queiroz, e Marie-Anne Van Sluis,
do Departamento de Boténica do Instituto de
Biociéncias, ambos da USP.

Também contando as descobertas em
mais de uma mao, Camargo e Marie-Anne
encontraram dezenas de genes da canahomo-
logos (semelhantes) a outros, de outras espé-
cies, que conferem resisténcia a bactérias,
fungos e vermes nematoides. Por analogia
comomaterial e os mecanismos genéticos de
outrasplantas, esses genes podem serempre-
gados como marcadores moleculares para o
desenvolvimento de variedades de cana re-
sistentes a pragas. O grupo da boténica da
USP estuda também os retrotransposons, se-
qiiéncias de DNA capazes de saltar de um
local para outro no genoma e, em conse-
qiiéncia, modificar a expressdo génica. Ma-
rie-Anne estd admirada coma quantidade de
retrotransposons eXpressos na cana, cujo es-
tudo permitird ao grupo entendermelhorana-
tureza da variabilidade genética da cana.

A prioridade ¢ a identificagdo dos ge-
nes ativos ou expressos, diretamente asso-
ciados ao metabolismo da planta. Sao pou-
cos. O genoma da cana pode ser tdo vasto
quanto o humano - recentemente redimen-
sionado para 100 mil a 140 mil, pelo menos
20 mil a mais do que se imaginava — e 0s
genes que interessam ndo passam de 5% do
genoma de um organismo. Além do porte, o
genoma da cana tem outra peculiaridade.
Cada um de dez cromossomos (as imensas
moléculas de DNA enoveladas, de tamanhos

Arruda, com clones do material genético da cana: trabalho conjunto de 28 grupos

variados, que contém os genes)
repete-se 0ito vezes no nucleo
das células. Pode tratar-se de
umresultado da combinagdo de
espécies, ja que as variedades
de cana utilizadas atualmente
resultam do cruzamento de
duas espécies, Saccharum offi-
ciarume Saccharum robustum.
Poucas espécies sdo assim. Na
maioria dos animais e dos ve-
getais, hd apenas um par de
cada cromossomo.

Busca e checagem

Por essa razio, lembra o
pesquisador da Unicamp, a
quantidade e a variedade de ge-
nes a serem analisadas é essen-
cial, porque cada tipo de célula
vai expressar genes especifi-
cos. Numa célula da folha ver-
de da cana, por exemplo, mais
dametade dos genes expressos
corresponde a ndo mais de dez
proteinas envolvidas na fotossintese, “Cada
tipocelular produz em média 30 mil tipos di-
ferentes de proteinas”, dizArruda. Entretan-
to, boa parte dos 30 mil compostos quimi-
cos produzidos pela raiz sdo diferentes dos
30 mil elaborados pelas folhas, por sua vez
distintos dos 30 mil das flores e assim por di-
ante. “Queremos localizar tudo o que é im-
portante na cana-de-agucar”, comenta. O
plano ¢ identificar 10 mil genes ativos nos
diversos tecidos da planta até o final do ano
e 50 mil até o final do trabalho, em 2003.

Para chegar aos resultados pretendidos,
oprocesso ¢ longo. Arruda conta que o proje-
to segue em parte o modelo estabelecido para
o projeto genoma da bactéria Xvlella fastidi-
osa, que integra o Programa Genoma-FA-
PESP, mas algumas inovagdes procuraram
tornar a estrutura mais agil na analise das se-
giiéncias e no intercambio de informagdes e
resultados entre os laboratorios. Para identi-
ficar os genes da cana, os pesquisadores se
valem da técnica EST (Expressed Sequence
Tags ou etiquetas de seqiiéncias expressas),
desenvolvida para estudar o genoma huma-
no e utilizada atualmente para conhecer o
genoma de dezenas de organismos, com des-
taque as plantas economicamente mais im-
portantes, como arroz, milho, trigo e soja. A
EST acelera as descobertas, por identificar
apenas os trechos dos genes expressos, que
codificam proteinas, fa-
zendouma filtragemrazo-
avel do que realmente in-
teressa aos pesquisadores.

Inicialmente, no es-
tudo do genoma da cana,
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osestudantes do CBMEG

Edson Kemper, André

Vettore e Felipe da Silva ~.
sintetizam moléculas de »
cDNA (DNA comple- 5

mentar) a partir de RNA
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Perspectivas: estudos de transformagdo genética da cana
(abaixo, cultura de células com o gene da glucuronidase,
enzima atuante no metabolismo de sacarose), que podem
levar & variedadies mais produtivas ou resistentes a doengas
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A etapa seguinte

O caminho de pesquisa do genoma
dacana-de-aglicarmostra-se claro. Diaa
dia, 0s mecanismos mais intimos da plan-
tatornam-se mais conhecidos. Mas, venci-
doodesafiodeidentificaros genes, impde-
seoutro: comolidarcomesses genes para
fazer com que a cana-de-agucar, alémde
acucar, produza vitaminas, aminoacidos,
enzimas de uso agroindustrial ou mesmo
farmacos de uso humano? Arruda conta
que, porexemplo, bastariamodificaruma
dasenzimas envolvidas na biossintese de
sacarose, umtipo de agtcar formado por
glicoseefrutose, paraacanaproduzirmais
frutose, que poderia servirde alimentoener-
gético, comoja se faz nos Estados Unidos,
a partir de amido de milho.

Segundoele, substancias de alto valor
nutritivo também poderao ser produzidas
pela cana. Sua propria equipe estd empe-
nhada em verificar a possibilidade de de-
senvolveruma canacommaior teor de lisi-
na, cuja sintese é controlada por duas enzi-
masproduzidas pelos genes. Umadelas, a
aspartato-kinase, ja seencontranabase de
dados doprojeto. Ogene que levaaforma-
¢dodaoutra, adihidropicolinato-sintetase,
aindanéo foiencontrado, mas Arruda con-
fiaque logoaparecera. O plano da equipe
éproduzirumapequenaalteragdonessas
duas enzimas de tal forma que elas se ex-
pressem no colmo da cana e acumulem o
aminodcidoem quantidades significativas,
permitindoaprodugao, porexemplo, dera-
padurasmais nutritivas.

Produtos dessetipotém
interesse comercial, comoin- !
dicamduas empresas norte-
americanas quedevemlangar
em breve um milho com
maior teor delisina, esperan-
do causar um impacto sem
precedentes naalimentagdo
animal. “N&ovamosmudara
canacolocandogenesestra-
nhosaplanta, mas alterando
aexpressdodo gene, fazen-
docomque sejamais oume-
nosativo, paraproduziroque
nosinteressa’, diz. “Sendof-
Zermos isso agora, teremos
quecompraressatecnologia
daqui a alguns anos.”




mensageiro (RNAm)extraidos de diferentes
tecidos da cana. As moléculas de cDNA sdo
ligadas em vetores chamados plasmideos,
que sdo DNA circulares e ndo alongados,
como os habituais. Em seguida, as molécu-
las de cDNA sdo clonadas em milhares de
bactérias. Cada bactéria, que recebe o nome
de clone, possui uma tnica molécula de
¢DNA correspondente a uma proteina codi-
ficada por um gene da cana.

Os clones sioem seguida ordenadosem
placas, replicados e armazenados a uma tem-
peratura de 70° C negativos. Nesse momen-
to, estdo prontos para serem distribuidos en-
tre 0s 23 laboratorios que fazem o seqiien-
ciamentodo genoma da cana. Nesses centros,
por meio de seqiienciadores automaticos de
DNA, os pesquisadores determinam a se-
qiiéncia de parte damoléculade cDNA, sem-
pre composta de quatro moléculas, os chama-
dos nucleotideos (adenina, timina, citosinae
guanina) que se repetem num formato tnico
de cada gene. Como cada trés nucleotideos na
seqiiénciado cDNA correspondem a umami-
nodcido na proteina, sabendo a ordem de nu-
cleotideos ¢ possivel determinara seqiiéncia
das proteinas que cada gene vai formar.

O fluxo da informacao

Os laboratorios de seqiienciamento deter-
minam asseqiiénciasdos clonesdecDNA eas
enviam para o Laboratorio de Bioinformética
(LBI) da Unicamp, que realiza o controle de
qualidade das seqiiéncias e uma série de ana-
lises. A mais importante ¢ a busca de homolo-
gia com as seqiiéncias depositadas no banco
de dados internacional GenBank, que contém
milhdes de seqiiéncias determinadas dos mais
diversos organismos, rastreado por meio de
programas de computador como o Fasta, o
mais conhecido conjunto de dispositivos de
busca de homologia entre seqiiéncias de pro-
teinasede DNA. Osdados processados sioar-
mazenados nabase de dados do projetoe, apar-
tir dai, podem ser consultados pelos 12 labo-
ratorios de data mining (ou prospecgao de da-
dos), que analisam as informagdes colhidas.

O avango continuo do projeto pode ser
acompanhado napaginada FAPESP na Inter-
net, que acumulaas informagdes das seqién-
cias e osrelatorios dos grupos de data mining,
produzidos ao longo do trabalho. O desem-
penho de cada laboratorio participante pode
ser verificado diariamente. Até agora, o indi-
ce geral de sucesso, que reflete o niimero de
seqiiéncias aproveitaveis em relagdo ao nu-
mero total de clones processados, ¢ de 83%.

A habilidade em encontrar genes em
meioaos ESTs chega as vezesa 90.6%, como
aconteceu com aequipe do pesquisador Wal-
ter Siqueira, do Instituto Agronomico de
Campinas, ou de 90,3%, da equipe de Maria
Inés Ferro, da Faculdade de Ciéncias Agra-
rias e Veterinarias da Unesp, em Jaboticabal.
“Esse resultado ¢ resultado igual ou até me-
lhor do que o obtido por alguns grandes cen-
tros de seqiienciamento de DNA da Europae
dos Estados Unidos™, observa Arruda.
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Melhores prognosticos

Marcadores bioldgicos permitem prever a evolugao do cancer de pulmao

Ha treze anos, desde que defendeu sua
tese de doutorado, Vera Luiza Capelozzi,
professora associada do Departamento de
Patologiada Faculdade de Medicina da Uni-
versidade de Sdo Paulo (USP), se dedica a
uma tarefa pioneira naciéncianacional: pes-
quisar marcadores biologicos de progndsti-
cos que possibilitem prever, com um bom
grau de certeza, a evolugdo do cancer de
pulmao, uma das neoplasias de mais dificil
controle para os oncologistas, e estimar a
sobrevida dos pacientes. Marcadores biolo-
gicos sdo moléculas contidas na célula tumo-
ral cuja detecgio pode ser efetuada por sim-
plestécnicas laboratoriais, como a histoqui-
mica e a imunohistoquimica.

Hoje, gragas aos estudos da pesquisado-
ra ¢ sua equipe nessa drea, patrocinados em
parte e nos tltimos trés anos pela FAPESP, ja
¢ possivel estimar com 70%, as vezes 80% de
exatiddo, como serd o comportamento de um
tumor nesse orgao, sobretudo dos casos em
que o cancer estd presente em apenas um dos
pulmdes ¢ o paciente pode ser submetido a
uma cirurgia para eliminar esse mal. Essa
previsao também fornece importantes infor-
magoes para o médico sobre a maior ou me-
nor possibilidade de a doenga voltar a se ma-
nifestar apds a operagdo, norteando, assim, o
uso de tratamentos auxiliares como radio ou
quimioterapia. A metodologia de andlise vem
sendo empregada com suces-
so em pacientes de cancer do
pulmdo que foramoperados no
Hospital das Clinicas de Sao
Paulo.

“Um dos principais obje-
tivos dessas pesquisas era di-
minuir a subjetividade naava-
liagdo dos tumores de pul-
mao”, diz Vera Luiza. Muitas
vezes, baseados apenas naand-
lise do estagio do tumor e de
suadisseminagaonotecido, 0s
médicos chegam a resultados
discrepantes sobre a evolugio
deumcancer. Isso porque eles
freqlientemente carecem de
outros dados, como os marca-
dores de prognosticos, capazes
deauxilid-losa tragar um qua-
dro evolutivo mais realista da
doenga. Seguindo uma linha
de pesquisa internacional, a
professorada USP analisou se
haviaalguma correlagio entre
varios marcadores biologi-
cos (DNA ploidia, AgNOR,
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Vera Luiza: estudos iniciados ha 13 anos pern

PCNA, P53, Ki67, entre outros) ¢ a progres-
sao do tumor. O objetivo final dotrabalhoera
chegar a uma espécie de “modelo matemati-
co para prever sobrevida”.

Do ponto de vista epidemiologico, os
estudos sobre o comportamento biologico
do cancer de pulmao sdo mais do que justi-
ficaveis. A doenga acomete milhares de pes-
soas em todo o mundo e € um dos poucos ti-
pos de neoplasias cuja curva de incidéncia
aindando ddsinais consistentes de queda ou
estabilizagdo nem em paises desenvolvidos,
como os Estados Unidos. “Entre os cance-
res, o de pulmio ¢ hoje o mais significativo
em termos de impacto sobre os individuos
(mortes e perda de qualidade de vida). Qua-
se todos os canceres de pulmdo sdo causa-
dos pelo fumo™, diz o relatorio deste ano
sobre a satide no mundo (World Health Re-
port 1999) da Organiza¢ao Mundial da Sau-
de (OMS). S6 no Brasil, 20.000 novos ca-
sos desse tipo de cancer foram detectados no
ano passado e 12,700 pessoas morreram por
causa desse problema de saude (9.400 ho-
mens ¢ 3.300 mulheres). Entre os homens
brasileiros, ¢ o tipo de cancer com maior
incidéncia e o quinto mais comum entre as
mulheres. Nos Estados Unidos, assim como
emoutros paises industrializados, onde, nas
altimas décadas, as mulheres passaram a
fumar em grande quantidade, as mortes cau-

2m o acompanhamento de pacientes



