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



sadas pelo cancer de pulmao ja ultrapassam
as provocadas pelo tio temido cancer de
seio. A comunidade cientifica acredita que
90% dos casos de cancer de pulmao sejam
causados pelo tabagismo(ver grdficos).

Novas referéncias

Aspesquisas de Vera Luiza, um ramo
de estudo muito desenvolvido em paises
como Estados Unidos, Japdo, Alemanhae
Inglaterra, visam a fornecer novos elemen-
tos aos protocolos de tratamento do can-
cer de pulmdo, ainda hoje muito depen-
dentes de dois tipos de andlise: o estadia-
mento do tumor (se o cancer estd em esta-
gio inicial ou desenvolvido, se estd loca-
lizado em uma regido ou disseminado pelo
organismo) e sua classificagdo histologi-
ca (estudo biologico da estrutura micros-
copica dos tecidos).

Deacordocomaclassificagdouniversal-
mente aceita e preconizada pela OMS, obti-
da a partir da microscopia de luz, ha quatro
grandes tipos de canceres de pulmdo: carci-
noma de c¢lulas escamosas (epidermaide),
carcinoma de células pequenas (oat-cell),
adenocarcinoma e carcinoma de grandes c¢-
lulas (anaplasico). Como as diferengas entre
tais tumores sdo, as vezes, muito ténues, di-
ficultando assim um prognostico daevolugao
dadoenga, essaclassificagdoacabasendoum
parametro muito imperfeito. Outro problema
desse tipo de classificagio ¢ que, as vezes, o
material coletado paraanalise nao é represen-
tativo de todo o tumor.

Diante de todas essas limitagdes na ca-
talogagio convencional de neoplasias pul-
monares, Vera Luiza resolveu, entdo, estu-
dar se outros fatores presentes nos tumores
ndo poderiam servir de referéncia para o
prognostico da doenga. Dessa inquietude in-
telectual daprofessoranasceu o projeto Can-
cer de Pulmdo: Aplicabilidade de Métodos
Morfométricos, Histoquimicos, Molecula-
res e Inunohistoquimicos como Indices de
Prognaostico, no qual a FAPESP investiu
R$ 162,2 mil e que levou d criagdo do Labo-

ratorio de Patologia Molecu-
lar da Faculdade de Medicina
da USP, com equipamento
proprio e permanente e mate-
rial de consumo (anticorpos)
cedido pela agéncia paulista
de fomento & pesquisa.

Os estudos coordenados
porVera Luizaenfocaram basi-
camente um tipo de cancer do
pulmdo, o carcinomade células
escamosas, 0 mais comum de-
les. O tratamento ideal para
esse tipo de cancer ¢ a ressec-
¢do cirargica (retirada de um
orgdo em sua totalidade ou parcialmente a
fim de extirpar o tumor). O problema ¢ que
em cerca de 30% dos pacientes operados o
tumor acaba voltando a se manifestaraté cin-
o anos apos a cirurgia. Essa constatagdo
levou a seguinte reflexdo: seaciénciatives-
se como prever com razodvel grau de confi-
abilidade quais entre todos os pacientes ope-
rados tendem a apresentar uma recidiva da
doenga, os médicos poderiam langar mao de
terapias auxiliares (radio ou quimioterapia)
nesses individuos com predisposicio a de-
senvolver novo tumor, a fim de evitar que
isso acontega. Como se sabe, aradio e a qui-
mioterapia sdo tratamentos agressivos contra
o cancer, que ndo podem ser prescritos sem
umrigor cientifico, sob pena de causar danos
desnecessarios aos pacientes.

Presen¢a de marcadores

Para melhor estudar os varios marca-
dores biologicos, o projeto foi subdividido
em cinco projetos menores, que foram to-
cados por Vera Luiza e mais seis médicos
que defenderam teses de doutorados sobre
otema(Heloisa Andrade de Carvalho, Ola-
vo Ribeiro Rodrigues, Fabiola Del Carlo
Bernardes, Patricia Cury, Carmela Capor-
rino ¢ Lea Maria Macruz Ferreira Demar-
chi). Juntando todos os estudos, foram fei-
tas analises em 45 casos de carcinomas de
células escamosas de pulmoes operados, 43

As proteinas ¢ as células

Comoos pesquisadores medemapre-
senga dos marcadores biologicos dos tumo-
res? Tudo comega a partir da realizagao de
uma bidpsia (retirada de um fragmento de
tecidopara estudo) do tumor a ser analisado.
Inicialmente, é feitauma analise mais rotinei-
ra do tecido canceroso, com o microscopio
de luz, que permite basicamente estabele-
ceraqual dos quatro grandes tipos de can-
cer de pulmao o tumor pertence. Em segui-
da, comegao trabalho mais apurado.

Langandomao damicroscopia eletré-
nicae trabalhando comreagentes de labo-
ratério que identificam a presenca de certas
substancias notecido estudado, 0s pesqui-
sadores quantificam uma série de parame-

tros das células daquele tecido, como seu
volume nuclear (apldide, dipldide ou tetra-
pldide) e a expressao de proteinas (P53,
Ki67, etc.).

Obtidos esses dados, o passo seguin-
te é verificar se € possivel estabelecer uma
relagdo entre, por exemplo, a maior ou
menor presencga de uma proteina e a evo-
lugdo do tumor. Em paralelo, é feito um
acompanhamento (geralmente 60 meses)
dos pacientes cujos tumores sofreram bi-
dpsia. Empregando modelos matemati-
€0s, 0s pesquisadores montam, por fim,
equagoes cruzando as informagoes dos
marcadores analisados e da evolugdo da
doenga dos pacientes.

casos de carcinomas avangados de células
escamosas e 75 casos de carcinomas de
células ndo-pequenas e linfonodos medias-
tinais operados.

Um dos marcadores que se mostrou
mais eficaz como sinalizador do comporta-
mento de canceres de pulméo foi a quantifi-
cagdo dasregides organizadoras (NORs,em
inglés Nucleolar Organizer Regions) por
meio de técnicas argirofilicas ou AgNOR,
que significa proteinas nucleolares impreg-
nadas pela prata. Trata-se de um método his-
toquimico simples e barato, que pode serem-
pregado em diagnosticos rotineiros realiza-
dos em laboratorio. Os pesquisadores da
USP contaram a expressdo de AgNOR em
nucleos neoplasicos e concluiram que, no
tipo de cancer de pulmio mais comum (car-
cinomas de células escamosas), os tumores
em estdgio mais precoce apresentam uma
baixa expressdo desse marcador. J& os tumo-
res com uma alta quantidade de AgNOR
eram justamente os que estavam em um es-
tado mais avangado. Consegiientemente, a
partir da analise da quantidade de AgNOR
numtumor, os médicos tinham uma boa pista
de quao longa seria a sobrevida de um paci-
ente. Pacientes com baixos indices de Ag-
NOR sobreviviam até cinco anos apos ares-
secgdo do tumor, algo muito raro de aconte-
cer nos doentes que apresentavam alta con-
centragdo de AgNOR.

Outro marcadorbiologico interessan-
te foi a chamadaanalise da ploidiado DNA
(nimero de conjuntos de cromossomos)
do tumor. Nos doentes com carcinomas de
células escamosas, verificou-se que, de-
pois de operados, os pacientes com tumo-
res aneuploides tinham uma sobrevida me-
nor do que os individuos que apresenta-
vam tumores diploides ou tetraploides. A
equipe de Vera Luiza testouaeficiéncia de
outros marcadores biologicos, como as
técnicas imunohistoquimicas PCNA, P53
e Ki67, nesse mesmo tipo de cincer ¢ ou-
tros tumores de pulmdo. PCNA, P53 ¢
Ki67 sio moléculas presentes nas células
tumorais conhecidas como oncoproteinas,
que sdo expressas por anormalidades no
ciclo celular biologico, indicando que as
células ndo conseguem mais parar de se
multiplicar, num processo que leva ao apa-
recimento do cincer.



Complicadas equagoes

Os resultados variaram de acordo com o
marcador utilizado e aespécie de tumoranali-
sado. A expressdo de AgNOr, que se mostrara
um bom indicador da sobrevida de um paci-
ente com carcinoma de células escamosas de
pulmaio, ndo foi eficaz como indicativo da so-
brevida de doentes com carcinomas de célu-
las ndo-pequenas de pulmao. Para montarum
modelo matematico capaz de determinar com
certa seguranga a sobrevida dos doentes, Vera
Luiza vai juntando os marcadores que se mos-
tram eficientes como indicadores do compor-
tamento biologico de cada tipo de cancer de
pulmao e, combinando-os, elabora complica-
das equagdes. Quanto mais refinadas forem
essas equagdes, com a adigdo de novos mar-
cadores, mais proximas de reproduzir a reali-
dade evolutiva do cancer elas serdo. “O mo-
delondo é 100% eficaz. Porisso, o ideal ¢ que
os médicos e as pessoas procurassem identifi-
car um cancer ainda em seu estagio inicial.
Dessa forma, ¢ mais facil de tratar o tumor™,
afirma Vera Luiza. Por ser, em seus estagios
iniciais, uma doenga invisivel e silenciosa, o
cancer de pulmao acaba sendo detectado, em
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60% dos casos, apenas quando atinge sua fase
mais avangada, reduzindo, assim, oarsenal te-
rapéutico a disposi¢ao dos médicos.

Vera Luiza conta que teve de superar al-
gumas dificuldades iniciais para poder levar
adiante suas pesquisas na drea, sobretudo an-
tes de conseguirpatrocinio de agéncias de pes-
quisa, como a FAPESP. Ela comegou traba-
Ihando comequipamento emprestado e dispu-
nha de um microscopio de apenas uma lente.
Ndo tinha nem computador de uso exclusivo
parapoderrodar seus modelos matematicos de
previsio de prognostico de cancer de pulmio.
“Usavamos coisas emprestadas dos colegas™,
dizapesquisadora, que hoje contacom micro-
computador exclusivo para suas pesquisas,
além de um potente microscopio, com uma
camera acoplada, e de um laboratorio de pato-
logia molecular, estrutura indispensavel para
que seu trabalho seja bem feito.

A perseveranga de Vera Luiza lhe ren-
deu frutos internacionais. Hoje, alguns dos
trabalhos de seu grupo de pesquisadores fo-
ram publicados em revistas cientificas de
prestigio do exterior, como a Chest e His-
topathology. Os trabalhos também ganha-
ram reconhecimento em congressos e even-
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tos internacionais. Um dos estudos sobre o
papel do AgNOR como marcador biologi-
coem alguns tipos de cancer, por exemplo,
ganhou o prémio de melhor trabalho cien-
tifico no 49th Annual Meeting of the Japa-
nese Association for Thoracic, em Kyoto,
em 1996. Um outro estudo dos pesquisado-
res da USP também recebeu o prémio de
melhor trabalho cientifico na 8" Conferén-
cia Mundial de Cancer do Pulmao, realiza-
da na Irlanda em 1997,

Perfil:

Vera Luiza Capelozzi graduou-se em Me-
dicina pela Faculdade de Medicina de
Santo Amaro, fez o mestrado e doutora-
do em Patologia na Faculdade de Medi-
cina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP) e o pos-doutorado no National
Heartand Lung Disease - Brompton Hos-
pital, na Inglaterra. E professora da
FMUSP e diretora do seu Servigo de Ve-
rificagao de Obitos.

Projeto: Cancer de Pulmao: Aplicabilida-
de de Métodos Morfomeétricos, Histoquimi-
cos, Moleculares e Imunohistoquimicos
como indices de Progndstico.
Investimento: R$ 162,2 mil
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