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RESUMO

A contribuicdo maior da ciéncia brasileira ao genoma humano foi trazi-
da pelo Projeto Genoma Humano do Cancer (Human Genome Cancer
Project - HCGP) uma parceria da FAPESP e do Ludwig Institute for Can-
cer Research e desenvolvido por 29 diferentes laboratdrios de seqlen-
ciamento e um centro de bioinformatica. Foram sequUenciados mais de
1 milhdo de fragmentos génicos expressos (expressed sequences tags,
ESTs), provenientes de diferentes tumores humanos. Grande parte
destes dados é de acesso publico através da website do Gene Bank
(www.ncbi.nlm.nig.gov), mantido pelo NCBI - National Center for
Biotechnology Information. Atualmente, diversos projetos estdo em
desenvolvimento utilizando informagcdes geradas no HCGP e abran-
gem observar a expressdo diferenciada dos genes em diferentes tu-
mores, caracterizacdo completa de genes especificos, assim como o
estudo funcional e estrutural dos produtos protéicos. E promissora a
perspectiva de que num futuro proximo, diferentes resultados prove-
nientes destas investigacdes possam trazer beneficios preventivos,
progndésticos e clinicos em cdncer e outras doencas. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2002;46/4:325-329)
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ABSTRACT

ONSA Network and The Human Cancer Genome Project - Contribution to
The Human Genome.

The Human Cancer Genome Project - HCGP - has been the most impor-
tant contribution of Brazilian science to the understanding of the Human
Genome. This project was co-sponsored by FAPESP (Sdo Paulo Research
Foundation) and the Ludwig Institute for Cancer Research. Twenty-nine
sequencing laboratories infegrated by a bioinformatic service and a lab-
oratory carried out the project. This effort has generated more than 1 mil-
lion of expressed sequence tags (ESTs) in various human cancers. Most of
these sequences are available to public accessing at NCBI Gene Bank
(www.ncbi.nim.nih.gov by ORESTES keyword). Currently there are several
ongoing projects that utilize the information and genomic library gener-
ated by HCGP. These studies are focused in the characterization of a
complete physical map of genes, differential gene expression in tumors
and also in the structural and functional understanding of the expressed
gene. In the future, the generated knowledge would contribute o new
insights into the prevention, diagnosis and therapeutic procedures in can-
cer and other diseases. (Arq Bras Endocrinol Metab 2002;46/4:325-329)

Keywords: Human genome; ESTs; ORESTES; GenBank; Transcriptome;
Genome
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M MEADOS DA DECADA DE 80, o Consércio Geno-

ma Humano foi lan¢ado pelos EUA e congregou,
posteriormente, paises da Europa e o Japdo, inicial-
mente interessados na constru¢io de um mapa genéti-
co humano (1). O objetivo principal do Consércio
Pablico Internacional visava produzir uma seqiiéncia
continua de cada um dos 24 cromossomos e o deli-
neamento de todos os genes humanos. No final da
década de 90, o seqiienciamento em larga escala do
genoma teve consideravel impulso, devido especial-
mente ao aperfeicoamento continuo e a automagao do
processo de seqlienciamento de DNA e, também, pelo
rapido avango da tecnologia computacional de anilise
de seqiiéncias de DNA (2,3).

Em meados de 2000, um esbogo do genoma
humano foi anunciado apés uma acirrada competi¢io
entre o Projeto de financiamento puablico (Human
Genome Project) e uma empresa privada norte ameri-
cana, a Celera, e o resultado foi publicado nas revistas
Nature ¢ Science, respectivamente (4,5). O livre aces-
so online ao primeiro “rascunho” do genoma humano
gerado pelo consércio publico é mantido pela Univer-
sity of California at Santa Cruz (Human Genome Pro-
gect Working Draft - http://genome.cse.ucsc.edu/) e
pelo National Center for Biotechnology Information -
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Estes websites,
em atualizagdo continua, possibilitam uma andlise de
predi¢ao iz silico (computacional) para possiveis genes
desconhecidos, por meio de andlises comparativas de
fragmentos génicos expressos com a seqiiéncia
genomica completa, assim como permitem compara-
¢oes com informagoes acumuladas em diferentes ban-
cos de dados de ESTs humanos (6).

O Consércio ONSA no Brasil
No ano de 1997, a Fundagao de Amparo a Pesquisa do
Estado de S3o Paulo (FAPESP) langou a rede ONSA
(Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis -
The Virtual Genomics Institute), uma iniciativa histori-
ca no Brasil com o objetivo de executar um projeto
genoma nacional, numa area de alta competitividade
no mundo cientifico. O consércio ONSA, uma rede
virtual cujo modelo de formag¢io de consércio de pes-
quisa privilegiou a cria¢do de redes de cooperagio entre
centros de pesquisa, integrou neste primeiro projeto
diversos laboratérios paulistas para seqlienciamento de
DNA em larga escala, com o suporte centralizado para
bioinformética no Instituto de Computa¢io da Univer-
sidade Estadual de Campinas (Unicamp) (7).

O primeiro projeto desenvolvido foi o seqiien-
ciamento do genoma completo da bactéria Xylelln fos-
tidiosa, agente causal da Clorose Variegada do Citrus
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(CVC), doenga que nos ultimos anos provocou perdas
ccondmicas considerdveis na produgio e, conseqiien-
temente, na exporta¢io de suco de laranja. Em 1996,
estimou-se que em 30% da area plantada no estado de
Sao Paulo foram encontradas plantas com sintomas
severos de CVC. Na rede ONSA para o Genoma da
Xylella-CVC (http:/ /aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/), cer-
ca de 30 laboratérios foram equipados com seqiienci-
adores automaticos de DNA, e foi a primeira das diver-
sas iniciativas que se seguiram em todo o pais, com o
objetivo de criar competéncia ¢ de produzir seqiienci-
amento de DNA em larga escala. Por cerca de dois
anos, o projeto de seqiienciamento e andlise do geno-
ma da Xylella foram desenvolvidos e resultou em arti-
go publicado na revista Nature em Julho de 2000 (8).
Em seu editorial, a revista chama a ateng¢io pelo marco
histérico sob o ponto de vista cientifico ¢ também
politico que a comunidade cientifica brasileira con-
quistou, ressaltando que no Ambito mundial o genoma
da Xylella-CVC foi o primeiro organismo fitopato-
génico seqiienciado ¢ anotado (9). Atualmente, cerca
de 30 projetos explorando o genoma desta bactéria
estdo sendo financiados pela FAPESP, desenvolvendo
estudos funcionais, visando o entendimento das inte-
ragoes planta-patdgeno, e possibilidades de buscar for-
mas mais eficazes para o controle da doenga.

A iniciativa de seqiienciamento gen6émico da
rede ONSA na area da agricultura foi ampliada para o
seqiienciamento dos genomas de Xanthomonas ssp
(http://genoma4.iq.usp.br/xanthomonas) (10) e
ESTs de cana-de-agtcar (http://sucest.lad.dcc.uni-
camp.br/en). Mais recentemente, o “Agronomical &
Environmental Project” (AEG Project - http://
aeg.lbi.ic.unicamp.br/) vem seqilienciando sucessiva-
mente os genomas das bactérias Xylella fastidiosa
(Pierce’s Disease Strain), Leifsonia xyli subsp. xyli, ESTs
de Eucaliptus grandis e de Coffee arabica. Dentre os
parasitas humanos, estdi em andamento o seqiiencia-
mento de ESTs de Schistosoma mansoni (http://
verjol8.iq.usp.br/schisto).

Genoma Humano do Cancer

Em 1999, a rede ONSA langou o Projeto Genoma
Humano do Céncer (Human Cancer Genome Project -
HCGP), area do Genoma Humano de alta competi-
tividade no cendrio internacional, com o objetivo ini-
cial de produzir meio milhdo de expressed sequence tags
(ESTs), de tecido tumoral humano. O Projeto HCGP,
uma parceria financeira entre a FAPESP e o Ludwig
Institute for Cancer Research (Instituto Ludwig para
Pesquisa sobre o Cancer), envolveu o trabalho con-
junto de cerca de 29 laboratérios paulistas, por dois
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anos (http://www.ludwig.org.br/ORESTES /gru-
pos.html).

Tecidos tumorais humanos foram analisados
para a identificagdo de genes expressos na caracteriza-
¢ao de ESTs pelo método ORESTES (open reading
[frame expressed sequence tags). Esta metodologia privi-
legia a por¢io central dos genes, pelo uso de oligo-
nucleotideos (primers) arbitrarios, nio degenerados,
em condi¢oes de baixa estringéncia, em reagdes de
PCR antecedidas de uma reagio de transcri¢do reversa
(11,12). Aliado a esta metodologia que detecta po-
si¢oes centrais de genes expressos, o sucesso do Proje-
to deveu-se ao investimento em seqiienciadores de l-
tima gerag¢ao, ainda mais potentes que os utilizados em
projetos anteriores no Brasil, os seqlienciadores au-
tomaticos multi-capilares, MegaBace 1000%o0 (Amer-
sham BioSciences). A utilizagio deste equipamento,
capaz de seqiienciar 96 seqiiéncias em cerca de 3
horas, fez com que o Projeto atingisse em menos de
um ano a meta inicial de seqiienciar 500.000 seqiién-
cias, sendo entdo expandida a meta inicial para 1 mi-
lhdo de seqiiéncias, para o periodo total do Projeto.
Na realidade mais de 1 milhio de ESTs foram seqiien-
ciadas, tendo sido o resultado criteriosamente avaliado
pelo Centro de Bioinformatica, que além da qualidade
técnica do seqiienciamento, baseado no Programa
computacional phredPhrap (Washington University),
checava possiveis contamina¢des dos reads de ESTs
com seqiiéncias de vetores plasmidiais ¢ de bactérias
utilizados no procedimento metodolégico (13). So-
mente seqiiéncias com padroes de qualidade estabele-
cida foram computadas para constituir o banco de
dados do HCGP (http://www.ludwig.org.br/
ORESTES). Até o momento 823.987 seqiiéncias
ORESTES do Banco HCGP estio depositados no
GenBank — National Center for Biotechnology Infor-
mation, EUA, sendo acessiveis publicamente no web-
site http://www.ncbi.nlm.nih.gov, busca em <nu-
cleotide>, com a palavra-chave ORESTES.

O alinhamento ou assembly das seqiiéncias
(reads) para formagao de contigs, conjuntamente com
os dados publicos do GenBank e UniGene, marcam
enorme oportunidade para a descoberta de potenciais
open reading frames (pORFs), os quais podem ser
aqueles com fung¢oes génicas ja anotadas (genes de
fungao conhecida ou presumida) e suas formas de
splicing, ou genes novos, ainda desconhecidos (14).
Particularmente, as seqii¢éncias ORESTES agregaram
dados significativos aos bancos de dados publicos de
cDNAs, possibilitando a construgdo de contigs mais
completos ¢ representativos de todas as seqiiéncias
transcritas. Estes dados facilitam o mapeamento de
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genes humanos e o entendimento de sua funcionali-
dade, bem como contribuem para a determinagao da
expressdo génica diferencial ¢ para a distingdo de vari-
antes de splicings. Para a elucidagao do transcriptoma
humano ¢ imperativo ndo s6 acumular seqiiéncias
expressas de DNA, mas sobretudo identificar e analisar
os diferentes transcritos de um mesmo gene, e também
analisar inteiramente o conjunto de transcritos de célu-
las e tecidos, para o inicio da compreensio da com-
plexa rede de interagdes, codificada pelos mais diversos
transcritos. Cerca de 25% dos segmentos génicos
expressos sio ESTs ainda desconhecidos, ndo apresen-
tando seqiiéncias com similaridade em nenhum banco
de dados (humanos e nio humanos) disponiveis,
indicativo da presenga de novos genes ainda nao carac-
terizados (15).

Desta forma, ao término do HCGP, diversos
projetos subseqiientes de andlise destes bancos de
dados estio em desenvolvimento. Dentre as iniciativas
relacionadas com o Projeto HCGP, destacamos alguns
projetos em andamento:

Identificacdo de Polimorfismo de Base Unica
(SNPs-ORESTES):

Este projeto em desenvolvimento no Hemocentro da
Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto tem
o objetivo de identificar Single Nucleotide Polymor-
phisms em regioes codificantes (cSNPs) do genoma
humano, a partir de 1,2 milhoes de ESTs/ORESTES
do HCGP (http://bit.fmrp.usp.br). A importincia do
estudo e mapeamento de SNPs esta relacionada a pos-
sibilidade de sua associa¢io com gendtipos de susce-
tibilidade para patogenicidades diversas, sendo promis-
sor no entendimento do mecanismo de resposta de
suscetibilidade a doenga e tratamento individualizado.

CAGE-Cancer:

O Projeto “Cooperagio para a Analise dos Genes e sua
Expressio no Cincer”, em desenvolvimento no Insti-
tuto de Quimica da USP (http://verjol9.iq.usp.
br/cagecancer), tem como objetivo observar as alte-
ragoes na expressao de genes em tecidos humanos nor-
mais ¢ tumorais, com énfase em tecidos de prostata ¢
pulmdo, a partir de seqii¢éncias ORESTES geradas no
HCGP. Procura ainda identificar novos marcadores
genéticos de malignidade e de prognéstico para o
tratamento do cincer de prostata, utilizando a técenica
de DNA-chip ou DNA-microarray. Recentemente, na
reportagem ” Cagadores de genes” da Revista Pesquisa
FAPESP (edi¢gio de no. 74, de Abril de 2002 -
http:/ /revistapesquisa.fapesp.br), o grupo CAGE-
Cincer anunciou a descoberta de seis genes nunca
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antes descritos na literatura médica e que podem estar
relacionados ao cincer de prostata. Segundo os
autores, os genes poderdo se tornar uma ferramenta
importante para auxiliar no diagnéstico precoce da
enfermidade e¢/ou da sua evolugio clinica, se estudos
funcionais comprovarem relagio com esse tipo de
cancer.

Transcript Finishing Initiative - TFI:

O Projeto TFI (http://www.compbionet.org.br/
transcript), uma cooperag¢ao entre o Instituto Ludwig
¢ a FAPESP, estd sendo desenvolvido por uma rede de
29 laboratérios paulistas, e tem como objetivo validar
a estrutura génica completa de 4.000 genes humanos
(full-length genes). A seqiiéncia gendmica do Projeto
Genoma Humano Internacional é comparada com
bancos de dados de ESTs, incluindo o banco de dados
do HCGP. A busca de potenciais fragmentos expres-
sos para genes especificos ¢ realizada pela verificagio
da expressdo génica em diferentes cDNAs de tecido ou
linhagem tumoral humana, supondo-se que estas re-
gioes ndo sejam totalmente caracterizadas, pela ausén-
cia de fragmentos de ESTs que se alinham a estas
porg¢oes cromossdmicas. Ao final do projeto sdo espe-
radas informag¢des acumuladas de novos exons, formas
alternativas de splicing nio descritas e respectivas loca-
lizagdbes cromossomais, com o mapa fisico de 4.000
genes humanos.

Head & Neck Transcriptome:

Este projeto, envolvendo dois centros de Bioinfor-
matica (Instituto de Quimica/USP, SP e Instituto de
Biologia, Unicamp) e diversos pesquisadores com
interesse em cancer de cabega e pescogo, estd anali-
sando detalhadamente o conjunto de dados ORES-
TES provenientes destes tecidos, incluindo tumores
de tiréide, gerados pelo HCGP (http:// www.
lge.ibi.unicamp.br/cancerhn). As seqiiéncias do
Banco HCGP provenientes de tumores de cabega e
pescogo foram clusterizados, e os clusters foram com-
parados aos dados publicos de genes. A andlise obje-
tiva identificar a fun¢do génica (processo de ano-
ta¢do) relacionada a conjuntos de ESTs, formas ainda
nido descritas de splicing alternativo, assim como a
identificagdo de novos genes expressos nestes tumo-
res e tecido controle.

Genoma Clinico:

O Projeto Genoma Clinico, uma parceria do Instituto
Ludwig e da FAPESP (http://mbl.fmrp.usp.br) con-
grega centros de estudos para neoplasias osteo-
hematopoéticas (leucemia aguda, osteosarcoma,
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mieloma multiplo), neoplasias gastro-intestinais
(cancer gastrico, cincer de esdfago, cincer colo-retal,
carcinomas de cabega e pescogo), neoplasias neurolo-
gicas (astrocitomas). Neste projeto, a expressio génica
das células neopldsicas esta sendo relacionada com ca-
racteristicas clinicas de pacientes para a identificagao de
genes relevantes no diagnoéstico e prognodstico, para
defini¢ao de subtipos da neoplasia e predi¢io de res-
postas terapéuticas a diferentes tratamentos.

CONCLUSAO

A participagio do Brasil na pesquisa gendmica
mundial nos dltimos anos é um marco histérico na
ciéncia brasileira. O passo decisivo nesta drea se deve,
especialmente, a visio pioneira de organizar os gru-
pos numa rede virtual e criar competéncia qualificada
para o seqlienciamento em larga escala, analise de
genomas ¢ bioinformatica em diversos centros de
pesquisa. O banco de genes humanos mantido pela
FAPESP em centros de pesquisa e pelo Instituto
Ludwig — Hospital do Céancer ¢ os dados acumulados
no Projeto HCGP, estiao contribuindo para a carac-
terizagdo dos genes humanos e suas fungoes, para a
expansiao nos estudos de expressio diferenciada de
genes pela utilizagdo em técnicas de microarrays e
com potencial utilizagio para estudos de proteoma. A
informagao do seqiienciamento e andlise completa do
genoma huma-no serdo imprescindiveis para a medi-
cina futura, am-pliando as possibilidades de diagnos-
ticos preventivos e progndsticos assim como novas
terapéuticas.

Ao assumir um Projeto tio competitivo como
o HCGP, ¢ outros programas na drea gendmica, o
Brasil assegurou um potencial inestimivel para a
ciéncia brasileira, nio somente pelos bancos ge-
nomicos ¢ os da-dos gerados, mas também pela for-
magao de profissionais altamente qualificados. O re-
sultado do investimento desta iniciativa brasileira cer-
tamente se traduzird em importantes contribuigoes
cientificas futuras.
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