12

Universidade Estadual de Campinas — 17 a 30 de novembro de 2003

Foto: Antoninho Perri

A esquerda, imagem digital de células captada e ampliada 200 vezes por microscépio a partir de amostra (spot) na lamina de microarray; em seguida, a
mesma imagem depois de processada pelo software, que delineia e identifica automaticamente os nucleos das células; a direita, o artigo publicado na Genome Research
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software desenvolvido por docentes da Uni-

versidade e de trés outros centros brasileiros
de pesquisa foram decisivos para a conclusao deum
estudo divulgado em outubro pela respeitada Ge-
nome Research, publicacdo norte-americana volta-
daaGendmica. Roberto Lotufo, do Departamento de
Engenharia de Computacao e Automacao Industri-
al da Faculdade de Engenharia Elétrica e Computa-

! experiéncia de um professor da Unicamp eum

O que sao
microarrays

Atécnica dos microarrays permite o
estudo confidvel da funcéo e dos padrdes
de expressdo dos genes tornando-se uma
ferramenta poderosa na busca de
causadores genéticos de tumores. Cada
spot analisado tem fragdes de milimetro e é
fixado na lamina por um robd, que deposita
cada pontinho de amostra em uma
seqiiéncia e identificagdo distintas.

Pela comparac&o simultinea de milhares
de amostras de genes ou fragmentos de
genes de células normais e cancerosas, ou
de células pulmonares sds e das de um
doente, 0s cientistas conseguem saber
quais genes estdo ativos, quais deixaram
de funcionar ou estéo funcionando
desordenadamente em cada situagéo.

Dessa maneira, é possivel identificar em
um pulméo com asma, por exemplo, a
presenca de uma série de genes que ndo
séo observados no pulm&o normal, e
concluir que esses genes devem estar
relacionados com a patologia estudada.

No caso do estudo em que Lotufo
participou, 0s microarrays séo feitos de
células vivas depositadas em cada spot.
Foram as imagens destas células,
ampliadas por microscopio, processadas e
analisadas pelo software desenvolvido por
Lotufo, que possibilitaram identificar o
ndamero de células que haviam reagido a
presenca de moléculas curtas de RNA
interferente (SIRNA) no estudo do NIH.

“Existiram células que responderam
positivamente a esse agente e outras ndo.
Meu trabalho foi encontrar a taxa de
expressdo de células que foram silenciadas
pelo RNAi e a das que permaneceram ativas.”

O professor
Roberto
Lotufo, da
FEEC:
morfologia
matematica
na andlise
de imagem

¢ao (FEEC) utilizou uma ferramenta de processa-
mento morfoldgico deimagens na andlise de células
submetidas a um revolucionario processo conheci-
do comointerferéncia de RNA (RNAi), capaz de des-
ligar ou silenciar genes daninhos e, portanto, poten-
cialmente eficaz no combate a virus e tumores (leia
texto nesta pagina).

Conduzida pelo National Human Genome Re-
search Institute, do National Institutes of Health
(NIH), dos Estados Unidos, a pesquisa da qual Lotufo
participou integra uma série de experimentos pionei-
ros em genética, que apontam para a possibilidade
de curar cancer e tratar infec¢Oes virais letais usan-
do a técnica da RNA.

Otrabalho exigia velocidade, qualidade e precisao
na analise de imagens, requisitos que apenas o soft-
ware brasileiro foi capaz de cumprir, conta Lotufo,
um dos responsaveis pelo seu desenvolvimento. O
software foi possivel gragas a cooperacaoiniciadana
década de 90 com os professores Gerald Jean Francis
Banon, do Instituto de Pesquisas Espaciais (Inpe),
Junior Barrera, da Universidade de Sao Paulo (USP)
emaisrecentemente com o pesquisador Rubens Cam-
posMachado, do Centro de Pesquisas Renato Archer
(CenPRA).

Durante o desenvolvimento do programa, inicial-
mente para apoio ao ensino e pesquisa, 0 grupo con-
tou com a colaboragao do professor Edward Dough-
erty, atual diretor do Laboratdrio de Processamento
de Sinal Gendmico da Texas A&M University (EUA),
uma das autoridades mundiais em processamento
de imagem e andlise de dados genémicos, e consul-
tor do NIH.

“A qualidade do sistema e aminha experiéncia pra-
ticano seu desenvolvimento valeram convite do pro-
fessor Dougherty para que eu participasse da pesqui-

sacom RNAijunto comele e mais dez cientistas”, con-
ta Lotufo, tinico brasileiro a assinar o trabalho.

Rigor matemético - O diferencial do
software brasileiro—na verdade, um con-

TF“““E“ junto de ferramentas (toolbox) para dife-
silencia  rentes aplicagdes — esta no emprego de
genes morfologia matematicanaanalise deima-
daninhos g™

Se em Biologia o termo morfologia refe-
re-se ao estudo da forma e estrutura de
plantas e animais, em processamento digital a expres-
sdorepresenta o uso de calculos matematicos paraa
andlise da estrutura geométrica contidaem umaima-
gem.

“Gragas a isso, a toolbox trata problemas de pro-
cessamento de imagem com um rigor matematico
muito forte e oferece flexibilidade paraum amplo es-
pectro de aplicagdes, proporcionando resultados su-
periores em relagao aos processos que nao utilizam
morfologia”, explica o professor da Unicamp, umdos
poucos no mundo que dominam a tecnologia.

Ele também observa que, conforme a propria de-
nominagao, o sistemando é umasolugao pronta para
ousuario final, mas disponibiliza os recursos para o
profissional seleciona-los e adequa-los para soluci-
onar diferentes problemas em processamento deima-
gens, seja para uma aplicacao industrial seja parauma
aplicacao médica, como ocorreu no estudo do NIH.

A pesquisa com aRNAi foirealizada em 2002. Nos
trés meses em que permaneceu na Texas A&M Uni-
versity eno instituto norte-americano, Lotufo respon-
sabilizou-se pelo processamento e analise deimagens
de células depositadas em laminas de vidro, geradas
em um sofisticado processo conhecido por micro-
array, técnica que possibilita a avaliagdo simultanea
de milhares de genes (leia matéria a parte).

A dificuldade daempreitada residiuno fatode que
essa tecnologia gera uma quantidade absurda de
dados. No estudo em questao, foram analisadas 20
mil diferentes imagens de cadalamina contendo duas
mil amostras (spots) microscopicas de fragmentos
celulares, com aproximadamente trés mil células em
cada imagem.

“Conseguimos reduzir o tempo de processamento
de cadaimagem paramenos de 5 segundos. Foram
a velocidade e o baixo nivel de erro do sistema que
permitiram ao grupo colher os resultados desejados,
j& que os softwares comerciais inicialmente procu-
rados nao apresentavam nem o desempenho nem
a qualidade de imagem que o estudo exigia”, con-
ta Lotufo.

Download gratuito — A tecnologia do processa-
mento morfoldgico deimagem esta disponivel para
interessados em Hands-on Morphological Image
Processing, livro que Lotufo escreveu em co-autoria
com Edward Dougherty. Comercializada por meio
da Internet pela Amazon, a obra oferece a estudan-
tes e profissionais a oportunidade de experimentar
diferentes aplicagdes praticas com a colegao de fer-
ramentas contidas no software.

Uma versao didatica do programa esta a disposi-
¢ao na rede mundial de computadores para down-
load gratuito no seguinte enderego: http://source-
forge net/projects/pymorph. Com esta versao é pos-
sivel reproduzir a maioria dos exemplos discutidos
nolivro, facilitando a disseminacao da técnica apre-
sentada pelos autores.
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Tecnica e
comparada ao
surgimento dos
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Atécnica conhecida como RNA
interferente (RNAI) utiliza moléculas
curtas de RNA (designacao do 4cido
ribonucléico) para neutralizar genes
especificos. De tdo fantastica, a
descoberta esta sendo comparada ao
desenvolvimento dos antibiéticos, que
modificaram radicalmente o modo pelo
qual a medicina tratava infeccbes
bacterianas no século 20.

Aestruturado RNA é semelhante a do
DNA, molécula-codigo das
caracteristicas genéticas. Moléculas de
RNA de tamanho normal convertem
informacOes genéticas em proteinas.
Porém, no inicio da década de 90,
Andrew Fire, da Universidade Johns
Hopkins (EUA), descobriu que
moléculas truncadas de RNA poderiam
serinduzidas para silenciar ou desligar
0S mesmos genes que tinham ajudado
agera-las. Na prética, significava que
genes defeituosos responsaveis por
tumores, ou genes usados por um virus
para se reproduzir, poderiam ser
neutralizados.

Ele nomeou o efeito de
“interferéncia de RNA” (RNAI) e
argumentou que os genes podem ser
silenciados seletivamente, ou seja, a
interferéncia ndo resultariano
silenciamento de outros genes
importantes.

Ateoria da RNAi como tratamento
médico comecou a ser testada no final
da Ultima década. Estudos
laboratoriais conduzidos nos EUA e na
Europa demonstraram que células
humanas podem ser modificadas para
resistir ainfecgdo causada pelo virus
da polio e do HIV (causador da Aids).

Em um tratamento que utilizasse a
técnica, as células do sangue de um
paciente contaminado seriamretiradas e
modificadas com uso da RNAi para
torné-las imunes ao HIV, 0 que entdo
tornaria o paciente resistente a infecg&o.

No comeco deste ano arevista
Science divulgou as primeiras
demonstragdes do potencial
terapéutico da RNAI contra doencas
em animais. Os imunologistas Judy
Lieberman e Premlata Shankar, da
Universidade de Harvard,
administraram uma solucéo de
moléculas curtas de RNA interferente
(SiIRNA) na cauda de um rato e
protegeu-o contra a hepatite. E em
animais que ja estavam doentes, a
RNAI reduziu a inflamagdo o bastante
para permitir a recuperagdo do figado.

Os pesquisadores acreditam que o
processo também podera ser eficiente
contra cancer e evitar problemas de
rejeicdo em transplantes.



