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RESUMO

Marcadores tumorais ou biolégicos sdao macromoléculas que, na maioria das vezes sdo proteinas ou
pedaco delas, isto inclui proteinas citoplasmaticas, antigenos de superficie celular, enzimas e hormonios
presentes em tumores, sangue e nos demais liquidos bioldgicos; isto acontece na presenca de
crescimento ou alteragdo de células neopldsicas. Os marcadores tumorais sdo mais utilizados na triagem
em casos especificos, como em grupos de alto risco; diagndstico diferencial; avaliagdo progndstica da
doenca; monitoramento, tratamento oncoldgico e também auxilia no desenvolvimento de novas
modalidades de tratamento. Podem ser caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou
imunoistoquimicos nos tecidos ou no sangue, e por testes genéticos para pesquisas de oncogénese,
genes supressores de tumores e alteracdes genéticas. Entre os marcadores tumorais estd a telomerase,
um complexo enzimatico ribonucleoprotéico, que atua na replicacao do DNA telomérico durante a fase S
e mantém a estrutura da sequencia telomérica, promovendo a formagdo de proteinas que protegem as
extremidades dos cromossomos. Outro marcador tumoral é a ferritina, que se caracteriza por um
complexo protéico hidrossoltvel de ferro de peso molecular 465.000, constituido de uma esfera proteica
externa, a apoferritina. O presente artigo tem como objetivo relatar, através de um levantamento
bibliografico, a atuacdo da ferritina e da telomerase como marcadores tumorais no diagndstico
laboratorial. O uso da ferritina para indicar um progndstico estd sendo muito usado, pois quando o nivel
aumenta o progndstico é pior especialmente em doencas tardias, onde sdo usados para acompanhar o
tratamento de neoplasias, pois quando o valor retorna ao normal € visto que o tratamento estd
apresentando efeitos positivos. O método de analise da ferritina é quantitativo, feita a partir do soro de
um paciente, sendo um teste imunolégico turbidimétrico, para o uso de diagnostico in vitro. Determina o
ponto final da concentracdo da ferritina, pela fotometria da reagdo antigeno-anticorpo, entre particulas
de latex marcadas com anticorpo anti-ferritina e ferritina presente na amostra. A concentracdo de
ferritina na amostra € proporcional a aglutinacao obtida, que é medida por turbidimetria. O aparecimento
de células malignas pode ser expresso por niveis alterados da telomerase, onde sua avaliacdo estd
apresentando elevada importancia ja que em 80% dos casos é possivel usa-la para auxiliar no diagndstico
do cancer. Essa metodologia baseada na identificacdo esta sendo muito usada para avaliar casos de
cancer de bexiga, pois essa proteina apresenta baixa expressao de células eucaridticas normais e sua
presenca é independente do estagio ou do grau do tumor vesical, neoplasias do trato biliar, pulmao,
cérebro e com especificidade de 93% para o diagndstico e progndstico de cancer de mama. A
determinacdo da tolomerase € feita a partir da PCR, utilizando indicadores especificos no RNAm no gene
ativador da tolomerase, podendo verificar o grau de expressdo pela quantidade de RNAm presente,
sendo esta uma avaliacdo proporcional. Outro método que pode ser usado é o TRAP, (ensaio do protocolo
da amplificacdo repetida da telomerase), e as variacbes desse ensaio sdo os métodos mais comumente
para o monitoramento da atividade telomerase. Pode-se concluir, com base na revisdo bibliografica
realizada, que os marcadores tumorais devem ser utilizados como diagndstico apenas quando associados
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a outros exames. Entretanto, de forma geral, os marcadores tumorais podem auxiliar no
acompanhamento do cancer e também podem ajudar o médico a planejar o tratamento apropriado, dado
que em alguns tipos de cancer os niveis dos marcadores tumorais refletem o estdgio da doenca efou o
progndstico do paciente.
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INTRODUCAO

Marcadores tumorais ou biolégicos sao macromoléculas na maioria das vezes
sao proteinas ou pedaco delas, isto inclui proteinas citoplasmaticas, antigenos de
superficie celular e enzimas e hormdnios presentes em tumores, sangue e nos demais
liquidos bioldgicos; isto acontece na presenca de crescimento ou alteracdo de células
neoplasicas. O marcador tumoral pode ser produzido pelo corpo ou pelo préprio tumor
em resposta a presenca do cancer (ALMEIDA, 2007).

Além do marcador tumoral, podem ser combinados outros tipos de exames
como diagndstico por imagem e biopsia. Os marcadores tumorais sdo mais utilizados na
triagem em casos especificos, como em grupos de alto risco; diagnostico diferencial;
avaliagao progndstica da doenca; monitoramento e tratamento oncoldgico e também
auxilia no desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. Podem ser
caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou imunoistoquimicos nos
tecidos ou no sangue, e por testes genéticos para pesquisas de oncogénese, genes
supressores de tumores e alteracGes genéticas. Estes marcadores também tem a funcao
de avaliar periodicamente durante o tratamento de cancer, se houver uma diminuicao
no nivel do marcador tumoral ou o retorno ao nivel normal pode ser um indicativo que
0 cancer esta tendo um resultado positivo para o tratamento, sendao houver nenhuma
mudanca ou aumento € um indicativo que o cancer estabilizou ou ndo esta respondendo
ao tratamento. Os marcadores também podem ser medidos logo apds o tratamento
para verificar se ha alguma possibilidade do retorno da doenca (ALMEIDA, 2007;
SALDANHA, 2009).

Entre os marcadores tumorais estd a telomerase, um complexo enzimatico
ribonucleoprotéico, que atua na replicacdo do DNA telomérico durante a fase S e

mantém a estrutura da sequencia telomérica, promovendo a formacado de proteinas que
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protegem as extremidades dos cromossomos. Essa protecao do DNA ocorre pela adi¢ao
de repetidas sequencias nao codificadoras TTAGGG no final dos cromossomos. Muitas
células humanas proliferativas, com excecdo das células-tronco, sao deficientes de
telomerase, seus telédmeros diminuem a cada divisao celular até que ocorra o término
permanente do ciclo celular. A telomerase difere de outros marcadores moleculares por
apresentar praticamente uma expressao universal na maior parte dos casos de tumores
teciduais (ALBERTS, 2010; ARAUJO, 2013; BOTCHKINA, 2005).

Outro marcador tumoral é a ferritina, que se caracteriza por um complexo
proteico hidrossoltvel de ferro de peso molecular 465.000, constituido de uma esfera
proteica externa, a apoferritina. Algum ferro obtido pelo organismo através da dieta é
armazenado nas células reticuloendoteliais, como ferritina e hemossiderina, em
quantidades diversas, e uma pequena quantidade desta estad presente na circulacao
sanguinea, conforme a disponibilidade de ferro no organismo. Sendo assim, na
sobrecarga de ferro ha aumento da ferritina tecidual, enquanto que na deficiéncia de
ferro, a ferritina estd baixa. Os niveis elevados de ferritina sérica sem aumento
correspondente dos depdsitos de ferro s3ao observados em pacientes com
neuroblastoma, doenca de Hodgkin e leucemias (BIBLIOMED, 2013; HOFFBRAND, 2013).
O presente artigo tem como objetivo relatar através de um levantamento bibliografico,
a atuacao da ferritina e da telomerase como marcadores tumorais no diagndstico

laboratorial.

FERRITINA E TELOMERASE

Para realizar a determinacao da ferritina sdo realizadas as técnicas baseada em
Imunoturbidimetria na qual é um método quantitativo onde é capaz de medir a
diminuicdo de luz ao passar por um complexo antigeno e anticorpo, onde mede a
absorcao de luz sendo usado para medir a concentracdao plasmatica da ferritina,
podendo assim visualizar as reservas de ferro do corpo ja que essa proteina € de muita
importancia para o armazenamento de ferro, onde aparece em quantidades baixas no

soro, podendo se dizer que sua concentracdao normal em individuos saudaveis esta
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correlacionada com a quantidade de ferro disponivel e armazenada no corpo (NAOUM,
2012).

O método é usado com o intuito de ocorrer uma ligacdo entre antigeno e
anticorpo e para isso é usado a particula de latex estabilizada e sensibilizada com
anticorpos anti-ferritina humana onde sdo aglutinadas pela ferritina presente na
amostra. A intensidade da aglutinacao é medida em absorbancia e esta relacionada a
quantidade de ferritina, tendo uma concentracao obtida através da curva de calibracao
(BIOCLIN).

O método de andlise da ferritina é quantitativo, feita a partir do soro de um
paciente, sendo um teste imunoldgico turbidimétrico, para o uso de diagndstico in vitro.
Determina o ponto final da concentra¢ao da ferritina, pela fotometria da reacao
antigeno-anticorpo, entre particulas de latex marcadas com anticorpo anti-ferritina e
ferritina presente na amostra. A concentracao de ferritina na amostra é proporcional a
aglutinacdo obtida, que é medida por turbidimetria (BULA: BIOCLIN).

Antes de iniciar o teste deve fazer o preparo dos reagentes, o reagente de
trabalho se mistura 2 mL de Tampa&o (3) + 1 mL de Latex Ferritina e o padrdo de uso se
adiciona o padrao liofilizado + 3 mL de agua destilada. Se ajustar o Zero de absorbancia
do equipamento com dgua deionizada em 540 nm; Homogeneizar bem o Reagente de
Trabalho antes do uso. E separa dois tubos (tubo padrao e tubo teste) no tubo padrao
se adiciona 1000 pL de reagente de trabalho, mais 30 pyL de padrao de uso, no tubo teste
se adiciona 1000 pL de reagente de trabalho e 30 pL de soro. Adiciona-se no banho-maria
a 37°C por, apds o banho-maria se faz a leitura fotométrica do padrao e teste em 540
nm, espera 5 minutos e faz novamente a leitura em 540 nm do padrdo e do teste. Apds
este processo, se faz o cdlculo, liberando em pg/L (BIOCLIN, DOLES).

E assim apds a curva pode-se obter resultados que serao comparados com
resultados impostos pelos valores de referéncia, onde pessoas saudaveis apresentam
esses valores dentro do padrdo, mas os valores de ferritina podem estar elevados ou
diminuidos onde, a baixo do que estipula a referéncia indica uma baixa caréncia de ferro,
o que pode ser visualizados em anemias ferropriva, j4 sua elevacao indica o excesso de
ferro que pode ocorrer em pacientes que passaram por transfusées ou que apresentam
neoplasias, como leucemias, linfomas, doenca de Hodgkin, carcinomas de mama,
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figado, pulmao, célon e prdstata, por isso é usado como marcadores tumorais quando
apresentam elevacdo (BULAS: BIOCLIN, DOLES).

Deste modo o uso da ferritina para indicar um progndstico estd sendo muito
usado, pois quando o nivel aumenta o progndstico € pior especialmente em doencas
tardias, um estudo realizado por Goswami et al, 2005, demonstrou a rela¢ao entre a
proteina e carcinomas renais onde existe uma relacdao do aumento da ferritina e o
volume do tumor como mostra na Figura 1, ja niveis mais baixos de ferritina indicam um
melhor progndstico, onde sdo usados para acompanhar o tratamento de neoplasias,
pois quando o valor retorna ao normal é visto que o tratamento esta apresentando

efeitos positivos (BIBLIOMED, 2013; GOSWAMI, 2005).

Figura 1- Relacdo entre a Ferritina e o Tumor renal
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Fonte: http://medind.nic.in/ici/tos5/i4/icito5i4p197.htm

Com relacdo a telomerase, o uso da PCR determina a expressao do gene que
codifica a porcao catalitica da telomerase conhecida como hTERT, a partir do cDNA
obtido, onde essa técnica realiza a multiplicacdo de um parte especifica do DNA a qual
se deseja avaliar onde essa multiplicacao ocorre através de temperaturas modificadas,
portanto ocorre processos de desnaturacdao das cadeias do DNA, depois ocorre o
anelamento dos primers onde é possivel detectar a sequéncia que sera amplificada, e
depois a temperatura passa ser como € conhecida de temperatura especifica da enzima,
e por fim o ciclo da PCR é reiniciada novamente, portanto sera possivel determinar a
atividade da telomerase. Outra técnica descrita € utlizando o TRAP, onde de acordo com

Parsons (2003), é realizado através de um extrato tecidual suspeito onde é exposto a
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um pequeno primer de DNA, pois se espera que com a telomerase ocorra uma extensao
de sequéncia telomérica a partir do primer, onde o volume da banda é visto por
densidade (PARSONS, 2003).

A determinagdo da telomerase é feita a partir da PCR, utilizando indicadores
especificos no RNAmM no gene ativador da telomerase, podendo verificar o grau de
expressao pela quantidade de RNAm presente, sendo esta uma avaliacao proporcional.
A PCR se tem trés etapas, a desnatura¢ao onde o DNA genémico contendo a sequéncia
a ser amplificada é desnaturado por aquecimento a cerca de 95°C por cerca de 30
segundos. A dupla fita é aberta, tornando-se uma fita Unica. A segunda etapa é a de
hibridizacdo, onde apds a separacdo das fitas, um par de iniciadores ou primers (uma
fita de DNA especifica para o gene que se quer estudar que no caso sera a da
telomerase) complementam a fita oposta da sequéncia de DNA a ser amplificada. Ou
seja, um deles é complementar a sequéncia em uma fita da dupla-hélice de DNA e o
outro é complementar a sequéncia na outra fita. O molde é determinado pela posicao
dos iniciadores que se anelam a fita. Essa etapa ocorre a uma temperatura de 60°C. A
terceira fase é a de polimerizacdo, tendo o molde identificado,a enzima DNA-
polimerase adiciona as bases complementares, formando uma nova fita e entao se tem
novamente a duplica¢do da fita de DNA (PARSONS, 2003).

Outro método que pode ser usado é o TRAP, (ensaio do protocolo da
amplificacdo repetida da telomerase), e as variacdes desse ensaio sdo os métodos mais
comumente para o monitoramento da atividade telomerase. O ensaio TRAP, é um
ensaio com dois estagios, baseado em PCR. No primeiro estagio, a telomerase
acrescenta repeticbes de 5'-TTAGGG-3' ao final de um primer sintético (denominado
primer TS) que apresenta uma sequéncia tipo telémero. No segundo estdgio, os
produtos oligonucleotidios estendidos sao amplificados com uso de um primer reverso
(denominado primer CX), que é complementar as sequéncias repetidas. Quando
visualizadas por autorradiografia, um teste positivo com o ensaio TRAP revela uma
sequencia de bandas diferindo em 6 pb, do comprimento da repeticdao hexamérica
5'-TTAGGG-3'. O volume da banda pode ser quantificado por densitometria, imagens
obtidas por fosforescéncia ou por fluorescéncia apds a incorporacao durante a
amplifica¢do ou depois da colora¢do com SYBR Green. E um ensaio sensivel e especifico

20
Caderno Satde e Desenvolvimento| vol.11 n.6 | abr/jul - 2017



Arianne Jung Kluck; Gabriela Strapacdo; Kayse Mayara Leal; Laiane Fernandes; Mayara Amorim

para a atividade telomerase em amostras de tumores, mas. Em resumo se tem como
material um extrato tecidual suspeito que é exposto a um pequeno primer de DNA,
sendo esperado que na presenca da telomerase no extrato haja extensdao de uma
sequéncia telomérica a partir do primer. Para deteccao da atividade telomerasica, o
conjunto é, entdo, amplificado por PCR e separado em eletroforese em gel. Para
confirmarmos a presenca de atividade telomerasica, o gel deve revelar um crescendo de
bandas diferindo de seis pares de bases cada uma (equivalente as repeticoes TTAGGG).
E possivel determinar o volume de cada banda por densitometria, definindo-se, entdo,
o grau de expressao (PARSONS, 2003; HESS, 2002; LEMOS, 2015).

Porém é importante ressaltar que existem limitac6es ao avaliar a telomerase pelo
método de TRAP onde o resultado tem que ser gerando no maximo 24 horas além da
atividade ser instavel e ser facilmente destruida pela RNase, e também deve existir um
cuidado com a coleta de amostra e requer o uso de radioatividade e eletroforese onde
ao ser obtido os produtos deve-se ser visualizados através da separacao a partir da
eletroforese em gel de agarose onde este é um método capaz de separar fragmentos
através do seu tamanho ja que as cadeias formadas serao separadas por corrente
elétrica, e assim é possivel distinguir as cadeias pesadas das cadeias leves (VIEIRA, 2011).

Por fim ao obter essa enzima através dos métodos descritos € possivel obter
como resultados uma andlise dos valores encontrados por ela, onde atualmente a
telomerase vem sendo muito estudada para determinar a presenca e o
acompanhamento de doencas, pois em paciente que apresentam uma diminuicao das
telomerases indicam sintomas graves de doencas como a disceratose congénita na qual
essa é uma doenga que causa hiperpigmentacao da pele. Porém alem da diminui¢do das
telomerases ha também a possibilidade de mutac¢des nos genes que serdo responsaveis
por forma-la onde ocorre em paciente que apresentam fibrose pulmonar idiopatica, e a
partir dessas mutagdes associadas a essa proteina surgiu a proposta de avalia-la como
marcador tumoral, pois as neoplasias surgem de células tumorizadas que passaram por
um processo de divisao e expansao celular, logo estudos demonstram que ha influencia
da atividade da telomerase nos genes mutados e que ocasionam essa patologia

(BORGES, 2005).
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E ao ocorrer mutagdes genéticas celulares que irdo originar células tumorais,
ocorrem alteracdes inesperadas como a supressao no silenciamento da telomerase,
onde pode contribuir para transformag¢des malignas ja que as células cancerigenas que
sdo as precursoras acabam permitindo a ativacdo de vias metabdlicas gerando a
imortalizagdo celular, assim a telomerase acaba por atingir um tamanho elevado,
ocorrendo o processo de oncogenes fazendo com que as células ganhem a capacidade
de se multiplicar e perca sua capacidade de morrer, logo ocorre uma instabilidade
genética com consequéncia de novas mutacdes como, por exemplo, translocacbes e
delecbes (BORGES, 2005).

Portanto o aparecimento de células malignas pode ser expresso por niveis
alterados da telomerase, onde sua avaliacao esta apresentando elevada importancia ja
que em 80% dos casos é possivel usa-la para auxiliar no diagndstico do cancer. A sua
identificacao estd sendo muito usada para avaliar casos de cancer de bexiga, pois essa
proteina apresenta baixa expressao de células eucaridticas normais e sua presenca é
independente do estagio ou do grau do tumor vesical, onde é possivel quantificar
usando amostras de urina ou até mesmo de tecido pois apresentam uma sensibilidade
e especificidade elevada para diagndstico de tumores uroteliais da bexiga. Mas a
telomerase também esta sendo indicado para o uso de outros tumores como neoplasias
do trato biliar, pulm3o, cérebro e com especificidade de 93% para o diagndstico e
progndstico de cancer de mama, e até mesmo cancer de prdstata pode ser avaliada pela
telomerase, onde estudos foram realizados por Botchkina et al.,, 2005, na qual
demonstram a atividade desta comparando com as hiperplasia prostaticas benignas
como mostra na Figura 2, e também o uso laboratorial desse marcador se aplica a
presenca de processos inflamatdrios que gera resultados falsos positivos em estudos de

lisados celulares (ALMEIDA, 2007; BOTCHKINA et al., 2005).
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Figura 2 - Grafico da Telomerase e o Cancer de Préstata

Prostate Cancer BPH

Fonte: http://clincancerres.aacrjournals.org/content/11/9/3243

CONSIDERACOES FINAIS

Os marcadores tumorais, ferritina e telomerase, devem ser utilizados como
diagndstico apenas quando associados a outros exames uma vez que podem fornecer
falso-positivos, pois seus niveis podem estar elevados em pacientes nao cancerigenos
ou falso-negativos em casos de pacientes com presenca de neoplasia sem alteracoes
nos niveis dos marcadores associados aquele tipo de cancer. Entretanto, de forma geral,
0s marcadores tumorais podem auxiliar no acompanhamento do cancer e também
ajudar o médico a planejar o tratamento apropriado, dado que em alguns tipos de
cancer os niveis dos marcadores tumorais refletem o estdgio da doenca efou o
progndstico do paciente.
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