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Resumo

Os marcadores moleculares podem ser encontrados em todos os seres vivos, devido as mutacdes
ocorridas em sequencias repetidas da molécula de DNA. Eles foram descobertos através do estudo de
polimorfismos, com a ajuda da biologia molecular, usando técnicas como a de PCR. Desta maneira, este
trabalho tem como objetivo demonstrar através de uma revisdo de literatura, a importancia de
marcadores moleculares para acompanhar o tratamento dos mais diversos tipos de doengas.

Palavras chaves: Marcadores moleculares, DNA. Biologia molecular

Introducéo

Em meados do século XX, foi descrito por James Watson e Francis Crick a estrutura da molécula de
DNA, sugerindo o modelo de dupla hélice. Essa descricdo foi de grande impacto, publicada na revista
Nature, em 25 de abril de 1953e seguida, com pequenos ajustes, até os dias atuais (SCHEID, FERRARI
e DELIZOICOV, 2005). O DNA é composto por cadeias de nucleotideos, constituidas por um grupo de
acucar, outro de fosfato, sendo estes unidos por uma ligacdo fosfodiester, além de sempre estar presente
uma das quatro bases nitrogenadas sendo estas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T)
(REYS, MACEDO e DAMALIO, 2011).

Por meio dos conhecimentos que se iniciaram com os trabalhos de Mendel e as descobertas sobre a
estrutura da molécula de DNA, entendeu-se que o material genético continha toda a informagéo
necessaria para dar origem ao dogma central das caracteristicas hereditarias (REYS, MACEDO e
DAMALIO, 2011). A complementaridade das bases torna possivel realizar a producdo de outras
moléculas de DNA, uma vez que as bases e suas respectivas proteinas a serem traduzidas tornam-se
conhecidas novamente observando o principio do dogma central (SILVA, PASSOS e VILAS BOAS,
2013). Desse modo o DNA é preservado, transmitido e traduzido, por meio de trés etapas.
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A primeira etapa, chamada de replicacdo, resume-se a sintese completa e idéntica do DNA, passando
para as demais geracdes. Quando o objetivo é a producdo de proteinas contidas em determinados trechos
do DNA, nos genes, a fase iniciada é a transcricdo que consiste em passar a informacdo na forma de
uma molécula de RNAm, e por fim a traducdo do RNAm, traduzindo a sequéncia nucleotidica, nos
ribossomos, em proteinas (REYS, MACEDO e DAMALIO, 2011).

Para que todo esse processo seja realizado de maneira correta existem as enzimas de restricdo
responsaveis pelo reparo quando ocorre algum erro nos procedimentos, nas_fases de replicacdo e
transcricdo. Porém algumas falhas acabaram originando o surgimento de mutacdes em alguns pontos, na
insercdo ou delecdo de sitios adjacentes, 0 que resultou em variacbes no nimero e na forma da molécula
de DNA uma vez que essas variagfes poderiam ocorrer em mais de 1% de uma populagdo, o processo
foi denominado polimorfismo (REGITANO e VENERONI, 2009).

-Os diversos tipos de polimorfismo foram possiveis de serem detectados por meio da aplicacdo da
biologia molecular e engenharia genética na forma de marcadores moleculares. Polimorfismos podem
ser obtidos em qualquer organismo vivo, pelo fato de uma sequencia com varias repeticdes chamadas de
microsatelites ser rica nesta mutacdo. Por meio dele passou a desenvolver as primeiras classes de
marcadores (genética virtual). Dessa maneira o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdo na literatura e elaborar uma descricdo sobre como sdo obtidos e possiveis usos de alguns

marcadores moleculares utilizados para seres humanos.

Revisdo Bibliogréafica e discussdo

Os Marcadores sdo substancias produzidas pelo corpo, a partir das informac6es contidas a partir das
informacdes contidas no cédigo genético, e podem ser encontradas nas analises dos fluidos corporais,
como urina, e sangue. Sao identificados como proteinas, com a presenca de antigenos na sua superficie.
Entretanto, ndo sdo exclusivamente classes de proteinas, mas também, enzimas e alguns hormonios
(SERDEZ, 2007 e ALMEIDA, 2007).

O seu aparecimento esta relacionado com a génese celular ou também com o crescimento de celulas
neoplésicas, uma vez que a amplificacdo de determinados genes, permite potencializar o crescimento de
uma célula, ou seja, com maior taxa de replicagdo inativam os genes de delecdo, causando supressao
tumoral (CAPELOZZI, 2001).

A relagdo desses genes e da observagdo dos marcadores relaciona marcadores como_indicadores
tumorais, produzidos pelo tumor ou pelo proprio organismo, através de uma resposta imune mediante a

formacéo celular desordenada (SEDREZ, 2007). Essa caracteristica é Util para o auxilio de diagnostico,
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localizagcdo do tumor, estadiamento, avaliacdo terapéutica, recidivas e prognostico (ALMEIDA et al,
2007).

Observa-se que para a utilizacdo e estudo dos marcadores, é necessario que o marcador tenha
especificidade e sensibilidade. Essas caracteristicas ja foram observadas em diversos estudos, mas ainda
ndo foi descoberto um marcador que torne possivel detectar a doenca em estado inicial, visto que sua
concentracdo depende da proliferacdo do tumor, da sua atividade e liberacdo das células (SEDREZ,
2007).

Com a aplicacdo de técnicas cada vez mais modernas da biologia molecular, tornou-se_possivel a
identificacdo e o desenvolvimento de varios tipos de marcadores, como os moleculares, bioguimicos e
iIsoenzimaticos. Os marcadores moleculares estdo relacionados com a variagdo da sequencia de DNA
pelos l6cus, ja os isoenzimaticos favoreceram para o aumento do numero de marcadores genéticos,
enguanto os bioguimicos ndo utilizam o material genético, mas sim a expressdo génica do produto final,
delimitando desse modo sua aplicacdo (REGITANO e VENERONI, 2009; YANG, 2013).

Para a utilizacdo dos marcadores moleculares, é preciso a aplicacdo de algumas técnicas. A mais usada é
a de PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia de Polimerase), por meio de suas etapas sdo
obtidos os padrdes moleculares. Em geral, os resultados obtidos com a técnica de PCR, estudados com o
uso da eletroforese, uma vés que os marcadores sdo amplificados, a analise dos marcadores_torna-se
facilitada, porem sendo possivel, por exemplo, a utilizacdo de Southern blot usando sondas marcadas
com isotopos radioativos (REGITANO e VENERONI, 2009; FRIDMAN et al, 2004).

Apesar de sua importdncia a técnica de PCR é relativamente simples de ser aplicada, sendo
desenvolvida em trés fases. Na primeira ocorre a abertura da fita de DNA, chamada de desnaturagéo,
com necessidade de temperaturas altas entre 92°C-96 °C. ApOs esta etapa ocorre a ligacdo dos
oligonucleotideos que servem como moléculas iniciadoras (primers), gerando o anelamento, essa etapa
precisa ter de ser resfriada com temperatura de 58°C -65°C, e por fim a etapa de extensdo, em que é
utilizada uma enzima especifica chamada de taq polimerase, que ira promover a ligacao dos dntp’s (as 4
bases nitrogenadas), aumentando a temperatura para 72 °C. Ocorrendo assim ciclos de repeticdes
frequentes, para a amplificagédo do material de estudo (SCHEID, FERRARI e DELIZOICQOV, 2005).

Na técnica de eletroforese de proteina, para a interpretacdo dos resultados de analise como a de PCR, é
preciso ter uma corrente elétrica levando a separagdo das moléculas de proteina de acordo com seu peso
molecular ou carga elétrica das moléculas envolvidas. Segundo OLIVEIRA, et al (2015), nessa
separacdo sdo utilizadas forcas eletroforéticas e eletroendosmaticas, permitindo que um pélo negativo e

outro positivo criem um campo elétrico a partir desse momento as particulas positivas, migram para o
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campo negativo e consequentemente as particulas negativas vao para o campo oposto_em um gel de
agarose. ApoOs a migracao das proteinas ocorre a formacdo de bandas de leitura sendo observadas por

corantes sensiveis.

Técnicas especificas podem ser utilizadas para cada tipo de material analisado. Na andlise de Southern
blout é preciso ter ocorrido a eletroforese, possibilitando a -visualizagdo das sondas marcadas. Esse
material de interesse serd transferido para uma membrana de nitrocelulose, antes do processo de
transferéncia precisa ter entdo realizar a desnaturacdo e neutralizacdo (MACIEIRA et al,2009).

Uma Vvés estabelecidas as técnicas de analise mais comuns, esse trabalho, selecionou alguns marcadores
para uma abordagem réapida, tendo como ponto principal a caracteristica de cada um e em que situacéo
pode ser encontrada.

Afp

A alfafetoproteina (afp) é sintetizada no figado, quando encontrada no saco vitelino participa do
transporte plasmético e da pressdo oncotica do feto. Considerado o marcador de céancer de figado,
podendo também estar presente no cancer de testiculo, e em casos de hepatite cronica. Quando seu valor
detectavel atinge, de 500mg/dl torna-se indicativo de malignidade, e quando, maior que 1000 mgdl é
considerada como neoplasia (ALMEIDA et al, 2007).

CA 125

Este marcador é utilizado para o cancer de ovario, muito Gtil para acompanhar todas as fases de
tratamento da doenca. Pode ser encontrado em concentracfes elevadas, tanto em homens como em
mulheres que ja apresentaram outro tipo de cancer, podendo ocorrer este aumento de concentracdo em
casos de cirrose, como também no de cisto de ovario. Com uma sensibilidade que pode variar de acordo
com o estagio da doenca em torno de 80-85%, nos casos em que o tratamento envolve quimioterapia
este nimero sobe para 94%%, a sensibilidade desse marcador.

Segundo ALMEIDA et al (2007), este marcador também € estudado em criangcas com linfoma néo

Hodgkin, relacionando a reducdo da presenga dos marcadores com a ocorréncia de um quadro recidivo.

KRAS

Encontrado com maior frequéncia no tumor de pulmao, indicando neoplasias malignas como pior
prognostico. As mutacdes celulares que se tornaram presentes nesse quadro cancerigeno possuem alguns
fatores ambientais e mutagénicos relacionados ao quadro clinico, sendo eles o tabagismo e a transvergédo
da guanina (G) pela timina (T) (DUARTE, 2005).
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CEA

O antigeno carcinoembrionario (CEA), € produzido pela mucosa gastrica, e estd presente nos casos de
adenocarcinoma de colon e reto. Apresenta uma sensibilidade de 40-47% com especificidade de 90-
95%. Sua concentracdo pode ainda ser elevada no caso de distarbios benignos como alguns tipos de
cirrose, e doenca de Chron. No caso de_fumantes, pode haver certa elevacdo da concentragdo, mesmo
em situacdo em que nédo se observa manifestac6es do_quadro clinico. Segundo ALMEIDA et al (2007) a
expressdo associada, do CEA com CA125, é a indicagdo de um pior prognostico.

CA 19.9

Conhecido como antigeno de Lewis, esse marcador é liberado na superficie da célula cancerosa e vai
para a corrente sanguinea. Pode ser utilizado para o cancer colorretal, sendo mais indicativo para o
cancer de pancreas. Se a doenca se apresenta em um estado inicial, este marcador ja ndo é considera
bom. Além dos estagios da doenca, sua sensibilidade esta, relacionada com o local em que o tumor se
encontra. Para o cancer de pancreas sua sensibilidade vai de 70-94%, para vesicula biliar 60-79%,
hepatocelular de 30-50% e para o cancer gastrico é de 40-60% (ALMEIDA et al, 2007).

Conclusao

Com o passar dos anos, € o melhoramento das técnicas de biologia molecular tornou-se possivel a
identificacdo dos marcadores moleculares relacionando varios estudos_quanto a identificacdo,
acompanhamento e possivel controle de diversas doencas, como as de origem carcinogénicas.
Entretanto, torna-se evidente a necessidade da continuidade dos estudos com marcadores moleculares,
na busca de moléculas mais sensiveis e que possibilitem a identificacdo dos quadros iniciais das doengas

relacionadas.
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