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A PMS2 e MSH6 se ligam a MLH1 e MSH2, respectivamente, contudo, MSH2 e MLH1 podem se ligar a outras proteinas de
reparo. Assim, uma alteracdo em MLH1 e/ou MSH2 causara degradacéo proteolitica, diferentemente das alteracdes em
PMS2 e/ou MSH6, visto que MSH6 pode ser substituida por MSH3 na ligacdo com MSH2 e PMS2 poderd ser substituida
pela PMST ou MLH3 na ligacdo com MLHI.

Ha basicamente trés mecanismos que levam a deficiéncias nos genes MMR: hipermetilacdo somatica, mutacdes
hereditarias e mutacdes somaticas. Delecdes no gene EPCAM (que inativam um alelo especifico do MSH2) ou a metilacado
do promotor do MLH1 (mutacdo esporadica, ndo germinativa) sdo exemplos de mutacdes atribuidas a dMMR.

Microssalélites

Microssatélites (MS) sao sequéncias curtas e repetidas, em tandem, do DNA que possuem de 1 a 6 pares de base. Essas
regides encontram-se distribuidas de maneira aleatdria e, apesar de na maioria das vezes estarem prdoximas a regides
codificantes, podem se localizar préximas as ndo codificantes. Por variar de individuo para individuo, o niumero de
repeticdes dos MS acaba por ser considerado como uma identidade genética.

Durante muito tempo acreditava-se que essas repeticdes faziam parte das regides ndo codificantes do DNA e que por isso
ndo tinham importancia em relacdo as sequéncias codificantes, mas, posteriormente, os MS passaram a ser associados a
diversas funcdes e a processos carcinogénicos.

A alta propensdo dos MS para mutacdes durante a replicacdo (polimorfismo) implica que o sistema de reparo (MMR)
esteja integro para que suas correcdes possam ser realizadas. A auséncia ou deficiéncia da funcdo de reparo do DNA, mais
precisamente a inativacdo das proteinas por alteracdes nos genes MMR, resulta em contracdes ou expansdes dos
microssatélites. Essa condicdo é chamada de Instabilidade de Microssatélites - MSI - Microsatellite Instability.

A identificacdo de MSI pode auxiliar no diagndstico da Sindrome de Lynch e dos varios tipos de carcinomas a ela
associados, além de definir informacdes progndsticas e de predicdo de tratamento. Sabe-se, por exemplo, que a presenca
de MSI significa um melhor prognostico no Carcinoma colorretal (CCR). Por outro lado, individuos com alta taxa de MSI
ndo respondem bem a quimioterapicos a base de Fluorouracil.

Sindrome de Lynch e Tumores Associados

A Sindrome de Lynch é caracterizada por uma mutacao hereditaria (ndo esporadica) que leva a deficiéncia no mecanismo
MMR e, consequentemente, a MSI. Sabe-se que a maioria dos pacientes com a sindrome apresenta mutacdo nos genes
MLH1 e MSH2 (30 e 40% respectivamente), entretanto, essas mutacdes podem ocorrer também no MSH6, PMS2 e EPCAM.



A sindrome é considerada o fator de risco hereditario mais comum para CCR e estd presente em 3% dos casos, mas
também estd associada a diversos outros tumores, como: endometrial, gastrico, urotelial, de ovario, de intestino delgado,
de glandulas sebdceas e do sistema nervoso central. Em relacdo ao CCR, a sindrome de Lynch pode aumentar em cerca
de 80% o risco de desenvolvimento, de modo que quando o individuo é diagnosticado com CCR, principalmente antes
dos 50 anos de idade, a sindrome de Lynch é a principal suspeita.

O cancer colorretal (CCR) é um dos tipos de carcinoma mais incidentes no mundo, no Brasil, segundo o Instituto Nacional
de Cancer (INCA), a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 é de 41.010 novos casos diagnosticados.

Afeta um numero ligeiramente maior de homens que mulheres e € mais comum em pessoas com mais de 50 anos de
idade, porém, nos ultimos 25 anos a incidéncia em pacientes mais jovens vem aumentando. Apesar de sua gravidade, &
considerado curavel e tratdvel quando diagnosticada precocemente.

O CCR pode ser somatico (esporadico) ou hereditario, que representa 10 a 15% de todos os casos. Nesses casos ha duas
condi¢cdes associadas ao seu desenvolvimento: a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP), representando apenas 1% dos
casos hereditarios, e a sindrome de Cancer Colorretal Hereditario Ndo Poliposo (HNPCC), também classificada como
Sindrome de Lynch por sua identificacdo em tumores extra-colénicos.

Aproximadamente 12% dos CCRs apresentam MSI esporadica sendo a mais comum a hipermetilacdo do promotor MLH]T,
onde 60% destes apresentam a mutacdo BRAF V600E. Ja na sindrome de Lynch, o BRAF ndo apresenta mutacdes.

O desenvolvimento do CCR, na maioria das vezes, se da por um polipo na mucosa do cdlon ou reto. Apesar dos polipos
serem comumente detectados por colonoscopia também na faixa etdria de 50 anos, menos de 10% evoluem para
carcinoma, mas, quando ocorre essa progressao, o processo pode levar de 10 a 20 anos.

A identificacdo de MSI por PCR ou imuno-histogquimica ¢é utilizada para fins progndsticos no CCR e apresenta altos indices
de especificidade. Para a identificacdo de outros carcinomas associados a sindrome de Lynch, embora a especificidade
seja menor, o teste de MSI também é utilizado.

Como mencionado, a sindrome de Lynch pode levar ao desenvolvimento ndo apenas do CCR, mas de muitos outros tipos
de tumores extra-coldnicos, dada sua principal caracteristica, a presenca de MSI. Mas apesar de esta ser uma
caracteristica genética presente em todos os tumores dMMR, vem sendo observada a repeticdo de sequéncias em loci
especificos, que os diferenciam uns dos outros.



Alguns canceres ginecoldgicos também apresentam a caracteristica de mutacdo nos genes MMR. O cancer de ovario é a
segunda neoplasia ginecoldgica mais comum, 95% ¢é derivada das células epiteliais, os 5% restantes sdo oriundos de
células germinativas e estromais. Embora o fator genético mais associado seja a presenca de mutacdes nos genes BRCAI
e BRCAZ2, altos indices de mutacdes nos MS (MSI-High /MSI-H) estdo presentes em cerca de 13% dos casos de cancer de
ovario. Nos canceres de endométrio, 20 a 30% apresentam MSI/dMMR sendo a maioria por metilacdo esporadica do MLH],
ndo existindo nesses casos correlacao com a mutacdo BRAF V60OE, porém, 2 a 5% desses canceres sao relacionados a
Sindrome de Lynch. E importante ressaltar que hd um risco de 40 a 60% dos pacientes com Lynch desenvolverem
carcinomas endometridides (incluindo carcinoma endometrial e carcinoma endometridide do ovario).

Fenotipos MSI-H/AMRR sdo identificados também em alguns pacientes com cancer de prostata, de bexiga urinaria,
tireoide e até mesmo em leucemias. As descobertas em relacdo a quais genes estdo afetados e quais loci apresentam
mutacoes, permitem avaliacdes progndsticas e predicdo de tratamento com terapias personalizadas e especificas para
cada tipo de tumor.

Deteccado da Deficiéncia do Sistema de Reparacado do DNA (JMMR)

A instabilidade de microssatélites e a perda de expressdo das proteinas de reparo sdo os marcadores utilizados para a
identificacdo da dMMR. Os métodos utilizados para sua deteccdo sdo, respectivamente, o PCR ou NGS e a
Imuno-histoguimica. Os testes sdo complementares e indicados para a identificacdo do MSl e MMR no amplo espectro dos
canceres associados a Sindrome de Lynch.

Determinacao da Expressao Proteica dos Genes de Reparo - Imuno-Histoquimica

O método de imuno-histoquimica (IHC) utiliza o mecanismo antigeno-anticorpo para a ligacdo de um anticorpo marcado
com coloragdo que se liga (ou ndo) a determinada estrutura, em geral, uma proteina. (para mais informacdes veja nosso
material sobre imuno-histoquimica).

Na determinacdo da dMMR, sdo utilizados anticorpos que devem se ligar as proteinas de reparo, codificadas pelos
respectivos genes (MLH1, MSH2, MSHE e PMS2). A auséncia de marcacgédo (ligacao) para uma ou mais proteinas determina
a presenca de disfuncdo dos genes de reparo.




A MS| é determinada por teste molecular de microssatélites especificos. Estes testes podem ser realizados com PCR
(Polymerase Chain Reaction) ou NGS (Next-Generation Sequence). Para estes exames sdo necessarios a comparacao
entre o teste do tecido normal e do tecido tumoral, pois, conforme dito anteriormente, os MS variam de individuo para
individuo, mas deveriam ser coincidentes entre o tecido normal e o tumoral.

A utilizacdo do teste molecular é indicada no caso de resultados indeterminados na Imuno-histoquimica, incluindo
discordancia, dificuldade de interpretacdo ou perda da expressao de apenas um heterodimero (apenas MSH1 ou apenas
PMS2).

Para fins clinicos, de diagndstico e de pesquisa, foram definidos painéis de referéncia e critérios para definicdo dos
fenotipos MSI (Instabilidade de Microssatélites) e MSS (Estabilidade de Microssatélites).

O painel principal consiste em: 2 mononucleotideos (BAT25, BAT26) e 3 dinucleotideos (D55346, D2S123, D175250),
outros 19 loci alternativos também podem ser considerados. Outro painel com 5 mononucleotideos (BAT26, BAT26,
NR-21, NR-24, NR-27) pode ser considerado como um padrdo para realizacdo. Ambos os painéis vém sendo amplamente
utilizados na identificacdo de MSI. A classificacdo utilizada é:

2 ou mais loci do painel principal (5 regides) ou >30% no painel ampliado;
<2 loci do painel principal ou <30% no painel ampliado.

A pesquisa por NGS é uma alternativa ao PCR, com a principal vantagem da determinacdo do TMB (Tumoral Mutacional
Burden - Carga Mutacional Tumoral).

Embora seja um exame de maior custo, o NGS tem a vantagem de pesquisar uma grande quantidade de genes alvo com
grande velocidade.

Prognostico e Predicao de Tratamento, PDL1e TMB

A classificacdo morfoldgica ainda é o principal determinante do progndstico e do tratamento do CCR. Contudo,
principalmente nos estagios mais precoces (estagio Il comparado ao estagio Il), a presenca de dMMR/MSI estd associada
a um melhor progndstico da doenca.

Embora exista a recomendacao de que todos os pacientes com CCR recebam tratamento com quimioterapia por 5-
Fluorouracil, pacientes com CCR com MSI parecem nao se beneficiar desse protocolo.

O fator preditivo mais importante até o momento parece ser a resposta a inibidores do PD-L1. Pacientes com MSI/dMMR
se beneficiam de drogas como o pembrolizumabe ou o nivolumab associado ao ipilimumab.

Neste sentido, a avalicdo da expressdo do PD-L1 por imuno-histoguimica pode auxiliar na predicdo do tratamento com
inibidores do PD-1/PD-L]1.



CODIGO EXAME MATERIA|

IHGQP Painel de imuno-histoquimica pequeno - até 5 marcadores Bloco de Parafina
IMS Instabilidade de microssatélites Blogolcelbaratina
Sangue Total
PDL1 Imuno-histoquimica para PD-L1 (SP263) Bloco de Parafina
BRAG Pesquisa da muta¢do V6OOE do gene BRAF Bloco de Parafina
COLONM Cancer colorretal analise de duplicagées e dele¢d Sangue Total
EGPCAM Estudo do gene EPCAM Sangue Total
EMCAPF Estudo molecular para cancer de pancreas familiar Sangue Total
ESPC Estudo de sindromes de predisposi¢do ao cancer Sangue Total
GMLH1 Estudo do gene MLH1 Sangue Total
GMSH2 Estudo do gene MSH2 Sangue Total

Estudo de deleg¢des e duplicagdes dos genes MLH1, MSH2 e EPCAM

LYNCHM (i Fere B (e, Sangue Total
MLH1 Estudo molecular do gene MLH1 Sangue Total
MLPCH Analise de duplicagdes/delegcbes para cancer hereditario Sangue Total
MSH2 Estudo molecular da sindrome de LYNCH (MSH2) Sangue Total
MSH6 Estudo molecular da sindrome de LYNCH (MSH6) Sangue Total
PCOLON Painel para céancer colorretal - NGS e MLPA Sangue Total
PMPLY Painel molecular para LYNCH Sangue Total
PPROST Painel molecular para estudo do cancer de préstata hereditario Sangue Total
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