Instabilidade de i,
Microssatélites (MSI) e RN
Disfungdio dos Genes de Reparo (AMMR)

Genes de Reparo e sua fungéio

A renovacdo celular € um processo continuo que ocorre em todos os seres vivos e é responsdavel pela
homeostase tissular, regeneragéo e manutengédo da estrutura e fungdo do organismo. Esse processo de
renovagdo celular &€ pautado em duas partes: a morte e a replicagéo celular.

Embora responsdvel pela manutengdo do organismo, a replicagdo celular depende da repli-
cagdo do DNA, num processo que pode acarretar erros de replicacdo por incorporagdo
errada de bases, como A-G, ou slippages (derrapagens), resultando em loopings de
insercéo/deleco ou de substituicéo de pares de bases e levando a mutagées pontu-
ais ou da grelha de leitura (alteragéo do tripleto das bases - sequéncias de 3 nucle-
otideos). No final, o resultado dessas mutagées dependerd do grau da alteragéo,
podendo ser silenciosas, causar pequenas alteragdes ou provocar doengas.

Contudo, nosso organismo langa mdo de um processo de reparagdo dos
erros de replicagdo que os reconhece e os corrige, o chamado “sistema
de reparo de mal pareamento do DNA” ou MMR - Mismatch Repair,
codificado pelos genes: MLHI, MSH6, MLH2, PMS2, dentre outros que
em conjunto sdo chamados Genes de Reparo.

Os genes de reparo codificam 4 proteinas homoénimas que
atuam como heterodimeros: MLHI-PMS2 e MSH2-MSH6. Desse
modo, mutagdes ou perda de fungdo desses genes resultam na

perda de expressdo das proteinas e, consequentemente, &

deficiéncia do processo de reparo (dMMR).
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A PMS2 e MSH6 se ligam a MLHI e MSH2, respectivamente, contudo, MSH2 e MLHI podem se ligar a outras
proteinas de reparo. Assim, uma alteragéo em MLHI e/ou MSH2 causara degradacgéo proteolitica, diferen-
temente das alteragées em PMS2 e/ou MSHB, visto que MSH6 pode ser substituida por MSH3 na ligagéo
com MSH2 e PMS2 poderd ser substituida pela PMS1 ou MLH3 na ligagdo com MLHL

H& basicamente trés mecanismos que levam a deficiéncias nos genes MMR: hipermetilagéo somdtica,
mutagdes hereditdrias e mutagdes somdaticas. Dele¢des no gene EPCAM (que inativam um alelo especifi-
co do MSH2) ou a metilagdo do promotor do MLHI (mutagdo esporéadica, ndo germinativa) sdo exemplos
de mutagdes atribuidas a dMMR.

Microssatélites

Microssatélites (MS) sé@o sequéncias curtas e repetidas, em tandem, do DNA que possuem de 1a 6 pares
de base. Essas regides encontram-se distribuidas de maneira aleatéria e, apesar de na maioria das vezes
estarem proximas a regides codificantes, podem se localizar proximas as néo codificantes. Por variar de
individuo para individuo, o nimero de repeticdes dos MS acaba por ser considerado como uma identi-
dade genética.

Durante muito tempo acreditava-se que essas repeticdes faziam parte das regides ndo codificantes do
DNA e que por isso néo tinham importdncia em relagéo ds sequéncias codificantes, mas, posteriormente,
0s MS passaram a ser associados a diversas fungées e a processos carcinogénicos.

Instabilidade de Microssatélites

A alta propensdo dos MS para mutagées durante a replicacéo (polimorfismo) implica que o sistema de
reparo (MMR) esteja integro para que suas corregées possam ser realizadas. A auséncia ou deficiéncia da
funcdo de reparo do DNA, mais precisamente a inativagdo das proteinas por alteragdes nos genes MMR,
resulta em contracdes ou expansdes dos microssatélites. Essa condigdo € chamada de Instabilidade de
Microssatélites - MSI - Microsatellite Instability.

A identificag@o de MSI pode auxiliar no diagnéstico da Sindrome de Lynch e dos vérios tipos de carcinomas
a ela associados, além de definir informagées prognésticas e de predigdo de tratamento. Sabe-se, por
exemplo, que a presenca de MSI significa um melhor prognéstico no Carcinoma colorretal (CCR). Por outro
lado, individuos com alta taxa de MSI ndo respondem bem a quimioterdpicos & base de Fluorouracil.

Sindrome de Lynch e Tumores Associados

A Sindrome de Lynch é caracterizada por uma mutagdo hereditaria (ndo esporadica) que leva & deficién-
cia no mecanismo MMR e, consequentemente, & MSI. Sabe-se que a maioria dos pacientes com a
sindrome apresenta mutagdo nos genes MLHI e MSH2 (30 e 40% respectivamente), entretanto, essas
mutagdes podem ocorrer também no MSH6E, PMS2 e EPCAM.

A sindrome é considerada o fator de risco heredit@rio mais comum para CCR e estd presente em 3% dos
casos, mas também estd associada a diversos outros tumores, como: endometrial, gastrico, urotelial, de
ovdrio, de intestino delgado, de gldndulas sebdceas e do sistema nervoso central. Em relagéo 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.



Carcinoma Colorretal

O cdncer colorretal & 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 diag-
nosticados.

Afeta um ndmero 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 aumentan-
do. Apesar de sua gravidade, & considerado curdvel e tratével quando diagnosticada precocemente.

O CCR pode ser somdtico (esporddico) ou hereditdrio, que representa 10 a 15% de todos os casos. Nesses
casos hd duas condigdes associadas ao seu desenvolvimento: a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP),
representando apenas 1% dos casos hereditdrios, e a sindrome de Cdncer Colorretal Hereditario N&o
Poliposo (HNPCC), também classificada como Sindrome de Lynch por sua identificagéo em tumores
extra-colénicos.

Aproximadamente 12% dos CCRs apresentam MSI esporddica sendo a mais comum a hipermetilagéo do
promotor MLHI, onde 60% destes apresentam a mutagdo BRAF V600E. J& na sindrome de Lynch, o BRAF ndo
apresenta mutagaoes.

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

A identificagdo de MSI por PCR ou imuno-histoquimica é utilizada para fins prognésticos no CCR e apre-
senta altos indices de especificidade. Para a identificagéo de outros carcinomas associados & sindrome
de Lynch, embora a especificidade seja menor, o teste de MSI também é utilizado.

Carcinomas Extra-coloénicos

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 presenga de MSI. Mas
apesar de esta ser uma caracteristica genética presente em todos os tumores dMMR, vem sendo obser-
vada a repeti¢cdo de sequéncias em loci especificos, que os diferenciam uns dos outros.

Alguns cénceres ginecoloégicos também apresentam a caracteristica de mutagéo nos genes MMR. O
cdncer de ovdrio é a segunda neoplasia ginecolégica mais comum, 95% é derivada das células epiteliais,
os 5% restantes sdo oriundos de células germinativas e estromais. Embora o fator genético mais associa-
do seja a presenca de mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2, altos indices de mutagées nos MS (MSI-High
/ MSI-H) estdo presentes em cerca de 13% dos casos de cancer de ovdrio. Nos céinceres de endométrio, 20
a 30% apresentam MSI/dMMR sendo a maioria por metilagéo esporddica do MLHI, ndo existindo nesses
casos correlacdo com a mutag@o BRAF VB0OE, porém, 2 a 5% desses canceres s@o relacionados a
Sindrome de Lynch. E importante ressaltar que hé um risco de 40 a 60% dos pacientes com Lynch desen-
volverem carcinomas endometridides (incluindo carcinoma endometrial e carcinoma endometridide do
ovdrio).



Fenétipos MSI-H/dMRR sdo identificados também em alguns pacientes com cancer de prostata, de
bexiga urindria, tireoide e até mesmo em leucemias. As descobertas em relagéo a quais genes estéo
afetados e quais loci apresentam mutagdes, permitem avaliagdes prognosticas e predicéo de tratamen-
to com terapias personalizadas e especificas para cada tipo de tumor.

_Detecgdio da Deficiéncia do Sistema de Reparagéio do DNA (dMMR)

A instabilidade de microssatélites e a perda de express@o das proteinas de reparo séio os marcadores
utilizados para a identificagéo da dMMR. Os métodos utilizados para sua detecgdo sdo, respectivamente,
0 PCR ou NGS e a Imuno-histoquimica. Os testes s6o complementares e indicados para a identificagéo do
MSI e MMR no amplo espectro dos canceres associados a Sindrome de Lynch.

Determinacgdo da Expressdio Proteica dos Genes de Reparo - Imuno-Histoquimica

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

Na determinagdo da dMMR, sdo utilizados anticorpos que devem se ligar as proteinas de reparo, codifica-
das pelos respectivos genes (MLHI, MSH2, MSHE e PMS2). A auséncia de marcagéo (ligagdo) para uma ou
mais proteinas determina a presenga de disfungéo dos genes de reparo.

_ Determinacéio de Instabilidade de Microssatélites — PCR ou NGS

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 &
necessdaria a comparagdo entre o teste do tecido normal e do tecido tumoral, pois, conforme dito anterior-
mente, os MS variom de individuo para individuo, mas deveriam ser coincidentes entre o tecido normal e
o tumoral.

A utilizagéo do teste molecular € indicada no caso de resultados indeterminados na Imuno-histoquimica,
incluindo discorddnciq, dificuldade de interpretagdo ou perda da expresséo de apenas um heterodimero
(apenas MSHI1 ou apenas PMS2).

Para fins clinicos, de diagnéstico e de pesquisa, foram definidos painéis de referéncia e critérios para
definigao dos fenétipos MSI (Instabilidade de Microssatélites) e MSS (Estabilidade de Microssatélites).



https://www.diagnosticosdobrasil.com.br/uploads/materiais/2021/05/db-patol-himuno-histoquimica-tecnica-com-logo.pdf

Pesquisa por PCR

O painel principal consiste em: 2 mononucleotideos (BAT25, BAT26) e 3 dinucleotideos (D58346, D2S123,
DI75250), outros 19 loci alternativos também podem ser considerados. Outro painel com 5 mononucle-
otideos (BAT26, BAT26, NR-21, NR-24, NR—27) pode ser considerado como um padrdo para realizagdo.
Ambos os painéis vém sendo amplamente utilizados na identificagdo de MSI. A classificagdo utilizada é:

- MSI-H (microsatellite instability-high): 2 ou mais loci do painel principal (5 regiées) ou >30% no painel
ampliado
- MSI-L (microsatellite instability-Low): <2 loci do painel principal ou <30% no painel ampliado.

Pesquisa por NGS

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

Embora seja um exame de maior custo, o0 NGS tem a vantagem de pesquisar uma grande quantidade de
genes alvo com grande velocidade.

Prognéstico e Predigéo de Tratamento

A classificag@o morfolégica ainda € o principal determinante do prognéstico e do tratamento do CCR.
Contudo, principalmente nos estégios mais precoces (estagio Il comparado ao estdgio lll), a presenga de
dMMR/MSI esté associada a um melhor prognéstico da doenga.

Embora exista a recomendacgdo de que todos os pacientes com CCR recebam tratamento com quimi-
oterapia por 5- Fluorouracil, pacientes com CCR com MSI parecem ndo se beneficiar desse protocolo.

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

Neste sentido, a avaligéo da expressdo do PD-L1 por imuno-histoquimica pode auxiliar na predigdo do
tratamento com inibidores do PD-1/PD-LI.



coDpIGO EXAME MATERIAL . D B

IHGP Painel de imuno-histoquimica peq - até 5 marcadores Bloco de Parafina DIAGN é STICOS
IMS Instabilidade de microssatélites :Lz;z:?r::;fﬁna
PDL1 Imuno-histoquimica para PD-L1 (SP263) Bloco de Parafina
BRAF Pesquisa da muta¢do V6OOE do gene BRAF Bloco de Parafina
COLONM Cancer colorretal andlise de duplicagdes 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
LYNCHM Estudo de delecdes e duplicagdes dos genes MLH1, MSH2 e EPCAM Sangue Total

(Sindrome de Lynch)

MLH1 Estudo molecular do gene MLH1 Sangue Total
MLPCH Andlise de duplicagdes/dele¢bes para cancer hereditério 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 cancer colorretal - NGS e MLPA Sangue Total
PMPLY Painel molecular para LYNCH Sangue Total
PPROST Painel molecular para estudo do cancer de préstata hereditério Sangue Total
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