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RESUMO

O cancer de mama é um desafio significativo para a saude, marcada por
altas taxas de mortalidade. Embora varias vias moleculares contribuam para o seu
desenvolvimento, o impacto da deficiéncia do sistema de Mismatch Repair (dIMMR)
no cancer de mama permanece incerto. Este estudo investiga a prevaléncia de
dMMR no carcinoma invasivo da mama de tipo ndo especial e sua correlagdo com
caracteristicas do tumor. Analisamos retrospectivamente dados de 370 pacientes
com carcinoma de mama diagnosticados de 2014 a 2017, avaliamos o status de
dMMR através de imuno-histoquimica para as quatro proteinas MMR. Dados
demograficos dos pacientes, detalhes clinicos e caracteristicas histopatoldgicas
foram obtidos de prontuarios médicos. Nossos achados revelam uma prevaléncia de
dMMR de 2,4% em nossa coorte e foi associada a tamanhos maiores de tumores
(324 mm vs 252 mm; p = 0,008). O cancer de mama dMMR exibiu
predominantemente o imunofendtipo Luminal-B e tendeu a niveis mais elevados de
Ki-67. Notavelmente, nenhum caso de dMMR foi identificado em cancer de mama
triplo-negativo ou em cancer de mama HER2+. A correlagao observada entre dIMMR
e o subtipo Luminal-B esta alinhada com pesquisas anteriores, sugerindo potenciais
caminhos terapéuticos. Este estudo mostrou o papel potencial do dMMR na biologia
do carcinoma de mama invasivo de tipo ndo especial, abrindo caminhos para futuras
investigacdes sobre seu significado clinico e sua possivel integragao em estratégias

de tratamento personalizadas.

Palavras-chave:

Reparo de Erro de Pareamento de DNA, Cancer de Mama, Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Breast cancer poses a significant health threat, marked by high mortality rates. While
various molecular pathways contribute to its development, the impact of DNA
mismatch repair (AIMMR) deficiency in breast cancer remains uncertain. This study
investigates the prevalence of dMMR in Invasive Breast Carcinoma of No Special
Type (IBC-NST) and its correlation with tumor characteristics. We retrospectively
analyzed data from 370 IBC-NST patients diagnosed from 2014 to 2017, we
assessed dMMR status through immunohistochemistry for four MMR proteins.
Patient demographics, clinical characteristics, and histopathological features were
obtained from medical charts. Our findings reveal a 2.4% prevalence of dAMMR in our
cohort and it was associated with larger tumor sizes (32.4 mm vs 25.2 mm;
p=0.008). dMMR breast cancer predominantly exhibited the Luminal-B
immunophenotype and tended to higher Ki-67 levels. Notably, no dMMR cases were
identified in triple-negative breast cancer or HER2+ breast cancers. The observed
correlation between dMMR and the Luminal-B subtype aligns with previous research,
suggesting potential therapeutic avenues. This study shows the potential role of
dMMR in IBC-NST biology, opening avenues for further investigations into its clinical

significance and its possible integration into personalized treatment strategies.

Keywords:

DNA Mismatch Repair Deficiency (MMR), Breast Cancer, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O avancgo no entendimento de como as neoplasias malignas se originam e se
comportam possibilitou uma nova maneira de diagnostica-las e trata-las. A
habilidade de manter integro o DNA e de poder repara-lo € um aparato celular
importante para prevengdo de mutagcdes e o surgimento de clones neoplasicos.
Instabilidade gendmica e hipermutabilidade sdo caracteristicas que favorecem a
aquisicao de genotipos mais propicios a replicagdo e manutengao celular, gerando
maior risco para o desenvolvimento de neoplasias (1).

Erros durante a replicagéao celular acontecem frequentemente durante a agao
da DNA polimerase, sendo algumas regides mais propensas a serem acometidas
por erros durante a copia do DNA, causando um maior numero de mutag¢des. Uma
dessas regides € chamada de microssatélite: sequéncia de repeticbes de
mononucleotideos a hexanucleotideos. Em tais regides ocorrem loopings durante a
acao da DNA polimerase, causando inser¢céo ou delegcdo de algumas bases na fita
sendo formada (2). Para a vigilancia, reparo e manutencgao integra destas regides,
as células dispdoem do sistema de Mismatch Repair (MMR), composto
principalmente por um complexo formado por dois dimeros, um das proteinas MLH1
e PMS2, outro das MSH2 e MSHB6, os quais tanto interagem com a falha e iniciam
sua corregao, como estao envolvidos na cascata de manutengao e apoptose celular
(Figura 1) (3,4).

Figura 1: Sistema Mismatch Repair
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Fonte: elaborado pelo autor, criado com BioRender.com (2023)


https://paperpile.com/c/PyeAlE/6w47K
https://paperpile.com/c/PyeAlE/e1Jws
https://paperpile.com/c/PyeAlE/Hh2yw+1rLqo
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by

Quando ha mutagbes que levam a inativacdo de algum dos genes que
codificam estas quatro proteinas, tanto germinativas, associada a Sindrome Lynch,
quanto somaticas, ocorre a deficiéncia de MMR (dMMR). Essa deficiéncia acarreta
instabilidade de microssatélites (MSI) e um “fenétipo mutador”. Isso porque a falha
em localizar e reparar falhas na sintese de DNA leva a uma maior taxa de mutagdes
frameshift e missense, e perda de funcgdo de varios genes, inclusive de supressores
tumorais, aumentando as chances de ocorrer carcinogénese. Além disso, com o
aumento de frameshifts e consequentemente de stop cdédons prematuros, proteinas
nao funcionais e anémalas sao expressas, levando a formagdo dos chamados
“frameshifts peptides”, ou neoantigenos tumorais, os quais sdo apresentados pelo
complexo principal de histocompatibilidade e reconhecidos por linfécitos T CD8+,
gerando reacao imune do hospedeiro contra as células neoplasicas (2,5).

Essa reagao imune pode ser usada em novas terapéuticas contra neoplasias,
como os inibidores de checkpoint imune (ICB). Varios fatores podem influenciar na
resposta tumoral ao ICB, porém a presenga de MSI e aumento de expressao de
neoantigenos tumorais mostraram ser fatores progndsticos positivos no uso de tais
terapias (5,6). Com isso, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou em 2017 a
utilizacdo de pembrolizumab para tumores solidos avangados ou metastaticos, tanto
em pacientes adultos como em pediatricos, com biomarcadores positivos para
dMMR ou MSI, independente do sitio de origem ou histologia tumoral, se tornando a
primeira terapia tumor-agnéstica aprovada pelo FDA (7).

Cancer colorretal, de endométrio e de ovario apresentam uma relagao
importante com a dMMR, porém varias outras neoplasias podem ser relacionadas a
essa deficiéncia (8). Ainda assim, a associagdo da dMMR ou da Sindrome Lynch
com cancer de mama € pouco entendida e ainda nao é possivel firmar uma
correlagdo clara entre tais entidades (9,10). Porém, com o avango da terapéutica
com ICB para canceres com MSI, € importante a avaliacdo da deficiéncia das

proteinas do complexo MMR nas neoplasias invasivas da mama.


https://paperpile.com/c/PyeAlE/tkq9O+e1Jws
https://paperpile.com/c/PyeAlE/tkq9O+Nbqiv
https://paperpile.com/c/PyeAlE/EFEde
https://paperpile.com/c/PyeAlE/p3qoa
https://paperpile.com/c/PyeAlE/SFOts+y6xGS
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2. REVISAO TEORICA

2.1 ESTRATEGIA DE BUSCA

Foi realizada a busca na base de dados do PubMed com a seguinte consulta: “(MutS
DNA Mismatch-Binding Proteinfmh] OR DNA Mismatch Repairfmh] OR Lynch Syndrome
lImh] OR DNA repair*[tw] OR DNA Mismatch*[tw] OR Mismatch protein*[tw] OR DNA
damage response*[tw] OR Mismatch Repair*[tw] OR MMR[tw] OR MSI[tw] OR MLH1[tw] OR
MSH2[tw] OR MSH6[tw] OR Lynch Syndrome[tw]) AND ("Carcinoma, Ductal, Breast"[mh]
OR Breast ductal carcinoma*[tw] OR Mammary ductal carcinoma*[tw] OR Breast ductal
cancer*[tw])”. Apés foi adaptado para as bases de dados Embase, Web of Science, Lilacs e
Scielo. Os resultados encontrados em 02 de novembro de 2023 e a sele¢cédo dos artigos

estao descritos na Figura 2:

Figura 2: Selecao de artigos na literatura

195 artigos encontrados:
111 - PubMed
73 - Embase
10 - Web of Science
1 - Lilacs
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26 artigos utilizados na
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Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Foram ainda incluidos artigos de revisdo sobre genética e biologia do cancer,
Sindrome de Lynch, métodos de avaliagcdo de dMMR e MSI e relagdo de dMMR com

outros tipos de neoplasias.
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3. MAPA CONCEITUAL

Figura 3: Mapa conceitual
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Fonte: elaborado pelo autor (2023)
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4. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

4.1 Oncogénese mamaria

Neoplasias malignas sélidas apresentam perfis mutacionais complexos, com
variantes direcionadoras, que s&o diretamente ligadas com a oncogénese tumoral, e
variantes de passagem, que estdo presentes na populacdo tumoral, mas que nao
sao diretamente envolvidas ou apresentam isoladamente menor valor na
tumorigénese (11). Desta maneira, a relagao entre cancer de mama (CM) e suas
rotas carcinogénicas apresenta grande desafio para os pesquisadores € aos poucos
vem sendo entendida com mais exatiddo. Alteragdes somaticas em rotas
oncogénicas como a do PIK3CA, P53, HER-2 e MYC estéo altamente relacionadas
com a carcinogénese mamaria (12,13). Além disso, a relagdo com variantes
germinativas patogénicas (GPV) em genes de alta penetrdncia como BRCAT,
BRCA2, PTEN e TP53 ja sdo documentadas (14,15), inclusive com vigilancia e
condutas bem estabelecidas.

Ainda assim, muitos outros genes permanecem com seu papel na
oncogénese pouco entendido, como é o caso dos genes relacionados ao sistema
MMR. A prevaléncia da dMMR no CM varia significativamente na literatura. Embora
alguns autores ndo tenham encontrado relagdo entre dMMR e CM (16,17) essa
deficiéncia foi encontrada presente em mais de 40,0% dos CM em outros estudos
(18,19). Curiosamente, GPV nos genes do sistema MMR, que levam a Sindrome
Lynch (SL), foram previamente associadas a um risco aumentado de CM (20,21),

embora esta relagdo esteja sendo contestada na literatura mais recente (8,22).

4.2 Avaliacao do Sistema de Mismatch Repair

Para a correta avaliagao da integridade do sistema MMR, & necessario fazer
a avaliagao do perfil molecular e/ou genético das neoplasias. Pode-se, portanto, ser
utilizadas diferentes abordagens diagndsticas.

A realizagao de teste imuno-histoquimico (IHQ) da neoplasia € o meio mais
difundido na pratica clinica para realizar a avaliagdo do MMR. Durante o
processamento da IHQ, um anticorpo contra um antigeno especifico € utilizado em
cortes histolégicos para identificar a presenga das proteinas de interesse nas
células e tecidos (23). Anticorpos que possam identificar as proteinas envolvidas no
MMR (MLH1, MSH2, MSH6, e PMS2) sao utilizados para visualizar a presenca


https://paperpile.com/c/PyeAlE/rfk3K
https://paperpile.com/c/PyeAlE/ZXQ44+ucdxn
https://paperpile.com/c/PyeAlE/SxXGb+DX0mr
https://paperpile.com/c/PyeAlE/QwhP0+Zn2RF
https://paperpile.com/c/PyeAlE/3BIhG+AyKfA
https://paperpile.com/c/PyeAlE/ID8L3+tYZbN
https://paperpile.com/c/PyeAlE/p3qoa+RSf6k
https://paperpile.com/c/PyeAlE/x07ur
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destas proteinas no nucleo das células, para tanto, a presenca de reagao nuclear
para todas as proteinas indica a presenca de um sistema integro (24). Entretanto,
quando os genes destas proteinas apresentam variantes de perda de fungéo, pode
ocorrer a degradagdao do RNA mensageiro ou protedlise dos heterodimeros do
MMR; com isso, ocorre a perda celular dos antigeno, ndo gerando uma
imunoexpressao nuclear destas proteinas pela IHQ (25). Portanto, a perda da
expressao nuclear nitida de uma ou mais das quatro proteinas indica uma possivel
falha do sistema de MMR (Figura 4). A IHC é o método de rastreio mais utilizado no
nosso meio pela facilidade de acesso e baixo custo, apresentando alta sensibilidade
(73-100%) e especificidade (78-98%) (3).

Figura 4: Imuno-histoquimica para MMR com perda de expressao para MLH1(A) e PMS2(B) e

presenga de marcagao nuclear forte para as proteinas MSH2 (C) e MSH6 (D), demonstrando dMMR
para o dimero MLH1-PMS2.

Fonte: adaptado de Chen (2019)

Outra forma para a avaliagao é por testes que identificam diretamente a MSI
por meio de andlise de DNA. E realizada a extracdo do DNA das células tumorais,
0s quais irao ser amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
regides pré determinadas de microssatélites. Utilizando como controle tecido nao
tumoral do mesmo paciente, realiza-se a analise do tamanho de cada fragmento de
microssatélite amplificado para que se possa detectar qualquer alteragdo que seja

implicada pela insergdo ou delegao de bases de nucleotideos (26) (Figura 5). Para


https://paperpile.com/c/PyeAlE/Eg56E
https://paperpile.com/c/PyeAlE/mSHvE
https://paperpile.com/c/PyeAlE/Hh2yw
http://paperpile.com/b/PyeAlE/Eg56E
https://paperpile.com/c/PyeAlE/Eg56E
https://paperpile.com/c/PyeAlE/q9qsX
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padronizacao desta analise, criaram-se os critérios de Bethesda para a avaliagao de
MSI, o qual utiliza cinco microssatélites como marcadores (dois mononucleotideos e
trés dinucleotideos), classificando as neoplasias como apresentando alta
instabilidade de microssatélites (H-MSI) — quando mais de dois nucleotideos
apresentam taxas de variagcdes no tamanho —, baixa instabilidade de microssatélites
(L-MSI) — quando apenas um marcador apresenta variagao significativa no tamanho
—, e estabilidade de microssatélites (MSS) — quando nenhuma dos microssatélites
analisados ¢é instavel (27). Estes testes com deteccdo de MSI por PCR se
mostraram extremamente eficazes para deteccdo de MSI em cancer colorretal, com
sensibilidade e especificidade similar a IHQ; contudo, quando aplicados para
deteccdo de MSI em neoplasias de outras topografias — principalmente em
carcinoma de endométrio — sua sensibilidade apresenta grande variabilidade, com

diminuicao da acuracia do exame (3).

Figura 5: Pesquisa de MSI por eletroforese de proteinas
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Fonte: adaptado de Baudrin (2018)

Com o advento do sequenciamento de nova geracdo (NGS), foi possivel
desenvolver uma técnica que avalia simultaneamente as proteinas do MMR e as
regides de MSI. A utilizacdo dessa técnica apresenta-se mais sensivel que a
avaliacdo de MSI por PCR (28); ndo obstante, tal método mostra-se ainda muito
oneroso ao sistema, pouco acessivel na pratica clinica e de dificil interpretacao, o

que gera pouco custo-beneficio em relagdo as outras técnicas de detecgao (25).

4.3 Cancer de Mama e a Sindrome Lynch
Variantes patogénicas germinativas em um dos alelos de qualquer gene do
sistema MMR levam a SL, uma sindrome de predisposi¢cao ao cancer hereditario

dominante. Em células que ocorre o “second hit”, ou seja, o segundo alelo


https://paperpile.com/c/PyeAlE/1PHSd
https://paperpile.com/c/PyeAlE/Hh2yw
http://paperpile.com/b/PyeAlE/q9qsX
https://paperpile.com/c/PyeAlE/q9qsX
https://paperpile.com/c/PyeAlE/V1ITx
https://paperpile.com/c/PyeAlE/mSHvE
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apresenta uma alteragdo somatica com perda de funcao, ocorre a disfuncdo do
sistema e inicia-se a oncogénese (3). A SL é caracterizada por aumento do risco de
desenvolvimento de varias neoplasias, sendo as mais reconhecidas
adenocarcinoma colorretal, endometrial e ovariano (8), porém inumeras outras

neoplasias ja foram relacionadas com a SL (Tabela 1).

Tabela 1 - Incidéncia das principais neoplasias associadas a Sindrome Lynch

Incidéncia cumulativa aos 70 anos

Orgéo MLH1 MSH2 MSH6
Colon 42% 40% 14%
Reto e Sigmdide 9% 14% 5%
Endométrio 40% 53% 46%
Ovarios 10% 17% 13%
Estbmago 6% 4% 1%
Duodeno 4% 2% 0
Vias Biliares e Vesicula 4% 0 0
Pancreas 4% 1% 1%
Bexiga 4% 6% 4%
Rim e Ureter 4% 16% 3%
Mama 12% 12% 13%
Prostata 13% 13% 4%
Cérebro 1% 2% 1%

Fonte:adaptado de Mealler (2020)

A relacédo entre CM e SL ja € ha algum tempo questionada, quando
comegaram a ser descritos relatos de pacientes e familias sabidamente com SL
com neoplasias malignas da mama. Uma série de casos encontrou 16 casos de CM,
todos do tipo n&o especial, em pacientes com mutagao germinativa estabelecida em
alguma das proteinas do sistema MMR, dos quais 7 casos mostraram perda de
expressao na IHQ para tais proteinas. Em todos os 7 casos, a proteina nao
expressa era consistente com a mutagao previamente conhecida do paciente (14).
Associado ainda este achado com os outros estudos de relatos e séries de caso, o

autor encontrou 17 casos de neoplasia de mama em pacientes com SL que
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demonstraram dMMR (14,29,30). Outra série de casos, apresenta trés pacientes
com SL e diagnosticados com carcinoma ductal invasivo da mama (CDI), dois com
mutagcdo germinativa em MSH6 e um em PMS2 (31). Em uma coorte de familias
irandesas com SL foram identificados sete casos de CM, dos quais cinco foram
avaliados quanto a expressdo das proteinas de MMR, sendo que trés deles
apresentaram perda de expressao de MSH2 e MSHG6, condizentes com suas
alteragdes germinativas familiares (32). Em outro relato de caso, um paciente
masculino com Muir-Torre (reconhecida como uma variante da SL) foi descrito
apresentando, na abertura do quadro, um carcinoma ductal in situ (CDIS) com perda
de expressao para MSH2 (33). Estes relatos aventam a possibilidade de que houve
perda de heterozigose, uma vez que a deficiéncia encontrada na expressao das
proteinas de tais pacientes se mostraram consistentes com as suas mutagdes
germinativas. Isso fortalece a hipotese que tais tumores podem ser resultado da
perda de heterozigosidade em associagdo com a mutagdo herdada e, portanto,
candidata a integrar as neoplasias de baixa frequéncia na SL.

Entretanto, ha discordancia entre a literatura, uma vez que estudos maiores
nao encontraram tais relagdes. Uma revisao sistematica com o objetivo de avaliar o
risco de CM em SL, ndo obteve poder suficiente para demonstrar uma relagao de
aumento de risco entre SL e CM (34). Outro estudo, utilizando o banco de dados da
Prospective Lynch Syndrome Database (PLSD), concluiu que a incidéncia de CM
aumenta levemente nos pacientes com SL, o que seria esperado se tais variantes
nao apresentassem real relagdo com a sindrome, mas sim por haver um

sobrediagnostico em tais pacientes por aumento no rastreamento (8).

4.4 Cancer de Mama e a Deficiéncia de Mismatch Repair

Quanto a avaliacdo da IHQ nas neoplasias de mama para a expressao das
proteinas do complexo MMR, a literatura mostra uma prevaléncia muito
heterogénea de suas deficiéncias. Um estudo com 80 CM analisados para duas
proteinas do complexo MMR encontrou perda de expressdo de MLH1 em 42,3% e
de MSH2 em 46,3%, e demonstrou uma correlagao significativa desta perda com
multifocalidade tumoral; contudo, ndo foram excluidos pacientes que realizaram
quimioterapia, grupo que apresentou, inclusive, maior relagdo com perda de
expressao das proteinas (19). Outro artigo demonstrou numeros muito préximos

para as mesmas proteinas, tendo perda de MLH1 em 42,7% e MSH2 em 39,4%,
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sendo que a perda concomitante das duas foi encontrado em 4,2% dos 71 CDls
estudados, tendo a perda de MLH1 correlacdo com tamanho tumoral e resposta
pobre a quimioterapia (18). Ja uma pesquisa que avaliou apenas MSH2 em 53 CDI
e comparou tal expressdao com tecido normal, proliferacdo benigna e CDIS das
mesmas pacientes mostrou que a expressdo da proteina mostrava queda
significativa na lesdo maligna em comparag&o com o tecido normal (35).

Porém, estudos mais recentes mostram menor taxa de dMMR nessa
populagdo, como demonstra um que encontrou apenas um caso com perda
completa da expressdo de MLH1 e PMS2 em 298 casos de cancer de mama triplo
negativo (CMTN) ou HER-2 positivo, demonstrando que dMMR completa parece ser
um evento raro nestas neoplasias de mama. Ainda neste mesmo artigo, 12 (4,4%)
casos apresentaram perda parcial da expressao de alguma das proteinas, sendo
correlacionada esta perda com maior expressao de PD-L1 e de reacéao inflamatoria,
o que pode demonstrar algum beneficio com uso de ICB mesmo nas neoplasias
com perda parcial da expressdo de MMR (36). Corroborando com a baixa
prevaléncia de dMMR em neoplasias de mama, uma grande coorte foi analisada e
dos 1635 casos, apenas 31 (1,9%) tiveram perda de expressdo de alguma das
proteinas do complexo (9), esses resultados estdo de acordo com as opinides mais
recentes de que a prevaléncia de dMMR nas neoplasias de mama em geral esta em
torno de 1-5% delas.

Outros estudos, entretanto, ndo encontraram nenhuma relagédo entre a
expressdo IHQ do sistema MMR e CM. E o caso de um trabalho que ndo encontrou
nenhuma alteragdo do MMR na IHQ das proteinas MLH1 e MSH2 em uma
populagdo de 211 casos, sendo destes 121 CDI (16). Outro estudo avaliou dMMR
no subgrupo de CDI com predominio de anéis de sinete e ndo encontrou nenhuma
perda de expressdo das quatro proteinas do complexo nos 5 casos avaliados,
sugerindo estabilidade de microssatélite nestes carcinomas (17), ainda que o
numero de casos seja pequeno para a avaliagao.

Essa grande discrepancia nos achados dos estudos IHQ pode ser devido a
uma heterogeneidade na avaliagéo das laminas em diferentes artigos, uma vez que
nao ha nenhuma diretriz estabelecendo um parametro para expressao de MMR, ou
seja, enquanto o Colégio Americano de Patologistas (CAP) recomenda que
qualquer positividade forte nuclear deve ser considerada como normal, outros

especialistas usam quantidades de até 10% de positividade como corte para
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considerar perda de expressdo. Além disso, podem ser utilizados em alguns
servicos escores quali quantitativos para avaliacdo, que considera tanto a
quantidade de células positivas, quanto a forga da marcagao (24). Outro viés que
pode ter contribuido para tais divergéncias € a utilizagdo em alguns estudos de
apenas dois marcadores para dMMR, o MSH2 e o MLH1, que sabidamente séo as
proteinas que mantém os heterodimeros estaveis e representam isoladamente as
mutacdes responsaveis ao maior numero de casos de cancer; porém, um recente
estudo com 423 pacientes com mutagao germinativa em proteinas do sistema MMR
mostrou uma maior relagéo entre os genes MSH6 e PMS2 com incidéncia de CM
gue seus parceiros e um aumento de risco de desenvolver CM em carreadores de

mutacdes destes genes (21).

4.5 Instabilidade de Microssatélites em Cancer de Mama

A utilizagdo de detecgdo de MSI por PCR é outra forma de fazer detecgao de
tumores com deficiéncia do sistema MMR. E recomendada a amplificagdo de pelo
menos cinco microssatélites com diferentes repeticdes, segundo o painel de
Bethesda, devendo ser dois marcadores para repeticdo de mononucleotideos e trés
para dinucleotideos, devendo compara-los com tecido normal do mesmo paciente.
Considera-se que quando é encontrada uma neoplasia com H-MSI ha uma alta
suspeicao para um tumor com dMMR, sendo questionavel a relagdo da neoplasia
com L-MSI com a dMMR. Quando nao ha alteragdes na neoplasia de MSI, ou seja,
o tumor € MSS, considera-se MMR proficiente (24,27).

Utilizando este método, dois estudos encontraram alta taxa de deteccao de
MSI em CM, um deles utilizou 15 marcadores em 39 tumores e encontrou 33%
deles com H-MSI e 51% com L-MSI (37). O outro utilizou 7 marcadores para avaliar
20 tumores de mama, encontrando evidéncia MSI em 20% deles (38). Outros
estudos mostram resultados mais baixos, com detecgdo, em um, de 11,6% de MSI
em pelo menos dois dos cinco marcadores de 86 CDI. Este achado foi associado
com perda de capacidade apoptética das células tumorais (39). Em outro foram
analisados 7 marcadores para MSI em 65 CDIS, dos quais 22% mostraram L-MSI e
6% H-MSI, e em 207 CDI, dos quais 6% eram L-MSI e 3% H-MSI (40).

Dois trabalhos, porém, ndo encontraram MSI nos tumores analisados, apesar
de um utilizar apenas dois marcadores para amplificacdo de microssatélites (41), o

que pode ter impactado para diminuir significativamente a sensibilidade do teste e
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influenciado no resultado negativo do estudo. O outro possuia um numero de casos
relativamente baixo, com apenas 10 carcinomas ductais invasores, ainda que tenha
sido analisado 11 marcadores para MSI, ndo mostrando alteracdo em nenhum (42).
Novamente a grande heterogeneidade das formas de andlise leva a diferengas
significativas nos resultados. Apesar de os critérios de Bethesda terem sido criados
para uniformizar a forma de analisar a MSI, os estudos utilizam diferentes
quantidades e tipos de marcadores para avaliar os microssatélites (16).

Um artigo, ainda, merece destaque, pois na avaliacdo de 23 carcinomas
ductais in situ utilizando 5 marcadores para MSI, ele encontrou 22% dos casos com
H-MSI e 30% deles com L-MSI. Contudo, ao realizar a IHQ para MLH1, PMS2 e
MSH2 nos casos com H-MSI, ndo foi identificada perda de expressdo destas trés
proteinas (43). Isso demonstra que apesar de o estudo ter encontrado MSI alta,
isso nao se refletiu em uma perda de expressao das proteinas na IHQ, podendo ser
devido a alguma alteracdo em outra proteina que nao tenha sido avaliada pelo
presente trabalho. Contudo, o resultado deste artigo, vai contra os achados de
trabalhos mais recentes mostram que a avaliagio de dMMR por PCR de
microssatélites e por IHQ das proteinas nao sao intercambiaveis, sendo que a IHQ é
mais comum em CM e se relaciona melhor com o prognéstico das pacientes que
aquele (10,25,44,45). Outro fator que pode influenciar tais achados é que o perfil de
microssatélites mutados é tumor dependente; isto &, diferentes tumores apresentam
diferentes perfis de MSI. Alguns estudos ja demonstram que ha uma menor taxa
mutacional dos microssatélites mais comumente avaliados na pratica clinica quando
avaliados nos CM (39,46), isso ocorre provavelmente porque tais testes sao

validados para carcinomas colorretais.

4.6 Sequenciamento Tumoral e o Sistema de Mismatch Repair

O advento de NGS para avaliacdo mutacional tumoral, apesar de ainda
pouco utilizado na pratica clinica, trouxe importantes entendimentos de vias
carcinogénicas tumorais. A avaliagao da proficiéncia do sistema MMR por NGS é
comparavel com a realizagao da IHQ, sendo que um estudo em 26 diferentes tipos
de canceres mostrou uma sensibilidade de 87,1% e especificidade de 99,6% do
NGS quando comparado com a IHQ, tendo um valor preditivo positivo de 95,5% e
um valor preditivo negativo de 98,8% (47).

Grandes estudos populacionais em CM utilizaram esta técnica para identificar
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possiveis focos de alteracbes gendbmica, tanto para marcadores progndésticos como
para possivel desenvolvimento e aplicacdo de terapias alvo. Utilizando Multiplex
Gene Panel (MGP) para identificagcdo de mutagdes germinativas em 332 pacientes
referidas com alto risco para cancer de mama e ovario hereditario (HBOC), um
estudo encontrou 14 pacientes com variantes patogénicas em genes de
predisposi¢cao a cancer hereditario ndo BRCA, sendo destes um em MSH6 e um em
PMS2 (48). Outra avaliagdo com MGP em 1137 pacientes mostrou uma deteccéo de
119 probandos com variantes germinativas consideradas patogénicas, incluindo nos
genes MLH1 e PMS2 (49).

Com a realizacdo de NGS em 69 casos de cancer de ovario associado a
carcinoma mamario, BRCA1/2 negativos, um estudo encontrou variantes somaticas
nos genes MSH2, MSH6 e MLH1, dentre outros, preditas como patogénicas e pouco
frequentes nos bancos de dados populacionais, podendo estar relacionadas com
vias carcinogénicas e sindromes de predisposicdo ao cancer (50). Outro estudo
mostrou uma alta taxa de mutagdes V384D germinativas no gene MLH1, estando
presente em 13,8% dos CM analisados (51), estando mais relacionados com
tumores Luminal B HER-2 positivos.

Um estudo identificou 6 pacientes com MSI dentre os 1024 CM avaliados,
tendo uma prevaléncia de 0,6% de instabilidade nestes tumores, usando NGS para
a avaliacao dos microssatélites (47). J& uma analise do genoma tumoral mostrou
que pacientes com CM receptor de estrogénio (RE) positivos apresentaram pior
sobrevida geral quando apresentavam alta taxa mutacional tumoral, sendo similar
com tumores RE negativos. Neste estudo os genes associados ao MMR estavam
associados a todos os tumores RE positivos com alta taxa de mutagao tumoral (52)

Esses achados demonstram que o papel do sistema de MMR pode ser
importante n&o apenas na carcinogénese mamaria, tanto no contexto de
predisposicdo a neoplasias, como no esporadico, mas também demonstra uma
provavel correlacdo com o prognostico nos carcinomas mamarios. Contudo, o alto
custo de NGS e a dificuldade de interpretacao de seus resultados, principalmente no
que tange variantes somaticas tumorais, dificulta a homogeneidade dos estudos e a

real interpretacado dos dados obtidos.

4.7 Metilagao do Mismatch Repair nos Carcinomas Mamarios

Outra maneira de alterar a fungdo do sistema de MMR é por meio de


https://paperpile.com/c/PyeAlE/LzR79
https://paperpile.com/c/PyeAlE/OCeAT
https://paperpile.com/c/PyeAlE/hkyXM
https://paperpile.com/c/PyeAlE/7vyZQ
https://paperpile.com/c/PyeAlE/pcru7
https://paperpile.com/c/PyeAlE/YJeT2

25

silenciamento epigenético. As células podem realizar metilacdo de citosinas do DNA
para alterar a fungdo de uma proteina e regular a expressao génica celular (53). A
metilagdo do MLH1 é um importante fator carcinogénico em carcinomas colorretais
e de endométrio, devendo ser pesquisado em todos os pacientes que apresentem
perda de suas expressdes por meio da IHC (54,55).

Trés artigos ainda buscaram regides de hipermetilagcdo que pudessem estar
associados a rotas carcinogénicas em cancer de mama utilizando amplificagao
multiplex de sondas ligacao-dependentes especifica para metilagdo nos genes
buscados. Um deles, ao avaliar 33 carcinomas ductais infiltrantes e as neoplasias in
situ adjacentes ao tumor, bem como mais 6 CDIS, encontrou hipermetilagdo no
promotor do gene MSH6 em cerca de 92% dos carcinomas in situ e em 97% dos
CDI; contudo, foi encontrado para este mesmo gene metilagcédo de 20% do tecido
mamario normal adjacente aos tumores (56). J& um estudo que avaliou 44 CDl e 16
CDIS em homens para hipermetilacdo de promotores de genes supressores
tumorais mostrou uma metilacdo de 100% dos casos para o promotor de MSH6
(57). Outro avaliou 88 tumores para 98 regides de hipermetilagcdo e encontrou uma
associacao da neoplasia com a hipermetilagdo do gene MLH1 (58). Tais trabalhos
demonstraram alta taxa de metilagcdo de genes relacionados ao sistema MMR,
porém vale ressaltar que tais achados nao parecem estar em consonancia com os
outros estudos encontrados por esta revisdo. Deve-se lembrar, portanto, que a
simples metilagdo de genes ou seus promotores ndo significa necessariamente o
silenciamento deles e que tais resultados podem nao representar uma deficiéncia

real do sistema MMR e por consequéncia uma MSI.

4.8 Deficiéncia de MMR e Respostas a Terapias

Em neoplasias colorretais a dMMR é relacionada com prognostico mais
favoravel para os pacientes (59). Contudo, a relagdo do status do MMR com o
prognostico apresenta diferentes resultados.

Pacientes com dMMR que apresentam CMTN, sdo diagnosticadas mais
jovens que outras pacientes com CMTN, além de apresentar-se com mais reagao
inflamatdria tumoral e maior expressdo de PD-L1, o que favorece a hipbtese de
responsividade destes tumores a ICB (34,36). Ainda assim, pacientes CMTN e
HER-2 positivos com dMMR mostraram responder melhor a quimioterapia e

apresentaram maior sobrevida e maior tempo livre de doenga comparada com


https://paperpile.com/c/PyeAlE/ghv1D
https://paperpile.com/c/PyeAlE/3Q9tk+eoFAk
https://paperpile.com/c/PyeAlE/RxAmb
https://paperpile.com/c/PyeAlE/KhJpR
https://paperpile.com/c/PyeAlE/4DDt6
https://paperpile.com/c/PyeAlE/6uRPt
https://paperpile.com/c/PyeAlE/CzgRX+QboTD

26

tumores MMR proficientes (10,25). Atualmente, o FDA ja aprovou para tratamento
de CMTN irressecavel ou metastatico o uso de anti-PD-L1, se a neoplasia estiver
aumento da expressao IHQ deste marcador (60), abrindo caminho estudos para a
utilizacao de ICB em CM outros que ndao CMTN, ou até mesmo neoplasias mais
precoces.

Ja quando se analisa pacientes com RE positivo, a dMMR aparenta ser um
marcador de pior prognéstico. Estudos mostraram que tumores com dMMR
apresentaram resisténcia a hormonioterapia adjuvante precocemente (9,61), além
de ser associada a um maior risco de morte nestas pacientes (25). Um estudo
ainda, mostrou que a piora da sobrevida e o valor prognéstico da dMMR era
associada exclusivamente a pacientes com carcinoma do tipo Luminal-B, ou seja,
tumores hormdnio positivos (HP) e alto indice proliferativo, ndo sendo relacionado
com pacientes apresentando baixo Ki-67 (10). Postula-se que essa resisténcia
esteja associada a ativagdo da via apoptotica e antiproliferativa pelo sistema de
MMR, aparentemente estando ligado com a via do CHK2 e CDK4/6 (Figura 5).
Atualmente, inibidores de CDK 4/6 ja sao aprovados para tratamento de CM
avancado HP em combinagado com terapia enddcrina (62). Com o entendimento de
mecanismos de resisténcia a bloqueio hormonal de alguns CM, é possivel
selecionar pacientes com maior beneficio com estas novas formas de tratamento e
priorizacdo de determinados grupos de pacientes que possam se beneficiar

especialmente com dos inibidores de CDK4/6 (63).

Figura 6: Interagéo entre MMR, RE e CDK4/6
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4.9 Papel do Sistema de Mismatch Repair no Cancer de Mama

Ainda hoje existe uma dificuldade em determinar o papel preciso do sistema
MMR nas rotas carcinogénicas mamarias. Grandes discrepancias entre os achados
na literatura faz a prevaléncia de dMMR por estudos IHQ variar entre zero até cerca
de 45% dos CM. Isso pode ocorrer por heterogeneidade entre os estudos, que
muitas vezes utilizam diferentes métodos de interpretacdo da IHQ, bem como
utiizacdo ou nao de controles internos nos tecidos amostrados, ou até mesmo
diferencas entre os anticorpos usados. A falta de diretrizes especificas para a
interpretacdo de dMMR em mama ajuda na falta de homogeneidade entre os
estudos. Possivelmente, esses fatores podem representar um viés inclusive no
presente estudo, e, para minimiza-los, usaremos critérios estabelecidos pela CAP
para a analise das IHQ. Além disso, para se assegurar que a reagao efetivamente
ocorreu € ndao ha nenhum fator pré-analitico afetando o tecido, s6 serado analisados
casos que apresentem controles internos positivos. Outro fator importante para a
analise de dMMR em CM é a heterogeneidade da marcagao intratumoral, ja bem
estabelecida na literatura e a recomendagao de amostragem em diferentes areas
tumorais (45), optamos por utilizar até trés diferentes areas tumorais para a analise,
considerando proficiente o caso que apresenta no minimo uma das amostras
positiva em células tumorais para as quatro proteinas do MMR.

O CM é uma neoplasia com altas taxas de incidéncias e letalidade, o que
legitima a realizagdo de estudos populacionais para analise mesmo de alteragdes
de baixa frequéncia. Varios trabalhos recentes analisaram o papel do complexo
MMR e de seu rastreio por IHQ em CM, encontrando uma prevaléncia baixa de
dMMR neles (cerca de 1-5% nos estudos mais recentes), contudo mostram também
um importante relagdo progndstica e resposta a novas terapias alvo disponiveis
para CM. O presente estudo se propde a analisar a prevaléncia de dMMR e
carcinomas invasivos da mama, do tipo ndo especial, e a sua correlagdao com dados

obtidos dos pacientes.
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5. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é a neoplasia maligna com maior incidéncia e mortalidade
na populagao feminina. Associagdes com diversas mutagdes e vias carcinogénicas
ja foram estabelecidas no cancer de mama; ndo obstante, alguns aspectos
moleculares carecem de embasamento sélido na literatura cientifica. Ainda que a
deficiéncia de MMR em carcinomas de mama seja inconstante nos estudos
realizados até o momento, nao é possivel descartar uma relagao entre eles.

Oferecer para o paciente a melhor terapéutica em consonancia com a
medicina baseada em evidéncias e medicina personalizada é o papel da equipe
assistencial. O estudo da expressao das proteinas MMR por meio de IHQ ja é bem
estabelecido para outras neoplasias com dMMR, como cancer colorretal, tendo
importante fator progndstico nestas neoplasias. Avaliar sua expressdao nos
carcinomas de mama é justificado pois tal associagao pode auxiliar no entendimento
de mais uma via de carcinogénese mamaria, bem como contribuir para a introdugéo
de novas terapias especificas, por exemplo o uso em neoplasias malignas da mama
de inibidores do checkpoint imune, os quais ja sao oferecidos para outras

neoplasias com dMMR.
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6. HIPOTESES

6.1 HIPOTESE NULA
Os carcinomas mamarios invasivos, do tipo n&o especial, mantém a
expressdo normal das proteinas do complexo Mismatch Repair na

imuno-histoquimica.

6.2 HIPOTESE ALTERNATIVA
Os carcinomas mamarios invasivos, do tipo ndo especial, perdem a
expressdo normal das proteinas do complexo Mismatch Repair na

imuno-histoquimica.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de dMMR pela expressao das proteinas MLH1, MSH2,
MSH6 e PMS2 em carcinomas mamarios invasivos, do tipo néo especial.
7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a proporcéo e correlacdo entre as deficiéncias de cada proteina
do sistema MMR.

Correlacionar a dMMR com dados demograficos, clinicos e histopatoldgicos.
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Highlights:

1.

We evaluated the prevalence and associated features of dMMR in Breast

Cancer.

2. We found a prevalence of 2.4% of dMMR in Breast Cancer.

3. Breast tumors with dMMR had significant larger dimensions.

4. This study may assist the establishment of Breast Cancer dMMR screening

strategies.
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Abstract:

Breast cancer poses a significant health threat, marked by high mortality rates. While
various molecular pathways contribute to its development, the impact of DNA
mismatch repair (dAMMR) deficiency in breast cancer remains uncertain. This study
investigates the prevalence of dMMR in Invasive Breast Carcinoma of No Special
Type (IBC-NST) and its correlation with tumor characteristics. We retrospectively
analyzed data from 370 IBC-NST patients diagnosed from 2014 to 2017, we
assessed dMMR status through immunohistochemistry for four MMR proteins.
Patient demographics, clinical characteristics, and histopathological features were
obtained from medical charts. Our findings reveal a 2.4% prevalence of AMMR in our
cohort and it was associated with larger tumor sizes (32.4 mm vs 25.2 mm;
p=0.008). dMMR breast cancer predominantly exhibited the Luminal-B
immunophenotype and tended to higher Ki-67 levels. Notably, no dMMR cases were
identified in triple-negative breast cancer or HER2+ breast cancers. The observed
correlation between dMMR and the Luminal-B subtype aligns with previous research,
suggesting potential therapeutic avenues. This study shows the potential role of
dMMR in IBC-NST biology, opening avenues for further investigations into its clinical

significance and its possible integration into personalized treatment strategies.

Keywords:
Breast Cancer, Mismatch Repair (MMR), Mismatch Repair Deficiency (dMMR),

Immunohistochemistry.
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1. Introduction:

Breast Cancer (BC) accounted for 24.5% of new cancer cases and 15.5% of
cancer-related deaths in females in 2020, establishing it as the most commonly
diagnosed cancer and the leading cause of cancer death in women (1). The WHO
Classification of Breast Tumors includes eighteen different subtypes of epithelial
breast tumors, with “Invasive Breast Carcinoma of No Special Type” (IBC-NST)
being the most common (40-80%) (2,3).

Several molecular disturbances have been implicated in the oncogenesis of BC, with
genomic instability being an important step in the acquisition of multiple sequential
mutations in neoplastic cells (4,5). Somatic variants in DNA damage repair and
apoptosis genes, especially on TP53 and double-strand break repair pathways such
as BRCA1, BRCA2, and CHEK2, play a crucial role in BC pathogenesis (6-8).
Furthermore, Germline Pathogenic Variants (GPV) in these genes are also a
well-known risk factor for BC (9). The role of Base Mismatch Repair System (MMR)

deficiency in the oncogenesis of BC is less understood.

MMR, composed of four proteins (MSH2, MSH6, MLH1, and PMS2), is responsible
for repairing DNA polymerase errors of mismatched bases and short insertions and
deletions of repetitive sequences during cell replication (10). The prevalence of MMR
deficiency (dAMMR) in BC varies significantly in the literature. While some authors
have not found a relationship between dMMR and BC (11-13), this deficiency was
found to be present in more than 40.0% of BCs in other studies (14,15). Interestingly,
GPV in MMR genes, which leads to Lynch Syndrome, was previously associated
with an increased risk of BC (16,17), although this relationship is being disputed in

more recent literature (18,19).

Tumors that exhibit dAMMR show a substantial mutational burden, with the presence
of tumor neoantigens, which generate complex interactions with the immune system.
These interactions make the tumors particularly vulnerable to immune checkpoint
inhibitors (ICl) agents, such as anti-PD-L1/PD-1 antibodies (20). Pembrolizumab
(KEYTRUDA®, Merck & Co., Inc., Kenilworth, NJ), a mouse-derived anti-PD-1
antibody, was the first tissue-agnostic therapy approved by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA), indicated for any advanced or metastatic solid tumor,

regardless of a specific tissue of origin or histological classification (21). Additionally,
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the combination of anti-PD-L1 with chemotherapy scheme shows an improvement in
survival in patients with advanced or metastatic triple-negative breast cancer (TNBC)
(22,23), leading to FDA approval for the use of Pembrolizumab in patients with

locally recurrent unresectable or metastatic TNBC (24).

The objective of this study is to evaluate the prevalence of dAMMR and its association
with specific tumor characteristics in IBC-NST through immunohistochemistry. This
aims to provide insight into tumor biology and the potential of checkpoint immune
blockade in BC.

2. Methods:

2.1 Study Population: This retrospective cross-sectional study assessed the
prevalence of dMMR in IBC-NST. We included patients who performed surgical
excision for BC with pathologic reports issued between 2014 and 2017 in the
Pathology Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, with a confirmed
diagnosis of IBC-NST, and which materials were available for further analysis. We
excluded from the study patients under 18 years of age, those whose material was
not available for analysis, those diagnosed with BC other than IBC-NST, or those
who received neoadjuvant therapy (radiotherapy, chemotherapy, or hormone therapy
(HT)).

2.2 Data collection: The original slides from each patient were retrieved and
reanalyzed to confirm the diagnosis. A specific and representative area of the tumor
was chosen and demarcated for the subsequent immunohistochemistry assay.
Information about epidemiology (sex, age, and race), clinical details (laterality,
results of imaging exams (mammography and ultrasound), and clinical stage
(cTNM)), histopathological characteristics (histologic grade, tumor size and focality,
lymph node status, and pathological stage (pTNM)), as well as breast biomarkers
(estrogen and progesterone receptors, HER2 status, and Ki-67 index), was gathered

from the patient’s records.

Histological grade, tubular formation, nuclear pleomorphism, and mitotic index were
assessed in alignment with the Nottingham Histologic Score (25). The pathological
stage adhered to the pTNM classification (AJCC 8th Edition). Hormonal Receptor
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(HR) status, HER2, and Proliferative index (Ki-67) were evaluated following the
CAP/ASCO Guidelines (26-28). For Estrogen Receptor (ER) and Progesterone
Receptor (PgR) status, a positive designation was assigned when nuclear positivity
was observed in more than 1% in both markers. HER2 status was classified as
negative when the HER2 Immunohistochemistry (IHC) score was 0, 1+, or 2+
coupled with a negative ISH result; or positive when the HER2 IHC score was 2+
coupled with a positive ISH result or 3+. Ki-67 was expressed as a percentage in its

evaluation.

2.3 Immunohistochemistry: A representative area of 2.0 mm from the selected area
was collected from formalin-fixed paraffin-embedded tissue of the tumor to compose
the tissue microarrays (TMA). The samples were cut with microtome set at 3um, and
automated immunohistochemistry was performed for the four MMR proteins (MSH2,
MSH6, MLH1, and PMS2) on Benchmark ULTRA® automation platform (Ventana
Medical Systems, Tuscon, AZ) (Antibody clones and immunohistochemistry process
in Supplemental Data 1). A colorectal adenocarcinoma that exhibited expression of
all four proteins was the positive external control, while for internal controls we used
stromal cells and inflammatory infiltration. The analysis was done by two blinded
pathologists by consensus, and adhered to the CAP protocol for MMR evaluation
(29,30), considering strong nuclear reactivity in target cells denoting MMR
proficiency (PMMR) and the complete absence of nuclear reactivity, in the presence
of positive internal controls, indicating deficiency. If nuclear reactivity was not
observed in the initial core sample, it was repeated up to three times for each tumor,
in different representative areas, to confirm the negativity. The core of TMAs was
considered uninterpretable when there was a technical failure as loss of internal
control or when there was no tumoral representativity as core dropouts from slides,
insufficient tumor cells sampled, or no tumoral tissue. The tumor was considered as

presenting dMMR when at least one protein of the MMR system was deficient.

2.4 Statistical Analysis: To compare characteristics between dMMR and pMMR
tumors, epidemiological, clinical, and pathological data collected were converted into
numerical values for analysis. Statistical analysis was conducted using the IBM
SPSS Statistics 29.0.1.0. Uninterpretable proteins were considered as pMMR in

statistical analysis. Age at diagnosis, tumoral size, and Ki-67 were tested for
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normality by Shapiro-Wilk, followed by the t-Student test for age at diagnosis and the
Mann-Whitney U test for tumor size and Ki-67. For the other variables, we used

Fisher's exact test.

3. Results:

A total of 570 cases were initially reviewed for inclusion in the study. Among these, 6
were subsequently excluded due to a lack of diagnosis of IBC-NST. Conducting the
review of patient’s records, an additional 115 patients were excluded from the study
because they had received previous therapy. During the process of unarchiving
slides and paraffin blocks, 62 cases were not available and were excluded from the
study, and 17 cases were excluded due to the limited amount of tumor tissue
available. After these exclusions, the remaining 370 patients formed the cohort that

was ultimately included in the MMR analysis.

In the initial analysis of the four MMR proteins, 252 individuals demonstrated robust
nuclear positivity across all four proteins, classifying them as pMMR. Subsequently,
the remaining 118 patients underwent a more detailed assessment, which included
the analysis of 2 additional cores for each tumor. This second analysis identified 66
new pMMR patients, bringing the total number of proficient patients for MMR
proteins to 318 (85.9%). Within the cohort, 9 patients (2.4%) exhibited deficiency in
one MMR protein, and 43 patients (11.6%) were uninterpretable, which means that
at least one MMR protein status could not be defined (Figure 1; Table 1). Specifically,
the evaluation of MLH1 was interpretable in 340 cases, revealing 7 losses (1.9%).
PMS2, assessed in 348 cases, showed 1 loss (0.3%), and MSH2, evaluated in 345
cases, exhibited 1 loss (0.3%) (Figure 2). None of the 364 patients assessed for

MSHG6 displayed a loss. No patient manifested a loss in more than one MMR protein.

Tumors were significantly larger when presenting dMMR (32.4 mm vs 25.2 mm;
p=0.008%), with a tendency of higher expression of Ki-67 (54.3% vs 31.1%; p=0.071)
and T stage according to pTNM staging (p=0.058). No significant differences were
found between the groups in terms of age at diagnosis, laterality, hormonal status,
tumor focality, presence of lymph node metastasis, breast biomarkers expression
(ER, PgR, HER2, and Ki-67), Nottingham Score Grade, or pathological stage
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according to the pTNM (Table 2).

Remarkably, it was observed that all patients with dMMR exhibited positivity for HR,
and all but one had a Ki-67 expression greater than 14%, displaying an
immunophenotype characteristic of Luminal-B tumors. Additionally, 3 patients
demonstrated HER2 overexpression (Luminal-B HER2), and no case of pure HER2
overexpression or TNBC showed dMMR. All cases were at least at stage lla, and 8
of them were postmenopausal women. The medical charts were examined to assess
personal and family history, revealing a colorectal cancer-related fatality in one
patient's father, and another patient with a prostatic adenocarcinoma in their father.
No other instances of neoplasms, either familial or personal, were identified in the

records. (Table 3).
4. Discussion:

This study assessed the prevalence of dMMR in IBC-NST in a Pathology Service in
the South of Brazil, and compared patient and tumor characteristics between dMMR
and pMMR BC. We found a prevalence of 2.4% of dMMR in our cohort, which is
consistent with the prevalence of 1.9% reported by Cheng et al. (31) in a cohort of
over 1600 patients. Noteworthy, higher frequencies, reaching 17%, were reported by
Fusco et al. (32).

Both of these studies identified a heightened prevalence of dMMR in Luminal-B
subtype patients. This is similar to our cohort, in which all but one of dMMR BC
exhibits the Luminal-B phenotype. Tumors associated with dMMR have been
historically characterized as high-grade, poorly differentiated, with a high ratio of
tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), and exhibiting a high tumor mutational burden
(TMB) (33,34), which are features more closely linked to TNBC and HR-/HER2+
tumors. Nevertheless, complete dMMR occurrences in these entities are rare,
comprising less than 0.3% of this group of tumors (35-37). None of the 38 patients
with TNBC or HR-/HER2+ tumors of our cohort presented dMMR.

In this study, we found that patients with dMMR BC had significantly larger tumors
than pMMR BC patients. A trend to higher Ki-67 expression was also observed, but
statistical significance was not achieved. Noteworthy, we excluded patients who

received neoadjuvant therapy for concern about false-positive (false absence of
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expression) results in these patients (30), thereby missing an important group with
advanced tumors. This could have led to decreased detection power of differences in
tumor grade and severity among groups. Previous studies have suggested that BC
with HR+ and concurrent dMMR present more adverse outcomes, with increased
risk of mortality, diminished responsiveness to HT, and early resistance to treatment
interventions (15,38—41). Intriguingly, in TNBC and HR-/HER2+ tumors, a contrasting

scenario emerged, indicating improved outcomes in patients with dMMR (32).

Pathophysiology of dMMR is more extensively studied in colorectal and endometrial
carcinoma, with an important cause being the methylation of the MLH1 promoter in
these tumors (42,43), which leads to suppression of MMR system function, and
consequently to accumulation of single-nucleotide mutations and insertion/deletion in
short tandem repeats, defined as microsatellite instability (MSI) (10). In BC, these
relationships are yet to be defined. A significant proportion of dAMMR tumors in our
cohort were due to MLH1 loss in IHC (7/9), prompting us to consider the plausibility
of MLH1 promoter methylation as an important cause of dMMR in BC as well.
Several investigations have explored the methylation patterns in BC, revealing
heightened methylation levels in MLH1 and MSHG6. Nevertheless, elevated
methylation ratios do not consistently align with dMMR and/or MSI (44—46).
Furthermore, the correlation between dMMR and MSI is weak in BC, with MSI being
expressed in only a minority of dAMMR in breast tumors (32,36,47,48). This suggests
that the role of the MMR system in breast tissue may differ from its role in other
tissues such as colonic mucosa and endometrium. Unfortunately, we were unable to

assess the methylation profile and/or MSI status of tumors in this study.

Some authors hypothesize that dysregulation of apoptosis and the proliferative cycle,
dependent on CHEK2 and CDK4/6, secondary to a loss of MutL (MLH1-PMS2
dimer), could play a role in the oncogenesis and drug resistance of dMMR BC
(49,50). Interestingly, CDK4/6 inhibitors were already approved as a second-line
treatment for HR+ BC patients displaying early HT resistance and disease
progression, enhancing progression-free survival in this patient subset (51,52). It is
yet to be defined if MMR IHC in BC could be of use in selecting patients for early
CDKA4/6 inhibitors treatment.

In this context, another crucial target therapy is immunotherapy with ICI. Most of the
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studies assessing immunotherapy ICI focused on analyzing MSI instead of MMR
IHC. It is important to notice though that in BC: MSI is exceedingly rare (13,53,54),
conventional MS| assessments may not correlate with dAMMR (55-58), and patient
prognosis and overall survival appear to be more closely linked to IHC dMMR rather
than MSI (32,59). These findings support the hypothesis that dMMR in BC may be
related not only to MSI but also to other pathways, particularly apoptosis and cell
proliferation (49,50,59).

Another topic that is worth considering is the link between BC and Lynch Syndrome,
which is a disputable one at the moment (60-63). A meta-analysis, while lacking
sufficient power to identify differences in BC risk between LS patients and the
general population, revealed that dMMR BC in patients with Lynch Syndrome
exhibited characteristics typical of high-grade tumors (64). It seems that GPVs in
MSH6 and PMS2 are more strongly associated with BC risk (17). However, findings
from the Prospective Lynch Syndrome Database indicate that BC incidence is
slightly and uniformly increased in all carriers (18). Future studies using Germline
Genetic Testing in dMMR BC patients could provide insights into this topic. We
identified 2 patients with IHC loss of MSH2 and PMS2 protein each. The review of
the medical charts of these patients did not reveal a diagnosis of Lynch Syndrome or
a history of a second neoplasia, only a patient’s father with a history of colorectal
adenocarcinoma, yet genetic testing is not widely available in Brazil, and the

possibility of Lynch Syndrome cannot be ruled out.

This observation could be attributed to the rarity of BC in LS, as only a small fraction,
ranging from 0.2% to 0.5% of cases, is classified as secondary to the syndrome.
(41). Furthermore, GPV in MSH6 and PMS2 are less frequent in patients exhibiting
the LS phenotype and play a modest role in tumors commonly associated with this

syndrome, such as colorectal or endometrial cancers (17).

There are limitations of our study that need to be recognized. An important
consideration regarding the MMR profile by IHC in BC is the well-known tumor
heterogeneity (65). Despite analyzing cores from three distinct representative tumor
areas to mitigate heterogeneity errors, we did not conduct a whole-section analysis
of tumors with dMMR. The lack of precise information on the ischemia and fixation

times of tumors is also of note, as these pre-analytic factors impact
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immunohistochemical expression and interpretation of IHC, which can explain the
high taxes of uninterpretable cores due to the loss of internal control. Other
limitations already mentioned above are the exclusion of patients who received
neoadjuvant therapy, which eliminates an important group of advanced tumors; and
the lack of assessment of the methylation profile and MSI status of tumors in this

study.
5. Conclusions:

In summary, this study assessed the prevalence of dMMR in IBC-NST and its
association with specific tumor characteristics. The findings indicate a prevalence of
2.4% of dMMR in the studied cohort, aligning with previous reports. Notably, patients
with  dMMR presented larger tumors, and all but one exhibited a Luminal-B
immunophenotype, suggesting a potential link to adverse outcomes. No patients with
TNBC and HR-/HER2+ BC in our cohort had dMMR. The limitations, including the
exclusion of neoadjuvant therapy patients and the absence of MSI and/or
methylation profile assessment, should be considered in interpreting the results.
Overall, these findings contribute to our understanding of the molecular landscape of
BC and may have implications for future considerations of AMMR screening to guide

clinical decisions and therapeutic strategies.
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Figure 1 - Patient evaluation for MMR proteins
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Figure 2 - Staining patterns of MMR loss, the left panel shows H&E staining of

cases, and the right panel the IHC elucidates the absence of MMR proteins.
Representative internal controls are concurrently presented for comparative analysis.
A and B - a patient with loss of MLH1. C and D - patient with loss of PMS2. E and F -

patient with loss of MSH2.
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Tables:

Table 1 - MMR status in each biomarker

Total Patients N=370 (100.0%)

Interpretable Cases Uninterpretable Cases
Loss of Loss of
MMR MMR Internal tumoral
Proficient Deficient Control samples

MLH1 340 (91.9%) 333 (90.0%) 7 (1.9%) 30 (8.1%) 20 (5.4%) 10 (2.7%)
PMS2 348 (94.1%) 347 (93.8%) 1(0.3%) 22 (5.9%) 16 (4.3%) 6 (1.6%)
MSH2 345 (93.2%) 344 (92.9%) 1(0.3%) 25 (6.8%) 20 (5.4%) 5 (1.4%)
MSH6 364 (98.4%) 364 (98.4%) 0 (0.0%) 6 (1.6%) 6(1.6%) 0 (0.0%)

Uninterpretable cases include technical fails (loss of internal control) and loss of
tumoral samples (core dropouts from slides during sections or bath, lack of viable
cancer cells because of sample insufficient tumor cells or no tumoral tissue only).




Tabela 2 - Clinical and pathological characteristics of the patients
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Age (y) - mean (IC-95%)
Race
White
Black
Other
Sex (female) - n (%)
Laterality (Right) - n (%)
Hormonal Status (menopause) -n(%)
Size (mm) - mean (IC-95%)
Tumoral Grade
I
Il
1]
Tubular Formation
I
I
1
Nuclear Grade
I
I
1
Mitotic Index
I
I
1
Focality (unifocal) - n (%)

Lymph Node Metastasis (positive) - n
(%)

ER (positive) - n (%)
PgR (positive) - n (%)
HER?2 (positive) - n (%)

p-valu
MMR proficient  MMR deficient e
62.23 (60.7-63.7) 58.3 (47.2-69.3) 0.995
1.0
316 (88.3%) 8 (88.9%)
37 (10.3%) 1(11.1%)
5(1.4%) 0 (0.0%)
359 (99.4%) 9 (100%) 1.0
154 (42.7%) 5 (55.6%) 0.507
206 (69.3%) 8 (88.9%) 0.287
25.2 (22.6-27.8) 32.4 (15.2-49.6) 0.008*
0.196
68 (18.9%) 0 (0.0%)
181 (50.3%) 4 (44.4%)
111 (30.8%) 5 (55.6%)
0.231
25 (7.2%) 0 (0.0%)
127 (36.5%) 1(11.1%)
196 (56.3%) 8 (88.9%)
0.472
26 (7.5%) 0 (0.0%)
196 (56.3%) 4 (44.4%)
126 (36.2%) 5 (55.6%)
0.620
155 (44.4%) 3 (33.3%)
123 (35.2%) 3 (33.3%)
70 (20.1%) 3 (33.3%)
308 (85.3%) 7 (77.8%) 0.628
148 (41.2%) 4 (44.4%) 1.0
305 (87.1%) 8 (88.9%) 1.0
281 (80.3%) 8 (88.9%) 1.0
56 (16.0%) 3 (33.3%) 0.172



Ki-67 (%) - mean (1C-95%)
Immunophenotype
Luminal-A
Luminal-B

Luminal-B HER2

HER2

TNBC

pTMN

T status
pT1
pT2
pT3
pT4

N Status
pNO
pN1
pN2
pN3

M Status
pMO
pM1**

52

31.1(28.1-34.1) 54.3 (28.6-79.9) 0.071

0.393
94 (26.9%) 1(1.1%)
175 (50.1%) 5 (55.6%)
42 (12.0%) 3 (33.3%)
13 (3.7%) 0 (0.0%)
25 (7.2%) 0 (0.0%)
0.058
195 (54.0%) 2 (22,2%)
133 (36.8%) 4 (44.4%)
20 (5.5%) 2 (22,2%)
12 (3.3%) 1(11.1%)
0.364
213 (59.3%) 5 (55.6%)
97 (27.0%) 2 (22,2%)
28 (7.8%) 2 (22,2%)
21 (5.8%) 0 (0.0%)
1.0
360 (99.7%) 9 (100.0%)
1(0.3%) 0 (0.0%)

ER - Estrogen Receptor; PgR - Progesterone Receptor; * Mann—Whitney U test
**Only one patient demonstrated metastasis through pathological assessment (skin
biopsy). Other two patients presented only with clinical evidence of metastasis at

the time of diagnosis



Table 3 - Clinical and pathological characteristics of the 9 patients with dMMR
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Patient1 Patient2 Patient3 Patient4 Patient5 Patient6 Patient7 Patient8 Patient9
Protein Deficient MLH1 MLH1 MLH1 MLH1 MLH1 MLH1 MLH1 PMS2 MSH2
Age (y) 68 71 63 70 54 50 65 37 50
Postmenopause Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes No Yes
Laterality Right Right Left Right Left Right Right Left Left
Nuclear Grade 2 2 3 3 3 3 2 3 2
Tumoral Grade 2 2 3 3 3 3 2 3 2
Tumoral Size (mm) 70 25 40 50 32 27 15 15 70
Nodal Metastasis + - - + - - + - +
Pathological Stage T3N1 T2NO T2NO T4N1 T2NO T2NO T1N2 T1NO T3N2
Immunophenotype Lum-B Lum-B Lum-B Lum-A ||‘_|u£1RZB huénézB Lum-B Il‘_luénRzB Lum-B
ER + + - + + + + + +
PgR + + + + + + - + +
HER2 1+ 1+ 1+ 0+ 3+ 3+ 0+ 3+ 0+
Ki-67 45% 40% 100% 5% 40% 70% 15% 70% 40%
Family History Colorectal Not Not Not Not Not Prostate Not Not
(father) Reported Reported Reported Reported Reported (father) Reported Reported

Lum-B: Luminal-B; Lum-A: Luminal-A;
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Appendix Supplementary Data:

Supplemental Data 1- Antibody clones and immunohistochemistry process

Antibody: MSH2
Clone: G219-1129
Brand: Cell Marque
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Peroxidase
Antigen Retrieval Blockade Antibody Incubation Detection System
Buffer | Time (minutes) | Temperature (°C) presentation/dilution | Time (minutes) | Temperature (°C)
CC1 48 100 pre-primary 1:200 20 36 Optiview
Antibody: MSH6
Clone: SP93
Brand: Roche
Peroxidase
Antigen Retrieval Blockade Antibody Incubation Detection System
Buffer | Time (minutes) | Temperature (°C) presentation/dilution | Time (minutes) | Temperature (°C)
CC1 64 100 pre-primary ready for use 12 36 Optiview
Antibody: MLH1
Clone: G168-728
Brand: Cell Marque
Peroxidase
Antigen Retrieval Blockade Antibody Incubation Detection System
Buffer | Time (minutes) | Temperature (°C) presentation/dilution | Time (minutes) | Temperature (°C)
CC1 72 100 pre-primary 1:25 32 37 Optiview + Optiview amplification
Antibody: PMS2
Clone: EP51
Brand: Dako
Peroxidase
Antigen Retrieval Blockade Antibody Incubation Detection System
Buffer | Time (minutes) | Temperature (°C) presentation/dilution | Time (minutes) | Temperature (°C)
CC1 64 100 pre-primary ready for use 32 36 Optiview + Optiview amplification
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10. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nosso trabalho encontrou 2,4% de BC apresentando dMMR, o que é
compativel com a literatura: uma prevaléncia de cerca de 2-5% de dMMR em CM.
Considerando o CM como a neoplasia maligna mais prevalente na populagao
feminina, mesmos baixas prevaléncias na populagdo podem ter impacto
significativo. Foi encontrado ainda uma correlagdo significativa da dMMR e do
tamanho tumoral, bem como uma tendéncia de maior indice proliferativo e
estadiamentos nestas pacientes. Nossa corte foi formada exclusivamente por
pacientes com tumores receptores hormonais positivos e também majoritariamente
de imunofendtipo Luminal-B. Outros estudos encontraram maiores prevaléncias
neste mesmo grupo, associando a menor sobrevida e a resisténcia a bloqueio
hormonal precocemente nestas pacientes, associando dMMR a pior progndstico em
pacientes com tumores horménio positivos. Por outro lado, nenhum paciente com
tumor dMMR era de fenétipo HER2+ puro ou triplo negativo.

A IHQ para dMMR pode ir além de um marcador de MSI, e auxiliar na
selecdo de pacientes de pior prognéstico e que possam se beneficiar de terapias
especificas. A exclusdo de pacientes com neoplasia avangada pode ter impactado
nos resultados do estudo. Para tanto, sera necessario novos trabalhos que possam
ajudar a embasar decisdes clinicas mais precisas e personalizadas.

E importante a avaliagdo futura de paciente com carcinoma de mama
avancado que fizeram uso de terapia neoadjuvante, para complementagdo dos
resultados encontrados no presente estudo, bem como a avaliacido de sobrevida,
recidiva e resposta a tratamentos das populacdes estudadas. Isso traria um
panorama ainda mais preciso do papel do MMR nos carcinomas de mama e
melhoraria a definigdo propedéutica para estas pacientes.

Em suma, este estudo demonstrou que a prevaléncia de dMMR na nossa
populacdo se assemelha com a dos outros estudos, esta relacionada com maior
tamanho tumoral e esteve presente majoritariamente em pacientes com receptor
hormonal positivo e com alto indice mitético. Isso contribui para a nossa
compreensao do panorama molecular do CM e podem ter implicacbes para
consideragdes futuras da triagem de dMMR para orientar decisées clinicas e

estratégias terapéuticas.
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Anexo 1:
urks s i

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
DIRETORIA DE PESQUISA

Relatdrio de Orgamento

Projeto: 2021/0493

Titulo do projeto: AVALIAGAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DO SISTEMA MISMATCH REPAIR EM
CARCINOMA DUCTAL INVASIVO DE MAMA: UM ESTUDO TRANSVERSAL

Pesquisador responsavel: LUCIA MARIA KLIEMANN

Itens personalizados

ltem Financiador Valor unitario (R$) | Quantidade Total (R$)
MONTAGEM DE TMA (POR | FIPE 70,00 30 2.100,00
UNIDADE)

LAMINA DE FIPE 25,00 150 3.750,00

IMUNOHISTOQUIMICA
(ANTICORPO: ROTINA) -

{POR UNIDADE)
CORTE DE BLOCO DE FIPE 3,00 150 450,00
PARAFINA (POR UNIDADE)
Valor total (Itens personalizados) (RE): 6.300,00
Materiais de consumo

[tem Financiador Valor unitario (R$) | Quantidade Total (RS)
BISTURI CIRCULAR FIPE 26,93 20 538,60
DERMATOLOGICO P/
BIOPSIA TIPO PUNCH 2MM

Valor total (Materiais de consumo) (RE): 538,60

Valor total do orcamento: RS 6.838.60

Totais por financiador

Financiador Total (R$)
FIPE 6.838,60
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Anexo 2:

JG
a2 Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao

Termo de Compromisso para Utilizacio de Dados Institucionais

Titulo do Projeto: Avaliacio da expressio das proteinas do sistema mismatch repair

em carcinoma ductal invasive de mama: um estudo transversal.

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar as informacdoes
institucionais que serio coletadas em bases de dados do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Concordam, igualmente, que estas informagdes serdo utilizadas unica e
exclusivamente para execucio do presente projeto. As informacoes somente poderdo ser
divulgadas em atividades académicas e cientificas, no contexto do projeto de pesquisa

aprovado.

Porto Alegre, 27 de outubro de 2021
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