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Partida e chegada

Quando observamos, da praia, um veleiro a afastar-se da costa, navegando mar adentro,

impelido pela brisa matinal, estamos diante de um espetaculo de beleza rara.

O barco, impulsionado pela forca dos ventos, vai ganhando o mar azul e nos parece cada

VEZ menaor.

N&o demora muito e s6 podemos contemplar um pequeno ponto branco na linha remota e

indecisa, onde 0 mar e 0 céu se encontram.

Quem observa o veleiro sumir na linha do horizonte, certamente exclamara: Ja se foi!

Teré sumido?! Evaporado?!

N&o, certamente. Apenas o perdemos de vista.

O barco continua do mesmo tamanho e com a mesma capacidade que tinha, quando

estava préximo de nés.

Continua tao capaz, quanto antes, de levar ao porto de destino 0s ensinamentos recebidos.

O veleiro ndo evaporou, apenas esta distante. Mas ele continua o0 mesmo.

E talvez, no exato instante em que alguém diz: J& se foi, havera outras vozes, mais além, a

afirmar:La vem o veleiro.

Extraido e adaptado do Livro "4 Reencarnagdo Através dos Séculos”
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RESUMO

Estabelecer o prognostico em cadelas com neoplasias mamarias € um grande desafio, pois este é
influenciado por diversos fatores clinicos e patoldgicos. Em medicina humana a classificacéo
molecular das neoplasias mamarias de mulheres é recomendada pelo Consenso Internacional de
Especialistas em Cancer de Mama - St. Gallen. Tendo em vista que o emprego do Sistema St
Gallen, preconizado na medicina humana, ainda ndo foi empregado para a classificacdo molecular
das neoplasias mamarias caninas, o objetivo do presente estudo foi caracterizar o imunofendtipo
dessas neoplasias de acordo com a classificacdo de St Gallen. Assim sendo, um painel imuno-
histoquimico para RE, RP, Ki67, HER2, CK5/6 e EGFR foi empregado para a definicdo dos
imunofenotipos em 170 neoplasias mamarias malignas e definiu os subtipos: luminal A (32%),
luminal B HER2- (51%), luminal B HER2+ (5%) e Triplo negativo (12%). Melhor prognéstico foi
associacao ao subtipo luminal A em relagdo aos demais imunofendétipos, esse subtipo também foi
associado a estadio clinico inicial (I-111) e maior frequéncia de carcinomas em tumores mistos.
Enquanto carcinoma sélido e carcinoma micropapilar foram associados ao subtipo Luminal B
HER2-. Luminal B HER2+ foi o subtipo de pior progndstico com menor tempo de sobrevida e
maior risco de 6bito. Na segunda etapa do presente estudo, objetivou-se avaliar a expressao de RE,
RP, Ki67 e COX-2 para a definicdo de subtipos imunoprogndésticos com implicagdes na resposta
terapéutica. A avaliacdo de RE/RP, Ki67 e COX2 em 130 neoplasias mamarias de cadelas permitiu
definir um melhor prognéstico associado as neoplasias com positividade para RE/R, Ki67<20% e
baixo escore de COX-2. Maior risco de 6bito foi associado a neoplasias com RE/RP+, Ki67 >20%
e alto escore de COX-2 e RE/RP-, Ki67>20% e alto escore de COX-2. O estudo demonstrou que
os diferentes imunofendtipos apresentam implicagdes no prognostico de cadelas com neoplasias
mamarias malignas. Os subtipos luminais foram predominantes, sendo descrito pela primeira vez o
subtipo luminal B HER2+ e melhor prognoéstico foi associado ao luminal A. A avaliacdo
coordenada dos marcadores RE/RP, Ki67 e COX2 em neoplasias mamarias caninas contribui para
categorizar as pacientes em diferentes grupos imunoprognaéstico e para selecionar pacientes que se

beneficiaréo de terapias adjuvantes.

Palavras-chave: imunoprognaostico, cadelas, luminais, triplo negativo, quimioterapia



ABSTRACT

Establishing the prognosis in female dogs with mammary neoplasms is a great challenge
because it is influenced by several clinical and pathological factors. In medicine the molecular
classification of breast neoplasms of women is recommended by the International Consensus of
Breast Cancer Specialists - St. Gallen. Considering that the use of the St Gallen System, as
recommended in human medicine, has not yet been used for the molecular classification of
canine mammary neoplasms, the objective of the present study was to characterize the
immunophenotype of these neoplasms according to the classification of St Gallen. Thus, an
immunohistochemical panel for RE, RP, Ki67, HER2, CK5/6 and EGFR was used to define the
immunophenotypes in 170 malignant mammary neoplasms and defined subtypes: luminal A
(32%), luminal B HER2- (51%), luminal B HER2 + (5%) and Triple negative (12%). A better
prognosis was associated to the luminal A subtype in relation to the other immunophenotypes,
this subtype was also associated with the initial clinical stage (I-111) and higher frequency of
carcinomas in mixed tumors. While solid carcinoma and micropapillary carcinoma were
associated with the Luminal B HER2- subtype. Luminal B HER2 + was the subtype of worse
prognosis with shorter survival time and higher risk of death. In the second stage of the present
study, we aimed to evaluate the expression of RE, RP, Ki67 and COX-2 for the definition of
immunoprogntic subtypes with implications for the therapeutic response. The evaluation of
RE/RP, Ki67 and COX2 in 130 breast neoplasms of female dogs allowed to define a better
prognosis associated with neoplasms with RE / R positivity, Ki67 <20% and low COX-2 score.
Higher risk of death was associated with neoplasms with RE / RP +, Ki67> 20% and high score
of COX-2 and RE / RP-, Ki67> 20% and high COX-2 score. The study demonstrated that the
different immunophenotypes have implications for the prognosis of female dogs with malignant
mammary cancers. The luminal subtypes were predominant, and the luminal B HER2 + subtype
was described for the first time and a better prognosis was associated with luminal A. The
coordinated evaluation of RE/RP, Ki67 and COX2 markers in canine mammary neoplasms
contributes to categorize patients in different immunoprognostic groups and to select patients
who will benefit from adjuvant therapies.

Key-words: immunoprognostic, female dogs, luminal, triple negative, chemotherapy



1. INTRODUCAO

O comportamento bioldgico das neoplasias mamarias em cadelas é consideravelmente
variavel, sendo o progndstico influenciado por diversos fatores como: idade da paciente no
momento do diagnostico, tipo histologico, estadio clinico, tamanho tumoral, indice mitotico,
grau histologico, metastase regional ou a distancia, densidade de microvasos e marcadores
moleculares (CASSALI et al., 2014; SORENMO, 2003). A defini¢cdo do prognostico somente
com base em parametros clinicos e morfoldgicos foi apontada como um desafio para clinicos
e patologistas em relacdo ao cancer de mama na mulher. Essa necessidade de se obter grupos
mais homogéneos com rela¢do ao progndstico motivou a classificacdo do cancer de mama na
mulher de acordo com os perfis de expressdo génica (PEROU et al., 2000; SORLIE et al.,
2001; GOLDHIRSCH et al., 2011).

Na medicina humana, desde a sua classificacdo, o perfil molecular fez com que o céancer de
mama deixasse de ser uma doenca Unica e passou a ser analisado como um conjunto de
doencas com fatores de risco e com prognésticos distintos (PEROU et al.,, 2000;
MCDERMOTT et al., 2011; GOLDHIRSCH et al., 2011; REIS-FILHO & PUSZTAI, 2011,
EROLES et al.,, 2012). Além disso, essa classificagdo molecular permite um tratamento
direcionado para mulheres com céancer de mama. Desde 2011, Consenso Internacional de
Especialistas em Céncer de Mama de St. Gallen (Goldhirsch et al., 2011) reconhece a
utilidade da classificacdo molecular na decisdo terapéutica e na emissdo de um prognostico.
Além disso, estabelece que os diferentes subtipos de cancer de mama na mulher podem ser
definidos com base numa variedade de testes genéticos ou numa aproximagao com O recurso
da imuno-histoquimica (GOLDHIRSCH et al., 2011).

Essas possibilidades de melhor compreensdo do comportamento bioldgico e de se estabelecer
um prognostico mais assertivo despertaram o interesse em diversos investigadores para a
classificacdo molecular em neoplasias mamarias de cadelas (GAMA et al., 2008; SASSI et al.,
2010, RIBEIRO et al., 2012, ABADIE et al., 2017). O primeiro estudo, descrito por GAMA
et al., (2008), classifica os tumores mamarios caninos em: luminal A, luminal B, Basal, HER2
superexpresso e fendtipo negativo. Estudos posteriores descrevem os subtipos luminal A,
luminal B, basal-like e triplo negativo (SASSI et al.,2010; RIBEIRO et al., 2012, KIM et al.,
2013; ABADIE et al., 2017). Esses resultados demonstram que a classificagdo molecular, por

meio de marcadores imuno-histoquimicos, é uma ferramenta possivel de ser adotada para
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tumores mamarios caninos. Embora existam diversas publicacdes a respeito da classificacdo
molecular em neoplasias mamarias caninas, a sua utilizacdo como marcador progndstico e
preditivo permanece inalcancada. O principal fator limitante é a inexisténcia de um painel
imuno-histoguimico adequado para o seu estudo. Os estudos realizados empregam diferentes
marcadores e critérios para avaliagdo de imunorreatividade de cada marcador,
consequentemente os resultados sdo divergentes quanto a frequéncia e o prognostico dos
imunofenotipos (GAMA et al., 2008; SASSI et al., 2010, RIBEIRO et al., 2012, ABADIE et
al., 2017).

Como alternativa, o0 emprego de uma classificacdo que adota um painel imuno-histoquimico
com marcadores padronizados e com valor prognostico bem estabelecido como o St Gallen
seria 0 indicado. Dessa maneira, 0 presente trabalho objetivou caracterizar o imunofenétipo
das neoplasias mamarias em cadelas, descrevendo sua relagdo com os fatores clinico-
patoldgicos, tratamento e sobrevida bem como, propor um painel de marcadores com valor

prognostico e preditivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Neoplasias mamarias caninas

Neoplasias mamarias caninas (NMC) séo lesbes frequentemente diagnosticadas em cadelas,
representando de 50-70% de todos os tumores que ocorrem nesta espécie (MOE, 2001;
MERLO et al., 2008). A ocorréncia é decrescente em certas areas geograficas onde a pratica
de castracdo precoce é bem estabelecida (SLEECKX et al., 2011). No Brasil, estudos mostram
que a ocorréncia de neoplasias mamarias malignas pode variar entre 60-90% entre as cadelas
com tumores mamarios (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA FILHO et al., 2010; TORIBIO
et al., 2012, NUNES et al., 2018). Nos paises da Europa, a incidéncia de tumores malignos
varia dependendo da regido. Na Suica, foi descrita incidéncia em torno de 47% (GRUNTZIG
et al.,, 2015), enquanto que na Italia relatou-se uma incidéncia de aproximadamente 70%
(VASCELLARI et al., 2016). Contudo, a literatura americana infere que a frequéncia de
tumores mamarios malignos em cadelas seja em torno de 50% (SORENMO, 2003;
SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

A etiologia das NMC é multifatorial, incluindo fatores nutricionais, genéticos e hormonais
(PHILIBERT et al, 2003; SORENMO et al, 2011; SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013). O risco de desenvolvimento das NMC aumenta com a expectativa
de vida e as cadelas entre 9 a 11anos sdo as mais susceptiveis (SORENMO et al., 2013). A
exposicao hormonal é apontada como o principal fator de risco, uma vez que sob condicdes
fisiologicas o estrdgeno promove o crescimento ductal, enquanto a progesterona induz o
desenvolvimento alveolar das glandulas mamarias com hiperplasia de células secretoras e
mioepiteliais (RUTTEMAN et al.,, 1991). Considera-se que esse efeito proliferativo no
epitélio possa criar condigdes para a proliferacdo neoplasica (SORENMO et al., 2000;
QUEIROGA et al., 2005).

Os tumores mamarios sdo identificados macroscopicamente como nodulos Unicos ou
maltiplos em uma ou mais glandulas mamarias. E comum que as glandulas abdominais
caudais e inguinais sejam mais frequentemente acometidas, devido a maior concentracdo de
parénquima mamario nessas mamas (MISDORP, 2002). De acordo com o grau de

desenvolvimento e com o comportamento bioldgico uma variagdo na dimensdo tumoral pode
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ser observada, podendo ocorrer aderéncia a pele e ulceragdes (BOSTOCK, 1986; SORENMO
et al., 2009; CASSALI et al., 2014).

2.2. Classificacao histoldgica

A classificacdo dos tumores mamarios em cadelas pode ser realizada considerando-se o seu
tecido de origem (epitelial, mioepitelial, ou tecido mesenquimal), as suas caracteristicas
morfologicas e seu prognostico. Os métodos de classificacdo histologica dos tumores
mamarios em cadelas variam consideravelmente, tornando dificil a comparacédo entre estudos
a respeito do comportamento bioldgico das neoplasias malignas (BENJAMIN et al., 1999;
SARLI et al., 2002). Varias classificacfes tém sido propostas, em 1974 a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) publicou a primeira “Classificacao Histologica Internacional de
Tumores dos Animais de Companhia (HAMPE et al., 1974), que incluiu neoplasias e
displasias da glandula mamaria. Em 1999 uma revisdo da classificacdo original foi publicada
pela Armed Forces Institute of Pathology (AFIP; MISDORP et al. 1999), a qual tem sido a
mais utilizada e seu sistema de classificagdo combina caracteristicas histogénicas e
morfolégicas, além de considerar as caracteristicas histoldgicas importantes para o
prognostico da lesdo. Posteriormente, CASSALI et al. (2011) e GOLDSCHMIDT et al.
(2011) revisaram as classificagOes incluindo outros subtipos histolégicos. O Consensus for
the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors (CASSALI et al.
(2014) contempla uma classificacdo abrangente com subtipos ndo descritos por MISDORP et
al. (1999), conforme tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo histologica das neoplasias de glandulas mamarias em cadelas de
acordo com CASSALI et al. (2014).

Neoplasias Mamarias Benignas

Adenoma
Adenomioepitelioma
Adenoma basaldide
Fibroadenoma
Papiloma ductal
Tumor misto benigno

Neoplasias Mamarias Malignas

Carcinoma in situ ductal ou lobular
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Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar

Carcinoma tubular

Carcinoma sélido

Carcinoma cribriforme
Carcinoma micropapilar
Carcinoma lobular invasor
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma secretor

Carcinoma mucinoso
Carcinoma rico em lipideos
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma com diferenciagdo sebacea
Carcinoma basaléide

Tumor filéides maligno
Adenomioepitelioma maligno
Fibrossarcoma

Osteossarcoma
Carcinossarcoma

Sarcoma em tumor misto
Condrossarcoma

Lipossarcoma
Hemangiossarcoma

2.3. Prognostico

Consideram-se fatores progndsticos em cancer de mama as caracteristicas clinicas e 0s
aspectos biolégicos e patoldgicos especificos de cada individuo, 0s quais permitem prever a
evolugéo da doenca ou a sobrevida das pacientes que ndo tenham sido submetidas a terapias
adjuvantes apds a cirurgia (CASSALI et al., 2014).

O estadiamento clinico para NMC além de determinar a extenséo da doenga e estabelecer o
prognoéstico, permite planejar um tratamento adequado para cada paciente. Determinado de
acordo com o sistema TNM, estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saide (OWEN,

1980), o estadiamento clinico leva em consideracdo o tamanho do tumor primario (T),

27



envolvimento de linfonodos regionais (N) e a presenca de metéstases a distancia ou em
linfonodos nédo associados com a drenagem linfatica da glandula mamaria (M) (Tabela 2).

Tabela 2- Estadiamento clinico para cadelas com tumores mamarios de acordo com o sitema
TNM, estabelecido pela OMS, (adaptado de OWEN, 1980).

Estadio clinico T N M
I T: No Mo

11 T, No My

] T; No Mo

AV Ti23 N1 Mo

\ Ti23 No,1 My

T1:<3,0cm, T,: 3,0-5,0cm, T3: >5,0 cm; No: auséncia de metastase nodal.
N;: presenca de metastases nodal; Mo: auséncia de metastase distante.

M;: presenca de metastase distante.

O tamanho tumoral é um fator prognostico independente em NMCs. Melhor prognostico esta
correlacionado com tumores menores do que 3,0 cm (T;) quando comparado a tumores
maiores do que 3,0 cm (T, e T3). Este pardmetro tem a vantagem de ser facilmente obtido e
deve ser considerado na decisdo da abordagem cirtrgica (SORENMO, 2003. HORTA et al.,
2014). Na avaliacéo de neoplasias mamarias benignas e malignas, em cadelas, Ferreira et al.
(2009) observaram que a maioria das lesdes acima de 5.0 cm (T3) era maligna, apresentava
indice de proliferacdo celular elevado e menor positividade para receptores de progesterona

(RP), quando comparados com tumores menores (Ty, Ty).

A presenca de metéstases em linfonodos regionais também confere um impacto sobre a
sobrevida das pacientes, contribuindo para um prognostico desfavoravel (SORENMO, 2003;
DE ARAUJO et al., 2016, NUNES et al., 2018). Pacientes em estadio V apresentam o pior
prognostico em relacdo aos animais que apresentam estadios iniciais (YAMAGAMI et al.,
1996; CHANG et al., 2005; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Na anélise de
sobrevida uma mediana de sobrevida pos-cirdrgica de cinco meses foi relatada em pacientes
com metéstases a distancia, quando comparados aos 28 meses para animais sem evidéncia de

metastase no momento do diagndstico (PHILIBERT et al., 2003).

28



Tipos histolégicos como carcinoma solido, carcinoma micropapilar, carcinossarcomas ou
sarcomas sdo associadas a pior desfecho clinico (CASSALI et al.,2014). Os carcinomas
micropapilares, solidos, tubulares e carcinosarcomas apresentaram uma menor sobrevida
global quando comparados aos carcinomas em tumores mistos e carcinomas papilares
(NUNES, 2014; NUNES et al., 2019). Os carcinossarcomas e sarcomas estao associados a um
pior progndstico, com maior alto risco de desenvolver metastases e de mortalidade no
primeiro ano pds-cirurgia quando comparados aos demais tipos histologicos (BENJAMIN et
al., 1999; SANTOS et al., 2013).

As neoplasias menos diferenciadas também s8o associadas com pior prognostico.
KARAYANNOPOULOU et al. (2005) utilizaram o método de graduacdo histologica
proposto por ELSTON & ELLIS (1991) para avaliar 85 carcinomas mamarios caninos, e
observaram uma relacéo estatisticamente significativa entre o grau histoldgico e a sobrevida
dos individuos. De acordo com os resultados, cadelas com neoplasias de grau 111 apresentaram
um risco de morte 21 vezes maior em relacdo as cadelas com tumores classificados como grau
I. Na avaliacdo de sobrevida as cadelas com neoplasias mamarias malignas de grau | e Il
apresentaram melhor prognostico com maior tempo de sobrevida em relacdo a cadelas com
neoplasias de grau Il (NUNES et al., 2018). De acordo com DUTRA et al (2008), o grau
histoldgico e a contagem mit6tica sdo bons fatores progndsticos independentemente.

2.3.1. Marcadores tumorais

2.3.2. Receptores hormonais

Estrogeno e progesterona desempenham papel fundamental no desenvolvimento e maturacéo
das glandulas mamarias de cadelas funcionando como indutores da proliferagdo do epitélio
intralobular ductal (SORENMO et al.,, 2013). Desde a puberdade, o estrégeno e a
progesterona estimulam as células mamarias normais, com o intuito de progredir com o
desenvolvimento da glandula na fase pubere e, posteriormente, prepara-la para a lactagéo,
terminando o completo desenvolvimento da glandula mamaria. Este efeito proliferativo
ciclico, sob o epitélio ocorre repetidamente em cada ciclo estral favorecendo as mutacgdes e 0

risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias é determinado pela intensidade e duracédo
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da exposicao do epitélio mamario a acdo conjunta de estrégeno e progesterona (RUTTEMAN
etal., 1990; QUEIROGA et al. 2005; SORENMO et al. 2013).

As neoplasias epiteliais podem apresentar receptores hormonais (estrogeno — RE e
progesterona — RP) a expresséo desses receptores diminui progressivamente a partir de lesfes
hiperplasicas/displésicas, neoplasias benignas e neoplasias malignas em compara¢do com a
mama normal, havendo assim relacdo inversa entre a expressdo destes receptores e o grau de
diferenciacédo histologica. (CHANG et al., 2009). Nas células neoplasicas, a interacdo entre o
estrogeno e o receptor estimula a liberacdo de fatores de crescimento, o que leva ao aumento
da proliferacédo celular (SORENMO et al., 2013).

2.3.3. Fator de crescimento epidérmico humano

A familia ErbB (também chamada de familia HER; do inglés Human Epidermal Receptor, ou
receptor de fator de crescimento humano) compreende quatro receptores distintos: EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor; também chamado de c-erbB-1 ou HER1), HER-2 (ou c-
erbB-2), HER-3 (ou c-erbB-3) e HER-4 (ou c-erbB-4). Esses receptores sdo glicoproteinas
transmembranares que possuem trés dominios distintos: um extracelular, responsavel por
reconhecer o ligante (fator de crescimento) e por permitir a formacéo de dimeros, por meio do
braco de dimerizacdo (BD); um dominio transmembranar que ancora a proteina a membrana e
um dominio intracelular citoplasmatico, com atividade tirosina-cinase (TK). Diferentes
ligantes ativam o receptor por ligacdo ao dominio extracelular e induzem a formacdo de
homodimeros ou heterodimero. HER2 é geralmente expresso em baixos niveis nas células
epiteliais e mesenquimais de diversos tecidos, nos quais participam na regulacdo do
desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo celular. Na mama normal HER2 € importante
para a expansdo alveolar e secrecdo do leite no final da gestacédo e na lactacdo (JONES et al.,
1999)

Na espécie canina o gene HER-2 esta localizado no cromossomo 1g13.1 (MURUA et al.,
2001). A superexpressdo de HER-2 foi observada em lesdes mamarias pré-malignas e
carcinomas ductais in situ de humanos e cadelas sugerindo que a desregulardo desta proteina
esta envolvida com 0s processos iniciais da carcinogénese (XU et al., 2002; SILVA et al.,

2014). Ao ser fosforilado, o dominio TK dispara diversas cascatas de sinalizacdo intracelular
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como as vias RAS/RAF/MAPK, mTOR e PI3K alterando atividades que levam a progressao
de tumores malignos como a proliferagdo celular, inibicdo da apoptose, migragéo,
invasividade, angiogénese e perda da adesdo (GUTIERREZ; SCHIFF,2011;
KRISHNAMURTI; SILVERMAN, 2014). A expressdo elevada da proteina HER-2 tem sido
observada em 17% a 36% dos carcinomas mamarios caninos (RUNGSIPIPAT et al., 1999;
DE LAS MULAS et al., 2003; DUTRA et al., 2004; HSU et al., 2009; RESSEL et al., 2013),
porém a relevancia prognostica da superexpressdo de HER-2 ainda é controversa. De las
Mulas et al (2003) verificaram associacdo da superexpressao de HER-2 com pior progndstico,
enquanto que outros autores ndo observaram essa associacdo (DUTRA et al, 2004). Em outros
estudos foi observado que animais com neoplasias mamarias com superexpressao do HER-2
tiveram maior tempo de sobrevida (RESSEL et al., 2013; HSU et al., 2009). Contudo, esses
estudos demonstraram associacdo entre a superexpressdo de HER-2 e caracteristicas de
malignidade como alto indice mitético e alto grau histoldgico (DE LAS MULAS et al., 2003;
DUTRA et al., 2004; RESSEL et al., 2013).

O gene EGFR localiza-se no cromossomo 7pl1.2-p2 e codifica uma proteina de 170 kDa
(DOWNWARD et al., 1984). O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) tem
sido detectado em neoplasias mamaérias caninas usando diferentes metodologias e sua
expressdo elevada também esta relacionada com fatores prognosticos adversos como alto grau
histoldgico, elevado tamanho tumoral presenca de invasdo linfatica e negatividade para
receptores hormonais (NERUKAR et al., 1987; RUTTEMAN et al., 1994; DONNAY et al.,
1996; GAMA et al., 2009; BERTAGNOLLI et al., 2011; KIM et al., 2013; GUIMARAES et
al., 2014).

2.3.4. Indice de proliferacéo celular

O indice de proliferacdo, determinado por marcadores envolvidos no ciclo celular como o
ki67 e 0 PCNA (Antigeno de proliferacéo celular) sdo considerados fatores prognosticos, pois
estimam o potencial de proliferacdo celular das neoplasias e de uma forma geral, tumores com
maiores indices proliferativos apresentam curso mais agressivo com aumento do risco de
metastases (PENA et al., 1998).

31



Ki67 é uma proteina nuclear, ndo histona, detectada nas células durante todas as fases ativas
do ciclo celular (G1, S, G2 e M) que desaparece rapidamente ap6s a mitose (LOPEZ et
al.,1991). Considera-se que o Ki67 é o principal marcador progndstico de indice de
proliferacdo celular em NMC (CASSALI et al., 2014). A quantificacdo do indice de
proliferacdo celular (Ki67) pelo estudo imuno-histoquimico é um método confiavel e de facil
avaliacdo do crescimento das neoplasias (DUTRA et al., 2008; CASSALI et al., 2014). Pefia
(1998) encontrou um ponto de corte de 24% para Ki67, acima do qual a probabilidade de
desenvolvimento de metastases aumentava em 99%. Verificou-se também existir uma
correlagéo inversa entre a expressdo de Ki-67 e a marcacdo de receptores de progesterona
(CASSALLI, 2000; SENNAZLI et al.,2015).

2.3.5. Cicloxigenase

A ciclooxigenase (COX) é uma classe de enzimas importantes para a conversdo do acido
araquidénico em prostaglandinas. Existem trés isoformas para as ciclooxigenases, a Cox-1 é
expressa na forma constitutiva e esta presente em uma variedade de tecidos exercendo papel
importante na homeostase celular. A enzima Cox-2 é induzivel e encontrada primariamente
no sitio inflamatorio e é detectada constitutivamente em poucos tecidos, como rins (méacula
densa), sistema nervoso central e placenta (WILLIANS et al., 1999; DORE et al., 2003;
ROELOFS et al., 2014). Uma terceira isoforma da ciclooxigenase (COX-3) foi descoberta em
2002, contudo, a sua relevancia, tanto na espécie canina como em outras, ainda nao foi
estabelecida (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A Cox-2 tem papel importante em uma variedade de neoplasias contribuindo para o
desenvolvimento tumoral e angiogénese (DORE et al., 2003; LAVALLE et al., 2009;
ROELOFS et al., 2014). Ela participa do metabolismo do é&cido aracddnico, gerando
prostaglandinas que sdo responsaveis pela proliferacdo celular, apoptose, modulacdo do
sistema imune e angiogénese (GROSCH et al., 2006). MILLANTA et al (2006) observaram
associacao entre expressdo aumentada de Cox-2 com alto grau histologico, superexpressao de
HER-2 e pior sobrevida em cadelas com carcinomas mamarios. LAVALLE et al (2009)
observaram que a alta expressao de Cox-2 em neoplasias mamarias caninas estava associada
menor tempo de sobrevida. QUEIROGA et al (2010) observaram que maior expressao de

Cox-2 em NMC estava associada com metastase linfonodal e a distancia, e pior sobrevida.
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GUIMARAES et al (2014) observaram que expressio elevada de Cox-2 estava associada com
elevado tamanho tumoral, alto grau histolégico e presenca de metastase para linfonodos em
carcinomas mamarios caninos. Além disso, a expressdo de COX-2 apresenta valor preditivo
em potencial, tendo em vista a possibilidade da associacéo de inibidores seletivos da COX-2
(CASSALI etal., 2011; LAVALLE et al., 2012).

2.3.6. Citoqueratinas

As citoqueratinas (CKs) sdo filamentos intermediarios proteicos que juntamente com outros
filamentos como vimentina, desmina, nestina e neurofilamentos, compdem o citoesqueleto
(ARAI et al., 1994; ALBERTS et al.,1999). Além de serem 0s principais componentes do
citoesqueleto, as CKs sdo muito dinamicas e estdo envolvidas nas vias de sinalizacdo
intracelular, sendo marcadores sensiveis para a identificacdo de células malignas de origem
epitelial (ZUCCARI et al., 2004). As citoqueratinas podem ser classificadas de acordo com o
seu tipo e ponto isoelétrico em acidas, basicas ou neutras e de acordo com a massa molecular
em baixa ou elevada (MOLL et al., 2008).

Na glandula maméria normal os ductos e alvéolos estdo circundados por duas camadas de
células: uma interna ou luminal de células secretoras e outra externa, justaposta a membrana
basal, denominada camada basal contendo células mioepiteliais (MALZAHN et al, 1998). As
células epiteliais luminais caracterizam-se pela expressdo de CKs luminais de baixo peso
molecular, tais como CK7, CK8, CK18, CK19. A camada externa € formada por células
mioepiteliais que expressam citoqueratinas de alto peso molecular como CK5, CK6, CK14 e
CK17. A expressao de CK 5/6 em neoplasias mamarias esta associada ao fenotipo basal, que

caracteriza comportamento biol6gico mais agressivo.

2.4.  Classificagdo molecular do cancer de mama na mulher

O cancer de mama representa um grupo heterogéneo de tumores com diferentes
caracteristicas biologicas e morfoldgicas, e variada resposta terapéutica. Historicamente, 0s
sistemas de classificacdo do cancer de mama foram baseados na avaliagdo histopatoldgica,
incluindo o tipo e o grau histoldégico. A complexidade ndo é totalmente refletida pelos

principais parametros clinicos (tamanho tumoral, tipo e grau histolégico) e marcadores
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patologicos (receptor de estrogénio, receptor de progesterona e fator de crescimento
epidérmico humano - HER2). De modo que tais fatores ndo explicam completamente o
comportamento, evolucdo e resposta terapéutica variadas da doenca em pacientes
apresentando fatores semelhantes, como tipo e grau histologicos, tamanho da neoplasia, status
linfonodal, status dos receptores hormonais e do HER2 (PEROU et al., 1999; PEROU et al.,
2000). Entretanto, os avancos na pesquisa do genoma humano e em tecnologias moleculares
de larga escala comecaram a decifrar essa complexidade com base na avaliacdo das

caracteristicas moleculares das células neoplasicas.

A tecnologia de microarrays, ou microarranjos de DNA, possibilitou a avaliacdo simultanea
da expressao de milhares de genes em diferentes tecidos de um determinado organismo. Os
dois tipos principais de microarranjos de expressdao génica sdo os de cDNA e os de
oligonucleotideos. Ambos os tipos de microarranjos sdo hibridizados com amostras de cDNA
ou RNA obtidos dos tecidos de interesse, para avaliar as alteragdes em seus niveis de
expressao (RAKHA et al, 2008).

Perou et al., (2000) partiram do principio de que a heterogeneidade fenotipica do cancer de
mama é acompanhada por uma diversidade de padrdes de expressdo génica e por isso
avaliaram a expressdo simultanea de 496 genes por intermédio dos microarrays de cDNA em
neoplasias mamarias. O método possibilitou a classificacdo dos carcinomas mamarios em
quatro subtipos: Luminal, HER-2-positivo (ou HER-2 sobreexpresso), Basal-like e Normal
like. A partir dessa classificacdo, os carcinomas que subexpressam RE (RE negativos) e 0s
que superexpressam RE (RE positivos) foram considerados doencas distintas do ponto de
vista molecular. O grupo RE positivo é caracterizado por elevada expressdao de genes
tipicamente expressos pelas células epiteliais luminais da mama (“céncer luminal”). O grupo
RE negativo engloba trés subgrupos de neoplasias: um com superexpressdo de HER2 (HER2
positivo), um que expressa genes caracteristicos das células basais/mioepiteliais da mama
normal (cancer basal) e outro cujo perfil de expressdo génica é similar ao do parénquima
mamario normal. Estudo subsequente demonstrou uma divisdo do grupo Luminal em A e B,
incluindo como critério uma maior expressao do gene RE-a no subtipo luminal A enquanto o
subtipo luminal B apresentava uma expressao baixa a moderada dos genes especificamente

luminais, incluindo o RE. (SORLIE et al., 2001). Posteriormente, foi descrito o subtipo
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claudin-low que apresenta as caracteristicas genémicas do cancer com fenotipo de celulas-
tronco CD44+/CD24-/low (HERSCHKOWITZ et al.,2007; HENNESSY et al., 2009).

A expressdo génica é considerada padrdo ouro na avaliagdo dos subtipos moleculares do
cancer de mama, porém, as limitagGes técnicas e o alto custo dificultam a sua utilizagdo na
rotina de diagnostico. Embora estudos imuno-histoquimicos ndo fornegam andlise bioldgica
dos tumores tdo acurada quanto aquela baseada em microarranjos de cDNA, alternativamente,
é possivel utilizar esta ferramenta para identificar grupos conforme o perfil de expressédo de
marcadores (ABD EL-REHIM et al., 2005).

O St. Gallen International Breast Cancer Conference Expert Painel congrega especialistas
para discutir e apresentar estudos relevantes em cancer de mama. Na 12° edicdo do evento
que ocorreu em 2011 a classificacdo dos subtipos de cancer da mama realizada através da
imuno-histoquimica e da hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) foi adotada para as
deliberacBes sobre estratégias terapéuticas. Nessa conferéncia foi recomendado o uso do
receptor de estrégeno (RE), do receptor de progesterona (RP), do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER-2) e do Ki-67 para a classificacdo dos subtipos:
Luminal A - RE e/ou RP positivos, HER-2 negativo e Ki-67 baixo (<14%); Luminal B HER2
negativo - RE e/ou RP positivos, HER2 negativo e Ki-67 alto (>14%); Luminal B HER2
positivo - RE e/ou RP positivos e HER-2 positivo; HER-2 superexpresso (ndo luminal), RE e
RP negativos e HER-2 positivo; Triplo-negativo: auséncia de expressdo de RE, RP e HER-2
(Tabela 3).

No 13th St. Gallen International Breast Cancer Conference Expert Painel, 2013 a
classificacdo foi modificada com base na avaliagdo semiquantitativa da expressdo dos RP na
evolucéo clinica e a resposta ao tratamento. A proporcao de células que expressa 0s genes € a
proteina RP nos tumores luminais A foi avaliado e a fraca positividade dos RP (<20%) foi
associada com pior prognostico e passou a ser considerado um marcador para luminal B
(PRAT et al., 2013). Os luminais B foram dicotomizados em dois grupos, os luminais B-
HER-2 positivos (RE positivo e HER-2 superexpresso ou amplificado, independentemente
dos resultados quanto a Ki-67 e RP) e os luminais B-HER-2 negativos (RE positivos, HER-2
negativos e um dos seguintes: Ki-67 elevado ou RP negativo ou baixo). Os tumores de

subtipo HER-2 sdo definidos pela superexpressdo de HER-2 e auséncia de RP e RE. Os triplo
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negativos continuaram sendo definidos pela auséncia de RE, RP e HER-2, conforme

classificacdo anterior (Tabela 3).

Tabela 3- Classificacdo dos subtipos moleculares carcinomas invasivos da mama mulheres
segundo a classificacéo de St, Gallen 2011 e 2013 (Adaptado de SERRA et al., 2014).

Subtipo molecular St. Gallen 2011 St. Gallen 2013

Luminal A RE e/ou RP+, Ki-67 <14% RE +, RP + > ou igual a 20%
e Ki-67 <14%

RE e/ou RP+, Ki-67>14% HER2

Luminal B HER-2 - RE/RP + 14%, HER2 -

Luminal B HER-2 + RE +, HER2+, qualquer valor de RE +, HER-2 +, qualquer

Ki-67 e de RP valor de Ki-67 e de RP
HER?2 RE e RP-, HER2+ RE e RP-, HER2+
Triplo negativo RE e RP-, HER2 - RE e RP-, HER2 -

2.5. Classificacdo molecular do cancer de mama em cadelas

A classificagdo molecular para tumores mamarios caninos tem sido motivo de interesse para
diversos investigadores que buscam conhecer melhor a biologia tumoral e o prognéstico das
NMC. GAMA et al., (2008) foram os pioneiros a identificar os subtipos fenotipicos em NMC
e analisar possiveis implicacdes clinicas desta classificacdo. Esses autores utilizaram cinco
marcadores imuno-histoquimicos: RE, HER2, CK5, p63 e P-caderina e os resultados
permitiram a classificacdo de quatro subtipos: Luminal A, luminal B, Basal e o subtipo HER-
2 e 4,2% dos casos ndo apresentaram imunoreatividade para nenhum dos marcadores testados
(fenotipo Nulo ou Negativo). Os autores verificaram associacdo significativa entre o subtipo
Luminal A e baixo grau histolégico (grau | e II), baixo indice de proliferacdo celular e
carcinomas complexos. Os subtipos Basal-like e HER2+ foram mais frequentes entre os
carcinomas simples e carcinossarcomas. Basal-like apresentou alta frequéncia de neoplasias
de alto grau histologico, alto indice de proliferacdo e pior prognostico com menor tempo de
sobrevivéncia em relacdo aos luminais. O subtipo HER-2 superexpresso foi associado com

lesbes maiores, com alto grau histologico e indice de proliferacdo elevado, contudo
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apresentaram uma evolugdo clinica mais favoravel, contrapondo os resultados descritos na
mulher. Os autores justificam esses dados discrepantes pelo baixo nimero de casos

identificados como HER-2 positivos.

Subsequentemente, foi verificada a correlagdo entre os subtipos moleculares com o grau de
invasdo e o grau histolégico em um estudo que definiu os subtipos moleculares: Luminal A
(RE ou RP +, HER-2-), Luminal B (RE ou RP+, HER-2+), HER2 positivo (RE ou RP -,
HER-2+), Basal (RE, RP e HER-2-, CK5/6 ou CK14 +) e Nao classificado ou Normal (todos
0s marcadores negativos), utilizando um painel com cinco marcadores: RE, RP, HER-2,
CK14 e CK5/6 (SASSI et al., 2010). Esses autores verificaram que o subtipo luminal A foi
correlacionado com baixo grau histoldgico e o luminal B aos graus Il e I1l. Na analise de
sobrevida ndo houve diferenca significativa entre os diferentes subtipos moleculares
verificando-se, no entanto, melhores desfechos clinicos nos animais com tumores mamarios
do subtipo Basal em relagdo aos subtipos Luminais. Diferente de Gama et al (2008), néo
foram encontradas neoplasias HER-2-positivo, tendo os autores justificado o fato pelo pouco
nimero de casos avaliados (45 casos) ou estar relacionado com caracteristicas

epidemioldgicas da populacao.

RIBEIRO et al. (2012) investigaram os aspectos morfoldgicos e imunofenotipicos em tumores
mamarios caninos definindo os subtipos: luminal A, luminal B, HER2 superexpresso, basal e
normal. O componente carcinomatoso invasivo mostrou com maior frequéncia o subtipo
luminal A (12/29 casos, 41,4%), seguido do fenotipo basal (8/29 casos, 27,6%). Apesar de
realizar a classificacdo imunofenotipica somente em carcinomas em tumores mistos, o painel
de marcadores adotado pelos investigadores foi o primeiro a incluir juntamente com CK5 o
receptor do fator de crescimento epidérmico humano 1 (EGFR) para a classificacdo do
fenotipo basal.

A relagéo entre a classificagdo molecular do tumor mamério primario e sua metéstase nodal
foi analisada por BEHA et al. (2012). O painel de estudo desses autores, além de avaliar RE,
RP e HER2 incluiu uma variacdo nos marcadores basais: citoqueratinas 5/6, citoqueratina 14
(CK14), citoqueratina 19 (CK19) e proteina 63 (p63). Na comparacdo de NMC primarias e
suas metastases verificou-se que quatro fendtipos foram detectados nos tumores primarios:
luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e basal-like. J& nas metastases linfonodais foram

encontrados cinco (luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e basal-like). A concordancia
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fenotipica foi encontrada em 13 dos 20 casos (65%) e sete casos (35%) mostraram
discordancia com o perfil fenotipico dos linfonodos em relacéo ao tumor primério. Os autores
concluiram que o fendtipo do tumor primario assume um papel preditivo apenas nos casos
concordantes com a sua metastase nodal e indicaram que a avaliacdo do tumor primario e da
metastase nodal seja avaliada ao mesmo tempo. Ressaltando ainda que um plano de
tratamento baseado apenas no fenétipo primario do tumor pode levar a falhas terapéuticas se o

fenotipo da metastase nodal for diferente do tumor primario (BEHA et al., 2012).

Em outro estudo, neoplasias mamarias caninas foram classificadas em triplo negativo e ndo
triplo negativo com o objetivo de avaliar a distingdo entre os subtipos Basal-like e Triplo
negativo. KIM et al. (2013) verificaram que entre as neoplasias triplo negativas, 91,1% eram
do subtipo Basal-like e 8,9% mama normal. Resultado semelhante foi descrito na mulher
(CHEANG et al., 2008). IM et al. (2014) verificaram que neoplasias Luminais A foram
associadas aos carcinomas simples tubulares, aos carcinomas complexos e aos carcinomas em
tumores benignos mistos e os Basais associados aos carcinomas solidos. As neoplasiascom
subtipo Luminal A foram frequentemente de graus | e 1l e as Basais, comumente de grau IlI.

Em 51% dos tumores do subtipo Basal havia invasdo linfatica.

Recentemente, investigadores incluiram o indice de proliferacdo celular (Ki67), juntamente
com os marcadores RE, RP, HER2, CK5/6 e EGFR para obtencdo dos imunofendtipos em
carcinomas mamarios caninos (ABADIE et al., 2017). Esses autores utilizaram dois sistemas
de classificagdo, um deles seguiu os critérios de NIELSEN et al (2004) obtendo os subtipos:
luminal A 14,3%, luminal B 9,4%, triplo-negativo basal-like 58,6%, e triplo-negativo tipo
ndo-basal 17,7%; a outra classificacdo foi de acordo com BLOWS et al. (2010) resultando
nos imunofendtipos: Luminal 1: 11,4%, Luminal 1+: 12,3%, Fenotipo basal: 58,6% e
Fendtipo negativo: 17,7%. Os autores ndo descrevem casos HER2+ , assim como verificado
por SASSI et al. (2010), porém a proporcao de neoplasias triplo-negativas (76%) foi muito
superior em relacdos as neoplasias luminais, contrapondo os resultados dos estudos anteriores
(GAMA et al., 2008, SASSI et al., 2010, RIBEIRO et al., 2012). Conforme exposto, desde
2008 diversos investigadores veem adotando a classificagdo molecular para tumores
mamarios caninos. Contudo, ndo h& padronizagdo na definicdo dos painéis imuno-
histoquimicos. A tabela 4 apresenta os painéis de classificagdo empregadas nos diversos

estudos de imunofendtipos para tumores mamarios caninos.
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Tabela 4 - Sistema de classificacdo molecular para tumores mamarios caninos de acordo com
estudos realizados de 2008 a 2017

Autores e Ano de publicacdo Luminal A Luminal B HER2 Trlp_lo
negativo
RE+, HER2-, RE+, RE-, RE- HER? -
Gama et al., 2008 P63 e CK5- HER2+, P63 HER2+P63¢e P63’e CK5 +’
[+ e CK5 -/+ CK5 -/+
RE e RP-
) RE ou RP+ RE ou RP+ RE e RP- !
Sassi et al., 2010 ’ ' ' HER2-, CK5/6
HE2- HER2+ HER2+ ou CK14 +
RE e RP-
o RE ou RP+ RE ou RP+ RE e RP- i
Ribeiro et al., 2012 ’ ! ' HER2-, CK5/6
HE2- HER2+ HER2+ ol EGER+
RE e RP-,
RE ou RP+, RE ou RP+, RE e RP-, HER2-, CK5/6
Beha et al., 2012 HE?2- HER2+ HER2+ elou CK14
e/ou p63 +
RE ou RP+ RE e RP- RE e RP-
RE ou RP+, ! ' !
Abadie et al., 2017 HER?2-, KI%ES:??,O/ HERZ+ Hffééggi/ 6
Ki67<33% 0

Além da divergéncia na definicdo dos diversos marcadores imuno-histoquimicos, os estudos
de imunofendtipo em NMC ainda apresentam discrepancias quanto as metodologias aplicadas
para a avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica (Tabela 5). O primeiro estudo ndo inclui a
avaliacdo de RP e os autores consideraram positividade para RE a presenca de >10% de
marcacdo nuclear em células neoplasicas (GAMA et al., 2008). O mesmo critério de
positividade de RE e RP foi adotado em estudos posteriores (KIM et al., 2013; ABADIE et
al., 2017), porém um escore de positividade >5% de células marcadas foi empregado por
outros autores (SASSI et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; BEHA et al., 2012).

Segundo os guias de recomendagdes do teste do HER2 em céancer de mama na mulher, feito
pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica (American Society of Clinical Oncology-
ASCO) e Colégio de Patologistas Americanos (College of American Pathologists-CAP) em
2007 e 2013, as tecnicas de ISH (Hibrididacao in situ) ou FISH (Hibridacdo fluorescente in
situ) devem ser utilizadas nos casos considerados equivocos (2+) (WOLFF, et al., 2007;
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WOLFF, et al., 2013). Em medicina veterinaria, somente um estudo seguiu essas
recomendacdes (ABADIE et al., 2017), casos equivocos (2+) foram considerados positivos
nos demais estudos de imunofenotipos (GAMA et al., 2008; SASSI et al., 2020; RIBEIRO et
al., 2012; BEHA et al., 2012). Portanto, a maior discrepancia entre os estudos de
imunofendtipos em NMC esta relacionada aos critérios de avaliacdo dos marcadores (Tabela
5).

Tabela 5- Critérios de determinacdo da positividade dos marcadores imuno-histoquimicos

para classificagdo molecular de neoplasias mamarias de cadelas.

Marcador Beha et

iMUNo- Gamacetal.,, Sassietal., Ribeiroet al Kimetal., Abadieet
) .. 2008 2010 al., 2012 N 2013 al., 2017
histoquimico 2012
Receptor o 51096 RE/RP5% RE/RP>5% RERP RE/RP>10% RE/RP>10%
hormonal >50%
Indice de i i ] ] i Ki67>33%
proliferacéo
2+ e
HER2 2+e 3+ 2+ e 3+ 2+ e 3+ 3+ 3+ 2+ e 3+
Marcadores _ CKB€  CKSl6e  CKSfraca gﬁfﬁ CK5/6,  CK5/6e
basais P caderina CK14 pelo  ou forte; CK19 CK14, EGFR
>50% menos 1% EGFR>10% ~1%: EGFR >5% >10%

2.6. Tratamento

A resseccdo cirurgica € considerada o padrdo de tratamento para cadelas com neoplasias
mamarias, exceto em casos de carcinoma inflamatorio (SORENMO, 2003; SORENMO et al.,
2013). A remocé&o cirurgica permite o diagnostico histologico, melhora a qualidade de vida,
interfe com a progresséo da doenca e em casos de tipos histolégicos de bom prognostico e em
estadio inicial pode ser curativa (QUEIROGA & LOPES, 2002, CASSALI et al., 2014). A
extensdo da cirurgia depende da evolugdo da doenca, da drenagem linfatica, do tamanho e
localizagéo da lesdo (SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2014).
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A nodulectomia deve ser considerada para a remoc¢do de lesdes pequenas (0,5cm) e néo
aderidas. Lesfes maiores implicam na necessidade de remover toda a glandula, podendo ser
realizada a mastectomia simples, indicada para lesGes de até trés centimetros, acometendo
apenas uma glandula sendo a lesdo centralizada na mama, nao aderida, sem inflamacéo e o
planejamneto cirurgico podendo respeitar as margens de 2.0 cm de seguranga; enquanto a
mastectomia regional ou a resseccdo em bloco é indicada para a remogdo de conexdes
linfaticas de glandulas acometidas por lesGes centralizadas, (BRODEY et al., 1983;
SORENMO et al., 2013; CASSALI et al., 2014). A mastectomia radical consiste na remocao
de uma cadeia mamaria unilateral, quando lesdes maiores que trés centimetros afetam a
glandula abdominal cranial. As mastectomias regionais e radicais também podem ser
realizadas em pacientes com les6es multiplas, para obter uma Unica ferida cirdrgica através de

uma unica incisdo e ressec¢do do tecido mamario (HORTA et al., 2014).

As altas taxas de recorréncias e mortalidade em pacientes com doenga metastatica ou com
neoplasias mamarias de prognostico desfavoravel indicam a necessidade de tratamentos
adicionais como quimioterapia, utilizacdo de inibidores de cicloxigenase e quimioterapia
metrondmica. Quimioterapia é frequentemente administrada em cadelas com neoplasias
mamarias de tipos histolégicos agressivos ou com estadio clinico avancado (SORENMO;
WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013, CASSALI et a., 2011; CASSALI et al., 2014).
Carcinoma micropapilar, carcinoma solido, carcinoma tubular grau Ill e carcinossarcoma sao
considerados tipos histologicos agressivos havendo a necessidade de complementagédo

terapéutica.

A expressdo de COX-2 esta relacionada a progressao tumoral e representa um valor preditivo
em potencial, tendo em vista a possibilidade da associacdo de inibidores seletivos da COX-2,
como o firocoxib, em tratamentos adjuvantes (CASSALI et al., 2011; LAVALLE et al.,
2012). LAVALLE et al. (2012) descreveram um aumento na taxa de sobrevida em cadelas
tratadas com carboplatina com ou sem a associacdo de inibidores de Cox-2 quando
comparado as cadelas tratadas apenas com cirurgica. KARAYANNOPOULOU et al. (2001)
relataram um aumento de sobrevida livre de doenca e global em cadelas tratadas com cirurgia
e com 5-fluoracil e ciclofosfamida quando comparado as cadelas tratadas apenas com
cirurgia. Entretanto, ndo existe uma recomendacdo padrdo para 0 uso da quimioterapia

(CASSALI et al., 2014). A literatura descreve 0s seguintes protocolos: doxorrubicina
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associado a ciclofosfamida, doxorrubicina associado a carboplatina, carboplatina associado a
gencitabina e paclitaxel como Unico farmaco (CASSALI et al., 2014).

A inibicdo dos receptores de estrogeno, por meio de farmacos anti-estrogénicos, como o
tamoxifeno, pode promover efeitos colaterais graves em cadelas, devido ao seu efeito agonista
em outros tecidos ou o6rgdos, como por exemplo, no Utero, aumentando o risco do
desenvolvimento de piometra (TAVARES et al., 2010), contudo a ovariohisterectomia,pode
influenciar na sobrevida dos pacientes com neoplasias mamarias que expressam receptores
hormonais (SORENMO, 2003). No cancer de mama humano o anticorpo monoclonal
trastuzumab esta associado a um maior intervalo livre de doenga em mulheres com tumores
HER2 superexpresso. Entretanto o alto custo comercial desse anticorpo e a auséncia de
ensaios clinicos em cadelas impossibilitam, até 0 momento, a recomendacao desse tratamento

para cadelas com neoplasias HER2 positivo.

3. JUSTIFICATIVA

A partir do exposto, observa-se que 0s estudos de imunofen6tipo em NMC mostram
discrepancias quanto a escolha do painel imuno-histoquimico e critérios para determinacdo da
positividade para os marcadores. Além disso, os resultados sdo divergentes em relacdo a
frequéncia de distribuicdo e o progndstico dos imunofendtipos. Diante desse cenario, €
relevante a avaliacdo de um sistema ja padronizado para estratificar as neoplasias, conforme
tem sido feito na medicina humana. Além disso, outro passo importante para a compreensado
do prognéstico seria a avaliacdo da expressdo coordenada de Cox-2, RE, RP e KI67. O valor
prognostico da expressdo dessas proteinas ja foi descrito em neoplasias mamaérias caninas,
porém estudos da associacdo entre esses marcadores e sua relacdo com a resposta terapéutica

ainda sdo extremamente escassos.

4, HIPOTESE
O emprego do Sistema St Gallen, preconizado na medicina humana, pode definir os
imunofenotipos, tendo em vista que ele ainda ndo foi empregado para a classificacdo

molecular das neoplasias mamarias caninas.

A avaliacdo da expressdo coordenada de RE, RP, Ki67 e COX2 apresenta relacdo com o

prognostico e a resposta terapéutica.
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S. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Caracterizar as neoplasias mamarias caninas quanto ao imunofenotipo e verificar se ha
relacdo com caracteristicas clinico-patologicas, fatores progndsticos, protocolos terapéuticos e
sobrevida.

5.2.  Objetivos especificos
Avaliar a imunomarcacdo para receptor de estrégeno, receptor de progesterona, receptor de
crescimento epidérmico humano tipo (HER1 e HER?2) e citoqueratinas 5/6 para classificacdo

dos fendtipos moleculares das neoplasias mamarias caninas;

Verificar se o fendtipo molecular das neoplasias mamarias caninas esta relacionado com
fatores os clinico-patoldgicos. Verificar se o fen6tipo molecular das neoplasias mamarias
caninas influencia na resposta clinica das cadelas submetidas a diferentes abordagens

terapéuticas;

Verificar se a expressdo de marcadores prognosticos (RE, RP, COX2 e Ki-67) influencia no
tempo de sobrevida de cadelas diagnosticadas com neoplasias mamarias caninas;

Verificar se a expressdo de marcadores prognosticos (RE, RP, COX2 e Ki-67) influencia na

resposta clinica das cadelas submetidas a diferentes abordagens terapéuticas.

6. METODOLOGIA

6.1. Comité de ética

O trabalho foi realizado segundo as recomendacdes e a aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), sob o
namero de protocolo 366/2016 (ANEXO 1).

6.2. Populacéo

Foram incluidas no estudo cadelas com neoplasias de glandulas mamarias atendidas e
submetidas a exérese cirurgica pelo Setor de Oncologia no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais. O diagnostico definitivo foi realizado pelo

Laboratorio de Patologia Comparada do Instituto de Ciéncias Biologicas/lUFMG.
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Os dados clinico-patologicos foram obtidos dos prontuarios de atendimento, dos laudos
histopatoldgicos e/ou acompanhamento clinico das pacientes. As informacgdes coletadas
possibilitaram gerar um banco de dados de cadelas atendidas de 2000 a 2016. As variaveis
clinico-patologicas coletadas foram: idade ao diagnostico, status reprodutivo, ciclo estral,
pseudociese, uso de contraceptivos, tamanho tumoral, presenca de metéstases regionais ou

distantes, estadio clinico, tipo e grau histologico e invasao linfatica.

6.3. Estadiamento clinico

Todas as pacientes foram submetidas a estadiamento clinico para avaliacdo da evolucdo da
doenca. O estadiamento foi realizado de acordo com uma versdo modificada do sistema TNM
original estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (adaptado de SORENMO et
al., 2013). Esse sistema considera o tamanho do tumor primério (T), envolvimento de
linfonodos regionais (N) e evidéncias de metastases em 6rgdos distantes e/ou linfonodos nédo
associados com a drenagem da cadeia mamaria. O estadiamento clinico permite classificar as
cadelas com tumores mamarios em cinco estadios de 1-V, conforme descrito anteriormente na
tabela 2.

A confirmacdo de metastases nodais foi realizada através de analise em hematoxilina e eosina
(H&E) considerando-se como linfonodos positivos a presenca de células isoladas, micro ou
macrometastases em linfonodos inguinais e/ou axilares. Para pesquisa de metastases em
Orgdos distantes, todas as cadelas foram submetidas a exames complementares de imagem
como ultrassom abdominal e radiografias toracicas em trés incidéncias (VD- ventro dorsal,
LLD- latero lateral direita e LLE- latero lateral esquerda) no momento do diagnostico do

tumor de mama e a cada trés meses até completar dois anos de pos-cirurgia.

6.4. Histopatologia

Foram obtidas sec¢des histologicas de 4 um do tumor primario, previamente fixadas durante
24 horas em formol neutro e tamponado a 10%, processadas pela técnica rotineira de incluséo
em parafina e coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (H&E). Os tipos histologicos das

neoplasias mamarias malignas foram classificados de acordo com o Consensus for the
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Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors (CASSALI et al., 2011;
2014).

6.5.  Grau histologico

As NMC foram graduadas pelo sistema de Nottingham (Elston e Ellis, 1998). Este sistema
considera formacao tubular (>75%: 1 ponto; entre 10% e 75%: 2 pontos; <10%: 3 pontos),
pleomorfismo nuclear (nucleos pequenos, regulares e cromatina nuclear uniforme: 1 ponto;
aumentos moderados no tamanho e variabilidade nucleares: 2 pontos; células exibindo
acentuado pleomorfismo, grande variacdo no tamanho e forma dos nucleos, nicleos bizarros,
vesiculosos e com multiplos nucléolos: 3 pontos) e contagem mitdtica (de 0 — 8 mitoses: 1
ponto; 9 — 16 mitoses: 2 pontos e acima de 17 mitoses: 3 pontos). Foi utilizado o microscopio
BX-41 com ocular de 10x e objetiva de 40x para a avaliacdo do indice mitético, contadas em
10 campos de grande aumento (CGA) (ELSTON& ELLIS, 1998).

Para a obtencdo do grau histologico do tumor, o escore para cada fator foi somado, resultando
em um valor total que varia de 3 a 9. O grau tumoral foi alocado baseado nos valores a seguir:
3-5 pontos: grau I; 6 — 7 pontos: grau Il; 8 — 9 pontos: grau IlI.

6.6. Imuno-histoquimica

Secgdes histologicas consecutivas de 4pum foram preparadas, as quais foram desparafinizadas
em xilol e alcool, em seguida reidratadas em uma série de alcoois progressivamente diluidos.
As reagBes de imuno-histoquimicas foram realizadas pelo método do complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase com um sistema comercial de deteccdo de anti-rato/anti-
coelho (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, Reino
Unido) de acordo com as instrucdes do fabricante. A recuperacdo antigénica para RE, RP,
Ki67, COX2 e HER?2 foi realizada em calor-umido pressurizado (Pascal®) com citrato pH 6,0
(DakoCytomation Target Retrieval Solution). Para a CK 5/6, a recuperacdo foi realizada em
calor-imido pressurizado (Pascal®) com tampdo de recuperacdo Trilogy® (Cell Marque).
Para 0 EGFR, a recuperacdo antigénica enzimatica, com pepsina, ocorreu em estufa a 37°C.
Os anticorpos primarios estdo listados na tabela 6. Todas as sec¢es foram incubadas com o
anticorpo primario especifico durante 16h em camara Umida a 4°C. A imunorreatividade foi

visualizada com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB Substrate System, Dako, Carpinteria,
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CA, EUA) e contra-corado com hematoxilina de Mayers. Secc¢Ges de neoplasias mamarias de
mulheres com positividade previamente confirmada para RE, RP, Ki67, COX2, HER-2,
EGFR e CK 5/6 foram utilizadas como controles positivos em cada reacdo. Para os controles
negativos o anticorpo primario foi substituido por solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS).

Tabela 6 - Anticorpos primarios utilizados nas rea¢des de imuno-histoquimica

Anticorpo Fabricante Clone Diluicao Marcacgéo Referéncia
RE Dako 1D5 1:50 Nuclear Hammond et al., 2010
RP Neomarkers  hPRa2 1:50 Nuclear Hammond et al.,2010
HER-2 Dako Policlonal 1:200 Membranar Wolf et al., 2013
Ki-67 Dako MIB-1 1:50 Nuclear Dutra et al., 2008
EGFR Invitrogen 31G7 1:50 Membranar Wolf et al., 2013
CK5/6 Dako D5/16/B4 1:50 Citoplasmética Kimetal., 2013
COX2 Thermo SP21 1:80 Citoplasmética  Lavalle et al., 2012
6.7. Quantificacdo da imunorreatividade

O indice de proliferacdo celular (Ki67) e a marcacdo para RE e RP foram calculados pela
contagem manual do nimero de nicleos positivos em um total de 500 células neoplasicas em
areas de imagem de melhor marcacéao (hot spot/zonas quentes) por meio de analise manual de
imagens no software Image J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).
Foram considerados positivos para RE e RP os casos em que > 10% das células neoplésicas
foram marcadas. A possivel relacdo entre os escores de 10, 15 e 20% para Ki67 e intervalo
livre de doenga (DFI), sobrevida especifica (SS) e sobrevida global (OS) foi testada e somente
0 escore >20% foi associado com menor DFI, menor SS e menor OS e por isso esse valor foi
utilizado como ponto de corte para classificar os casos com alto e baixo indice de

proliferacao.

A expressdo de HER?2 foi determinada pelo sistema de escore semiquantitativo estabelecido

pela American Society of Clinical Oncology and the College of American Pathologists
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(ASCO/CAP) (Wolff et al., 2013), conforme descrito na tabela 7. A avaliagcdo da expresséo
para citoqueratina CK5/6 foi qualitativa e foi considerada como positiva a marcacao
citoplasmatica das células neoplasicas. A expressdo do EGFR foi avaliada por meio de
critérios adaptados da avaliacdo do HER-2, que considera que espécimes com pontuacdes de
0, 1+ e 2+ sejam considerados negativos e 0s com pontuacdo de 3+ como positivos (Wolff et
al., 2013).

Tabela 7 - Interpretacdo imuno-histoquimica para EGFR e HER2 proposto pela Associagédo

Americana de Oncologia e o Colégio Americano de Patologistas (WOLFF et al.,2013)

Escore Interpretacio Descri¢@o microscopica

0 Negativo Auséncia de marcagdo ou marca¢do membranar fraca e
incompleta em < 10% das células tumorais.
1+ Negativo Marcacdo membranar fraca e incompleta em > 10%
das células tumorais.
2+ Equivoco Marcacdo membranar incompleta e/ou
fraca/moderada em > 10% das células tumorais ou
marcacao membranar forte e completa em < 10% das
células tumorais.
3+++ Positivo Marcacdo membranar forte e completa em > 10% das

células tumorais.

6.8.  Imunofendtipo

Foi considerada uma classificacdo semelhante a proposta pelo Consenso de St. Gallen (2013),
a qual estratifica os tumores em luminais, HER2 superexpresso e triplo-negativo. Os luminais
sdo subdivididos em: luminal A, luminal B-HER2 negativo e luminal B-HER2 positivo,
levando em consideragdo o ponto de corte para o indice de proliferacdo celular (Ki67). No
presente estudo, foi considerado o valor >20% para classificar os casos com alto indice de
proliferagdo celular. O subtipo HER2 superexpresso foi caracterizado pela auséncia de
expressao de marcacdo para receptores hormonais (RE e RP) e positividade para HER2. Os
casos triplo-negativos foram assim considerados devido a auséncia de positividade para RE,
RP e HERZ2, sendo classificados como basais 0s casos onde houve positividade para CK5/6

47



e/lou EGFR. Os critérios adotados para a definicdo do perfil imuno-histoquimico estdo
descritos na tabela 8.

Tabela 8 - Classificacdo imuno-histoquimica em subtipos de neoplasias mamarias caninas

Luminal B Triplo Negativo
HER-2

Anticorpos Luminal A Basal- Né&o
HER-2 - HER-2 + SUperxpresso ) )
like Basal-like

RE ou RP + + + - - -
Ki-67 <20% > 20% NS NS NS NS
HER-2 - - + + - -
CK5/6 indiferente  indiferente  indiferente indiferente + -
EGFR indiferente  indiferente  indiferente indiferente + -

NS: n&o significativo

6.9. Acompanhamento

O acompanhamento foi realizado por monitoramento dos retornos periédicos das pacientes ao
Hospital Veterindrio da UFMG e do contato com os proprietarios por meio de ligagdes
telefénicas. Os retornos periddicos ocorreram a cada trés meses no primeiro ano apds a
mastectomia e a cada seis meses até completar dois anos de acompanhamento. Exame clinico
geral, especifico e exames complementares de imagem (Radiografia e ultrassom abdominal) e
hematoldgicos (hemograma, coagulograma e funcdo renal e hepética) foram realizados em

todas pacientes para investigacdo de metastases em 6rgaos distantes e avaliacdo clinica geral.

Todas as pacientes foram acompanhados por um periodo minimo de 2 anos (24 meses) e 0
tempo maximo de seguimento foi de 5,8 anos para avaliar o intervalo livre de doenca (DFI),
definido com intervalo de tempo desde a mastectomia até a primeira recidiva local ou
linfonodo e/ou metastase a distancia. A sobrevivéncia especifica (SS) foi definida como o
tempo, em dias, entre a mastectomia e a morte causada pela progressdo da doenca e sobrevida
global (OS) foi definida como o periodo, em dias, entre a mastectomia e morte por qualquer
causa. Todos os pacientes sobreviventes ao final do acompanhamento foram censurados na
ultima data registrada nos prontuarios médicos. Os pacientes perdidos para acompanhamento

foram analisados até a data do ultimo registro. Pacientes que morreram de causas ndo
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relacionadas ao cancer de mama foram censurados na data da morte. O tempo de inicio da
observacgdo para cada individuo (To) foi definido como a data da cirurgia de remocgéo do

tumor mamario. Os pacientes foram acompanhados até dezembro de 2018.

6.10. Tratamento

Todas as cadelas foram submetidas a cirurgia como terapia inicial sendo realizada
nodulectomias, mastectomia simples, em bloco ou radical unilateral. A escolha da técnica
cirtrgica para cada paciente foi de acordo com as diretrizes de mastectomia para tumores
mamarios considerando o numero de lesdes, tamanho, localizacdo e drenagem linfética,
respeitando-se os principios de cirurgia oncolégica como margens cirargicas (HORTA et al.,
2014).

Quimioterapia adjuvante foi recomendada para todas as pacientes com estadio avancado (IV-
V) ou diagnosticadas com tipos histoldgicos agressivos como carcinoma lobular pleomorfico,
micropapilar, sélido e carcinossarcoma. O protocolo consistiu em quatro sessdes de
carboplatina, por via intravenosa, na dose de 300mg/m? a cada 21 dias. Quimioterapia
metronémica foi realizada com ciclofosfamida na dose de 15mg/m? e firocoxibe na dose de
5mg/kg por via oral a cada 24h durante seis meses ou ininterruptamente em pacientes com

metastases distantes.

Todos os tutores foram informados sobre o prognéstico e em casos com indicacdo foi
recomendada terapia adjuvante. O grupo formado por cadelas tratadas exclusivamente por

cirurgia foi assim formado devido a recusa dos tutores em aderir a quimioterapia adjuvante.
6.11. Analise estatistica

A avaliacdo de associagOes entre 0s grupos e as variaveis clinico-patoldgicas (idade, status
reprodutivo, pseudociese, ciclo estral, tamanho tumoral, estadio clinico, invasao

angiolinfatica, tipo e grau histologico) foi realizada através do teste de Qui-quadrado ou exato

de Fisher. As variaveis continuas foram avaliadas através do teste t de Student.
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O valor prognostico das diferentes varidveis clinico-patologicas foi determinado por meio de
andlise univariada de sobrevida especifica (SS), sobrevida global (SG) e tempo livre de doenca
(TLD). Para evitar interferéncia do tratamento, todas as analises de cada variavel em relacdo ao
tempo de sobrevida foram realizadas com pacientes tratadas exclusivamente por cirurgia. As
curvas de sobrevida (SS, SG e TLD) foram estimadas pela curva de Kaplan-Meier e as
comparagOes entre os grupos foram realizadas pelo teste de log-rank de Cox Mantel. Foram
consideradas como significativas as associacdes e concordancias cuja probabilidade de

significancia do teste foi p<0,05.

As razbes de riscos (HR) foram estimadas pelo modelo de regressdo de Cox considerando
como variavel dependente o tempo de sobrevida especifica, global ou tempo livre de doenca.
As variaveis foram categorizadas em duas classes para possibilitar a analise de regressdo
multivariada. Primeiramente foi realizada analise univariada de sobrevida de Kaplan-Meier
para selecionar quais varidveis tiveram associacdes significativas com o evento o6bito. O
resultado da andlise univariada permitiu determinar o risco relativo de ébito, com um intervalo
de confianca de 95%. A analise multivariada foi realizada somente com as varidveis que
apresentaram valor de P<0.50 na analise univariada. Apds esse passo, todas as variaveis que
apresentavam P<0.50 foram analisadas em conjunto. No modelo final, permaneceram aquelas
que apresentaram valor de P<0,05. Finalmente, realizou-se a analise de residuos de Schoenfeld
para estimar o ajuste do modelo final. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o

software Stata, versao 14.0.

1. RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados sob a forma de dois artigos cientificos elaborados durante o
periodo de doutoramento. O artigo 1 foi submetido para publicacdo ao periddico The

Veterinary Journal

Artigo 1 - Immunophenotypes of canine mammary cancer: clinical-pathological
characteristics and survival
Artigo 2 - Expressdo de ER, PR, Ki67 e COX-2 definem diferentes grupos com impacto

no tratamento e na sobrevida especifica em neoplasias mamarias caninas agressivas
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Abstract

Canine mammary cancers exhibit great variability in their biological behavior, and the study
of immunophenotypes is important to better determine their prognosis. The aim of this study
was to determine the immunophenotypes of canine mammary cancers according to the panel
recommended by the St. Gallen Consensus (2011;2013) and to associate the
immunophenotypes with clinicopathological parameters and survival. The mammary cancers
were classified as follows: 32% luminal A, 51% luminal B HER2-, 5% luminal B HER2+ and
12% triple-negative. The association between clinical factors and subtype showing a lower
percentage of patients in clinical stage V-V (P=0.040) for the luminal A subtype and a
greater frequency of angiolymphatic invasion in luminal B HER2+ (P=0.015). The luminal A
subtype was associated with a higher frequency of carcinomas in mixed tumors (42%), and
luminal B HER2- was associated with solid (31%) and micropapillary (21%) carcinomas.
Histological grade I11 occurred more frequently in the luminal B HER2+ and triple-negative
subtypes (P<0.001). In the Cox regression analysis the luminal B HER2+ (SS: HR=3.30,
P=0.018; OS: HR=3.22, P=0.004) presented a higher risk of death compared to luminal A.
Luminal A had a longer survival and disease-free interval compared to the other
immunophenotypes (DFI: P=0.0249; SS: P=0.0402; OS: P=0.0221). The current study shows
that the different immunophenotypes of canine mammary cancers have implications for the
prognosis. This is the first study to subdivide the luminal subtypes in: luminal A, luminal B
HER2- and luminal B HER2 +. The luminal A subtype was associated with a better

prognosis.

Keywords: Carcinoma; mammary; luminal; triple-negative
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Introduction

The biggest challenge in determining prognosis is related to the heterogeneity of human breast
cancer, as neoplasms with similar histological types, clinical stage and degree of differentiation
may have different prognoses and therapeutic responses (Reis-Filho et al., 2006). For this
reason, different technologies have been used to stratify neoplasms according to molecular
similarities. By evaluating gene expression based on technologies such as DNA microarrays, it
Is possible to stratify human breast cancer into the following molecular subtypes: luminal A,
luminal B/human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) - negative, luminal B/HER2-
positive, HER2-positive (non-luminal) and basal-like (Perou et al., 2000; Rakha et al., 2008;
Goldshirsch et al., 2013).

Due to the difficulty of applying techniques such as DNA microarrays in the laboratory,
immunohistochemical panels have been proposed to identify these molecular subtypes in
human breast cancer (Nielsen et al., 2004, Blows et al., 2010, Goldshirsch et al., 2013). The
immunohistochemical markers that best define the immunophenotypes of human breast
cancer were recommended in the St. Gallen International Breast Cancer Consensus
Conference (Goldshirsch et al., 2011, 2013) and is based on the evaluation of estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) status, overexpression of human epidermal
growth factor receptor (HER2) and cell proliferation index (Ki67), important in the distinction
between ‘Luminal A’ and ‘Luminal B (HER2 negative)’ subtypes. CK5 / 6 and EGFR

markers are also used for classification of basal subtypes.

Similar to humans, canine mammary cancers also represent a heterogeneous group in terms of
morphology and biological behavior (Gama et al., 2008). Molecular classification has been
applied in veterinary medicine due to the great interest of the researchers to know better the
biology of the tumor and the prognosis of canine mammary cancer (CMC). Gama et al. (2008)
were pioneers in the classification and analysis of possible clinical implications of the
immunophenotypes of CMC. The further studies present variations in the
immunohistochemical panel used to determine the profiles of immunophenotypes, and in the
criteria for determining the positivity of the markers (Gama et al., 2008; Sassi et al., 2010;

Abadie et al., 2017). In addition, some studies have reported a higher frequency of luminal
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neoplasms, while others have observed a higher occurrence of the triple-negative subtype
(Gama et al., 2008; Sassi et al., 2010; Abadie et al., 2017).

In this sense, the aim of this study was to determine the immunophenotypes of canine
malignant neoplasms using a panel recommended by the St. Gallen Consensus (2013)
(Goldshirsch et al., 2011, 2013) to assess whether immunophenotypes are associated with
clinicopathological parameters and influence the survival of female dog with malignant
mammary neoplasms. The adoption of these well-established markers may provide a better
understanding of the prognosis in canine mammary neoplasms immunophenotypes and should

be estimulated.

Methodology

All procedures were performed according to the guidelines from and after approval by the
Animal Experimentation Ethics Committee from the Federal University of Minas Gerais
(UFMG) (protocol 366/2016).

Samples

This retrospective study included 170 female dogs admitted to the Oncology Sector of the
Veterinary Hospital of the Federal University of Minas Gerais (UFMG), Brazil, whose is
diagnosed with mammary gland neoplasms was performed from 2011 to 2015. All samples
were obtained from the histopathological archive of the Laboratory of Comparative Pathology

of the Institute of Biological Sciences, UFMG, Brazil.

Dogs were eligible for inclusion in this study when the mammary neoplasms were from the
histological types: carcinomas in mixed tumors, invasive papillary carcinoma, tubular
carcinoma and malignant adenomyoepithelioma (best prognosis) and/or solid carcinoma,
micropapillary carcinoma, pleomorphic lobular carcinoma and carcinosarcoma (those with the
worst prognosis) (Cassali et al., 2014). Patients with other types of cancer, cases without
clinical follow-up after surgical excision and cases whose paraffin blocks were not adequately

fixed and preserved were excluded.

The clinicopathological investigated factors of medical records included age dichotomized in

< 10 and >10 years, reproductive status (spayed or not spayed), estrous cycle (regular or
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irregular), contraceptive use (yes or not), presence or absent of ulceration and adhesion, tumor
size dichotomized as < 3.0 and > 3.0 cm, presence or absent lymph nodes metastasis, presence
or absent pulmonary metastasis, clinical stage (initial — I-11l or advanced IV-V) and

recurrence.

All female dogs underwent clinical staging according to the TNM system established by the
World Health Organization (WHO) (Owen, 1980) adapted by Sorenmo et al. (2013). This
system evaluates: tumors size (T1: 0-3 cm; T,: 3-5 cm; T3: >5 cm); neoplastic involvement of
regional lymph nodes (No: non metastatic; N;: metastatic); and presence of distant metastasis
(Mo: non metastatic; M;: metastatic). The presence of lymph node metastasis was diagnosed
through hematoxylin-eosin (H&E) routine staining. For the study of distant metastasis, all
dogs were underwent thoracic radiography and abdominal ultrasound examination before
surgery. Patients were clinically evaluated at the first visit and physical examination, serum
exams consisting of a complete blood count, serum biochemistry and imaging exams were

repeated every three months over follow-up 2-years period.

Histopathology

After surgical excision, the CMC were sent to the Comparative Pathology Laboratory of the
Institute of Biological Sciences/lUFMG. All tumors and lymph node specimens were
previously fixed in 10% buffered formalin for 48h and processed by routine histological
processing and paraffin embedding. Subsequently, 4-um thick histological sections were
stained with hematoxylin and eosin (HE).

The histological classification followed the criteria proposed by the WHO (Misdorp et al.,
1999) and Cassali et al. (2014, 2017). In cases of multiple malignant mammary tumors, the
primary lesion of the histological considered of worst prognosis and highest histological grade
was selected for analysis. Histological grading of neoplasms was performed following the
Nottingham system (Elston and Ellis, 1991). The presence of angiolymphatic invasion
(presence of neoplastic cells within the intratumoral and/or peritumoral angiolymphatic vessel
spaces) was also evaluated. In the lymph node histological analysis, the neoplastic cells in the
lymphoid parenchyma or distributed in the lymphatic sinuses were considered metastases. The

analysis of the inflammatory tumor-associated infiltrate was performed on hematoxylin and
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eosin sections, with intensity classified as absent, moderate and severe (Estrela-Lima et al.,
2010). The peritumoral inflammatory infiltrate was considered positive when moderate to

Severe.

Immunohistochemical analysis

Consecutive  histological  sections of 4-um thickness were prepared, and
immunohistochemical reactions were performed by the streptavidin-biotin-peroxidase
complex method using a commercial anti-mouse/anti-rabbit detection system (Novolink
Polymer Detection System, Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, (UK) according to the
manufacturer's instructions. Antigen retrieval for estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), Ki67 and HER2 was performed using steam heat (Pascal®) with citrate pH 6.0
(Dako Cytomation Target Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Denmark). For cytokeratins 5/6
(CK5/6), retrieval was performed in steam heat (Pascal®) with Trilogy® retrieval buffer (Cell
Marque, Rocklin, CA, USA). For epidermal growth factor receptor (EGFR), enzymatic

antigen retrieval with pepsin occurred in an oven drier at 37°C.

All sections were incubated with the appropriate primary antibody for 16 h in a humidified
chamber at 4°C: ER (1:50, clone 1D5, Dako), PR (1:50, hPRa2, Neomarkers, Fremont, CA,
USA), HER2 (1:200, polyclonal, Dako), Ki67 (1:50, MIB-1, Dako), EGFR (1:50, clone
31G7, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and CK5/6 (1:50, clone D5/16/B4, Dako).
Immunoreactivity was visualized with the chromogen 3’-diaminobenzidine (DAB Substrate
System, Dako, Carpinteria, CA, USA) and counterstained with Mayer’s hematoxylin. Breast
tumor sections from women positive for ER, PR, Ki67, HER2, EGFR and CK5/6 were used
as positive controls in each reaction. Negative controls were assessed using normal serum as
the primary antibody. All antibodies were previously documented as suitable for detection of

epitopes in canine tissues (Ribeiro et al., 2012; Araujo et al., 2016).
Quantification of immunoreactivity
To determine the cell proliferation rate (Ki67) and ER and PR positivity, the number of

positive nuclei in a total of 500 neoplastic cells in hotspot areas was manually counted

through manual image analysis using the ImageJ software (National Institute of Health,
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Bethesda, MD, USA) considering >10% as positive for ER and PR. A value of Ki67>20%
was used to classify cases with a high cell proliferation rate.

HER-2 expression were determined by a scoring system established by the American Society
of Clinical Oncology, College of American Pathologists (ASCO/CAP) (Wolff et al., 2013) (0
= no membrane staining or incomplete and faint/barely perceptible membrane staining in
<10% of tumor cells; 1 + = incomplete and faint/barely perceptible membrane staining in
>10% of tumor cells; 2 + = incomplete and/or weak/moderate membrane staining in >10% of
tumor cells or complete and intense membrane staining in <10% of tumor cells; and 3 + =
complete and intense membrane staining in >10% of tumor cells). In our study, specimens
with scores of 0, 1+ and 2+ were regarded as negative, and score of +3 were defined as

positive.

A qualitative evaluation of CK5/6 cytokeratin expression was performed considering the
cytoplasmic staining of neoplastic cells as positive. EGFR expression was assessed using
criteria adapted from the HER2 assessment, which states that specimens with scores of 0, 1+
and 2+ are considered negative and those with a score of 3+ are considered positive (Wolff et
al., 2013).

Immunophenotypes

A classification similar to that proposed by the St. Gallen Consensus (2011; 2013) was used,
which stratifies tumors as luminal, HER2-overexpressing or triple-negative. Luminal tumors
were subdivided into luminal A, luminal B-HER2-negative and luminal B-HER2-positive,
taking into account the cutoff for the cell proliferation rate (Ki67 of 20%) and HER2-

overexpressing.

Since 2011, the Saint Gallen Consensus (Goldhirsch et al., 2011) has recommended the use of
Ki67 for the classification of luminal subtypes in breast cancer in women. The subtypes are
classified as follows: luminal A: ER and/or PR-positive, HER2-negative and low Ki67
(<14%); luminal B HER2-negative: ER and/or PR-positive, HER2-negative and high Ki67
(>14%); luminal B HER2-positive: ER and/or PR-positive and HER2-positive and any Ki67;
HER2-overexpressing (non-luminal): ER and PR-negative and HER2-positive; and triple-

negative: absence of ER, PR and HER2 expression. In the present study, the optimal cut-off
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value for Ki67 was defined by statistical analysis. The 10, 15 and 20% Ki67 cut-offs were
tested to disease-free interval (DFI) and specific survival (SS) and only the cutoff value of
20% were significantly associated with a shorter SS and DFI. The triple-negative cases were
thus defined as the absence of positivity for ER, PR and HER2 and classified as basal cases
when positive for CK5/6 and/or EGFR. The criteria adopted for the definition of the
immunohistochemical profile are described in the appendix A: Supplementary material 1.

Supplementary material 1.- Immunohistochemical classification in canine mammary tumor

subtypes
Luminal B Triple-negative
Antibody Luminal A HER? Basal Tripl
y HER2-  HER2+ asal-  Triple-
like negative
ER or
PR + + + - - -
Ki67 <20% >20% NS NS NS NS
HER2 - - + + - -
CK5/6 indifferent Indifferent indifferent indifferent + -
EGFR indifferent Indifferent indifferent indifferent + -

NS: not significant

Treatment and follow-up

Adjuvant cancer treatment was indicated for all patients with aggressive mammary cancers,
such as solid carcinoma, micropapillary carcinoma, pleomorphic lobular carcinoma, grade 111
tubular carcinoma, and carcinosarcoma. For the other histological types, adjuvant

chemotherapy was indicated for female dogs with stage IV or V cancer (Cassali et al., 2014).

All patients were followed up for a minimum period of 2 years (24 months) and the maximum
follow-up duration was 5.8 years to evaluate disease-free interval (DFI), defined with time
interval from mastectomy to first local recurrence or lymph node and/or distant metastasis;
specific survival (SS) was defined as the time, in days, between mastectomy and death caused
by disease progression; and overall survival (OS) was defined as the period, in days, between
mastectomy and death from any cause. All surviving patients at the end of follow-up were
censored at the last date recorded in the medical records. Patients lost to follow-up were
analyzed up to the date of the last record. Patients who died from causes unrelated to

mammary cancer were censored at the date of death. The start time of observation for each
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individual (To) was defined as the date of surgery of removal of the mammary tumor. Patients
were followed up until December 2017.

Statistical analysis

Differences between immunophenotypes of canine mammary cancer and clinicopathologic
characteristics were examined using Chi-square test. The Fisher’s exact test was used when
expected cell counts were less than five. Continuous variables were assessed using Student’s t

test.

Survival curves were calculated using the Kaplan-Meier method to determine disease-free
interval, specific survival and overall survival. Differences between survival rates were tested
with the log-rank test. To mensure the consistency of our results, the statistical analysis DFI,
SS and OS of the each variable, were performed on female dogs that underwent mastectomy
only, except when the objective was avaliation of the treatment. A multivariate Cox regression
analysis was carried out to estimate hazard ratios (HRs) and 95% confidence intervals (CIs).
Multivariate analysis included only those variables with a p-value of 0.05 or lower on
univariate analysis (log-rank). After this step, all variables with p<0.05 were included in the
analysis and selected through the process of “backward elimination.” The significance of the
parameters of the reduced models and the final model was verified using likelihood ratio test
and proportionality of the Cox models was verified using Schoenfeld residuals. The final
model included all variables with p<0.05. Three multivariate Cox Hazard models were
analysed. Model 1 that includes all the clinicopathological features; Model 2, including all
parameters associated with Luminal A profiles; and model 3 the parameters associated with
Luminal B HER2-. Due to the low number of cases it was not possible to perform Cox
regression with a model of cases with luminal B HER2 + and triple negative neoplasms. For
these cases univariate survival analysis (Kaplan-Meier) were performed to evaluate the

variables that influenced survival time.

All analyses were performed using Stata software version 14.0 (Stata Corp, College Station,
TX, USA).

Results

Immunohistochemical characteristics of CMCs
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Four immunophenotypes were identified: luminal A, luminal B HER2-, luminal B HER2+
and triple-negative. Most CMC (88%) were classified as luminal, including 32% luminal A
(55/170), 51% luminal B HER2- (86/170) and 5% luminal B HER2+ (9/170). The remainder
of cases (12%) were triple-negative (20/170). Of these, 15% (3/20) were positive for CK5/6,
corresponding to tumors of the basal-like phenotype.

Positivity for ER and PR was observed in 50% (85/170) and 88% (150/170) of cases,
respectively. A high cell proliferation rate (Ki67 >20) was observed in 61% (104/170) of
CNC. HER?2 protein was overexpressed in 5% (9/170) of cases, all of which were classified as
luminal. The basal subtype was identified only by CK5/6 positivity, and no EGFR
immunostaining was observed in any of the basal-like cases. The immunohistochemical data
of CMCs according to immunophenotypes are summarized in appendix A: Supplementary
material 2 and Fig 1.

Supplementary material 2 - Immunohistochemical markers and immunophenotypic

classification the of canine mammary tumors

Luminal  Luminal Triple-

- - o H
Characteristics N (%) Luminal A BHER2- BHER2+ negative

value
170 (100) 55 (32) 86 (51) 9(5) 20 (12)
ER
Negative 85 (50) 15 (27) 45 (52) 5 (56) 20 (100)  0.000
Positive 85 (50) 40 (73) 41 (48) 4 (44) 0
PR
Negative 20 (12) 0 0 0 20 (100)  0.000
Positive 150 (88) 55 (100) 86 (100) 9 (100) 0
Ki67
<20 66 (39) 55 (100) 0 2 (22) 9 (45) 0.000
>20 104 (61) 0 86 (100) 7 (78) 11 (55)
HER2
Negative 161 (95) 55(100) 86 (100) 0 20 (100)  0.000
Positive 9 (5) 0 0 9 (100) 0
EGFR
Negative 153 (90) 46 (83.64) 80(93.02) 7 (77.78) 20(100) 0.070
Positive 17 (10) 9 (16.36) 6 (6.98) 2 (22.22) 0
CKb5/6
Negative 142 (83.53) 51(92.73) 66 (76.74) 8(88.89) 17 (85) 0.090
Positive 28 (16.47)  4(7.27)  20(11.76) 1 (11.11) 3 (15)
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Figure 1 - Immunohistochemical expression of the different proteins studied by IHC in

canine mammary tumors. A- ER staining; B- PR staining; C-Ki67 staining; D- HER2
staining; E- CK5/6 staining; F- EGFR staining
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Clinicopathological variables and their associations with immunophenotypes

The clinicopathological characteristics of female dogs with mammary neoplasms are
summarized in table 1. The mean age at diagnosis was 11.29+2.88 years, with a minimum age
of three years and a maximum age of 21 years. There were no significant differences between
immunophenotypes regarding age at diagnosis (P>0.05). More than half (60%) of female dogs
were not spayed at the time of diagnosis, with a higher percentage in the luminal A
immunophenotype, followed by the triple-negative immunophenotype (P<0.001).

Tumor size ranged from 0.4 to 20.0 cm (mean of 5.23£3.99 cm), with a higher frequency of
lesions larger than 5.0 cm in diameter occurring in all immunophenotypes, except for the
luminal A subtype, with no significant difference between subtypes (P>0.05). For the luminal
A subtype, 57% of cases showed early stage clinical (I-111), while for the other subgroups
(P=0.040), there were higher percentages in advanced stages (IV-V) (luminal B HER2-: 56%;
luminal B HER2+: 78% and triple negative: 58%). Histological grade | and 11 (P<0.001) was
observed with higher frequency luminal A neoplasms. This subtype was also associated with
a higher frequency of carcinomas in mixed tumors (42%, 23/55). In female dogs with luminal
B HER2- subtype was regular estrous cycle was reported in 90% of cases (P<0.001), high
frequently observed of the solid carcinoma (31%, 27/86) and micropapillary carcinoma
(21%, 18/86) and histological grade Il (P<0.001). In relation to the other immunophenotypes
angiolymphatic invasion presence (P=0.015) and histological grade Il (P<0.001) was most
frequently in luminal B HER2+ neoplasms. Triple negative neoplasms were associated with a

higher frequency of advanced clinical stage and higher histological grade (l1I).
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Table 1 - Clinicopathological characteristics of female dogs with malignant mammary neoplasms according to immunophenotypes.

Characteristics N (%) Luminal A Luminal B HER2- Luminal B HER2+ Triple negative P value
Age (meanxSD) 11.11+2.49 11.44+2.3.06 10.50+3.81 11.50+2.89 0.660
Reproductive status

Spayed 53 (40) 10 (23) 35 (54) 6 (75) 2 (14) <0.001
Not spayed 78 (60) 34 (77) 30 (46) 2(25) 12 (86)

Contraceptive use

No 113 (94) 41 (97) 55 (93) 9 (90) 8(89) 0.619
Yes 7 (6) 1(3) 4(7) 1 (10) 1(11)

Estrous cycle

Regular 96 (79) 25 (58) 56 (92) 8 (100) 7(70) <0.001
Irregular 26 (21) 18 (42) 5 (8) 0 3 (30)

Tumor size

T1<3.0cm 47 (28) 21 (39) 22 (25) 2(22) 2 (10) 0.231
T23.0-5.0cm 33 (20) 11 (20) 17 (20) 2(22) 3(16)

T3>5.0cm 88 (52) 22 (41) 47 (55) 5 (56) 14 (74)

Clinical stage

| 23 (14) 13 (24) 9(11) 0 1(5) 0.040
1 15 (9) 7(13) 6 (7) 1(11) 1(5)

11 40 (24) 11 (20) 22 (26) 1(11) 6 (32)

v 80 (48) 23 (43) 40 (47) 7(78) 10 (53)

\ 9(5) 0 8(9) 0 1(5)

Histological type

Malignant adenomyoepithelioma 10 (6) 24 6 (7) 0 2 (10) <0.001
Pleomorphic lobular carcinoma 5@3) 24 1(1) 0 2 (10)

Micropapillary carcinoma 33(19) 8 (14) 18 (21) 4 (44) 3(15)

Invasive papillary carcinoma 8 (5) 4(7) 33 0 1(5)

Solid carcinoma 39 (23) 5(9) 27 (31) 4 (44) 3(15)

Carcinosarcoma 26 (15) 6 (11) 16 (19) 0 4 (20)

Tubular carcinoma 17 (10) 5(9) 11 (13) 0 1(5)

Carcinoma in mixed tumor 32 (19) 23 (42) 4 (5) 1(11) 4 (20)

Histological grade

| 22 (18) 17 (41) 3(5) 0 2(15) <0.001
1 58 (47) 18 (44) 33(53) 3(38) 4 (31)

11 44 (35) 6 (15) 26 (42) 5 (62) 7 (54)

Inflammatory infiltrate

Absent 75 (73) 25 (73) 34 (67) 7 (100) 9 (90) 0.200
Present 27 (27) 9 (27) 17 (33) 0 1 (10)

Angiolymphatic invasion

Absent 107 (69) 42 (82) 46 (60) 4 (44) 15 (79) 0.015
Present 48 (31) 9 (18) 30 (40) 5 (56) 4 (21)

Metastasis development

No 138 (81) 51 (98) 61 (71) 9 (75) 17 (85) 0.001

Yes 32 (19) 1(2) 25 (29) 3(25) 3 (15)




Differences of the survival between CMC immunophenotypes

The univariate survival analysis (Kaplan-Meier) revealed significant difference between the
immunophenotypes subtypes for CMCs. In analysis of disease-free interval, the luminal B
HER?2 + and triple negative subtypes were associated with a shorter DFI in relation to luminal
A neoplasms (P=0.024), Figure 2A. The luminal A subtype has the best specific survival
among the four subtypes

(P=0.040), Figure 2B. Comparatively, the luminal A group too had the highest overall
survival rate, followed by Luminal B HER2- and Triple negative. While the lowest survival
was observed in Luminal B HER2+ patients (P=0.022), Figure 2C.
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Figure 2- Kaplan-Meier survival curve of female dogs with mammary tumors according to
the immunophenotype treated with surgery alone (n=107 cases). A- Specific survival:
Luminal A: median: 950 days; Luminal B HER2-:median: 186 days; Luminal B HER2+:
median:102 days; Triple-negative: median: 120 days, P= 0.0402; B — disease-free interval:
Luminal A: median: 950 days; Luminal B HER2-:median: 180 days; Luminal B HER2+:
median: 68 days; Triple-negative: median: 120 days, P=0.0249; C- Overall survival:
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Luminal A: median: 434 days; Luminal B HER2-:median: 180 days; Luminal B HER2+:
median: 102 days; Triple-negative: median: 120 days, P=0.0221.

Clinical stage x Immunophenotypes

To evaluate the influence of the clinical stage on each immunophenotype, specific survival
analyzes were performed. In Kaplan—Meier univariate for specific survival for the different
immunophenotypes according to clinical stage revealed that the median survival of female
dog with luminal A subtype in stage IV-V was 950 days, with a significant difference
compared to stage I-111 (did not reach the median) (P=0.033) (Figure 3A). For the luminal B
HER2- subtype, female dog with stage IV-V had a median survival of 120 days, and those
with stage I-111 did not reach the median (Figure 3B) (P= 0.004). In the luminal B HER2+
subtype, a shorter specific survival was observed in stage V-V (median of 91 days) compared
with stage I-111, with a median of 624 days (P= 0.034) (Figure 3C). There was no difference in
specific survival between the different clinical stages in female dog with the triple-negative
subtype (Figure 3D) (P=0.653), female dog with stage 1VV-V had a median survival of 98 days,

and those with stage I-111, with a median of 187 days.

When comparing the specific survival curves by univariate analysis of patients diagnosed at
initial clinical stage (I-111) contraceptive use (P<0.001), recurrence (P=0.026), histological
type micropapillary carcinoma (median of 98 days, P= 0.043) were significantly associated
with a lower survival (SS). Only micropapillary carcinoma was associated with an increased
risk of death (HR=6.84, Cl:1.36-34.35, P=0.019).
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Figure 3 - Kaplan-Meier specific survival curve of female dog with mammary tumors
according to the immunophenotypes treated with surgery alone according to clinical stage
initial (I-111) or advanced (IV-V). A- Luminal A: Stage I-11l, did not reach the median
survival and stage V-V, median: 950 days, P= 0.033; B- Luminal B HER2- Stage I-11l, did
not reach the median survival and stage IV-V, median:120 days, P=0.017; C- Luminal B
HER2+ Stage I-I1l, did not reach the median survival and stage V-V, median: 91days,
P=0.034; D- Triple-negative Stage I-1ll, median: 187 days) and stage V-V, median: 98
days, P>0.653.

Prognostic factors associated with immunophenotypes

In univariate analysis for DFI contraceptive use (HR=7.52, Cl:2.23-25.28, P=0.001),
advanced clinical stage (HR=3.04. CI:1.56-5.92, P=0.001), histological type of the worst
prognosis (HR= 8.44, CI:3.49-20.41, P<0.001), high histological grade (HR=15.34, CI: 2.08-
112.82, P=0.007), presence of angiolymphatic invasion (HR=4.70, Cl:2.52-9.12, P<0.001),
recurrence (HR=2.82, Cl:1.44-5.53, P=0.003) and immunophenotype luminal B HER2+
(HR= 3.65, CI: 1.35-9.82, P=0.010) showed higher risk of cancer progression (Table 2). In
multivariate analysis of DFI remained in the model final only clinical stage IV-V (HR= 3.18
Cl: 1.62-6.22 P=0.001) and immunophenotypes with higher risk of cancer progression
associated with Luminal B HER2+ (HR = 4.12, C1=1.47-11.52, P=0.007) compared to the
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luminal A immunophenotype. The luminal B HER2- subtype exhibited a HR=2.50 (C1=1.20-
5.19, P=0.014) risk of cancer progression compared to the luminal A subtype (Table 3).

In univariate for specific survival, contraceptive use (HR= 8.28, Cl:2.51-27.28, P=0.001),
clinical stage IV-V (HR= 2.93. CI:1.50-5.71, P=0.002), histological type of the worst
prognosis (HR= 8.45, CI:3.49-20.44, P<0.001), histological grade II-111 (HR=15.38, CI: 2.09-
113.10, P=0.007), presence of angiolymphatic invasion (HR=4.52, CI:2.38-8.57, P<0.001),
recurrence (HR=2.51, Cl:1.27-4.93, P=0.008) and immunophenotype: luminal B HER2+
(HR= 3.30, CI:1.23-.89, P=0.018) showed higher risk of death (Table 2). In mutivariate
analysis an increased risk of death was observed in female dog with clinical stage IV-V
(HR=3.01, CI=1.54-5.88, P=0.001) and with immunophenotype Luminal B HER2+ (HR=
3.55, CI=1.27-9.90, P=0.015). The luminal B HER2- subtype exhibited a HR=2.33 (Cl=1.12-
4.83, P=0.023) and triple negative (HR=3.02, Cl:1.11-8.23, P=0.030) risk of death compared

to the luminal A.

In univariate analysis for overall survival contraceptive use (HR= 5.45, CI. 1.75-16.96
P=0.003), tumor size >3.0 cm (HR= 1.76, Cl: 1.01-3.05, P= 0.043), clinical stage IV-V (HR=
1.81, CI:1.09-3.01, P=0.002), histological type of the worst prognosis (HR=4.14, CI.2.32-
7.37, P<0.001), histological grade 1I-111 (HR=3.74, CI:1.56-8.94, P=0.003), presence of the
angiolympathic invasion (HR=3.27, Cl:1.89-5.64, P<0.001), recurrence (HR=2.41, CI:1.33-
.4.38, P=0.004) and immunophenotype luminal B HER2+ (HR= 3.22, CI:1.45-7.13, P=0.004)
showed higher risk of death (Table 2). In analyze multivariate remained in the model final OS
only clinical stage IV-V (HR=192, CI=1.14-3.21, P=0.013) and among the
immunophenotypes, an increased risk of death was associated with immunophenotypes
Luminal B HER2+ (HR = 3.49, CI=1.54-7.88, P=0.003) of death compared to the luminal A
subtype.
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Table 2 - Univariate analysis comparing clinical and histopathological aspects of canine mammary tumors

00

Variables HR (95% IC) P value HR (95% IC) P value HR (95% IC) P value ©

Disease-free interval Specific survival Overall survival
Age
<10 years versus >10 years 1.34 (0.71-2.50) 0.353 1.40 (0.75-2.62) 0.287 1.58 (0.92-2.69) 0.093
Reproductive status
Neutered versus intact 0.68 (0.32-1.43) 0.315 0.70 (0.34-1.47) 0.360 0.94 (0.51-1.72) 0.855
Contraceptive use
No versus Yes 7.52 (2.23-25.28) 0.001 8.28 (2.51-27.28) 0.001 5.45 (1.75-16.96) 0.003
Estrous cycle
Regular versus irregular 0.62 (0.25-1.54) 0.307 0.64 (0.26-1.61) 0.351 0.75 (0.37-1.52) 0.436
Tumor size
<3 cmversus>3cm 1.68 (0.85-3.31) 0.130 1.80 (0.91-3.53) 0.088 1.76 (1.01-3.05) 0.043
Clinical stage
I-111 versus V-V 3.04 (1.56-5.92) 0.001 2.93 (1.50-5.71) 0.002 1.81 (1.09-3.01) 0.022
Histological type
Best prognosis versus worst prognosis  8.44 (3.49-20.41) 0.000 8.45 (3.49-20.44) 0.000 4.14 (2.32-7.37) 0.000
Histological grade
I versus I1-111 15.34 (2.08-112.82) 0.007 15.38 (2.09-113.10) 0.007 3.74 (1.56-8.94) 0.003
Inflammation
Absent versus present 1.50 (0.70-3.21) 0.290 1.44 (0.67-3.07) 0.343 1.54 (0.83-2.85) 0.162
Angiolinpathic invasion
Absent versus present 4.79 (2.52-9.12) 0.000 4.52 (2.38-8.57) 0.000 3.27 (1.89-5.64) 0.000
Ulceration
Absent versus present 0.93 (0.44-1.94) 0.853 0.98 (0.47-2.04) 0.961 0.84 (0.44-1.58) 0.596
Adhesion
Absent versus present 1.16 (0.58-2.32) 0.658 1.24 (0.627-2.48) 0.526 1.27 (0.71-2.26) 0.404
ER
ER+ versus ER— 0.42 (0.22-0.81) 0.010 0.44 (0.23-0.85) 0.015 0.56 (0.33-0.93) 0.026
PR
PR+ versus PR— 0.50 (0.21-1.23) 0.134 0.48 (0.20-1.17) 0.111 0.72 (0.32-1.59) 0.419
K167
>20% versus <20% 1.92 (1.05-3.51) 0.032 1.83 (1.00-3.34) 0.048 1.40 (0.85-2.29) 0.177
HER2
HER2 + versus HER2- 2.22 (0.92-5.33) 0.073 2.04 (0.85-4.90) 0.108 2.49 (1.21-5.15) 0.013
EGFR
EGFR+ versus EGFR— 0.39 (0.09-1.62) 0.196 0.40 (0.09-1.65) 0.207 1.08 (0.49-2.37) 0.843
CK5/6
CKb5/6+ versus CK5/6- 0.67 (0.29-1.53) 0.346 0.67 (0.29-1.53) 0.347 1.00 (0.52-1.94) 0.980
Recurrence
No versus Yes 2.82 (1.44-5.53) 0.003 2.51 (1.27-4.93) 0.008 2.41 (1.33-4.38) 0.004
Immunophenotypes
Luminal B HER2- versus Luminal A 2.24 (1.10-4.53) 0.024 2.14 (1.05-4.32) 0.034 1.50 (0.85-2.64) 0.157
Luminal B HER2+ versus Luminal A 3.65 (1.35-9.82) 0.010 3.30 (1.23- 8.89) 0.018 3.22 (1.45-7.13) 0.004
Triple negative versus Luminal A 2.50 (0.94-6.67) 0.065 2.55 (0.96-6.80) 0.060 1.90 (0.81-4.49) 0.139




Table 3- Multivariate analysis comparing clinical and histopathological aspects, included in the final model, of canine mammary

tumors.

Variables HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) HR (95% IC) P value
Disease-free interval Specific survival Overall survival

Clinical stage

I-111 versus 1V-V 3.18 (1.62-6.22) 0.001  3.01(1.54-5.88) 0.001 1.92(1.14-3.21) 0.013

Immunophenotypes

Luminal B HER2- versus Luminal A 2.50 (1.20-5.19) 0.014 2.33(1.12-4.83)  0.023 1.60(0.90-2.84) 0.109

Luminal B HER2+ versus Luminal A 4.12 (1.47-11.52) 0.007 3.55(1.27-9.90)  0.015 3.49(1.54-7.88) 0.003

Triple negative versus Luminal A 2.88 (1.06-7.85) 0.038 3.02 (1.11-8.23) 0.030 2.14(0.89-5.10) 0.086
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Prognostic factors associated Luminal A subtype

In analyze univariate for DFI and SS (Table 4), the factors associated with a higher risk of
cancer progression and death were contraceptive use (HR=38.21, CI:3.38-430.78, P=0.003),
clinical stage IV-V (HR=3.79, CI: 1.01-14.19, P=0.048), histological type of the worst
prognosis (HR=33.64, CI:3.97-284.51, P=0.001), presence of angiolymphatic invasion
(HR=9.84, CI:2.70-35.88, P=0.001) and histological grade II-11l (HR=10.50, CI:1.32-83.08,
P=0.026). In the Cox regression multivariate analysis only clinical stage V-V remained in the
final model (Table 4).

In univariate analysis for OS an increased risk of death was associated with age > 10 years
(HR=2.69, CI: 106-6.83, P=0.037), histological type of worst prognosis (HR=9.85, CI.:3.08-
31.48, P=0.001), presence of the angiolymphatic invasion (HR=4.75, C1:1.63-13.83, P=0.004)
and histological grade II-1ll (HR=3.06, CI:1.12-8.34, P=0.029). In multivariate Cox
regression only presence of the angiolymphatic invasion remained in the final model (Table
4).
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Table 4- Univariate and multivariate analysis comparing clinical and histopathological aspects of
canine mammary tumors with immunophenotypes Luminal A.

Variables HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) P value

Disease-free interval Specific survival Overall survival

Univariate analysis

Age
<10 years versus >10 years 1.83 (0.77-10.34) 0.114 2.83(0.77-10.34) 0.114 2.69 (1.06-6.83) 0.037
Reproductive status
Neutered versus intact 0.39 (0.11-1.34) 0.136 0.39 (0.11-1.34) 0.136 0.59 (0.22-1.54) 0.287
Contraceptive use
No versus Yes 38.21 (3.38-430.78) 0.003 38.21 (13.38- 430.78) 0.003 5.20 (0.54-50.06) 0.153
Estrous cycle
Regular versus irregular 1.69 (0.51-5.61) 0.388 1.69 (0.51-5.61) 0.388 1.18 (0.49-2.84) 0.700
Tumor size
<3cmversus >3 cm 2.05 (0.59-7.05) 0.255 2.05 (0.59-7.05) 0.255 2.34 (0.94-5.78) 0.065
Clinical stage
I-111 versus 1V-V 3.79 (1.01-14.19) 0.048 3.79 (1.01-14.19) 0.048 1.31 (0.57-2.98) 0.516
Histological type
Best prognosis versus worst prognosis 33.64 (3.97-284.51) 0.001 33.64 (3.97-284.51) 0.001 9.85 (3.08-31.48) 0.001
Histological grade
I versus 1111 10.50 (1.32-83.08) 0.026 10.50 (1.32-83.08) 0.026 3.06 (1.12-8.34) 0.029
Inflammation
Absent versus present 0.87 (0.18-4.14) 0.865 0.87 (0.18-4.14) 0.865 1.45 (0.55-3.81) 0.442
Angiolinpathic invasion
Absent versus present 9.84 (2.70-35.88) 0.001 9.84 (2.70-35.88) 0.001 4.75 (1.63-13.83) 0.004
Ulceration
Absent versus present 1.90 (0.49-7.26) 0.347 1.90 (0.49-7.26) 0.347 1.19 (0.40-3.50) 0.747
Adhesion
Absent versus present 1.01 (0.21-4.74) 0.990 1.01 (0.21-4.74) 0.990 1.06 (0.36-3.07) 0.913
Recurrence
No versus Yes 1.49 (0.19-11.69) 0.702 1.49 (0.19-11.69) 0.702 2.60 (0.76-8.90) 0.128
Metastasis development
No versus Yes 18.80 (1.70-207.48) 0.017 18.80 (1.70-207.48) 0.017
Variables HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) P value

Disease-free interval Specific survival Overall survival

Mutivariate analysis

Clinical stage
I-111 versus 1V-V 3.79 (1.01-14.19) 0.048 3.79 (1.01-14.19) 0.048
Angiolinpathic invasion
Absent versus present 4.75 (1.63-13.83) 0.004
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Prognostic factors associated Luminal B HER2-subtype

The factors associated with a higher risk of cancer progression (DFI) were clinical stage V-V
(HR=3.38, CI:1.21-9.38, P=0.019) and angiolymphatic invasion (HR=2.68, CI.1.02-7.03,
P=0.044), in analysis univariate. In the Cox regression analysis only clinical stage V-V
(HR=3.38, CI:1.21-9.38, P=0.019) remained in the final model.

In univariate analysis for SS (Table 5), the factors associated with a higher risk of death were
clinical stage IV-V (HR=3.19, CI: 1.15- 8.84, P=0.025), presence of inflammatory infiltrate
(HR=3.05, CI:1.00-9.22, P=0.048), presence of angiolymphatic invasion (HR=3.17, ClI: 1.21-
8.30, P=0.019) and recurrence (HR=3.29, CI: 1.28-8.47, P=0.013). In the Cox multivariate
analysis only clinical stage 1V-V (HR=3.54, P=0.033, CI: 1.10-11.38) and the presence of
inflammatory infiltrate (HR=3.24, P=0.042, CI:1.04-10.03) remained in the final model
(Table 5).

The variables inflammatory infiltrate (HR=2.89, CI:1.05-7.92, P=0.039), presence of the
angiolymphatic invasion (HR=3.06, CI:1.29-7.28, P=0.011) and recurrence (HR=3.11,
Cl:1.29-7.47, P=0.011) was associated with an increased overall survival by univariate
analysis. Only angiolymphatic invasion (HR=2.78, CI:1.13-6.83, P=0.025) and recurrence
(HR=3.68, CI:1.35-10.02, P=0.010) remained as independent prognostic predictor related to
Os.

Prognostic factors associated Luminal B HER2+ subtype

The variables clinical stage IV-V (Log-rank test: P=0.034), tumor size >3.0 cm (Log-rank
test: P=0.003) and presence of the angiolymphatic invasion (Log-rank test: P=0.013) was
associated lower DFI. In the specific survival analysis female dogs not spayed (Log-rank test:
P=0.017), contraceptive use (Log-rank test: P=0.025), clinical stage IV-V (Log-rank test:
P=0.034) and presence of the angiolymphatic invasion (Log-rank test: P=0.048) revealed
significantly association with a shorter SS. In the overall survival analysis female dogs not
spayed (Log-rank test: P=0.010) and presence of the angiolymphatic invasion (Log-rank test:
P=0.036) revealed significantly association with a shorter OS.

Prognostic factors associated with Triple negative subtype

Histological type of the worst prognosis were associated with lower DFI, specific survival

time and overall survival (Log-rank test: P=0.012).
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Table 5 — Univariate and multivariate analysis comparing clinical and histopathological aspects of canine
mammary tumors with immunophenotypes Luminal B HER2-.

Variables HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) Pvalue  HR (95% IC) P value

DDisease-free interval Specific survival Overall survival

Univariate analysis

Age
<10 years versus >10 years 0.53 (0.07-3.94) 0.504 1.02 (0.39-2.66) 0.964 1.07 (0.44-2.60) 0.870
Reproductive status
Neutered versus intact 1.40 (0.12-15.83) 0.783 0.94 (0.28-3.10) 0.927 1.19 (0.41-3.41) 0.743
Contraceptive use
No versus Yes 0.43 (0.03-5.13) 0.512 4.69 (0.85-25.80) 0.076 3.80 (0.73-19.70) 0.111
Tumor size
< 3cmversus >3 cm 0.65 (0.05-7.53) 0.737 0.86 (0.28-2.61) 0.792 0.81 (0.30-2.21) 0.690
Clinical stage
I-111 versus V-V 3.38 (1.21-9.38) 0.019 3.19 (1.15-8.84) 0.025 2.31(0.98-5.42) 0.053
Histological type
Best prognosis versus worst prognosis 4.14 (0.95-17.99) 0.058 3.27 (0.97-11.00) 0.055
Histological grade
I versus 11111 1.39 (0.13-14.44) 0.780 1.56 (0.58-4.17) 0.372 1.98 (0.79-4.90) 0.143
Inflammation
Absent versus present 2.88 (0.94- 8.86) 0.064 3.05 (1.00-9.22) 0.048 2.89 (1.05-7.92) 0.039
Angiolinpathic invasion
Absent versus present 2.68 (1.02-7.03) 0.044 3.17 (1.21-8.30) 0.019 3.06 (1.29-7.28) 0.011
Ulceration
Absent versus present 3.87 (0.23-63.33) 0.342 0.44 (0.12-1.52) 0.196 0.52 (0.17-1.53) 0.238
Adhesion
Absent versus present 3.87 (0.23-63.33) 0.342 0.62 (0.18-2.13) 0.453 0.84 (0.31-2.28) 0.745
Recurrence
No versus Yes 2.50 (0.98-6.39) 0.055 3.29 (1.28-8.47) 0.013 3.11 (1.29-7.47) 0.011
Variables HR (95% IC) Pvalue  HR (95% IC) Pvalue HR (95% IC) P value

Disease-free interval Especific survival Overall survival

Multivariate analysis

Clinical stage

3.38 (1.21-9.38) 0.019 3.54 (1.10-11.38) 0.033
Inflammation
Absent versus present 3.24 (1.04-10.03) 0.042
Angiolinpathic invasion
Absent versus present 2.78 (1.13-6.83) 0.025
Recurrence
No versus Yes 3.68 (1.35-10.02) 0.010
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Treatment x immunophenotypes

After mastectomy, a total of 63 female dogs received four sessions of carboplatin at 300
mg/m?, given intravenously every 21 days. All tutors were informed of the prognosis and
indication for chemotherapy, however, adjuvant treatment was not performed in 107 patients

(which were treated exclusively by surgery), as decided by their owners.

Although no statistically significant difference was observed among the four treatment groups
of immunophenotypes, patients treated with adjuvant chemotherapy presented a better clinical
outcome, when compared to surgery as an only treatment. At the advanced stage a specific
survival rate of 50% was observed in female dog of treated only with surgery, with a median
of 329 days, in relation to the survival rate of 80% of female dog treated with adjuvant
therapy (it does not reach the median) (P = 0.178). The same proportion was observed for DFI
(P = 0.250).

In initial clinical stage in the luminal B HER2- group, a specific survival rate of 55% was
observed in female dog treated exclusively for surgery, whereas female dog submitted to
adjuvant therapy had a survival rate of 60% (P = 0.8409). In advanced clinical stage, 16% of
surgery-treated female dog (median 120 days) and 27% of female dog receiving
chemotherapy (median of 267 days) survived within two years (P = 0.1297). A rate of 16%
DFI was observed in female dog treated only with surgery (median of 118), in the group that
received chemotherapy the rate was 25% (median of 239 days) (P = 0.09). Due to the low
number of cases, in an initial clinical stage, it was not possible to evaluate the relationship
between therapeutic complementation and surgery in patients with the luminal B HER2 + and
triple negative subtype. In an advanced clinical stage, patients with the luminal B HER2 +
subtype treated with surgery presented a median of 91 days, patients treated with
chemotherapy had a median of 69 days (P = 0.898). The disease free time was 60 and 51 days
(median) for female dog treated with surgery and surgery and chemotherapy, respectively.
Patients with the triple negative subtype treated with surgery had a shorter survival time
(median 98 days) compared to female dog submitted to chemotherapy (median at 486 days)
(P=0.153). The disease free interval was 98 days for female dog treated with surgery and 393
days for female dog submitted to adjuvant chemotherapy (P = 0.153).
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Discussion

The canine mammary cancer is characterized by heterogeneity, exhibiting a wide variety of
clinical presentations in patients with the same diagnosis and clinical staging,
being increasing interest of the study immunophenotype in CMCs. This study identified the
distribution and prognostic value of immunophenotypes in CMCs by means of the
immunohistochemical panel and classification recommended by St Gallen (Goldshirsch et al.,
2011). This is the first study to subdivide the luminal subtypes into three categories: luminal
A, luminal B HER2- and luminal B HER2 +. According to this classification, the most
frequent immunohistochemical subtypes were luminal B HER2 - (51%) followed luminal A
(32%). This finding differs from that observed in a recent study of 350 canine mammary
carcinomas (Abadie et al., 2017), which demonstrated that the triple negative basal-like was
the most frequent subtype, with a percentage of 58.6%, followed by triple nonbasal-like
negative (17.7%). This may be justified by differences methology of the immunophenotypes
classification, histological types studied and methodology used for immunohistochemical
labeling, where the authors used antibodies in different dilutions, clones and antigenic
retrieval comparaded with present study. However, Gama et al. (2008) used a panel of five
markers (ER, HER2, CK5, p63 and P-cadherin) and detected the following phenotypes:
luminal A (44.8%), luminal B (13.5%), HER2-overexpressing (8.3%), basal-like (29.22%)
and null/negative phenotype (4.2%). Sassi et al. (2010) identified only luminal A (19%),
luminal B (49%) and basal-like (22%) subtypes using the markers ER, PR, HER2, CK5/6 and
CK14. Subsequently, six antibodies were used to classify luminal A (44%), luminal B
(22.6%), HER2-overexpressing (5.7%), basal-like (24.5%) and normal breast-like subtypes
(3.1%): ER, HER2, CK14, P63 and vimentin (Im et al., 2014). All of these authors observed a
higher frequency of luminal tumors, corroborating with the results obtained in the current

study.

The different criteria for classification, selection and quantification of immunohistochemical
markers are factors that make it difficult to compare the results of the various
immunophenotype studies in canine mammary neoplasms. In previous studies, hormone
receptor positivity (ER and/or PR) and HER2 overexpression were the criteria used to classify
the luminal B subtype (Gama et al., 2008, Sassi et al., 2010), which corresponds to the
luminal B HER2 + subtype described in this study, although the terminology is different.
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However, the results observed in the present study show a lower frequency of this subtype in
relation to previous studies, which we attributed to the classification criteria used in the
present study, which followed the established for breast cancer in women, considering as
positive for HER2 only the +3 cases. The Ki67 score, with a cutoff of 33%, was recently
considered for the molecular classification of malignant mammary tumors of female dog
(Abadie et al., 2017). Tumors were classified as luminal A (ER and/or PR+, HER2, Ki67
<33%) and luminal B (ER and/or PR+, HER2, Ki67 >33%). However, the present study
suggests that a cutoff point for Ki67 of 20% can be adopted to discriminate and predict the
prognosis of the luminal A and luminal B HER2- subtypes, since female dogs with mammary
cancer with score of ki67 greater than 20 % presented lower survival.

The absence of the HER2-overexpressing phenotype in the study population can be justified
by the high frequency of positivity for ER and/or PR observed and by the methodology used,
which considered only 3+ cases as HER2-positive. These results corroborate with findings
byr Abadie et al. (2017), who did not identify HER2-overexpressing cases and used the same
methodology as the present study. Other authors reported the presence of the HER2-
overexpressing subtype in 8.3% and 5.7% of canine mammary tumors evaluated, but the
authors considered tumors that expressed HER2 with incomplete and/or weak/moderate
membrane staining in >10% cells or with strong and complete membrane staining in <10% of
the tumor cells (2+) as positive (Gama et al., 2008, Im et al., 2014). According Pefia et al.
(2014), for canine mammary tumors, there should be a standardization considering only cases

with a 3+ score (complete expression in more than 10% of neoplastic cells).

The best prognosis of the luminal A subtype was confirmed by its association with early
clinical stage, low histological grade, lower rates of recurrence and metastasis and higher
survival rates. The best biological behavior of the luminal A subtype is due the expression of
genes and proteins that are typically expressed by luminal epithelial cells of the mammary
(positivity to estrogen receptors, ER, and to progesterone receptors, PR, and negativity to
HER2). It is established in the literature that the elevated expression of hormone receptors
occurs in the normal mammary gland and benign mammary neoplasms (Sorenmo et al.,
2013). However, malignant neoplasms may also exhibit positive expression of these
receptors. Thus, neoplasms with ER and PR positive expression have a better prognosis, since

the tumor cells that constitute the lesion are more similar to the normal cells of the mammary

76



gland. On the other hand, the negative marking of these receptors is related to breast tumors
with more marked malignancy characteristics (Pefia et al., 2014; Kim et al., 2013). Other
authors have reported longer survival and a lower risk of death for the luminal A subtype
compared to the other immunophenotype subtypes (Gama et al., 2008, Abadie et al., 2017).
Similarly, Ribeiro et al. (2012) found a predominance of the luminal A immunophenotype
among carcinomas in mixed tumors, which are considered histologic types of better

prognosis.

The luminal B HER2- subtype has associated with poor prognostic factors, such as advanced
clinical stage, presence of angiolymphatic invasion, recurrence and shorter survival, compared
to the luminal A subtype. The worse prognosis of the luminal B HER2- subtype compared to
the luminal A may be due to the increased cell proliferation rate, as this group included
tumors with Ki67 >20% while luminal A have <20% and solid carcinoma, type histological

of worst prognosis.

Although the relationship between HER2 overexpression and prognosis in CMCs is still not
well established, the worst prognosis of the luminal B HER2 + subtype may be associated
with overexpression of the HER2 protein. Dutra et al. (2004) demonstrated that HER2 protein
expression was associated with more aggressive CMCs. In fact, we observed a higher
frequency of solid carcinoma and micropapillary carcinoma in luminal B HER2+ neoplasms,
factors which may be contributing to lower survival and disease-free interval of this subtype
in relation to luminal A and luminal B HER2- neoplasms, reinforcing the importance of the
classification of this subgroup among luminal neoplasms. The worse prognosis and shorter
survival of the triple-negative phenotype compared to the luminal A are in agreement with
previous studies that reported a shorter survival and an unfavorable prognosis in this group
(Kim et al., 2013, Abadie et al., 2017). The absence of expression of hormonal markers, well
established as a good prognostic factor, characterizes triple-negative subtypes as more
aggressive neoplasms and worse clinical evolution. In the triple negative subtype the absence
of expression ER and PR and probably the high degree of cellular indifferentiation may be

contributing to the worse prognosis.

Multivariate analysis using a Cox proportional hazards model confirmed the relevance of

clinical stage, presence of lymphatic invasion, and immunophenotypes. These results
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reinforce the importance of complete clinical staging in CMCs. Arauljo et al. (2016) observed
that the presence of angiolymphatic invasion, high Ki67 rates and greater tumor size were
associated with a shorter overall survival of female dog with mammary carcinomas. In
addition, there have been reports of lower survival in animals with regional lymph node
metastasis (stage 1V) (Araujo et al., 2016) and of an association between the presence of
distant metastases and a worse prognosis (stage V) (Yamagami et al., 1996; Karayanopoulou
et al., 2005) female dog.

Complementary studies should be performed to evaluate the benefit of complementation with
adjuvant treatments according to immunophenotype. Immunophenotypic classification is an
important prognostic factor, but individualized target therapies for each immunophenotype are
not yet used in veterinary oncology. In the present study, there was association between spayed
reproductive status and luminal A and triple negative subtypes, which can be attributed the
epidemiological characteristics of the population since most of the females were spayed. The
expression of ER and PR is associated with cell differentiation and decreases progressively
from hyperplasic/dysplastic lesions, benign neoplasms and malignant neoplasms compared to
the normal mammary gland (Chang et al., 2005). In canine mammary tumors, the high
expression of ER and PR suggests the possibility of using antiestrogen therapy (Tamoxifen).
However, this drug has been associated with side effects such as vulvar edema, incontinence
and urinary tract infection, endometritis, pyometra and ovarian cysts (Tavares et al., 2010).
Given the absence of antiestrogenic drugs that can be administered in female dog,
ovarioisterectomy (OHE) may be beneficial in inhibiting the action of hormonal stimulation in
female dog with neoplasms with hormone receptor positives, as this would eliminate a source
of hormonal stimulation for any remaining tumor cells. Another study showed that dogs with
grade 2, ER— positive tumors as well as dogs with increased serum E2 level are likely to
benefit from OHE (Kristiansen et al., 2016). The increases in Ki67 expression and the decrease
in ER and PR expression suggest the necessity for adjuvant chemotherapy. The expression of
HER2 was a negative prognostic factor, however therapies with anti-c-erbB2 monoclonal
antibodies are not yet used in veterinary oncology. Complementary studies should be
performed to evaluate the benefit of complementation with adjuvant treatments according to

immunophenotype.
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Conclusions

The application of the St Gallen classification allowed the identification of subtypes with
different prognoses in canine mammary cancer. Among them, luminal B HER2 positive was
the one with the worst outcome. The best prognosis was associated with the luminal A
subtype. In addition to the immunophenotype, other factors prognosis independent features
such as advanced clinical stage were important, which reinforces the importance of a good

clinical examination and evaluation of the lymph nodes in canine mammary cancer.
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Resumo

O comportamento bioldgico de neoplasias mamarias caninas pode variar consideravelmente
devido a sua grande heterogeneidade. Definir o prognostico e prever a evolucdo clinica é um
desafio para patologistas e oncologistas. Assim, o estudo de marcadores imuno-histoquimicos
que fornecam um progndstico assertivo e que sejam preditivos de resposta terapéutica é
necessario. O objetivo deste estudo foi avaliar o valor coordenado da expressdo de RE, RP,
Ki67 e COX-2 em neoplasias mamarias caninas para obter subgrupos de imunoprognostico.
Além disso, o estudo objetivou avaliar a resposta terapéutica de acordo com a expressao
desses marcadores. Foram incluidas 130 neoplasias mamarias caninas divididas em seis
subgrupos imunoprogndsticos de acordo com a expressdo imuno-histoquimica para RE/RP,
Ki67 e COX2. Melhor prognéstico com maior tempo de sobrevida foi associado as neoplasias
com positividade para RE/RP, Ki67<20% e baixo escore de COX-2. Maior risco de obito foi
associado a neoplasias com RE/RP+, Ki67 >20% e alto escore de COX-2 (HR=6.44, IC: 2.23-
18.54, P=0.001) e RE/RP-, Ki67>20% e alto escore de COX-2 (HR=5.45, IC: 1.05-28.35,
P=0.043). Terapia adjuvante foi realizada em 44% dos casos, com melhores respostas nos

grupos de piores prognosticos como estadio avancado, RE/RP- com ki67 ou COX2
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superexpresso (P=0.0310). A avaliagdo coordenada dos marcadores RE/RP, Ki67 e COX2 em
neoplasias mamarias caninas contribuiram para categorizar as pacientes em diferentes grupos
imunoprogndsticos e para selecionar pacientes que se beneficiardo de terapias adjuvantes.
Quimioterapia adjuvante e metrondmica foram benéficas para aumentar a sobrevida de cadelas

com altos riscos de obito.

Palavras-chave: tumor, mama, cadelas, quimioterapia, metronémica

Introducéo

Neoplasias de glandulas mamarias sdo comuns em cadelas ndo castradas (DOBSON et al.,
2002). O comportamento biologico das neoplasias mamarias caninas (NMC) varia
consideravelmente e pode ser influenciado por vérios fatores clinico-patoldgicos como: tipo
histoldgico, estadio clinico, tamanho do tumor, indice mitético, grau histologico, metastase
regional ou a distancia e densidade microvascular (CASSALI et al., 2014; SORENMO,
2003). Reconhece-se também o uso de marcadores imuno-histoquimicos em NMC para
fornecer o progndstico e, em alguns casos informacdo preditiva de resposta ao tratamento
(CASSALI et al., 2014).

A expressdo de receptores de estrogeno e progesterona é geralmente relacionada ao melhor
prognoéstico em carcinomas mamarios caninos (SORENMO, 2003). O aumento da expressao
dos marcadores de proliferacdo celular e progressdo tumoral, como o Ki67, HER-2 e EGFR, e
0 aumento da expressdo de moléculas relacionadas ao acido aracddnico como o COX-2 tem
sido associados com pior progndstico em cadelas com neoplasias mamarias (GAMA et al.,
2009; LAVALLE et al., 2009; MARTIN DE LAS MULAS et al., 2003; QUEIROGA et al.,
2010). A presenca desses marcadores de pior progndstico geralmente resulta em menor tempo
de sobrevida. Assim, a abordagem cirurgia ndo é suficiente para alcancar a cura,

demonstrando a necessidade de terapias adjuvantes.

Terapias alvo para o tratamento do cancer de mama ainda ndo sdo utilizadas em oncologia
veterinaria, devido a falta de padronizagéo de doses, avaliacdo de efeitos colaterais adversos e
alto custos dos medicamentos. Nesse sentido, a determinacdo de fatores prognosticos que
identifiqguem pacientes que se beneficiardo de tratamentos complementares vidveis em

oncologia veterinaria é importante. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a
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expressdo imuno-histoquimica de RE, RP, Ki67 e COX-2 em neoplasias mamaérias caninas e
categorizar subgrupos para avaliar a resposta terapéutica e a sobrevida especifica.

Metodologia

Pacientes

Este estudo retrospectivo incluiu cadelas com neoplasias mamarias atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro
de 2016.

O estadio clinico foi obtido a partir de uma versdao modificada do sistema TNM estabelecido
pela Organizacdo Mundial da Saude para tumores mamarios caninos, o qual avalia o tamanho
do tumor primério (T), metastase linfonodal regional (N) e metastase a distancia (M) (OWEN,
1980; SORENMO et al., 2011). Presenca de metastases em linfonodos inguinais e/ou axilares
foram confirmadas por meio de analise em hematoxilina e eosina (H&E) considerando-se
como positividade a presenca de células isoladas, micrometastases ou macrometastases. Para
pesquisa de metéastases em Orgdos distantes, todas as cadelas foram submetidas a exames
complementares de imagem como ultrassom abdominal e radiografias toracicas em trés
incidéncias (VD- ventro dorsal, LLD- latero lateral direita e LLE- latero lateral esquerda) no

momento do diagnostico e a cada trés meses até completar dois anos de periodo pos-cirurgia.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e ap6s a aprovagdo pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (protocolo 366/2016).

Histologia

Os blocos de parafina foram recuperados do arquivo do Laboratério de Patologia Comparada
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Os tumores foram classificados de acordo com
0s critérios histologicos veterinarios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Salde
(MISDORP et al., 1999), com modificacbes propostas por (CASSALI et al. (2014). A
neoplasia primaria de pior prognostico foi escolhida para a andlise em cadelas com lesfes
maultiplas. O grau histolégico foi obtido de acordo com ELSTON & ELLIS (1991). Os animais
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incluidos no estudo apresentavam estadio clinico avangado com qualquer tipo histolégico ou
tipos histologicos agressivos como carcinomas solidos, carcinomas micropapilares,
carcinomas lobulares pleomorficos e carcinossarcomas independente do estadio clinico
(CASSALI et al., 2014). Cadelas com outros tipos de cancer e casos cujos blocos de parafina

ndo estavam viaveis para o estudo imuno-histoquimico foram excluidos.

Imuno-histoquimica

As reacfes imuno-histoquimicas foram realizadas em sec¢des histologicas de 4um pelo
método do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase com um sistema comercial de
deteccdo de anti-rato/anti-coelho (Novolink Polymer Detection Sistem; Leica Biosistems,
Newcastle upon Tyne, Reino Unido) de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A
recuperacdo antigénica para RE, RP, Ki67 e COX-2 foi realizada em calor-Umido
pressurizado (Pascal®) com citrato pH 6,0 (DakoCytomation Target Retrieval Solution).
Todas as sec¢des foram incubadas com o anticorpo primario especifico: RE (1:50, clone 1D5,
Dako, Glostrup, Denmark), RP (1:50, hPRa2, Neomarkers, Fremont, CA), Ki67 (1:50, MIB-
1, Dako, Dako, Glostrup, Denmark) e COX-2 (1:80, clone SP21, Thermo, Hemel Hempstead,
UK) durante 16h em cadmara Umida a 4°C. A imunorreatividade foi visualizada com o
cromoégeno diaminobenzidina (DAB Substrate System, Dako, Carpinteria, CA, EUA) e
contra-corado com hematoxilina de Mayers. SeccBes de neoplasias mamarias com
positividade previamente confirmada para RE, RP, Ki67 e COX-2 foram utilizadas como
controles positivos. Para controles negativos o anticorpo primario foi substituido por solugédo

salina tamponada com fosfato (PBS).

Quantificacdo da imunorreatividade

O indice de proliferacdo celular (Ki67) e a marcacdo para RE e RP foram calculados pela
contagem manual do numero de nacleos positivos em um total de 500 células neoplasicas em
areas de imagem de melhor marcacao (zonas quentes) por meio de analise manual de imagens
no software Image J (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA). Foram
considerados positivos para RE e RP 0s casos com mais do que 10% das células neoplasicas
marcadas. Para determinar o ponto de corte da marcacao para Ki67 foi realizada uma analise
univariada para avaliar a influéncia dos escores de 10%, 15% e 20% na sobrevida especifica

das cadelas com NMCs. Essa analise demonstrou que apenas o escore de 20% foi associado
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com menor sobrevida especifica e por isso esse valor foi utilizado como ponto de corte para
classificar os casos com indice de proliferag&o alto e baixo.

A positividade para COX2 foi indicada pela marcacgédo do citoplasma das células neoplasicas.
A expressao de COX-2 foi determinada pelo sistema de escore semiquantitativo que considera
a distribuicdo — porcentagem de células positivas em cinco campos 400x: 0 =auséncia, 1=
<10% de células positivas, 2= 10-30%, 3= 31-60% e 4= mais de 61%, e intensidade 0=
auséncia (-), 1 = fraco (+), 2= moderado (++) e 3= forte (+++). Os escores de distribuicdo e
intensidade foram multiplicados para obtencdo de um escore total, com variacdo de 0 a 12,
com escore de 0 a 5 considerados baixo escore e de 6 a 12 como alto escore (LAVALLE et
al., 2009).

Estratificacdo dos grupos de acordo com 0s imunoprognosticos:

Para categorizacdo em grupos imunoprognosticos analise de sobrevida especifica para cada
marcador imuno-histoquimico foi realizada para avaliar o seu valor progndstico, de forma
isolada. A partir dessa avaliacdo prognostica prévia, as neoplasias foram divididas em seis
categorias distintas de acordo com a expressao coordenada dos marcadores RE, RP, Ki67 e
COX-2 para definir os grupos de imunoprogndsticos:

Grupo 1: RE/RP positivos (>10%), Ki67 baixo (<20%) e COX-2 baixo (escore 0 -5);

Grupo 2: RE/RP positivos (>10%), Ki67 alto (>20%) ou COX-2 superexpresso (escore de 6 —
12);

Grupo 3: RE/ RP positivos (>10%), Ki67 alto (>20%) e COX-2 superexpresso (escore de 6 —
12);

Grupo 4 - RE/RP negativos (<10%), ki67 baixo (<20%) ou COX-2 baixo (escore 0 — 5);
Grupo 5 - RE/RP negativos (<10%), Ki67 alto (>20%) ou COX-2 superexpresso (escore 6 —
12);

Grupo 6 - RE/RP negativo (<10%), Ki67 alto (>20%) e COX-2 superexpresso (escore 6 - 12).

Tratamento
Todas as cadelas foram submetidas a cirurgia como terapia inicial, incluindo mastectomia

simples, mastectomia regional ou mastectomia unilateral considerando os principios de
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cirurgia oncoldgica, localizacdo das lesdes e drenagem linféatica (Horta et al., 2014). Todos 0s
tutores foram informados do prognostico e a quimioterapia adjuvante foi recomentada para
todas as pacientes, porém em alguns casos houve recusa pelos tutores. Nesses casos as

pacientes foram tratadas exclusivamente por cirurgia.

As pacientes submetidas a quimioterapia adjuvante receberam quatro ciclos de carboplatina
(300mg/m?2) a cada 21 dias. Ao término do ciclo de quimioterapia adjuvante, pacientes com
neoplasias com experessdo elevada de COX-2 (escore de 6 — 12) foram submetidas a
quimioterapia metrondmica com ciclofosfamida na dose de 15mg/m? e firocoxibe (Previcox®)
na dose de 5mg/kg, por via oral a cada 24 horas durante seis meses ou ininterruptamente em

pacientes com metastases a distancia.

A resposta clinica ao tratamento foi avaliada a cada 21 dias durante as sessdes de
quimioterapia, com base no exame fisico com palpacdo no local da cicatriz cirtrgica para
avaliar presenca de recidivas. Apds o termino dos quatro ciclos de quimioterapia exames de
imagem (radiografia toracica e ultrassom abdominal) foram realizados e repetidos a cada trés

meses até completar dois anos de acompanhamento.

Acompanhamento

Todas as pacientes foram acompanhadas por um periodo minimo de dois anos (24 meses) para
avaliar a sobrevivéncia especifica (SS) definida como o tempo, em dias, entre a mastectomia e
a morte causada pela progressdo da doenga com evidencias de metastases em 6rgdos distantes
e sindromes paraneoplésicas (anorexia/caquexia). Pacientes que morreram de causas ndo
relacionadas ao cancer de mama foram censuradas na data do 6bito. O tempo de inicio da
observacao para cada paciente (To) foi definido como a data da remocéo cirdrgica do tumor

mamario. Os pacientes foram acompanhados até dezembro de 2018.

Anélise estatistica

Inicialmente realizou-se analise descritiva por meio da distribuicdo de frequéncias das
caracteristicas clinicas, patoldgicas e dos marcadores imuno-histoquimicos. A avaliacdo
coordenada dos marcadores imuno-histoquimicos foi utilizada para classificar as neoplasias de

acordo com o perfil de expressdo dos marcadores (grupos de imunoprognastico).
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As estimativas das curvas de sobrevida especifica de acordo com os marcadores imuno-
histoquimicos (RE, RP, Ki67 e COX-2), com os pardmetros clinico-patologicos (idade,
tamanho tumoral, estadio clinico, presenca de invasdo linfatica, grau e tipo histologico) e
grupos imunoprognosticos (1 a 6) em animais com neoplasias foram realizadas pelo método
de Kaplan-Meier. O teste de Log-rank foi utilizado para comparacdo das curvas de sobrevida e
considerou-se estatisticamente significativo os valores com P < 0,05.

A estimativa da sobrevida especifica de acordo com a marcacgédo de RE, RP, Ki67 e COX-2 foi
calculada levando em consideracdo apenas as pacientes com estadio inicial (I-111) e tratadas
somente por cirurgia para evitar interferéncias da evolugdo da doenca e do tratamento na
andlise. Os tipos histologicos foram divididos em dois grupos de acordo com o potencial de
agressividade: 1- carcinoma em tumor misto, carcinoma tubular e carcinoma papilar invasor,
todos em estadio clinico IV-V; 2- carcinoma solido, carcinoma micropapilar, carcinoma
lobular pleomoérfico e carcinossarcoma, independente do estadio clinico (CASSALI et al.,
2014; NUNES et al., 2018).

Para identificacdo do efeito independente da idade ao diagnoéstico, status reprodutivo,
tamanho do tumor, estadio clinico, tipo histoldgico, invasdo linfatica, grau histologico e
grupos de imunnoprogndstico utilizou-se 0 modelo uni e multivariado de riscos proporcionais
de Cox (Hazard ratio-HR), excluindo da analise cadelas submetidas a terapias adjuvantes.
Foram incluidas nessa andlise todas as varidveis que apresentaram p<0,05 na andlise de
regressdo de riscos proporcionais de Cox univariada. Para o ajuste do modelo, as variaveis
foram excluidas uma a uma e o processo de eliminagdo das variaveis foi finalizado quando o

valor de P de todas as variaveis do modelo foi menor do que 0,05.

Para avaliar o efeito da complementacdo terapéutica entre os animais com estadio inicial (I-
I11) e avancado (IV-V) foram realizadas analises univariadas de sobrevida especifica entre as
cadelas tratadas somente com cirurgia, cirurgia + quimioterapia e cirurgia + quimioterapia+

guimioterapia metrondmica.

Todas as analises foram realizadas no software Stata versao 14.0 e um valor de P<0,05 foi

considerado significativo.
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Resultados

Caracteristicas das pacientes e neoplasias

A idade média ao diagndéstico aos 10.97+ 3.02 anos (amplitude de 3 a 21 anos). Os dados

clinico-patologicos de cadelas com neoplasias mamarias estdo descritos na tabela 1. A

avaliacdo coordenada dos marcadores permitiu identificar seis grupos de imunoprogndsticos

(Tabela 2).

Tabela 1- Dados clinico-patoldgicos de cadelas com neoplasias mamarias malignas (n=130)

Variaveis N %
Idade

<10 anos 54 42.9
> 10 anos 72 57.1
Status reprodutivo

Castrada 39 39
Inteira 61 61
Uso de contraceptivos

Né&o 64 88.9
Sim 8 11.1
Ciclo estral

Regular 58 77.3
Irregular 17 22.7
Pseudociese

Ausente 38 50
Presente 38 50
Estadio clinico

I-111 45 35.1
(\VAY/ 83 64.9
Tamanho

T:<3.0cm 30 24.1
T,3.0-5.0cm 19 15.3
T3>5.0cm 75 60.6

Prognostico
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Bom

Ruim

Tipo histologico
Adenomioepitelioma maligno
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma papilar invasor
Carcinoma tubular
Carcinoma solido
Carcinossarcoma
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma micropapilar
Invasdo linfatica

Ausente

Presente

Grau histolégico

I

1|

i

Receptor de estrogeno
Negativo <10%

Positivo >10%

Receptor de progesterona
Negativo <10%

Positivo >10%

indice de proliferacéo celular (Ki67)

Baixo Ki67 <20%

Alto Ki67 >20%
Cicloxigenase 2 (COX-2)
COX-2 Baixo (1-5)
COX-2 Alto (6-12)

44
86

24

37

19

27

76
40

13
38
32

75
55

19
111

54
76

73
57

33.8
66.2

5.4
18.5
6.1
3.9
28.5
14.6
2.3
20.7

65.5
345

15.6
45.8
385

S1.7
42.3

14.6
85.4

41.5
58.5

56.1
43.9
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Tabela 2 — Distribuicdo da frequéncia das neoplasias mamérias caninas em grupos de

imunoprogndstico

Grupos RE/RP Ki67 COX-2 N (%)

1 + <20% Baixo 31 (23.8)

2 + >20% Ou Alto 50 (38.5)

3 + > 20% Alto 33 (25.4)

4 - <20% Baixo 2 (1.5)

5 - >20% Ou Alto 9 (6.9)

6 - > 20% Alto 5 (3.8)
Sobrevida especifica
Entre as cadelas com estadio inicial (I—I1I) foi observado menor tempo de sobrevida em

pacientes com neoplasias positivas para RE em relacdo as negativas (P=0.0412). Neoplasias

com positividade para RP apresentaram melhor prognostico com maior tempo de sobrevida

(ndo atingem a mediana) em relacdo as cadelas com receptores negativos para progesterona
(mediana aos 78 dias) (P=0.0346). Alta expressdo de Ki67 e alto escore de COX-2

contribuiram para menor tempo de sobrevida especifica em relacdo a ki67<20% e baixo

escore de COX-2 (P=10.0129 e 0.0082, respectivamente).
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Figura 1- Curva de sobrevida especifica de Kaplan-Meier de cadelas com neoplasias

mamarias em estadio I-111 de acordo com marcadores imuno-histoquimicos: A — Receptores

de estrogeno (P=0.0412) negativo ndo atinge a mediana (n=17) e positivo mediana aos 132

dias (n=6); B- Receptores de progesterona negativo mediana aos 78 dias (n=6) e positivo ndo
atinge a mediana (P=0.0346) (n=21), C- indice de proliferacdo celular Ki67 (P= 0.0129) baixo

nao atinge (n=11) a mediana e alto mediana aos 180 dias (n=12). D- Cicloxigenase- 2

(0.0082) baixo néo atinge a mediana (n=14) e alto mediana aos 147 dias (n=9).

Na avaliacdo de sobrevida especifica entre os grupos foi observado maior tempo de sobrevida

em cadelas do grupo 1 (RE/RP+, Ki67<20% e COX-2 baixo) com relagdo aos demais grupos
(P= 0.0125). As cadelas com neoplasias negativas para RE/RP, Ki67>20% e COX2
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superexpresso (grupo 6) apresentaram menor tempo de sobrevida. Devido ao baixo nimero de
casos ndo foi possivel avaliar a relagdo entre o grupo 4 (apenas uma cadela tratada somente

por cirurgia) e os demais grupos na curva de sobrevida especifica.
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1
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0.50
|
|

i

a 200 400 i i 200 1000
Sobrevida especifica [Dias)

0.00

Grupo 1 Grupo 2
Grupo 3 Grupo 5
Grupo 8

Figura 2- Curva de sobrevida de cadelas com neoplasias mamarias caninas de acordo com
subtipos progndstico de expressao de RE/RP, Ki67 e COX-2. Grupo 1: RE/RP+, Ki67<20% e
COX-2 de escore baixo (1-5), n=20, ndo atinge a mediana; Grupo 2: RE/RP+, Ki67>20% ou
COX-2 elevado, n=28, mediana de 153 dias; Grupo 3: RE/RP+, Ki67> 20% e COX-2 alto (6-
12), n=14, mediana de 147 dias; Grupo 5: RE/RP-, Ki67<20% e COX-2 baixo, n=9, mediana
aos 187 dias; Grupo 6: RE/RP-, Ki67>20% e COX-2 elevado (6-12), n=2, mediana aos 120
dias (P=0.0125).

Na analise univariada de sobrevida especifica (Log-rank) fatores progndsticos como idade
(P=0.7511), status reprodutivo (P=0.817) e tamanho do tumor primario (P=0.827) néo
apresentaram associacao significativa com a sobrevida especifica. Menor tempo de sobrevida
especifica foi associado significativamente com estadio clinico avangado (IV-V) (P=0.002),
neoplasias com alto potencial de agressividade (P=0.0002), alto grau histologico (l1I-111)
(P=0.047), presenca de invasao linfatica (P<0.0001) e os grupos de imunoprognostico (P=

0.012) com o grupo 6 apresentando maior risco em relacéo ao grupo 1.
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A tabela 3 apresenta a relacdo de risco de 6bito (HR) das varidveis com impacto no tempo de
sobrevida de cadelas tratadas somente com cirurgia. Estadio clinico avangado apresentou um
risco de Obito de HR=3.34 (IC= 1.47-7.57, P=0.004) em relacdo ao estadio inicial.
Diagnosticos de tipos histologicos com alto potencial de agressividade como carcinoma
lobular pleomérfico, carcinoma sélido, carcinoma micropapilar e carcinossarcoma resultaram
em um HR=4.52 (IC= 1.88-10.88, P=0.001) em relacdo as neoplasias de menor potencial de
agressividade em estadio clinico avancado (carcinoma em tumor misto, carcinoma papilar
invasor, carcinoma tubular). Presenca de invasdo linfatica e alto grau histologico
apresentaram riscos de 3.93 e 2.06 (1C=2.03-7.60 P=0.0001; 1C=1.14-3.74, P=0.017),
respectivamente. Maior risco de 6bito foi associado ao grupo 6 (RE/RP-, Ki67>20% e COX-2
alto) em relacdo as neoplasias com RE/RP+, Ki67 <20% e COX2 baixo. Em andlise

multivariada estadio clinico e os subgrupos permaneceram no modelo final.

Tabela 3- Analise uni e multivariada de sobrevida especifica de cadelas com neoplasias

mamaria, tratadas somente com cirurgia (n=73)

ANALISE UNIVARIADA

Variaveis
HR IC P valor
Idade
<10 anos versus > 10 anos 1.10 0.58-2.10 0.754
Status reprodutivo
Castrada versus Inteira 0.90 0.40-2.05 0.819
Estadio clinico
I-111 versus V-V 3.34 1.47-7.57 0.004
Tamanho tumoral
Ty versus T,-Ts 1.37 0.68-2.77 0.366
Potencial de agressividade
Baixo versus Alto 4.52 1.88-10.88 0.001
Invaséo linfatica
Ausente versus Presente 3.93 2.03-7.60 0.0001
Grau histolégico
I versus II-111 2.06 1.14-3.74 0.017

Grupos
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Grupo 2 versus grupo 1 3.59 1.42-9.09 0.007

Grupo 3 versus grupo 1 4.98 1.77-14.03 0.002
Grupo 4 versus grupo 1 3.04 0.97-9.49 0.055
Grupo 6 versus grupo 1 6.52 1.27-33.45 0.025

ANALISE MULTIVARIADA

Variaveis
HR IC P valor
Estadio clinico

I-111 versus V-V 4.09 1.78-9.38 0.001

Subgrupos
Grupo 2 versus grupo 1 4.21 1.63-10.88 0.003
Grupo 3 versus grupo 1 6.44 2.23-18.54 0.001
Grupo 4 versus grupo 1 3.78 1.20-11.87 0.022
Grupo 6 versus grupo 1 5.45 1.05-28.35 0.043

Sobrevida especifica de acordo com o tratamento e estadio clinico

Cinquenta e sete (43%) cadelas foram submetidas a terapias complementares ap0s
mastectomia, dessas trinta e seis (28%) foram tratadas com quimioterapia adjuvante e vinte e
uma (15%) receberam quimioterapia adjuvante e metronémica. Ao termino do periodo de
acompanhamento 26 (20%) das pacientes estavam vivas, 30 (23%) foram censuradas e 74
(57%) cadelas morreram devido a progressdo da doenca, com um tempo médio de

acompanhamento de 417 dias (intervalo 96 - 2089 dias).

Os diferentes tipos de tratamento ndo influenciaram o tempo de sobrevida especifica das
cadelas com estadio inicial do grupo 1 (RE/RP+, Ki67 <20% e COX-2 de baixo escore) (P=
0.9519) (Fig. 3A). Cadelas com neoplasias em estadio inicial e com RE/RP+, Ki67>20% ou
COX2 superexpresso (Grupo 2) tratadas com terapias adjuvantes apresentaram melhor
desfecho com maior tempo de sobrevida em relagdo as cadelas tratadas somente com cirurgia,
porém sem diferenca significativa (P= 0.5274) (Fig. 3C). Grupo 3 em estadio inicial
apresentou menor tempo de sobrevida quando tratados somente por cirurgia ( mediana aos
180 dias ) em relacdo ao tratamento com cirurgia + quimioterapia (mediana aos 242 dias) e
cirurgia + quimioterapia+ metrondmica (ndo atinge a mediana) (P=0.4083); (Fig 3E).
Nenhuma cadela em estadio inicial do grupo 4 (RE/RP-, Ki67<20% e baixo escore de COX2)

recebeu terapia complementar, o tempo médio de sobrevida dessas pacientes foi de 394,5 dias
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(minimo 98 e maximo de 730 dias). No grupo 5 e 6 ndo havia nenhuma cadela em estadio

inicial.

Em estadio clinico avancado as cadelas com neoplasias RE/RP+, Ki67 <20% e escore de
COX-2 baixo (Grupo 1) ndo atingiram a mediana de sobrevida especifica independente da
abordagem terapéutica (P=0.8596) (Fig. 3B). No grupo 2 (RE/RP+ com Ki67>20% ou COX2
superexpresso), cadelas tratadas somente com cirurgia apresentaram mediana de 84 dias em
relacdo as cadelas tratadas com quimioterapia adjuvante (mediana aos 207 dias) e
quimioterapia adjuvante + quimioterapia metrondémica (mediana de 314 dias) (P=0.2358)
(Fig. 3D). Cadelas com neoplasias RE/RP+, Ki67>20% e COX-2 superexpresso (Grupo 3)
apresentaram maior tempo de sobrevida especifica quando submetidas a quimioterapia
metrondémica (ndo atingem a mediana) em relacdo a cirurgia (120 dias) ou cirurgia e
quimioterapia (145 dias) (P=0.0045). Neoplasias com receptores hormonais negativos com
Ki67>20% ou COX-2 superexpresso (Grupo 4) apresentaram significativamente (P=0.0310)
maior tempo de sobrevida quando submetidas a quimioterapia adjuvante (ndo atingem a
mediana) ou quimioterapia metrondmica (mediana aos 431 dias) em relacdo as cadelas
tratadas somente com cirurgia (mediana aos 98 dias). Duas cadelas do grupo 5 (RE/RP-,
KI167>20% ou COX2 superexpresso) apresentavam estadio avancado, uma delas tratada
somente com cirurgia apresentou uma sobrevida de 180 dias a outra paciente foi submetida a
guimioterapia adjuvante estava viva apos 730 dias de acompanhamento. Duas cadelas foram
inseridas no grupo 6 (RE/RP-, Ki67>20% e escore elevado de COX-2), e a média de

sobrevida foi de 120 dias, tratadas somente com cirurgia.
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Figura 3- Curva de sobrevida de subtipos prognoéstico de expressdo de RE/RP, Ki67 e COX-2
de acordo com o tratamento e estadio clinico. A- Grupo 1 em estadio inicial: cirurgia,
cirurgia + quimioterapia e cirurgia + quimioterapia + metrondmica ndo atingem a mediana
(P=0.9519); B- Grupo 1 em estadio avancado: cirurgia, cirurgia + quimioterapia e cirurgia +
quimioterapia + metrondmica ndo atingem a mediana (P=0.859); C- Grupo 2 em estadio
inicial: cirurgia mediana aos 180; cirurgia + quimioterapia: mediana aos 868 dias; cirurgia +
quimioterapia e quimioterapia metronémica: ndo atinge a mediana (P=0.527) D- Grupo 2 em
estddio avancado: cirurgia 84 dias, cirurgia + quimioterapia 207 dias e cirurgia +
quimioterapia e quimioterapia metronémica 314 dias (P=0.235) E- Grupo 3 em estadio inicial
cirurgia: 180 dias cirurgia + quimioterapia: 242 dias cirurgia + quimioterapia+ metronémica:
ndo atinge a mediana (P=0.408); F- Grupo 3 em estadio avancado: Cirurgia mediana aos 120
dias, cirurgia + quimioterapia mediana aos 145 dias; cirurgia + quimioterapia + metronémica:
ndo atinge e mediana; (P=0.004) G- Grupo 4 em estadio avancado: Cirurgia mediana aos 98
dias, cirurgia + quimioterapia mediana aos 431 dias; cirurgia + quimioterapia + metronémica:

ndo atinge a mediana (P=0.031)

Discussao

A evolucdo clinica das neoplasias mamarias caninas é muito variavel, tornando importante a
identificacdo de fatores de prognosticos que permitam estabelecer uma melhor caracterizacdo
das neoplasias. Diversos estudos apontam uma variacdo significativa no percentual de
positividade para receptores hormonais em neoplasias mamarias malignas de cadelas, com
uma variagio de 10 a 92.3% para RE (CHANG et al., 2009; ILLERA et al., 2006; MARTIN
DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS, 2005; MILLANTA et al., 2005; YANG et al., 2006) e de
23.1 a 71.9% para RP (CHANG et al., 2009; MARTIN DE LAS MULAS; MILLAN; DIOS,
2005; MILLANTA et al., 2005). Corroborando com os resultados encontrados no presente
estudo, no qual uma proporcao de 43% de neoplasias positivas para RE e de 86% para RP foi
observada. Os hormdnios esteroides, estrogeno e progesterona, representam o principal fator
de risco para o desenvolvimento de tumores mamarios. O efeito proliferativo desses
hormonios sob o epitélio ocorrem repetidamente em cada ciclo estral e o risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias € determinado pela intensidade e duracdo da
exposicao do epitélio mamario & a¢éo conjunta de estrogeno e prolactina (QUEIROGA et al.,
2005; RUTTEMAN, BLANKENSTEIN, MINKE, & MISDORP, 1991; SORENMO et al.,
2013).
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Corroborando com estudos prévios (MILLANTA et al., 2005; CHANG et al., 2009), um
maior tempo de sobrevida foi observado em cadelas com neoplasias RP+. Em mulheres com
cancer de mama positivo para receptores hormonais, o tratamento com tamoxifeno melhora a
sobrevida (GOLDHIRSCH et al., 2013). No entanto, em medicina veterinaria a terapia
antiestrogénica resultou no aparecimento de diversos efeitos colaterais como edema vulvar,
incontinéncia e infeccdo do trato urinario, endometrite, piometra e cistos ovarianos
(TAVARES et al., 2010). Assim, a ovarioisterectomia (OHE) pode ser benéfica para inibir a
acao da estimulacdo hormonal em cadelas com neoplasias com receptores hormonais
positivos, pois isso eliminaria uma fonte de estimulacdo hormonal para quaisquer células

tumorais remanescentes.

Em cadelas com tumores mamarios, os estudos mostram pontos de corte distintos para Ki67
(PENA et a., 1998; SARLI et al., 2002; SANTOS et al, 2013; ABADIE et al., 2017). No
presente estudo, um ponto de corte de 20% apresentou impacto significativo no tempo de
sobrevida especifica. PENA et al (1998) mostraram que altos valores de Ki67 (>24%)
estavam associados com presenca de metastase linfonodal, pior sobrevida e menor tempo livre
de doenca. FERREIRA et al (2009) observaram que altos valores de Ki67 estavam
associados com tumores maiores que 5.0 cm. Outro estudo, com um ponto de corte de 40% de
células positivas para Ki67, mostrou que o alto indice de proliferacdo celular (Ki67 >40%)
estava associado com menor tempo livre de doenca e pior sobrevida (SANTOS et al., 2013).
Na medicina humana, a alta expressdo de Ki-67 em células neoplasicas esta correlacionada
com progndstico ruim, mas, ao mesmo tempo, foi demonstrado que pacientes com alto Ki-67
responderam bem a quimioterapia, provavelmente devido a alta atividade proliferativa
(TOKUDA et al.,, 2017). No presente estudo, cadelas com neoplasias com alto Ki67
apresentaram pior prognostico, porem melhor evolucdo clinica foi observada quando houve
associacdo de terapias (quimioterapia adjuvante + quimioterapia metronémica). Esses achados

reforgam o tratamento do cancer de cadelas deve incluir terapias multimodais.

Os carcinomas micropapilares, solidos, tubulares e carcinosarcomas apresentam uma menor
sobrevida global quando comparados aos carcinomas em tumores mistos e carcinomas
papilares (NUNES, 2014; NUNES et al., 2019). No presente estudo, demonstramos um maior
risco de Obito associado a esses tipos histoldgicos, evidenciando que o tipo histoldgico € um

fator progndstico em neoplasias mamarias caninas. Eevidenciamos um maior risco de 6bito
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associado ao grupo de imunoprognéstico com receptores hormonais negativos , ki67>20 e alta
expressdo de COX-2. A avaliacdo da expressdao coordenada desses marcadores resulta em
uma melhor definicdo do progndstico, visto que a presenca de mais de um fator prognostico
negativo apresenta um grande impacto na sobrevida de cadelas com neoplasias mamarias. De
acordo com a literatura, a expressdo de receptores hormonais diminui progressivamente a
partir de lesGes hiperplasicas/displasicas, neoplasias benignas e neoplasias malignas em
comparacdo com a mama normal (CHANG et al., 2009). HELLER et al (2005) mostraram
que expressao aumentada de Cox-2 estava associada a tipos histologicos agressivos, como 0s
carcinomas anaplasicos de cadelas. LAVALLE et al (2009) observaram que a alta expressao
de Cox-2 em neoplasias mamarias caninas estava associada a pior prognéstico e menor tempo
de sobrevida. De forma isolada a alta expressdo de COX-2 demonstra um impacto na
sobrevida de cadelas com neoplasias mamarias, resultados semelhante sdo descritos por
LAVALLE et al., (2012). Inibidores de COX-2 como firocoxibe sdo usados no tratamento de
tumores mamarios caninos que expressam COX-2, (LAVALLE et al., 2009). A combinacgéo
de terapias mostrou ser benéfica para as cadelas com alta expressdo de COX-2, indice elevado
de Ki67 e em estadio clinico avangado, portanto com pior prognostico, levando a um aumento
na sobrevida das pacientes em compara¢do com o tratamento cirdrgico isolado. Resultados
semelhantes foram reportados por DE CAMPOS et al., 2018, que demonstraram beneficio
clinico para pacientes em estagios clinicos avancados com terapia multimodal, incluindo

terapias antiangiogénicas e imunomoduladoras.

O estadio clinico teve um importante valor prognostico. Um estudo prévio comparou a
sobrevida de animais tratados com diferentes terapias adjuvantes e aqueles tratados apenas
com cirurgia, verificando que pacientes com estadio clinico avancado se beneficiam da terapia
complementar (LAVALLE et al., 2012). No presente estudo, ndo foi observado beneficio da
complementacdo terapéutica em cadelas em estadio inical o que pode ser justificado pela

associagao com fatores de bom prognostico.

Quimioterapicos citotdxicos convencionais, em dose maxima tolerada (DMT) causam danos
diretos ao DNA celular durante o seu ciclo de diviséo celular para destruir o maximo possivel
de células neoplasicas (HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000). A combinacdo de
estratégias antiangiogénicas com protocolos de quimioterapia em DMT sdo associados a

beneficios clinicos no tratamento de tumores malignos (PIERINI et al., 2012). Além disso,
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tratamentos com agentes Unicos sdo geralmente considerados menos eficazes quando
comparado aos tratamentos multimodais (EHRKE, 2003). Nesse sentido, evidenciamos que a
associacdo de protocolos convencionais com quimioterapia metrondmica contribuiu para uma
melhor evolucdo clinica e maior tempo de sobrevida, esses resultados promissores muito
provavelmente ocorreram em decorréncia do efeito antiangiogénico. A expressédo da COX-2
ndo estd somente confinada ao componente epitelial do tumor; existe uma relagdo linear
significativa entre a neovascularizacdo e a expressdo aumentada da COX-2 (DAVIES et al.,
2003). Com essas evidencias, ressaltamos a importancia do estudo da expressdo de COX-2
para fundamentar a indicagdo de terapia metrondmica em casos de escore elevado (6-12). A
quimioterapia metronémica além de apresentar uma agdo citotoxica direta, devido a exposi¢do
continua das células cancerigenas aos farmacos, inibe a angiogénese tumoral, a qual é um
processo critico para o desenvolvimento, progressdo e metastases das neoplasias
(HANAHAN; BERGERS; BERGSLAND, 2000).

Como limitagcdes no presente estudo ndo foi possivel avaliar o beneficio do tratamento em
todos os grupos devido a baixa frequéncia de neoplasias RE/RP-. Entretanto, como
contribuicéo o estudo demonstrou que a avaliagcdo coordenada dos marcadores RE, RP, Ki67 e
COX2 foi uma importante ferramenta para a categorizacdo de cadelas com neoplasias
mamarias em subgrupos de imunoprognostico. Além disso, o estudo desses marcadores
imunoprogndsticos pode contribuir para a indicacdo de complementacdo terapéutica em

cadelas com cancer de mama.

Concluséo

O estudo permitiu categorizar cadelas com neoplasias mamarias em diferentes grupos
prognoésticos com implicacdes terapéuticas. Neoplasias com receptores hormonais negativos,
ki67>20% e escore 6-12 de COX-2 apresentaram pior progndstico em comparacdo com 0S
demais grupos avaliados. Protocolos de quimioterapia e quimioterapia metronémica sé@o

benéficos para cadelas com doenga metastatica.
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8. CONCLUSOES GERAIS
- O estudo imuno-histoquimico com a determinacdo dos marcadores RE, RP, Ki67, HER2,
EGFR e CK5/6 permitiu a identificacdo dos subtipos luminal A, luminal B HER2-, luminal B

HER2+ e triplo negativo em neoplasias mamarias caninas;

- O escore de ki67>20% permitiu estabelecer um valor progndstico para diferenciagdo entre

neoplasias luminal A e luminal B HER2-;
- Na analise uni e multivariada os subtipos luminal A, luminal BHER2-, luminal B HER2+ e
triplo negativo foram varidveis significantes que influenciaram na sobrevida, observando-se

que o subtipo luminal B HER2+ demonstrou maior risco de obito.

- Os subtipos luminais apresentaram frequéncia elevada, o que esta de acordo com o descrito

para o cancer de mama na mulher e alguns estudos em medicina veterinaria;

- O subtipo luminal A apresenta melhor progndéstico com maior tempo de sobrevida (SS, DFI,

OS) em relacdo aos demais imunofenotipos;

- Neoplasias de melhor prognostico, como carcinoma em tumor misto, séo com maior

frequéncia associadas ao subtipo luminal A;
- Fatores de bom progndstico como baixo grau histoldgico, estadio clinico inicial, auséncia de
invasdo linfatica e tipos histoldgicos ndo agressivos sdao mais frequentes em neoplasias

luminais.

- Cadelas com neoplasia luminal A apresentam menor risco de ébito em relacdo aos demais

subtipos imunofentotipos;

- Luminal B HER2- ¢ o subtipo mais frequente

- Luminal B HER2+ apresenta pior progndstico com um menor tempo de sobrevida
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- Estadio clinico foi a varidvel que influenciou de forma significante a sobrevida de cadelas
com neoplasias luminais, enfatizando a importancia do estadio completo de cadelas com
neoplasias mamarias

- Supexexpressdo de COX-2 é um importante fator prognostico com impacto na sobrevida

- Neoplasias com receptores hormonais positivos, baixo indice de proliferacdo celular (Ki67)

e escore de 0-5 para COX-2 estdo associadas a melhor prognostico

- A avaliacdo da expressdo imuno-histoquimica para RE, RP, Ki67 e COX-2 possibilita

melhor avaliacdo do prognéstico em neoplasias mamarias caninas.

- Pacientes com neoplasias com COX-2 superexpresso se beneficiam de terapias com

inibidores de COX2 em associagdo com terapia antiangiogénica
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Como forma de elucidar os questionamentos que deram origem a este estudo, ressaltamos que
0 grupo de pesquisadores do Laboratério de Patologia Comparada da UFMG vem
desenvolvendo ao longo dos ultimos 20 anos diversos projetos priorizando a classificagdo
histoldgica, a abordagem clinica e a padronizagdo de marcadores progndésticos e preditivos em
neoplasias mamarias de cadelas. Nesse sentido, realizamos um amplo levantamento
epidemioldgico, clinico-patolégico com mais de 1500 casos de neoplasias mamarias em
cadelas que resultaram na publicacdo de dois artigos: Epidemiological, clinical and
pathological evaluation of overall survival in canines with mammary neoplasms (NUNES et
al, 2018) e Mixed tumors of the canine mammary glands: evaluation of prognostic factors,
treatment, and overall survival (NUNES et al., 2019). O primeiro estudo contribuiu para
validacdo dos critérios estabelecidos pelo Consensus for the diagnosis, prognosis and
treatment of canine mammary tumors (CASSALI et al., 2014). Os resultados com dados do
tempo de sobrevida das pacientes e avaliacdo dos fatores prognésticos como tamanho do
tumor, estadio clinico, grau e tipos histologicos reforcam a importancia de se adotar um
sistema padronizado de classificacdo e aborgadem de cadelas com neoplasias mamarias. O
estudo confirmou ainda o potencial de agressividade dos tipos histologicos: carcinoma
micropailar, carcinoma solido, carcinoma tubular grau Ill e carcinossarcoma, conforme
proposto por CASSALI el al. (2014). O segundo estudo avaliou dados epidemiolégicos,
clinico-patologicos, fatores prognosticos e abordagens terapéuticas em cadelas com tumores
mistos (tumor misto benigno, carcinoma em tumor misto e carcinossarcoma). Nesse estudo,
0s autores concluiram que é importante estudar os tumores mistos e compreender a progressao
tumoral. Carcinomas em tumores mistos sdo as neoplasias mais frequentes em cadelas e
apresentam bom comportamento bioldgico, mas seu prognostico pode variar dependendo da
sua associacdo com outros subtipos histoldgicos epiteliais. Contudo, mesmo em estadios
clinicos avangados, cadelas com carcinomas em tumores mistos sobrevivem mais do que
cadelas com carcinossarcomas. Esses estudos avaliaram amplamente as neoplasias mamarias
caninas observando uma diversidade de tipos histolégicos com diferentes comportamentos

bioldgicos e evolugdo clinica.

Como sabemos, o cancer de mama na mulher compreende um grupo heterogéneo influenciado

por diversos fatores que vdo desde a apresentacdo morfologica, clinica, molecular até a
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resposta terapéutica. O avanco em tecnologias moleculares de expressdo génica e a definicéo
do imunofendtipo por meio do estudo do perfil imuno-histoquimico contribuiu e revolucionou
a classificacdo e a abordagem do cancer de mama na mulher. Desde o seu advento, grupos
prognosticos sdo estabelecidos com implicacbes preditivas que permitem um tratamento

individualizado para mulheres com cancer de mama.

Diversos estudos, incluindo os do nosso grupo, reforcam as semelhangas entre o cancer de
mama na mulher e na cadela, apontando a cadela como um modelo espontaneo do cancer de
mama para a espécie humana. De fato, neoplasias mamarias em cadelas também
compreendem um grupo de doengas notavelmente diverso, reflexo de variagdes em seus
padrdes histoldgicos, molecular e comportamento bioldgico. A busca por um método
confiavel e assertivo de prognostico, a luz do que vem sendo realizado na medicina, levou
diversos investigadores a adotar a classificacdo molecular para tumores mamarios caninos.
Entretanto, em medicina veterinaria, uma padronizacdo e validacdo de marcadores imuno-
histoquimico sdo necessarias. Os estudos apresentam metodologias diferentes que védo desde a
selecdo dos marcadores, execucdo da técnica a critérios de avaliacdo de positividade dos
mesmos. Além disso, os estudos apresentam diferentes classificacdes imunofenotipicas e com
resultados que ndo refletem um prognoéstico confidvel, ndo havendo concordancia entre os

autores o que dificulta a sua comparagéo.

Nesse sentido, buscamos empregar uma classificacdo padronizada e bem estabelecida na
medicina humana para definir os imunofendtipos das neoplasias mamarias caninas. O
consenso St Gallen com diretrizes preconizadas para a classificagdo de imunofendétipos na
mulher ainda ndo havia sido empregado para a classificacdo das neoplasias mamarias em
cadelas. Com a classificacdo dos subtipos imunofenotipicos foi possivel definir grupos com
implicacdes no prognostico. Os subtipos luminais foram mais frequentes na populacdo de
estudo, caracterizando de forma ampla o que os patologista e oncologistas se deparam na
rotina do diagnostico de cancer de mama em cadelas. Esse grupo de neoplasias representam
0s questionamentos diarios quanto a abordagem terapéutica e definicdo do progndstico. O
subtipo luminal A foi associado com estadio clinico inicial, carcinoma em tumor misto,
auséncia de invasao linfatica, menor grau histologico, maior tempo de sobrevida especifica e
maior tempo livre de doenga. Luminal B HER2- foi o subtipo mais frequente no presente

estudo e associado com tipos histolégicos com alto potencial de agressividade como
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carcinoma micropapilar e carcinoma sélido, alto grau histoldgico, invasdo linfatica, recidivas
e metastases. Pior prognostico também foi associado ao subtipo Luminal B HER2+, com

menores taxas de sobrevida e maior risco de ébito.

O maior desafio para os oncologistas é estabelecer o progndstico e decidir quais pacientes se
beneficiardo de terapias complementares. Nesse sentido o perfil molecular pode auxiliar na
definicdo de grupos prognosticos, mas ainda ndo tem valor preditivo para o cancer de mama
em cadelas, uma vez que terapias alvo ainda nédo estdo disponiveis, apresentam alto custo e
ndo hé doses estabelecidas. Em contrapartida, a defini¢do do imunoprognéstico com o estudo
de RE, RP, Ki67 e COX-2 além de fornecer valor prognostico é também preditivo. Cadelas
com neoplasias com expressdo negativa para receptores hormonais, alta expressao de Ki67 e
COX-2 apresentam pior prognostico, porém se beneficiaram de terapias adjuvantes
multimodais com o uso de quatro ciclos de carboplatina seguido de ciclofosfamida e
firocoxibe de forma metronémica. A avaliagdo da expressdo de COX-2 é um fator
prognoéstico extremamente importante no cancer de mama em cadelas, pois fornece uma
alternativa terapéutica com resultados promissores, baixo custo e com poucos efeitos

adversos.
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