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Fatores de progndstico em carcinomas mamarios caninos
e sua relacao com expressao de HER2

Prognostic Factors in Canine Mammary Carcinomas and HER2 Expression Relationship
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Tais Meziara Wilson, Thais de Almeida Moreira & Mariana Batista Andrade

ABSTRACT

Background: The human epidermal growth factor type 2 (HER2) receptor is a membrane glycoprotein tyrosine Kinase.
In woman, HER?2 expression is diagnosed in 30% of breast carcinomas and it is associated with a worse prognosis, higher
rate of recurrence and mortality. In the bitch, the HER2 overexpression in canine mammary tumors is still controversial
and the prognostic value remains uncertain. Thus, we aimed to verify the HER2 expression in canine mammary carcinomas
and relate it to the type and histological grade, lymph node metastasis and clinical staging.

Materials, Methods & Results: Ninety bitches diagnosed with mammary carcinoma were included in this study. The inclu-
sion criteria were bitches with complete clinical examination, thoracic radiographic examination and submitted unilateral
or bilateral mastectomy. Ninety-nine samples of mammary carcinoma were used and the fragments of tumor and regional
lymph nodes were fixed in 10% neutral formalin for histopathological and immunohistochemistry analysis. The lesions
were evaluated by two pathologists and classified according to the type and histological grade. HER2 expression was per-
formed by semi-quantitative analysis of the slides according to the HerceptTestTM (Dako) recommended score. Simple
carcinomas were the most frequent (51.51%) followed by complex carcinomas (46.47%) and in situ carcinoma (2.02%).
The histological grade of 97 carcinoma samples was attributed, except in situ carcinoma, 37 (38.14%) of the neoplasms
were grade I, 50 (51.55%) grade IT and only 10 (10.31%) tumors were classified as grade III. Forty bitches were submitted
to clinical staging (TNM) and 42.50% of the bitches received staging in grade I and, 25% of the bitches staged in grade IV
and V, with metastases. The HER2 expression, 13/99 samples (13.13%) received score +2, 19/99 (19.19%) score +1 and
absence of marking (score 0) was identified in 67 samples (67.80 %). Immunostaining in hyperplastic or normal epithelial
cells was evidenced, often in association with weak or moderate cytoplasmic labeling. Of the samples expressing +2 score
for HER2 (n = 13), eight samples (17.39%) were complex carcinoma and five (9.80%) simple carcinomas. There was no
relationship between HER2 immunostaining with age, tumor size, TNM, histological type, histological gradation, lymph
node metastasis and distance. Animals with lymph node metastasis, as well as those diagnosed with distant metastasis, did
not present HER2 expression in the tumors.

Discussion: The simple carcinoma seems to be the most frequent type histological diagnosed in canine mammary carci-
nomas, followed by carcinoma in mixed tumor and complex carcinoma. Tubulopapillary carcinomas are more invasive in
the female dogs as well as in the woman. Carcinomas grade I and II are more frequent and present a better prognosis for
the dog. However, bitches with grade III carcinoma survived for a shorter time when compared to dogs with grade I or II
tumors. A factor that may have contributed to the lower number of bitches at worst prognostic stage (EC IV and V) is the
current owners’ awareness that they have sought veterinary help earlier, as soon as they detect small nodules in mammary
gland. Overexpression of HER2 in women breast cancer is diagnosed in 20-30% of cases, whereas in bitches, this expres-
sion is variable. Also the different percentages of canine HER2 immunostaining are due to the lack of standardization for
the analysis of the immunostaining, the immunohistochemical techniques employed and the non-specificity of the HER2
antibody. In canine mammary carcinomas the HER2 expression in low and this immunostaining is not related to other
established prognostic factors. This study reinforces the hypothesis put forward by other authors that in the bitch the ex-
pression of HER2 may not be related to malignancy and tumor progression.
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INTRODUCAO

Os tumores mamarios s3o as neoplasias mais
comuns em cadelas [27] sendo que mais de 75% dos
casos sao considerados malignos [5,20]. As neoplasias de
mama de cadelas constituem um grupo heterogéneo de tu-
mores quanto aos padrdes histoldgicos e comportamento
biolégico [25,33] o que torna mais complexo e urgente a
identificacdo de fatores de progndstico e preditivos [24]
que possibilitem diagnosticar e tratar de forma mais eficaz
animais portadores de tumor de mama [28].

O receptor do fator de crescimento epidérmico
humano tipo 2 (Human Epidermal Growth Factor Re-
ceptor type 2 - HER2) € uma glicoproteina de membrana
da familia tirosina-quinase, codificada por um gene de
mesmo nome [15]. Na mulher, a expressdo de HER2
em cancer de mama ¢é diagnosticada em 20 a 30% dos
carcinomas de mama [11] e estd associado a um pior
prognoéstico, maior taxa de recorréncia e mortalidade [36].

Na cadela, a superexpressao de HER2 em tu-
mores mamarios caninos (TMC) ainda é controversa
[4,22]. Estudos prévios que investigaram o papel do
HER2 nos TMC com emprego da imunohistoquimica
ndo sdo consensuais, com resultados de imunoex-
pressdo em tumores malignos variando de 19,1 a 48%
[6,12,15,29,31]. Além disso, seu valor progndstico
permanece incerto [6,8,11,15,26].

Apesar do HER 2 ser importante biomarcador
terapéutico e de prognéstico do cancer de mama em
mulheres, sua relevancia ainda nao é bem estabelecida
em tumores mamadrios de cadelas [4]. Dessa forma, ob-
jetivou-se verificar a expressdo de HER2 em carcinomas
mamadrios de cadelas e relaciona-la com o tipo e grau
histolégico, idade das cadelas, metastase em linfonodos
e a distancia, tamanho tumoral e estadiamento clinico.

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidas neste estudo 99 amostras de
mama provenientes de 90 cadelas diagnosticadas com
carcinoma no Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Os cri-
térios de inclusdo foram: cadelas com exame clinico
detalhado, exame radiografico de térax para pesquisa
de metastase pulmonar e que foram submetidas ao tra-
tamento cirdrgico de exérese de tumor de mama (mas-
tectomia unilateral ou bilateral total). Foram excluidas
do estudo cadelas com histérico de uso de farmacos que
pudessem interferir com o desenvolvimento tumoral
(drogas anti neopldsicas, anti-inflamatérios).

O estadiamento clinico (TNM) foi realizado
conforme a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
[21,35]. Os fragmentos de cada tumor mamario e de
linfonodos regionais retirados cirurgicamente, foram
fixados em formol tamponado 10%, submetidos ao
processamento histolgico para confec¢ao de laminas de
microscopia coradas em hematoxilina e eosina (HE). A
avaliacdo histoldgica foi atribuida por dois patologistas
e as neoplasias mamarias foram classificadas de acordo
com os tipos histolégicos [17] e gradacao histolégica [7].

As amostras de carcinomas mamdrios foram
submetidas a imunohistoquimica [3,12]. A recuperacio
antigénica por calor foi realizada em micro-ondas na
poténcia alta (720 W) por 15 min em solug@o acido
etilenodiamino tetra-acético dissdédico (EDTA) 10 mM,
pH 9. Em seguida, as laminas foram resfriadas em dgua
corrente por 20 min. Para o bloqueio de peroxidase
enddgena utilizou-se dgua oxigenada 10V, 10 banhos
de 3 min cada.

O anticorpo anti HER2 monoclonal (Anticorpo
anti HER2 monoclonal SP3- SAB5500080)' foi diluido
1:400 em soro albumina bovina (BSA) 1%. Os cortes
receberam 100 pL. do anticorpo e foram incubados por
18 h, 4°C em camara imida. Apds incubagao as laminas
foram lavadas com solug@o TRIS tampao (2-Amino-2-
-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) e utilizou-se a téc-
nica de estreptavidina-biotina-peroxidase (Complexo
estreptavidina-peroxidase K069011 - LSAB + HRP
(rabbit/mouse/goat)’. A reagio foi revelada com diami-
nobenzina (Diaminobenzina - DAKO- K3468, DAB)?,
as laminas foram contra coradas com Hematoxilina de
Harris por 2 min e montadas.

Como controle positivo da reagdo, utilizou-se
corte histolégico de carcinoma mamario de mulher pre-
viamente testado para expressao de HER2 e com escore
+3 [2]. Como controle negativo, substitui-se o anticorpo
primdrio pelo diluente do anticorpo (BSA 1%).

A expressao de HER 2 foi determinada por ané-
lise semi quantitativa, realizada a partir da verificagdao
da marcacdo da membrana das células epiteliais, con-
forme escore recomendado pelo HerceptTest™ (Dako).
O escore +3 foi atribuido no caso de imunomarcagao
intensa, uniforme e completa de membrana plasmaética
em mais de 80% das células epiteliais da amostra tu-
moral. No escore +2 observou-se imunomarcacio com-
pleta ou incompleta de membrana, em mais de 10% de
células epiteliais neopldsicas. O escore +1 foi atribuido
no caso de marcacgdo fraca e incompleta de membrana
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plasmaética, em pelo menos 10% de células epiteliais, e
o escore 0 quando nao houve marcacido de membrana
plasmética. As imunomarcacdes de secre¢des luminal,
em epitélio normal e acimulos extracelulares na amos-
tra do tecido foram desconsideradas. Os tumores com
escore +3 e +2 foram considerados positivos.
Relacionou-se estatisticamente a expressao de
HER?2 com o tipo histolégico do tumor mamario, sendo
que os carcinomas foram agrupados em simples (tubu-
lopapilar, sélido e anaplasico) e complexos. Avaliou-se
também a relacdo da expressdo de HER2 e a idade, o
estadiamento clinico, o grau histolégico, o tamanho
tumoral, metdstase regional e metdstase a distancia.
Quanto a andlise estatistica, a relacdo entre
expressdo de HER2 e tipo de carcinoma (simples e
complexo) e os tipos individuais de carcinomas ma-
marios foi determinada pelo teste Qui-quadrado (y*)
por meio do programa Action 2.5 em Microsoft Excel
2007. Ainda, utilizou-se o teste Qui quadrado (P <
0,05) para avaliar a relacdo entre tipos de carcinomas

com o estadiamento clinico, grau de malignidade,
tamanho tumoral e metdstase regional com o escore
de marcacgdo na IHQ. Por fim, utilizou-se o teste de
Mann Whitney para verificar a relagdo entre a grau
histolégico dos carcinomas e o escore de marcacao
por HER2 (P < 0,05).

RESULTADOS

A idade das 90 cadelas com tumores mamarios
variou de quatro a 17 anos, com média de 10,03 + 2,84
anos. A maior distribuicdo dos pacientes foi entre 8
e 13 anos.

Das 99 amostras de carcinomas mamarios de ca-
delas, 51(51,51%) foram diagnosticadas como carcinoma
simples, 46(46,47%) como carcinoma complexo (Figura
1A) e 2(2,02%) carcinoma in situ. Quanto aos tipos his-
tolégicos, o carcinoma tubulopapilar (Figura 1B) foi o
tipo mais frequente de carcinoma simples, diagnosticado
em 74,50% das amostras, seguido do carcinoma sdlido
(23,54%) e o anaplasico (1,96 %) [Tabela 1].
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Figura 1. Fotomicrografias de carcinoma complexo e tubulopapilar em mama de cadela. A- Carcinoma complexo mamario, hematoxilina e eosina (HE),
[100X]. Notar células epiteliais neopldsicas organizadas ora em tibulos, ora em feixes e tecido mioepitelial proliferado. B- Carcinoma tubulopapilar mamério.
[HE, 100X]. Notar células epiteliais atipicas, com moderado pleomorfismo, organizadas em tibulos. C- Imunomarcagdo para HER2 pela técnica de imu-
nohistoquimica em carcinoma complexo. Notar grupo de células epiteliais neopldsicas em formacao tubular imunomarcadas para HER2 escore +2 (seta).
[100x, contra colora¢ao, Hematoxilina de Harris]. D- Carcinoma tubulopapilar, imunomarcacdo HER?2 escore +2, [100X, contra coloragdo hematoxilina].
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Tabela 1. Frequéncia dos tipos histolégicos de carcinomas mamadrios de cadelas de acordo com grau

histolégico.
Tipo Histolégico Grau n %
1 11 11
Carcinomas simples 51 51,51
carc. anapldsico 0 0 1 1
carc. sélido 2 5 5 12
carc. tubulopapilar 17 19 2 38
Carcinoma complexo 18 26 2 46 4647
Carcinoma in situ - - - 2 2,02
Total 99 100

Tabela 2. Caracteristicas clinicopatoldgicas de cadelas com neoplasia mamadria e relacdo com os escores de

imunomarcacdo de HER2.

Caracteristica clinicopatolégica n HER?2 0/ +1 HER?2 +2 P
Idade (n =90) 0,09
<10 anos 37 27(72,97%) 10 (27,03%)
>10 anos 53  51(96,23%) 2 (3,77%)
Tamanho tumoral (n = 99) 0,13
<3cm 47 38 (80,85%) 9 (19,15%)
3a5cm 27  25(92,59%) 2 (7,41%)
> 5cm 25 23 (92%) 2 (8%)
Estadiamento clinico (n = 40) 0,10
I, Il eIll 30 25(83,33%) 5 (16,67%)
VeV 10 10 (100%) 0
Tipos de carcinomas (n = 99) 0,69
Simples 51 46(90,20%) 5 (9,80%)
Complexos 46 38 (82,61%) 8 (17,39%)
Carcinoma in situ 2 2 (100%) 0
Gradacio histoldgica (n = 99) 0,51
I 37  32(86,49%) 5 (13,51%)
11 50 42 (84%) 8 (16%)
I 10 10 (100%) 0
Metastase em linfonodo (n = 40) 0,43
Ausente 32 27(84,38%) 5 (15,62%)
Presente 8 8 (100%) 0
Metastase a distancia (n = 40) 0,54
Ausente 35  30(85,71%) 5 (14,29%)
Presente 5 5 (100%) 0

O grau histolégico foi atribuido a 97(97,98%)
amostras de carcinomas, exceto o carcinoma in situ
(n = 2), sendo que 37(38,14%) das neoplasias eram
de grau I, 50(51,55%) grau II e apenas 10(10,31%)
tumores foram classificados como grau III (Tabela 1).

Das 90 cadelas avaliadas, 40(44,44%) tiveram
linfonodos inguinais, ipsilaterais a neoplasia mamadria,
retirados cirurgicamente. Verificou-se a presenca de
metastases em oito linfonodos (20%) e 32(80%) nao
apresentaram metdstase em linfonodo inguinal.
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A partir da avaliag@o da presenca de metdstases
em linfonodos, estas 40 cadelas foram submetidas ao
estadiamento clinico (TNM), sendo que 17(42,50%)
apresentaram estadiamento clinico (EC) I, nove ani-
mais (22,50%) EC 11, quatro cadelas (10%) EC 111, cin-
co (12,50%) EC1V e cinco (12,50%) EC 'V (Tabela 2).

Quanto a expressdo de HER2, 13/99 amostras
(13,13%) receberam escore +2, 19/99(19,19%) escore
+1 e auséncia de marcacio (escore 0) foi identificada
em 67 amostras (67,80%). Nenhuma amostra de ne-
oplasia mamdria apresentou imunomarcagdo +3 para
HER?2. Quanto aos tipos histolégicos que expressaram
HER?2, 8/46(17,39%) amostras eram carcinoma com-
plexo (Figura 1C) e 5/51(9,80%) carcinomas simples,
sendo que, apenas os carcinomas tubulopapilares
expressaram HER?2 (Figura 1D). Imunomarcacao de
membrana de células epiteliais hiperpldsicas ou nor-
mais foram evidenciadas, muitas vezes em associagdo
com fraca ou moderada marcacao citoplasmatica. Ne-
nhuma imunomarcagdo foi observada no componente
mesenquimal, representado pelas células mioepiteliais
contréteis, fibroblastos ou tecido conjuntivo.

Relacionou-se expressdo de HER2 e com os
fatores progndsticos: idade, tipo histolégico, grau his-
toldgico, tamanho do tumor, presencga de metdstase em
linfonodos e a distancia e estadiamento clinico; sendo
que ndo houve relacdo positiva entre a expressao de
HER?2 e os fatores prognoésticos estudados (Tabela 2).

DISCUSSAO

No presente trabalho, carcinomas simples,
dentre eles, o carcinoma tubulopapilar, foram os tipos
histolégicos mais frequentes. Estudos prévios também
relataram o carcinoma simples como o mais frequente,
seguido do carcinoma em tumor misto e carcinoma
complexo [26,30]. Na cadela, assim como na mulher,
os carcinomas tubulares sdo mais invasores, enquanto
que o carcinoma in sifu € o carcinoma complexo tem
os melhores progndsticos [18].

Quanto a gradacdo histoldgica, atribuida a
97 amostras de carcinomas mamarios deste estudo,
51,55% das neoplasias eram grau II. Carcinomas
em grau I e II sdo mais frequentes [22] e apresentam
melhor progndstico para a cadela [22] e cdes com
carcinoma grau III sobreviveram por tempo menor
quando comparados com caes portadores de tumores
grau [ ou II [13].

Neste estudo, os carcinomas simples do tipo
sOlido apresentaram maior nimero de amostras com
grau III. Estudos prévios [13] verificaram que cles
com carcinomas simples apresentam pior progndstico
quando comparados com outros carcinomas, porém
ndo verificaram diferenca na sobrevida quando estes
carcinomas apresentavam grau II ou III, ambos de pior
prognoéstico. Outros trabalhos demonstraram que carci-
nomas complexos, de grau I e II sdo mais frequentes e
0s caes com este tipo de carcinoma apresentavam bom
prognostico [13,32].

As cadelas deste relato, as quais os linfono-
dos foram avaliados, 20% dos linfonodos estavam
comprometidos com metastases. Estes resultados sao
semelhantes a estudos anteriores, em que 29,5% das
cadelas apresentaram envolvimento nodal [20]. A pre-
senga de metdstases em linfonodos regionais influencia
sobremaneira a sobrevida, com reducio significativa
da expectativa de sobrevivéncia de cadelas com carci-
nomas mamarios, quando comparadas as cadelas sem
metastase linfonodal [32].

Dentre os diversos fatores progndsticos em
tumores mamarios caninos estdo o tamanho tumoral, a
condi¢do dos linfonodos e o estadiamento do paciente
[14]. No presente estudo, a maioria das cadelas recebeu
estadiamento no grau I (42,50%), ou seja, possuiam
tumores menores que trés centimetros e sem metastases
em linfonodo regional ou a distancia; e 25% foram
estadiadas em grau IV e V, ou seja, com metastases.
Estudos anteriores avaliaram estadiamento clinico de
cadelas com carcinomas mamadrios e identificaram
27,7% das cadelas na classificacdo TNM grau I e 36,6%
no grau II [34].

Um fator que pode ter contribuido para o menor
nimero de cadelas em estddios com pior progndstico
(ECIV e V) é aatual conscientizagio dos proprietarios,
que tem procurado por auxilio médico veterindrio mais
precocemente, assim que detectam pequenos nédulos
na mama, como relatado em outros paises [16,37].

Quanto a2 imunomarcacio de HER2 nas amos-
tras de mama de cadelas do presente trabalho, 13,13%
das mamas neoplasicas foram positivas conforme o
escore +2. Nos carcinomas mamarios de cadelas, o es-
core +2 para HER?2 parece ser frequente, diagnosticado
em 17,6% [15], 22% [26] e 91% [6] dos carcinomas.

H4 divergéncia na interpretacio da expressao
de HER?2 proposta pelo HercepTest™ e a Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) [36] assim
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como, o Consenso e Diretrizes para padronizacdo da
identificacdo do HER2 em tumores mamarios de cade-
las [23]; os quais consideram HER?2 positivas apenas
as amostras de carcinomas mamadrios com escore +3.
Porém, grande parte dos estudos sobre expressao de
HER2 em tumores mamarios de cadelas utiliza o sis-
tema cléssico de escore utilizado em cancer de mama
humano, HercepTestTM [12,15,26].

A superexpressao de HER2 em cancer de mama
em mulheres é diagnosticada em 20-30% dos casos (9),
enquanto que nas cadelas, essa expressao € varidvel
(13,6 2 48%) [2,12,15,29]. Na cadela, as variacdes nos
percentuais de imunomarcagdo para HER2 deve-se a
auséncia de padronizagao para andlise das imunomarca-
¢des e técnicas imunohistoquimicas empregadas [4,19].

Ou ainda, outro fator a ser avaliado é que
na deteccdo da expressdo de HER2 por métodos
imunohistoquimicos, utiliza-se anticorpo anti-HER2
humano. Estudos anteriores confirmaram a reativi-
dade cruzada entre os anticorpos contra proteinas
anti-humanos e tecidos caninos [11,15,29]. Contudo
a auséncia de imunomarca¢do ou ainda, marcacio
de intensidade varidvel em carcinomas mamadrios
de cadelas, assim como, a presenga de marcagdes
inespecificas identificadas no citoplasma celular ou
imunomarcacgao de células hiperpldsicas ou normais
dentro da amostra tumoral, sugerem a inespecificida-
de do anticorpo [4].

As neoplasias mamadrias acometem prin-
cipalmente cadelas adultas e idosas, com baixa
incidéncia em animais menores que dois anos [18].
As médias de idade relatadas na literatura sao 10,17
[34], 10,2 [27] e 10,6 [10], semelhantes a média
observada nas cadelas desse estudo. Assim como
na mulher, idade é considerada como um fator de
risco para neoplasias mamadrias em cadelas, sendo
ja verificado que a média de idade dos animais com
tumores benignos era inferior a média dos animais
com tumores malignos [33].

A auséncia de relacdo entre o escore marcagao
de HER2 e o idade dos animais observada no presente
estudo ja foi relatado [11,26]. Por outro lado, hé estu-
dos que indicam maior expressdao de HER2 em animais
com idade superior a 9 anos [8]. Ainda, a partir do
ponto de vista bioldgico, cdes com 10 anos de idade
correspondem a 56-60 anos em humanos [25], ou seja,
amaior incidéncia de carcinomas mamarios ocorre em
cdes idosos com idade de 7-10 anos, correspondente

a 44-56 anos em humanos. Sendo assim, os picos de
incidéncia de tumores de mama em cadelas do presente
trabalho e em mulheres sdo semelhantes, reafirmando
a idade como fator de risco.

Estudos prévios com HER2 em tumores ma-
marios de cadelas assim como no presente trabalho,
ndo verificaram correlacdo entre tipo histolégico e a
imunomarcacdo de HER2 nos carcinomas mamarios
mistos [2,11]. Neoplasias mamarias de cadelas sdo
consideradas heterogéneas quanto ao comportamento
biolégico e morfoldgico [33] e a imunomarcagao de
HER?2 depende da sensibilidade do método de detec¢ao
molecular e da expressdo génica [10]. Acredita-se que
na cadela, diferentemente na mulher, o HER2 desem-
penha fungdo na formagdo tumoral, mas o desenvolvi-
mento tumoral pode ndo estar diretamente associado a
imunoexpressao de HER2 [11].

A gradacdo histologica, juntamente com a
imunomarcacdo de HER2 em tumores mamadrios de
cadelas, sdo consideradas fatores de prognéstico [12],
entretanto neste estudo nao foi observada relacdo entre
estes dois fatores de progndstico, assim como relatado
em estudos anteriores [11].

Na cadela e na mulher, o tamanho também
é, isoladamente, fator de progndstico. Entretanto, no
presente estudo ndo houve relacio entre o escore de
marcacio de HER?2 e o tamanho tumoral, assim como
relatado anteriormente [1,11]. Na mulher, fatores
como a existéncia ou a falta de receptores hormonais,
diferentes tipos de receptores de crescimento epidér-
mico e genes supressores de tumor podem influenciar
o tamanho tumoral [8,9]. Acredita-se que fendmenos
semelhantes possam ocorrer nas cadelas em relagdo ao
tamanho tumoral [1].

No céncer de mama em mulheres ha contro-
vérsias sobre a relacdo metdstase em linfonodos e
expressiao de HER2 [22]. O mesmo parece ocorrer em
cadelas, onde ha estudos que indicam que a expressao
de HER2 em animais com metastase linfonodal varia
de 22,86% a 40% [10] e, por outro lado, outros estudos
ndo verificaram relagdo positiva entre a expressao de
HER?2 e o envolvimento linfonodal [11,26].

Nao houve relacdo entre a imunomarcagio de
HER?2 e a presenca de metdstase a distancia, assim
como relatado em estudo anterior [11]. Estes autores
[11] analisaram o tempo de vida das cadelas, um ano
ap6s a cirurgia de masctectomia, e verificaram que
aquelas cadelas com metdstase a distdncia, mesmo
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sem a expressdo HER?2 apresentaram menor tempo
de sobrevida.
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