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RESUMO 

CARVALHO, V. M. P. Expressão de NRF2 nas neoplasias mamárias de cadelas e 

sua correlação com fatores prognósticos e sobrevida. 2023. 78p. Dissertação (Mestre 

em Ciência Animal nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia – 

Universidade Federal da Bahia, 2023. 

Diante da alta frequência do câncer de mama em cadelas, é crescente a busca por melhores 

indicações prognósticas e terapêuticas na rotina oncológica veterinária. Desta forma, os 

fatores prognósticos em neoplasias mamárias são cada vez mais objeto de variados 

estudos. Dentre estes fatores, destaca-se na oncologia humana o fator de transcrição 

nuclear relacionado ao fator eritroide 2 (NRF2), regulador do sistema antioxidante celular 

e atuante como supressor, promotor ou ambos na carcinogênese. Porém, são escassos 

estudos relacionados a esse fator de transcrição na veterinária. Neste contexto, objetivou-

se avaliar a expressão de NRF2 nas neoplasias mamárias de cadelas, sua correlação com 

progressão tumoral, fatores prognósticos clássicos (estadiamento clínico, tipo histológico, 

tamanho tumoral e graduação histopatológica) e sobrevida. Foram analisadas 44 amostras 

de glândulas mamárias de cadelas de diferentes raças e idades, classificadas em: grupo 

controle (n=6) (mamas sem alterações histológicas), neoplasias benignas (n=8) e 

neoplasias malignas (n=30). As amostras foram provenientes do Laboratório de Patologia 

Veterinária do HOSPMEV-UFBA e de um laboratório particular da cidade de Salvador 

no período de 2018 a 2022. As fichas clínicas e laudos histopatológicos foram revisados 

e coletados dados referentes ao tamanho tumoral, estadiamento clínico, diagnóstico, 

graduação histopatológica e tempo de sobrevida. Com base no diagnóstico histológico e 

clínico foram formados os seguintes subgrupos de tumores para avaliação qualitativa e 

quantitativa, a partir do histochemical-score (H-score) da expressão de NRF2 e índice de 

proliferação (Ki-67): tumores mistos benignos (TMB) (n=5) adenomas simples (n=2), 

adenomioepitelioma (n=1), carcinomas simples (n=6), carcinoma em tumores mistos 

(CMT) (n=14), estes subdivididos em grau I (n=7) e grau II e III (n=7), carcinossarcomas 

(n=4) e adenomioepiteliomas malignos (n= 6). Os resultados da expressão do NRF2 

indicaram marcação predominantemente citoplasmática e diminuição do H-score com o 

aumento dos critérios de malignidade tumoral. O H-score do grupo dos tumores malignos 

diferiu apenas do grupo controle (p<0,001). Ao comparar os subgrupos tumorais 

observou-se que os carcinomas simples possuíram maior expressão imuno-histoquímica 

do NRF2 que os adenomas simples, diferentemente dos tumores mistos, em que a 

expressão foi maior nos tumores benignos em comparação aos carcinomas em tumores 

mistos e carcinossarcomas. Os animais de maior H-score apresentaram maior sobrevida, 

enquanto a capacidade proliferativa foi maior em tumores cuja expressão de NRF2 era 

menor ou igual a 156,5, com forte correlação negativa e associação significativa (r=-

0,698; p=0,001).  A avaliação dos parâmetros clínico-patológicos das neoplasias 

malignas, na análise univariada indicou associação significativa e correlação negativa do 

H-score com Ki-67, estadiamento clínico e tamanho tumoral, já na análise multivariada 

apenas houve correlação com o Ki-67. Estes resultados avaliados, em conjunto, não 

conferiram um significativo valor clínico ao NRF2, desta forma ele não é um fator 

prognóstico independente em cadelas com tumores mamários. 

 Palavras-chave: carcinomas mamários, estresse oxidativo, H-score, biomarcador, fator 

de transcrição  

 



 

ABSTRACT 

 

Given the high frequency of mammary cancer in female dogs, there is an increasing 

search for improved prognostic and therapeutic indications in veterinary oncology 

practice. Thus, prognostic factors in mammary neoplasms are the subject of various 

studies. Among these factors, the nuclear transcription factor erythroid 2-related factor 2 

(NRF2) stands out in human oncology. It regulates the cellular antioxidant system and 

acts as a suppressor, promoter, or both in carcinogenesis. However, there is a scarcity of 

studies related to this transcription factor in veterinary medicine. In this context, the 

objective was to evaluate the expression of NRF2 in mammary neoplasms of female dogs, 

its correlation with tumor progression, classic prognostic factors (clinical staging, tumor 

size, and histopathological grade), and survival. Forty-four samples of mammary glands 

from female dogs of different breeds and ages were analyzed, classified into: control 

group (n=6) (mammary glands without histological alterations), benign neoplasms (n=8), 

and malignant neoplasms (n=30). The samples were obtained from the Veterinary 

Pathology Laboratory of HOSPMEV-UFBA and a private laboratory in the city of 

Salvador between 2018 and 2022. Clinical records and histopathological reports were 

reviewed, and data regarding tumor size, clinical staging, diagnosis, histopathological 

grade, and survival time were collected. Based on the histological and clinical diagnosis, 

the following tumor subgroups were formed for qualitative and quantitative evaluation, 

using the histochemical score (H-score) of NRF2 expression and the proliferation index 

(Ki-67): benign mixed tumors (BMT) (n=5), simple adenomas (n=2), 

adenomyoepithelioma (n=1), simple carcinomas (n=6), carcinoma in mixed tumors 

(CMT) (n=14), further subdivided into grade I (n=7) and grades II and III (n=7), 

carcinosarcomas (n=4), and malignant adenomyoepitheliomas (n=6). The results of 

NRF2 expression indicated predominantly cytoplasmic staining and a decrease in the H-

score with an increase in the criteria of tumor malignancy. The H-score of the malignant 

tumor group differed only from the control group (p<0.001). When comparing the tumor 

subgroups, it was observed that simple carcinomas had higher immunohistochemical 

expression than simple adenomas, unlike mixed tumors, where the expression was higher 

in benign tumors compared to carcinoma in mixed tumors and carcinosarcomas. Animals 

with higher H-scores showed longer survival, while proliferative capacity was higher in 

tumors with NRF2 expression equal to or less than 156.5, with a strong negative 

correlation and significant association (r= -0.698; p=0.001). The evaluation of clinical 

and pathological parameters in malignant neoplasms, in the univariate analysis, indicated 

a significant association and negative correlation of the H-score with Ki-67, clinical 

staging, and tumor size, whereas in the multivariate analysis, there was only a correlation 

with Ki-67. These collectively evaluated results did not confer significant clinical value 

to NRF2; thus, it is not an independent prognostic factor in female dogs with mammary 

tumors. 

Keywords: mammary carcinomas, oxidative stress, H-score, biomarker, transcription 

factor 
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1. INTRODUÇÃO 

O conhecimento de fatores prognósticos tem extrema importância, uma vez que 

pacientes com neoplasias morfologicamente semelhantes podem apresentar comportamentos 

biológicos distintos (ZUCCARI, et al., 2001). Nguyen e colaboradores (2017) relatam como 

fatores prognósticos dos tumores mamários na população canina, o tamanho do tumor, 

comprometimento nodal, grau histológico, positividade para receptor de estrógeno, além de 

invasão linfovascular.  

O NRF2, fator de transcrição nuclear relacionado ao eritroide 2 (NRF2), tem sido 

estudado e aventada a sua utilização como fator prognóstico nos tumores de mama da mulher 

(ONODERA, et al., 2014; SIMPLICIO-REVOREDO, et al., 2020). Sabe se que o NRF2 é um 

importante fator regulador para a manutenção do equilíbrio do estresse oxidativo em condições 

fisiológicas (WAKABAYASHI, et al., 2010) e está amplamente difundido nos órgãos. Esse 

fator é responsável pela regulação de algumas enzimas metabolizadoras de fase II e genes 

antioxidantes que contêm elementos de resposta antioxidante na região promotora, como 

NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1), glutationa S-transferases (GSTs), heme 

oxigenase-1 (HO-1) e outros genes que regulam a resposta ao estresse oxidativo (TAGUCHI; 

MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2011). 

Numerosos fatores por meio de diferentes mecanismos estão envolvidos no aumento 

das espécies reativas de oxigênio (ROS) das células neoplásicas. Em resposta a esse excesso de 

ROS, a via de sinalização apoptótica é ativada para promover a morte da célula não neoplásica. 

No entanto, por meio da desregulação de biomoléculas, a alta quantidade de ROS promove a 

carcinogênese em células com fatores de sinalização defeituosos (SAJADIMAJD; KHAZAEI, 

2018). Karihtala e colaboradores (2006) ao avaliar a associação entre carcinomas mamários 

invasivos e estresse oxidativo, concluíram que os tumores de maior agressividade estão 

associados a maior dano oxidativo em lipídeos, proteínas e DNA. Esse estresse oxidativo é 

caracterizado pelas lesões celulares advindas do desequilíbrio entre condições pró-oxidantes e 

antioxidante das células (MACHADO, et al, 2006). 

O NRF2 inibe a iniciação do tumor eliminando carcinógenos, ROS e outros agentes que 

danificam o DNA. Entretanto, durante a carcinogênese, o acúmulo de danos ao DNA leva à 

hiperatividade constitutiva do NRF2, que auxilia as células neoplásicas a suportar altos níveis 

de ROS endógenos e evitar a apoptose, o que pode resultar em proliferação celular aumentada 

(SPORN; LIBY, 2012).  
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Experimentos in vitro com células de câncer de mama, demonstraram a ação do NRF2 

na proliferação e metástase de células neoplásicas, pois altos níveis deste fator de transcrição, 

também aumentaram a transdução de sinais da via de sinalização dos genes da família Ras 

GTPases, mais especificamente a Rhoa, que é fundamental na regulação da motilidade celular 

e invasão celular. Quando há inibição de NRF2, a migração e invasão celular diminui (VAN 

GOLEN, et al., 2000; ZHANG, et al., 2016). 

A expressão deste fator de transcrição NRF2 já foi descrita em tumores de mama de 

mulheres e os resultados demonstraram maior expressão nuclear nos tumores malignos e 

relação direta com o aumento da agressividade e estadiamento tumoral (ONODERA, et al., 

2014; SIMPLICIO-REVOREDO, et al., 2020). Contudo, até o presente momento, a expressão 

de NRF2 foi relatada apenas no osteossarcoma canino, com expressão em 100% dos casos e 

variação de intensidade de marcação em diferentes pacientes (RUTLAND, et al., 2021).  

Desta forma, objetivou-se com a realização desse estudo, avaliar a expressão do NRF2 

nos tumores mamários espontâneos de cadelas, segregados pelo comportamento biológico e 

grau de malignidade, sua correlação com fatores prognósticos clássicos (estadiamento clínico, 

tamanho tumoral e graduação histopatológica), bem como verificar seu potencial como fator 

prognóstico independente de sobrevida. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 NEOPLASIAS MAMÁRIAS EM CADELAS 

A alta frequência e as similaridades epidemiológicas, clínicas, biológicas e genéticas 

existentes entre os tumores de mama de mulheres e cadelas, tornaram esta última espécie um 

modelo comparativo e translacional extremamente interessante para estudos relacionados à 

biologia tumoral, fatores de risco, indicações terapêuticas, fatores prognósticos e preditivos 

(ABDELMEGEED; MOHAMMED, 2018; GUNDIM, et al., 2016; NGUYEN, et al., 2017).  

A faixa etária de maior acometimento entre as cadelas é de 9 a 11 anos, com maior 

probabilidade de aparecer em idades mais avançadas (CAMPOS; LAVALLE, 2017). 

Aparentemente, não existe predisposição racial para o acometimento por tumores mamários na 

espécie canina (CAVALCANTI; CASSALI, 2006; EZERSKYTE, et al., 2011). Contudo, 

Santos (2020) ao analisar o perfil epidemiológico do câncer de mama em cadelas em Salvador, 

revelou maior frequência em cães da raça poodle, seguidos dos cães sem raça definida.  

A etiologia do câncer de mama é multifatorial sendo correlacionados a fatores genéticos 

ambientais, nutricionais e hormonais (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, et al. 2004). Dentre 

os fatores genéticos, mutações e superexpressões de determinados genes podem predispor ao 

desenvolvimento de tumores mamários em cadelas e estão relacionadas com os diferentes 

prognósticos da doença, a exemplo das mutações em HER-2, p53, BRCA1 e BRCA2 

(FAZEKAS, et. al., 2016; MUNDAY, et al., 2019; THUMSER-HENNER; NYTKO; BLEY, 

2020).  

Melin e colaboradores (2016) sugeriram que em cães Springer Spaniel inglês o gene 

CDK5RAP2 pode estar relacionado ao desenvolvimento de neoplasias mamárias por codificar 

uma proteína com função na regulação do ciclo celular e provável impacto na resposta ao 

tratamento quimioterápico. O gene ESR1 (receptor de estrógeno 1), também tem sido apontado 

como responsável pelo desenvolvimento de neoplasias mamárias caninas (BORGE, et al., 

2013).  

Os principais hormônios que estimulam a proliferação celular e promovem alterações 

genéticas que resultam em células neoplásicas mamárias em cães e humanos são o estrógeno, 

progesterona, andrógenos, hormônio do crescimento, hormônios tireoidianos e prolactina 

(SILVA; SERAKIDES; CASSALI, et al. 2004; QUEIROGA, et al., 2011; MICHEL et al., 
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2012). A progesterona exógena estimula a síntese de hormônio do crescimento nas mamas 

induzindo a proliferação lóbulo-alveolar e consequente hiperplasia de elementos mioepiteliais, 

o que resulta na gênese de neoformações de comportamento benigno, principalmente em 

animais jovens, já o estrógeno estimula o crescimento ductal (MOL, et al., 1997; RUTTEMAN, 

et al., 2001). 

No entanto, o risco de desenvolvimento de câncer de mama é associado a administração 

contínua e em altas doses de estrógeno associado à progesterona (MORRISON, 1998; 

RUTTEMAN et al., 2001). O estrógeno auxilia no crescimento celular por estimular a liberação 

do fator de crescimento tumoral alfa e fator de crescimento semelhante à insulina (NORMAN; 

LITWACK, 1997). Diante da importante participação dos hormônios esteroides sexuais, 

especialmente o estrógeno, desempenharem papel fundamental no desenvolvimento dos 

tumores mamários em cadelas, a supressão hormonal pela ovário-histerectomia (OH) pode ser 

utilizada como tratamento desta neoplasia (FONSECA; DALECK, 2000). 

A castração em cadelas para prevenção de tumores mamários, deve ter uma análise 

criteriosa do médico veterinário (KUSTRITZ, 2007). Idade, raça e peso, são fatores que podem 

influenciar na decisão da OH (HART, et al., 2020). As alterações osteoarticulares, como 

fraturas, displasia coxofemoral, rompimento do ligamento cruzado cranial são algumas das 

implicações da castração precoce, por isso, o procedimento de gonadectomia é indicado após o 

fechamento das placas epifisárias, geralmente após a maturidade sexual (BEAUVAIS; 

CARDWELL; BRODBELT, 2012; HART, et al., 2020; KUSTRITZ, 2007). Incontinência 

urinária, desenvolvimento de outras neoplasias, como hemangiossarcomas, linfomas, 

mastocitomas e osteossarcomas também são implicações importantes resultantes da OH antes 

do primeiro estro. Portanto, atualmente, a recomendação para esterilização em cadelas deve ser 

realizada entre o primeiro e segundo ciclo estral, quando o objetivo é a prevenção de tumores 

mamários (CASSALI, et al., 2020). 

Quando a ovário-histerectomia é realizada antes do primeiro estro, o risco de 

desenvolvimento de tumores mamários é de 0,5%, e este risco aumenta significativamente nas 

fêmeas esterilizadas após o primeiro (8%) e o segundo ciclo estral (26%) (SCHNEIDER et al, 

1969). Munson e Moresco (2007) não observaram capacidade protetora da OH com relação às 

neoplasias mamárias, quando realizada após o terceiro ciclo estral, independente da presença 

do processo neoplásico. Contudo, Sorenmo e colaboradores (2011) creditaram maior sobrevida 
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às cadelas submetidas à mastectomia associada à castração ou quando esta é realizada até 24 

meses antes da exérese do nódulo primário.  

O uso de progestágenos para o controle do estro, pseudociese, obesidade e dietas ricas 

em gorduras também têm sido citados como fatores de risco associados ao câncer de mama 

(ALENZA, et al., 2000; CLEARY, et al., 2010; COSTA-SANTOS, et al., 2019; YEON, et al., 

2011; ZUCCARI, et al., 2008;). O excesso de tecido adiposo pode afetar o curso da doença por 

influenciar na secreção de importantes citocinas e hormônios (NICCHIO, et al., 2020).  

Lim e colaboradores (2015) avaliaram cadelas com sobrepeso e correlacionaram o 

aumento de peso com o surgimento precoce do câncer de mama, bem como maior proporção 

de tumores grau III e maior expressão de aromatase e receptores hormonais. Cadelas com 

carcinoma em tumor misto e sobrepeso apresentam hiperresistinemia e maior proliferação 

celular (NICCHIO, et al., 2020).  

As adiponectinas e adipocitocinas também podem estar envolvidas na carcinogênese 

mamária, dentre elas a leptina e resistina. Esta última possui capacidade de manter a glicemia 

em jejum e está potencialmente correlacionada com a obesidade e resistência insulínica 

(KURYSZKO, et al., 2016; SASSEK, et al., 2013). Já a leptina inibe a apoptose e estimula a 

proliferação celular, enquanto a adiponectina reduz a proliferação celular e promove apoptose 

(ARTWOHL, et al., 2002; DIEUDONNE, et al., 2006; FUJITA, et al., 2002).  

Estes hormônios podem ser produzidos no tecido adiposo, cujas concentrações se 

alteram mediante o peso corporal, com influência no desenvolvimento e na progressão destas 

neoplasias, portanto, quando o peso e o índice de massa corporal aumentam, os níveis séricos 

de leptina aumentam e de adiponectina diminuem (ROSE; KOMNINOU; STEPHENSON, et 

al., 2004).  

Dentre os fatores ambientais, concentrações significativas de inseticidas piretróides, 

como aletrina, cialotrina, cipermetrina, deltametrina e a tetrametrina, já foram encontradas no 

tecido adiposo adjacente aos tumores mamários de cadelas, principalmente, nos tumores mais 

agressivos, sugerindo o possível envolvimento de contaminantes ambientais na carcinogênese 

mamária (ANDRADE, et al, 2010). 

Os tumores de mama em cadelas apresentam-se, na maioria das vezes, como nódulos 

circunscritos detectáveis clinicamente à inspeção e/ou palpação, com dimensões, consistência 
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e mobilidade à pele e musculatura variáveis, por vezes associados à ulceração cutânea e reações 

inflamatórias locais. Frequentemente observam-se múltiplos tumores em uma mesma mama ou 

envolvendo simultaneamente várias mamas (tumores multicêntricos), os quais podem 

apresentar diferentes tipos histológicos, no qual o tumor de pior prognóstico determinará a 

evolução clínica do paciente (CASSALI, et al., 2020; SORENMO, et al., 2011).  

As glândulas inguinais e abdominais caudais são os sítios mais frequentes de 

desenvolvimento tumoral, devido a uma maior quantidade de parênquima mamário, portanto, 

maior resposta proliferativa à ação de hormônios (MISDORP, 2002). A detecção precoce dos 

nódulos por avaliação física e uma avaliação clínica detalhada por meio de exames 

laboratoriais, diagnóstico por imagem e avaliação histopatológica são essenciais para o 

estabelecimento da conduta terapêutica mais adequada a proporcionar a cura ou a prevenção de 

recidivas ou metástases (CASSALI, et al., 2020).  

O estadiamento é um parâmetro muito importante para definir a abordagem clínica dos 

tumores malignos. É baseado nas variáveis de tamanho tumoral (T), acometimento de linfonodo 

regionais (N) e presença de metástase à distância (M), com variação de estadios de I a V (Tabela 

1), e quanto maior o estadio pior será o prognóstico (OWEN, 1980).  

Via de regra, tumores menores que três centímetros possuem melhor prognóstico em 

relação a tumores maiores, estes últimos apresentam elevado índice proliferativo e menor 

expressão para marcadores hormonais (FERREIRA, et al., 2009). A invasão linfática também 

confere uma menor expectativa de sobrevida global ao paciente (YAMAGAMI, et al., 1996). 

Araújo e colaboradores (2015) concluíram que quanto maior o número de linfonodos 

acometidos menor é a sobrevida da paciente. Da mesma forma, que a presença de metástase à 

distância tem pior prognóstico, quando comparado com cadelas que apresentam apenas os 

linfonodos regionais acometidos (SORENMO, 2003). 
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Tabela 1. Estadiamento Clínico para tumores mamários caninos de acordo com o sistema TNM. 

 

T1 < 3 cm de diâmetro 

T2 3 – 5 cm de diâmetro 

T3 > 5 cm de diâmetro 

N – Linfonodo regional 

N0 Sem metástases (histologia ou citologia) 

N1 Presença de metástase (histologia ou citologia) 

M – Metástase a distância 

M0 Sem metástases à distância detectadas 

M1 Metástase a distância detectada 

Estadiamento 

I T1N0M0 

II T2N0M0 

III T3N0M0 

IV Qualquer T N0-1M0 

V Qualquer T Qualquer NM1 

Fonte: Adaptado de Owen, (1980), modificado por Cassali, et al., (2020) 

 

O procedimento cirúrgico consiste, ainda hoje, no tratamento de eleição e que confere 

maior taxa de sobrevida, incluindo a cura desde que seja realizado precocemente (HEDLUND, 

2008; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Também está disponível na rotina 

oncológica veterinária a quimioterapia antineoplásica, que é um método de tratamento 

neoadjuvante ou adjuvante à cirurgia (BROWDER, et al., 2000; ROSENTHAL, 2004).  

Os objetivos da quimioterapia incluem a citorredução do tumor, destruição das 

micrometástases e consequentemente redução do potencial de recidiva dos tumores mamários 

(QUEIROGA; LOPES, 2002). Atualmente, para o tratamento de cadelas com tumores de mama 

submetidas ou não a mastectomia, a droga mais utilizada é a carboplatina no regime 

convencional (LAVALLE, et al., 2012; MACHADO, et al., 2018) e a ciclofosfamida no regime 

metronômico, ou seja, utilização do quimioterápico por via oral, em baixas doses diariamente 

(MACHADO, et al., 2018; MACHADO, et al., 2022; MUTSAERS, 2009). 

As classificações dos tumores mamários em cães são elaboradas considerando a origem 

das células (epitelial, mioepitelial ou mesenquimal), suas características morfológicas e seu 

prognóstico (MISDORP, et al., 1999). Enquanto a classificação histológica visa analisar a 

arquitetura e a morfologia do tumor, a graduação apresenta uma correlação significativa com a 

agressividade tumoral (ELSTON; ELLIS, 1998).  

Algumas características são consideradas para estabelecer o grau de diferenciação do 

tumor, como o índice de formação de túbulos, pleomorfismo nuclear e índice mitótico, são 

atribuídos escores de I a III para cada uma das características, no final da análise, os valores são 



21 
 

somados e classifica-se em grau I (3 – 5 pontos), grau II (6 – 7 pontos) e grau III (8 – 9 pontos) 

(Tabela 2) (CASSALI, et al., 2020). 

Tabela 2. Resumo do método semiquantitativo para avaliação do grau histológico em carcinomas mamários 

caninos  

Fatores Escore 

Formação tubular  

Maioria no tumor (> 75%) 1 

Grau moderado (10 – 75%) 2 

Pouco ou nenhum 3 

Pleomorfismo nuclear  

Pequeno, células regulares e uniformes 1 

Tamanho moderado 2 

Marcada variação 3 

Contagens mitóticas   

0 – 7 1 

8 – 16 2 

> 17 3 

Fonte: Elston; Ellis, 1998 adaptado por Cassali, et al., 2020 

 

Dentre os tumores mamários malignos, o carcinoma em tumor misto (CMT) é o subtipo 

mais frequente, representando 40% a 75% das neoplasias mamárias malignas de cadelas 

(NUNES, et al., 2018; SANTOS, 2020; TORÍBIO, et al., 2012). Os carcinomas em tumores 

mistos são provenientes da transformação maligna apenas do componente epitelial de tumores 

mistos benignos, o que difere dos carcinossarcomas, que apresentam malignidade nos 

componentes epitelial e mesenquimal apresentam pior prognóstico (MISDORP, et al., 1999). 

Com relação à sobrevida, cadelas com carcinoma sólido tendem apresentar curso da 

doença mais agressivo do que cadelas com carcinoma originado em tumor misto benigno, a 

depender da graduação e estadiamento tumoral (CASSALI, et al., 2020; SEUNG, et al., 2021). 

Os carcinomas in situ e os carcinomas simples apresentam prognóstico mais favorável, 

enquanto os carcinomas anaplásicos e carcinossarcomas (SORENMO, 2003). 

Os fatores prognósticos são definidos como uma ou várias características clínicas, 

patológicas e biológicas específicas dos indivíduos e de seus tumores que permitem a evolução 

clínica e o tempo de sobrevida do paciente sem que o mesmo tenha sido submetido a terapias 

adicionais ou adjuvantes após a cirurgias iniciais (CAVALCANTI; CASSALI, 2006). Por outro 

lado, os fatores preditivos permitem selecionar pacientes para tratamento específicos e 

individualizados, e predizer o comportamento dos tumores é especialmente importante para o 

câncer de mama, devido à variabilidade na progressão clínica da doença (ESTRELA-LIMA, et 

al., 2012).  
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Esses marcadores são úteis na rotina oncológica veterinária, pois auxiliam o 

estadiamento, a resposta ao tratamento, desenvolvimento de novas modalidades terapêuticas e 

principalmente o prognóstico (ZUCCARI, et al., 2001). Contudo, devido à diversidade dos 

tumores de mama a análise com um único marcador molecular não tem demonstrado respostas 

mais assertivas, sendo necessário um painel imuno-histoquímico para correlacioná-los 

(PAREJA, et al., 2016).  

Dentre eles estão os receptores de estrógeno (RE) e progesterona (RP); o receptor do 

fator de crescimento epidérmico (EGFR), também denominado c-erbB-1 ou HER1; o HER-2 

(ou c-erbB-2) e as citoqueratinas (CK), como a CK 5/6, cuja expressão em neoplasias mamárias 

está associada ao comportamento biológico mais agressivo (CHANG, et al., 2009; MOHR, et 

al., 2016; SASSI, et al., 2010; SPOERRI, et al., 2015), a ciclooxigenase 2 (COX-2) que 

atualmente é correlacionada com alto grau histológico e menor sobrevida (LAVALLE, et al., 

2009; ARAÚJO, et al., 2015; VIEIRA, et al., 2022) e o índice de proliferação celular obtido 

por marcadores envolvidos no ciclo celular como o Ki-67 (CASSALI, et al., 2020). 

 O Ki-67 é uma proteína nuclear expressa no ciclo celular nas fases G1, S, G2 e de 

mitose (KADTHUR, et al., 2011; TERZIAN, et al., 2007). A expressão desse imunomarcador 

permite uma avaliação mais criteriosa por meio da análise da razão de células em proliferação 

em relação as células totais (SARLI, et al., 2002). O aumento da expressão deste marcador está 

relacionado ao grau de diferenciação, classificação histopatológica e comportamento da 

neoplasia (AMORIM, et al., 2008; MATOS, et al., 2006). Portanto, o índice de proliferação 

celular, estimado pela análise da expressão da proteína Ki-67, é um fator prognóstico 

independente para metástases, sobrevida global e tempo livre de doença, assim, quanto maior 

a expressão, menor a sobrevida da paciente com neoplasia mamária (DUTRA, et al., 2008). 

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E CÂNCER DE MAMA 

O estresse oxidativo é caracterizado pelas lesões celulares advindas do desequilíbrio 

entre condições pró-oxidantes e antioxidantes das células (MACHADO, et al, 2006). Diversas 

causas favorecem este desequilíbrio, desde fatores exógenos, como exposição ambiental a 

oxidantes e ingestão inadequada de antioxidantes, a fatores endógenos, como alterações 

enzimáticas e processos patológicos (PANDE, et al., 2012). A inflamação contínua, por 

exemplo, pode levar a um evento pré-neoplásico, pois a secreção de uma grande quantidade de 



23 
 

espécies reativas de oxigênio ou nitrogênio (ROS/RNS) recrutam células imunes mais ativadas, 

o que leva à amplificação de processos desregulados (GUINA, et al., 2015).  

Se a produção de ROS/RNS celular for alta o suficiente para superar a resposta 

antioxidante endógena, danos oxidativos irreversíveis a ácidos nucleicos, lipídios e proteínas 

podem causar alterações genéticas e/ou epigenéticas com desregulação de oncogenes e genes 

supressores tumorais. Portanto, o estresse oxidativo e os processos de inflamação crônica 

relacionam-se entre si e a falha no bloqueio desses processos resulta em modificações genéticas 

ou epigenéticas responsáveis pela carcinogênese (MURATA, et al., 2012). 

O aumento das espécies reativas de oxigênio (ROS), o alto estresse oxidativo e o dano 

ao DNA desempenham um papel importante na gênese do câncer (KLAUNIG; 

KAMENDULIS, 2010). No câncer de mama da mulher, os mecanismos de estresse oxidativo 

estão envolvidos na ativação das vias de sinalização celular, proliferação, apoptose, migração 

celulares fatores pró-angiogênicos que podem impactar tanto na progressão quanto no potencial 

de malignidade do tumor (DAIRKEE, et al., 2007).  

Durante o processo de carcinogênese, os níveis de espécies reativas de oxigênio nas 

células neoplásicas aumentam e os níveis de antioxidantes diminuem. As ROS em excesso 

nessas células resultam em mutações genéticas de indução e alterações nos processos de 

transcrição, bem como alterações nas vias de sinalização e, finalmente, a ocorrência de câncer 

(GAO, et al., 2004; HWANG, et al., 2007).  

O estresse oxidativo afeta várias vias de sinalização associadas à proliferação celular 

(SOLIMAN, et al., 2014). Dentre elas, pode-se citar a via de sinalização do receptor do fator 

de crescimento epidérmico, na qual estão envolvidas proteínas como o NRF2 e Maf. Além 

disso, as proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), fosfatidil inositol 3-quinase 

(PI3K), fosfolipase C, proteína quinase C e a expressão do gene supressor p53, relacionado 

diretamente ao processo de apoptose (Figura 1) (NOURAZARIAN; KANGARI; 

SALMANINEJAD, 2014). 

Nessas situações, pode ocorrer importante dano oxidativo a lipídios, proteínas ou 

diretamente ao DNA (MAYNE, 2003). Karihtala e colaboradores (2006) avaliaram a 

associação entre o estresse oxidativo e a carcinogênese mamária, por meio da expressão de 

marcadores de 4-hidroxinonenal (4-HNE), 3-nitrotirosina (3-NITRO) e 8-hidroxideoguanosina 

(8-OHdG) em diferentes tipos histológicos e de estadiamento de tumores de mama da mulher 
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e concluíram que na progressão da carcinogênese mamária há aumento de dano oxidativo tanto 

nos lipídeos, proteína e DNA nos tumores mais agressivos. Em outro estudo foi observado 

menor expressão de 8-OHdG em tumores invasivos e aumento na peroxidação lipídica durante 

a carcinogênese observado pelo 4-HNE (KARIHTALA, et al., 2011).  

Nesta linha, o NRF2 é regulador mestre, que protege as células do estresse oxidativo 

com o objetivo de regular a expressão de vários genes para codificar enzimas antioxidantes, 

fatores desintoxicantes, proteínas antiapoptóticas e transportadores de drogas. Portanto, devido 

à interação das vias de sinalização de ROS e NRF2 com a carcinogênese, a modulação de NRF2 

parece ser importante na terapia do câncer (SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018).  

Figura 1. Representação esquemática do desequilíbrio de ROS e inibição da apoptose celular. A superprodução 

de ROS e a incapacidade de combater o aumento do estresse oxidativo podem causar câncer. Células neoplásicas, 

com fatores defeituosos, promovem carcinogênese em resposta ao estresse oxidativo. 

Fonte: Adaptado de Sajadimajd; Khazei, (2018). SOD: Superóxido dismutase. ROS: Espécies Reativas de 

oxigênio. NRF2:Fator de transcrição nuclear relacionado ao eritroide 2. NO: Óxido nítrico. 
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2.3 FATOR DE TRANSCRIÇÃO NUCLEAR RELACIONADO AO FATOR ERITROIDE 2 

(NRF2) 

O NRF2 é um importante fator regulador para a manutenção do equilíbrio do estresse 

oxidativo em condições fisiológicas (WAKABAYASHI et al., 2010) e está amplamente 

difundido nos órgãos. Esse fator é responsável pela regulação de algumas enzimas 

metabolizadoras de fase II e genes antioxidantes que contêm elementos de resposta antioxidante 

na região promotora, como NAD(P)H quinona oxidorredutase 1 (NQO1), glutationa S-

transferases (GSTs), heme oxigenase-1 (HO-1) e outros genes que regulam a resposta ao 

estresse oxidativo (TAGUCHI; MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2011). 

Moi e colaboradores (1994) caracterizaram o NRF2 com base em sua capacidade de se 

ligar à repetição NFE2/AP-1 no promotor do gene da beta-globina. E assim como o fator nuclear 

eritroide derivado 2 (NF-E2), o NRF2 também é membro da subfamília cap n' colar (CNC) de 

fatores de transcrição, contém um domínio básico de ligação ao DNA de zíper de leucina no 

terminal C e consiste em 589 aminoácidos com sete domínios altamente conservados, Neh1-7 

(Figura 2) (KANSANEN; JYRKKÄNEN; LEVONEN,2012; TAGUCHI; MOTOHASHI; 

YAMAMOTO, 2011). 

Neh1 é responsável pelo reconhecimento do DNA e medeia a dimerização com outros 

fatores de transcrição como pequenas proteínas Maf (ITOH, et al., 1999). Neh2 é necessário 

para a interação com KEAP1 e possui uma região hidrofílica dos sete resíduos de lisina, que 

são indispensáveis para poliubiquitinação e degradação de NRF2 dependente de 

KEAP1(Proteína 1 associada a ECH semelhante a Kelch) (ZHANG, et al, 2004; ITOH, et al., 

1999). O Neh3 é necessário para ativação transcricional por meio do recrutamento de um 

coativador, CHD6; no entanto, poucos são os estudos o sobre o papel específico desse 

coativador (NIOI, et al., 2005). 

O Neh4 e Neh5 são dois domínios de transativação independentes que atuam 

sinergicamente e interagem com a proteína de ligação a CREB (CBP). O domínio Neh6 é 

fortemente concentrado com resíduos de serina e é responsável pela degradação de NRF2 no 

núcleo, entretanto, também não se sabe muito sobre o seu papel (KATOH, et al., 2001; LAU, 

et al., 2008). Por fim, o domínio Neh7, responsável pela interação de inibidores do NRF2, como 

o receptor retinóico X alfa (RXRα) (Figura 2) (WANG, et al., 2013). 
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      Figura 2. Domínios proteicos do NRF2 e KEAP1 

              

              Fonte: KANSANEN, et al., 2013 

 

Sob condições fisiológicas, em humanos, o NRF2, localiza-se no citoplasma em níveis 

muito baixos, onde está ligado à proteína 1 associada a ECH semelhante a Kelch (KEAP1) 

(ITOH, et al., 1999). A proteína 1 associada a ECH do tipo Kelch forma um complexo com 

Culina 3 (Cul3) e Ring Box proteína 1 (Rbx1), e esse complexo de ubiquitina ligase E3 pode se 

ligar e ubiquitinar NRF2, resultando em degradação proteassômica de NRF2. Quando sob 

estresse oxidativo, o NRF2, se desliga da KEAP1, e estabilizado, acumula-se nos núcleos e 

forma heterodímeros com pequenas proteínas Maf e ativa genes-alvo para citoproteção através 

do elemento de resposta antioxidante (ARE) (DINKOVA-KOSTOVA, et al., 2002; PANDEY 

et al., 2017). 

A KEAP1 é constituída de três domínios principais, o BTB responsável pela 

homodimerização de KEAP1 e associação com a Cul3. O domínio IVR que contém resíduos 

de cisteína críticos e conecta o domínio BTB com o domínio C terminal (CTR) Kelch/DGR e 

o domínio Kelch/DGR responsável pela ligação com o domínio Neh2 de NRF2, além de uma 

região amino-terminal (NTR) (Figura 2) (JARAMILLO; ZHANG, 2013). É uma proteína muito 

rica em cisteína, em camundongos por exemplo, possui um total de 25 cisteínas enquanto a de 

humanos 27 resíduos, porém em cães gatos não existem estudos da sua composição 
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(KANSANEN; KIVELÄÄ; LEVONEN, 2009). Três desses resíduos de cisteínas, C151, C273 

e C288, são responsáveis por alterar a conformação de KEAP1, levando à translocação nuclear 

de NRF2 e subsequente expressão do gene alvo. As Cys273 e Cys288 são necessários para a 

supressão de NRF2 e Cys151 para ativação de NRF2 por indutores (TAGUCHI; 

MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2011).  

         A regulação de NRF2 dependente de KEAP1 na célula pode acontecer por duas vias: a via 

canônica, dependente da interação dessas cisteínas (BAIRD, et al., 2013; DINKOVA-

KOSTOVA, et al., 2002) e a via não canônica que necessita do gene p62, regulador da autofagia 

(Figura 3) (KOMATSU, et al., 2010; LAU, et al., 2010). Nesta última via, o p62 associa-se a 

KEAP1 após a fosforilação de um resíduo de serina de sua composição, que se assemelha ao 

tetrapeptídeo ETGE, assim compete a ligação da KEAP1 com NRF2, o que gera acúmulo deste 

fator de transcrição (ICHIMURA, et al., 2013; KOMATSU, et al., 2010; LAU, et al., 2010).  

Na via canônica as cisteínas da KEAP1, principalmente a C151, localizadas próximas a 

resíduos básicos, são excelentes alvos de oxidantes, o que confere um padrão de modificação 

desses resíduos de cisteína. Isso ocorre pela ação de agentes ativadores de NRF2, 

estruturalmente diferentes que podem afetar quaisquer cisteínas da KEAP1. As modificações 

dessas cisteínas levam a mudanças conformacionais no KEAP1, o que interrompe a interação 

entre os domínios NRF2 DLG e KEAP1 Kelch, inibindo assim a poliubiquitinação do NRF2 

(KANSANEN; JYRKKÄNEN; LEVONEN, 2012).  

Existe dois modelos que tentam justificar os mecanismos pelo qual as modificações de 

cisteína em KEAP1 levam à ativação de NRF2 (TAGUCHI; MOTOHASHI; YAMAMOTO, 

2011). As modificações de KEAP1 nos resíduos de tiol, que residem no IVR de KEAP1, podem 

interromper a interação com NRF2 causando um desalinhamento dos resíduos de lisina dentro 

de NRF2, que não podem mais ser poliubiquitinilados, ou essa alteração resulta na imediata 

dissociação de Cul3 de KEAP1 (TAGUCHI; MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2011).  
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                   Figura 3. Vias de Sinalização de NRF2 

             Fonte: De la Vega; Chapman; Zhang, (2018). 

 

Em ambos os modelos, o KEAP1 modificado por indutor e ligado a NRF2 é inativado 

e, consequentemente, proteínas NRF2 recém sintetizadas contornam KEAP1 translocam-se ao 

núcleo e se ligam ao ARE para conduzir a expressão de genes alvo de NRF2 (Figura 3). Após 

o fim do estresse oxidativo, há a translocação nuclear de KEAP1, por meio de proteínas de 

importação nuclear, que se liga ao NRF2, com a finalidade de levá-lo ao citoplasma para ser 

degradado pelo proteassoma 26s (ITOH, et al., 2003; SUN, 2011).  

Contudo, existem outras vias que regulam o NRF2 independente de KEAP1, como a via 

dependente de β-TrCP que se liga ao complexo de ligase de ubiquitina SKP1-CUL1-RBX1 E3 

e leva a degradação de NRF2 (Figura 3) (CHOWDHRY, et al., 2013) e a via dependente de 

proteína sinoviolina (HRD1), que sob estresse oxidativo, interage com os domínios Neh4-5 de 

NRF2 e medeia a degradação de NRF2 para evitar seu acúmulo nuclear (Figura 3) (WU, et al., 

2014).  

As células neoplásicas possuem altas taxas de NRF2 devido ao alto estresse oxidativo 

que lhe é proporcionado (LEINONEN, et al., 2015; OHTA, et al., 2008). Contudo, sabe-se que 

o NRF2 demonstra dois efeitos na carcinogênese: supressão tumoral e promoção tumoral. O 
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NRF2 previne a carcinogênese e garante rápida modificação enzimática, excreção de 

carcinógenos químicos e elimina ROS ou repara danos oxidativos por meio da expressão de 

seus genes alvo (DE LA VEGA; CHAPMAN; ZHANG, 2018).  Portanto, a ativação temporária 

de NRF2 poderia proteger as células normais de toxinas ou carcinógenos, mas a ativação 

sustentada de NRF2 aumenta a expressão de genes, o que proporciona um ambiente propício 

para células neoplásicas e facilita a progressão do câncer (LAU, et al, 2008). 

Na promoção da carcinogênese, o NRF2 tem diversos papéis, tais como a sinalização 

proliferativa sustentada (Figura 4), pois regula a expressão basal e induzível de genes que 

controlam a proliferação, como proteína homóloga de entalhe do locus neurogênico 1 

(NOTCH1), nefronectina (NPNT), receptor 1 A de proteína morfogenética óssea (BMPR1A), 

fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IFG1), dubunidade Beta 2 integrina (ITGB2), 

fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGFC), fator de crescimento endotelial vascular 

C(VEGFC) e o ligante Notch 1 canônico irregular (JAG1) (WAKABAYASHI, et al., 2010). Já 

a sua supressão reduz a proliferação e está associado à expressão reduzida de Ki67 

(MURAKAMIE; MOTOHASHI, 2015). A resistência a apoptose também é uma característica 

importante relacionada ao aumento de NRF2 e proliferação tumoral. As células cancerígenas 

ativam a sinalização NRF2 em resposta à radioterapia e alguns quimioterápicos que geram ROS 

(WANG, et al.,2006), tornando-as intrinsecamente resistentes à apoptose.  
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Figura 4. Representação esquemática das funções de NRF2 na carcinogênese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 A angiogênese é um fator que está relacionado também ao NRF2, já que a supressão 

de NRF2 reduz a formação de vasos sanguíneos, com subsequente redução do crescimento 

tumoral, em modelos de xenoenxerto (LI, et al., 2016). Assim, essa supressão de NRF2 reduz 

os níveis de proteína HIF-1α (fator de hipóxia tumoral 1 alfa) e, consequentemente, a expressão 

de VEGF, PDGF, angiopoietina e angiogenina (Figura 4).  

 A instabilidade genômica é influenciada pelo NRF2, já que o gene BRCA1 regula ROS 

ligando-se a NRF2 para prevenir sua degradação dependente de KEAP1, permite a transcrição 

de genes antioxidantes (Figura 4) (BAE, et al., 2004). Assim, o silenciamento de BRCA1 

aumenta a suscetibilidade de inúmeras linhagens celulares ao estresse oxidativo, que se 

correlaciona com a redução da expressão basal ou induzida de genes antioxidantes regulados 

por NRF2 (GORRINI et al., 2013). Além disso, as linhas celulares de câncer mutantes BRCA1 

têm ROS mais altas, sugerindo que as proteínas mutantes podem não interagir com NRF2 

(GORRINI, et al., 2013).  

Outra proteína envolvida no núcleo da célula, a PALB2 (parceiro e localizador do 

BRCA2) que se liga à KEAP1 através de um tetrapeptídeo ETGE, promove o acúmulo nuclear 

de NRF2 e atividade transcricional, o que evita sua exportação nuclear mediada por KEAP1, 
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logo mutação nestas proteínas e genes, induzem a neoplasias geralmente de mama, e aumento 

de NRF2 (MA, et al., 2012). 

 Outras características que influenciam na carcinogênese são invasão tecidual e 

metástase, estresse proteotóxico e reprogramação metabólica (Figura 4) (DE LA VEGA; 

CHAPMAN; ZHANG, 2018). Experimentos in vitro com células de câncer de mama, relatam 

que NRF2 promove a proliferação de metástase, pois aumenta a transdução de sinais da via de 

sinalização dos genes da família Ras GTPases, mais especificamente a Rhoa, que é fundamental 

na regulação da motilidade celular e invasão celular. Quando há inibição de NRF2 diminui a 

migração e invasão celular (VAN GOLEN, et al., 2000; ZHANG, et al., 2016).  

Este fator de transcrição também pode levar ao aumento da proliferação, migração e 

invasão das células de câncer de mama, por meio da via das pentoses. A superexpressão de 

NRF2, aumenta a expressão de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), fator de indutor de 

hipóxia 1α em linhagens celulares de câncer de mama MCF7 e MDA-MB23, o que favorece a 

migração e proliferação tumoral, já o seu silenciamento suprime o desenvolvimento do câncer 

de mama (ZHANG, et al., 2019).  

No entanto, em adenomas polimórficos de glândula salivar, já foi descrito o aumento de 

NRF2, peroxirredoxina-I (PRX-1) e diminuição de metaloproteinases 2 (MMP-2) no 

microambiente tumoral hipóxico, o que pode sugerir que a ativação de NRF2 mediada por ROS 

e regulação positiva de PRX-1 nas células neoplásicas podem fornecer proteção antioxidante 

em tumores com microambiente de oxigenação instável sem interferir no estado de 

malignidade, metástase ou invasão celular (BROD, et al., 2017). Esta relação diretamente 

proporcional de hipóxia, PRX-1 e NRF2 também já foi avaliada por KIM e colaboradores 

(2007), o que ratifica a participação do eixo NRF2/HO-1 nas vias moleculares que contribuem 

para o comportamento biológico das neoplasias.  

No carcinoma mucoepidermoide pulmonar em humanos, tumor pulmonar raro e de bom 

prognóstico, foi descrito a correlação positiva entre a expressão de NRF2 e microRNAs 

(mirRNAs) supressores de tumor, como miR-181a, miR-193b e miR-424 e negativa com miR-

378 oncogênica, assim como acontece em superexpressões de genes codificadores de heme-

oxigenase 1(HMOX1). O que fez sugerir que HO-1 poderia ser um importante mediador da 

ação NRF2 como supressor de tumor desta neoplasia pulmonar (TERTIL, et al., 2015).  

Em tumores recorrentes a sinalização de NRF2 induz uma reprogramação metabólica 

transcricional, para restabelecer a síntese de novo nucleotídeos, o estado metabólico 
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impulsionado pelo fator de transcrição, torna as células neoplásicas mais sensíveis a inibição 

da glutaminase (FOX, et al., 2020). Wu e colaboradores (2015) relataram que nas linhagens de 

células de câncer de mama a expressão de NRF2 estava maior quando comparada com células 

aderentes correspondentes, já em linhagens celulares de câncer de mama MCF7 e MDA-MB23 

a resposta protetora celular mediada por NRF2 é significativamente elevada, o que sugere maior 

quimioresistência.  

O NRF2 influencia no potencial de replicação celular tornando-o ilimitado, evita danos 

no DNA, e diminui o número de células senescentes. Semelhantemente ao que ocorre nas 

células neoplásicas senescentes, que quando não podem ser eliminadas pelo sistema 

imunológico resulta na regressão do tumor, permanecem metabolicamente ativas e liberam 

citocinas pró-inflamatórias e fatores de remodelação tecidual que podem estimular a progressão 

do tumor (COLLADO; SERRANO, 2010).  

Outra influência do fator de transcrição NRF2 na carcinogênese encontra-se na 

promoção do estresse proteotóxico das células (Figura 4). A homeostase proteica, ou 

proteostase é alcançada e garante tradução, dobramento, localização e degradação adequada das 

proteínas (MOSSER; MORIMOTO, 2004). Entretanto, as células neoplásicas apresentam 

produção excessiva de proteínas resultante de alterações epigenéticas, fusão ou amplificação 

gênica e aumento das taxas metabólicas (DONNELLY; STORCHOVA, 2015).  

Além disso, a instabilidade genômica aumenta as chances de geração de proteínas 

mutadas e um ambiente redox alterado causa dobramento incorreto de proteínas, e aumenta o 

estresse proteotóxico nas células tumorais (KIMMELMAN; WHITE, 2017). Para isso, com a 

finalidade de inibir o estresse proteotóxico, existem as proteínas de choque térmico (HSPs) que 

auxiliam no dobramento de proteínas, sistemas de degradação, como o sistema de proteassoma 

de ubiquitina (UPS) e a autofagia (BUKAU, et al., 2006), e não surpreendentemente, NRF2 

exerce influência em todos esses três alvos inibitórios.  

As proteínas de choque térmico podem ativar NRF2 para manter a homeostase redox e 

a integridade mitocondrial (DAYALAN NAIDU, et al., 2015), enquanto o sistema UPS é 

regulado fortemente nas células cancerígenas, pelo NRF2, pois este fator de transcrição 

expressa e induz genes de múltiplas subunidades do proteassoma (KWAK, et al., 2003; ARLT, 

et al., 2009). Já a influência do NRF2 na autofagia reside na importância da própria célula 

neoplásica de lidar com o estresse oxidativo, proteotóxico e metabólico celular, pois leva a 
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expressão de genes relacionados a autofagia pelo NRF2 com o objetivo de controlar essas 

alterações (PAJARES, et al., 2016).  

                  A expressão do NRF2 pode ser tanto citoplasmática quanto nuclear, com variação na 

intensidade da marcação representada pelo método H-score. A expressão citoplasmática de 

NRF2 com intensidades de marcações maiores de acordo com o grau de malignidade de lesões 

gástricas benignas e malignas já foram identificadas (WANG, et al., 2011). Em carcinomas 

ovarianos de mulheres, Cho e colaboradores (2017) observaram maior expressão citoplasmática 

(95%) em contraste a nenhuma marcação nuclear de NRF2. Neste mesmo estudo, foi avaliada 

a expressão de Keap 1 e correlações significativas e positivas foram observadas entre as 

intensidades de expressão citoplasmática de NRF2 e KEAP1, representadas por marcação 

citoplasmática variável para NRF2 e intensa para KEAP1  

Apesar de permanecerem desconhecidos, os mecanismos de regulação da localização 

subcelular do NRF2 (núcleo ou citoplasma) são diversos. Sabe-se, que além da via KEAP1-

NRF2, sinais de localização (NLSs), exportação nuclear (NESs), importinas, exportinas e 

alguns genes, como o p53, podem ser responsáveis também por essa translocação (WANG, et 

al., 2009; LI; KHONG, 2009; FARAONIO, et al. 2006). O transporte núcleo-citoplasmático de 

proteínas, dentre elas os fatores de transcrição, é realizado por meio de importinas e exportinas, 

que através do complexo de poros nucleares (NPC), reconhecem os NLS ou NES e facilitam 

seu transporte (GÖRLICH; KUTAY, 1999; JANS; HÜBNER, 1996). Estes sinais, que podem 

ser insensíveis ao estresse oxidativo, já foram descritos na composição de NRF2 (LI, et al., 

2005; THEODORE, et al., 2008).   

A região cromossômica da carioferina de manutenção 1 (CRM1) é o principal receptor 

para a exportação de proteínas nucleares clássicas (DONG, et al., 2009; FORNEROD; OHNO;  

YOSHIDA,1997). Também chamada de exportina 1, tem seu destaque no câncer de mama 

triplo negativo em mulheres, pois sua inibição pode suprimir a via do fator nuclear kappa B 

(NF-κB), pelo acúmulo de seu inibidor IκBα (GAO, et al., 2021). O gene PSMD4 influencia no 

aumento de CRM1, e consequentemente, leva a maior expressão de NRF2 citoplasmático, 

resultando em tumores de maior agressividade (LIN, et al., 206). O CRM1 irá se ligar no NES 

do NRF2 e facilitar a sua exportação, entretanto, quando inativado facilita o acúmulo nuclear 

de NRF2 e a ativação transcricional de genes controlados por ele, como o gene p53 (LI, et al., 

2005; WANG, et al, 2009).  
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Apesar do gene p53 e o NRF2 possuírem funções semelhantes, como estimulação de 

genes que contribuem para a proteção contra o estresse oxidativo diretamente, síntese de 

glutationa e auxilia na produção de NADPH, eles podem se correlacionar negativamente 

(ROTBLAT; MELINO; KNIGHT, 2012). Já foi descrito, que o gene p21, gene alvo do p53, 

possui capacidade de influenciar na interação do Keap 1 com NRF2, inibindo a ubiquitinação 

e degradação de NRF2, assim como o alvo NFR2, NQO1, interage com p53 e o protege da 

degradação. Entretanto, outro gene alvo do NRF2, MDM2, pode promover a ubiquitinação do 

p53 e a sua degradação pelo proteassoma (CHEN, et al., 2009; ROTBLAT; MELINO; 

KNIGHT, 2012). A coexistência de NRF2 e p53 reside também em danos oxidativos ao DNA, 

pois p53 inibe a transcrição de genes antioxidantes transcritos por NRF2 para resultar na 

apoptose celular induzida por ROS (FARAONIO, et al., 2006). 

Soini e colaboradores (2014) encontraram menor expressão citoplasmática e maior 

expressão nuclear de NRF2 em tumores pancreáticos humanos mais agressivos (estadio IV). 

Assim a positividade nuclear em tumores de pâncreas foi associada a pior prognóstico do 

paciente. A expressão de NRF2 também é relacionada a resistência quimioterápica a base de 

cisplatina em tumores primários de pulmão, conforme observaram Chen e colaboradores 

(2020). Estes autores encontraram que a expressão citoplasmática positiva e nuclear negativa, 

são resultado de mutações em KEAP1 e NRF2 e significa uma resposta desfavorável a 

quimioterapia com cisplatina. A quimioresistência, se dá, pois, a atividade constitutiva de NRF2 

protege também as células neoplásicas do estresse oxidativo, principalmente, dos 

quimioterápicos, visto que esses medicamentos estimulam o aumento de ROS com 

consequência ativação de genes, e modificações epigenéticas, que auxiliam na transcrição de 

NRF2 (KANG; HYUN, 2017; ZHONG, et al., 2013). 

Em estudo recente foi avaliada a expressão do fator de transcrição NRF2 no câncer de 

mama e fibroadenoma de 66 mulheres, e encontraram como resultados que a porcentagem de 

núcleos marcados para NRF2 foram significativamente maiores no grupo de mulheres com 

câncer de mama que no grupo fibroadenoma, e em maior quantidade nos tumores mais 

agressivos (SIMPLICIO-REVOREDO, et al., 2020). Onodera e colaboradores (2014), 

imunolocalizaram o NRF2 em 106 casos de câncer de mama e encontraram maior expressão 

nuclear. A marcação de NRF2 teve associação positiva com o grau histológico, expressão KI-

67, imunorreatividade com p62 e NAD (P) H:quinona oxidorredutase 1 (NQO1), além de 

relacionar-se com o estadiamento tumoral.  
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Em cães, a expressão de NRF2, até o momento só foi relatada em osteossarcomas, com 

expressão em 100% dos casos, porém houve variação na intensidade da marcação entre os 

diferentes pacientes. E por meio da quantificação da marcação imuno-histoquímica (H-score) 

de NRF2 nessas amostras os autores sugeriram que o este fator de transcrição tem potencial 

tanto como marcador prognóstico quanto como alvo terapêutico (RUTLAND, et al., 2021).
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3. HIPÓTESE 

 

A expressão do NRF2 é um fator prognóstico independente nos tumores mamários 

malignos da cadela, apresentando correlação positiva com índice de proliferação celular e 

negativa com a taxa de sobrevida. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

● Avaliar a expressão de NRF2 nos tumores mamários de cadelas e sua possível 

correlação com progressão tumoral, fatores prognósticos e sobrevida. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Identificar e caracterizar a imunoexpressão do marcador de NRF2 nas células de 

tumores mamários de cadelas; 

● Avaliar a expressão do marcador de proliferação Ki-67 em relação a expressão do 

NRF2 nos diferentes grupos; 

● Verificar possíveis correlações entre a expressão do NRF2, estadiamento clínico, 

tamanho tumoral, tipo histológico, graduação histopatológica e proliferação celular 

(Ki-67);  

● Avaliar a influência da expressão de NRF2 na taxa de sobrevida de cadelas com 

tumores mama; 

● Verificar o potencial do NRF2 como fator prognóstico independente nos tumores 

mamários da cadela.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS E FINANCIAMENTO  

Esse projeto foi submetido a avaliação do Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Universidade Federal da Bahia (UFBA), e aprovado sob a certificação de número 61/2022. 

(ANEXO 1).   

5.2 LOCAIS DE EXECUÇÃO DA PESQUISA 

 

Foram utilizadas as bases físicas e a infraestrutura do Hospital de Medicina Veterinária 

Professor Renato Rodemburg de Medeiros Neto da Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia 

da Universidade Federal da Bahia (HOSPMEV/EMEVZ-UFBA) e do Laboratório de Patologia 

Experimental (LAPEX) do Instituto Gonçalo Moniz/Fundação Oswaldo Cruz-Bahia 

(IGM/FIOCRUZ-BA). 

 

5.3 AMOSTRAS 

 

Foram avaliados no total 150 laudos histopatológicos com diagnóstico de neoplasias 

mamárias proveniente de cadelas, de diversas raças e idades, assistidas pelo Núcleo de Pesquisa 

em Oncologia Mamária na Universidade Federal da Bahia, Brasil, cujas amostras foram 

enviadas ao Laboratório de Patologia Veterinária do HOSPMEV-UFBA e a um Laboratório 

Particular da cidade de Salvador, Bahia, no período de 2018 a 2022. Deste total foram 

selecionados 38 casos de tumores mamários, para compor o grupo experimental, recrutados de 

acordo com os critérios de inclusão e exclusão. 

Os critérios de inclusão adotados foram: material proveniente de mastectomia; no caso 

de tumores múltiplos foi considerado o de pior prognóstico (maior graduação e tipo histológico 

mais agressivo); fichas contendo preenchimento de pelo menos 50% das características clínico-

patológicas e casos com material de reserva suficiente para reprocessamento histológico e 

análise imuno-histoquímica. Para os carcinomas simples, os critérios foram incluídos apenas 

carcinomas papilares e tubulares. Já os critérios de exclusão foram: diagnósticos diferentes no 

mesmo fragmento de nódulo mamário, mastites associadas, presença de outras neoplasias 

concomitantes com o tumor de mama na paciente e animal ter sido submetido a práticas 

integrativas (ozonioterapia ou canabis medicinal) ou quimioterapia anterior a mastectomia. 

O tempo de sobrevida global, expresso em dias, foi definido como o tempo entre a excisão 

cirúrgica do tumor primário e a data da morte ou fim desse estudo. A taxa de sobrevivência foi 
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classificada como baixa quando os valores de sobrevivência foram ≤ 365 dias e alta quando os 

valores de sobrevivência foram > 365 dias (NICCHIO, et al., 2020) 

O grupo controle foi composto por seis amostras de parênquima mamário obtidas de 

cadelas sem histórico prévio de patologias mamárias, que evoluíram ao óbito e deram entrada 

no Laboratório de Patologia Veterinária (LPV) do HOSPMEV-UFBA. Desta forma, no total o 

estudo foi composto por  44 casos divididos em três grupos: grupo controle compostos por 

amostras de parênquima mamário sem alterações histológicas (n=6); grupo de tumores 

benignos constituído por tumor misto benigno n=(5), adenomas simples (n=2) e 

adenomioepitelioma (n=1) ; grupo de tumores malignos constituído pelos carcinomas simples 

(n=6),  carcinomas em tumores mistos (n=14), subdividido em grau I (n=7) e grau II e III (n=7), 

adenomioepiteliomas malignos (n=6) e carcinossarcomas (n=4) (Figura 5). 

 

Figura 5. Organograma dos grupos experimentais divididos de acordo com o comportamento 

biológico/graduação da neoplasia.  

 

 

CAS: Carcinoma simples; CMT: Carcinoma em tumor misto; ADM: Adenomioepitelioma maligno. 

 

 

5.4 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

        As secções histológicas das 6 amostras de glândulas mamárias sem alterações e dos 38 

casos selecionados contendo nódulo mamário, incluindo pele, tecido subcutâneo e linfonodos 

regionais, foram reavaliadas em microscopia óptica. Sempre que necessário foi realizado o 
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reprocessamento histológico das amostras reservas, pela técnica rotineira de inclusão em 

parafina (PROPHET, et al., 1992). Concluída a etapa de processamento da amostra, os cortes 

histológicos de 4μm foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (H.E) e analisados 

em microscópio óptico convencional. A revisão dos casos foi realizada por dois patologistas 

veterinários de forma individualizada, sem o conhecimento do diagnóstico anterior e a 

classificação histopatológica utilizada seguiu os critérios propostos por Goldschmidt, Peña e 

Zappulli (2011) e CASSALI, et al., (2020).  

Para a graduação histopatológica foi utilizado o grau histológico de Nottingham 

(ELSTON; ELLIS, 1998), que inclui: percentual de diferenciação tubular, avaliação do 

pleomorfismo nuclear e índice mitótico. Foram utilizadas as áreas de invasividade dos CMTs 

para classificá-los em Grau I, Grau II e Grau III, em dez campos de maior aumento.  Apenas os 

casos com diagnóstico e graduação confirmados pelos dois avaliadores foram inseridos no 

estudo.  

5.5 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

           Após a revisão dos casos, secções histológicas de 4 μm em lâminas silanizadas 

(StarFrost) das 44 amostras foram coradas pela técnica de imuno-histoquímica. Os anticorpos 

primários previstos estão descritos no Quadro 1, com suas respectivas fontes e diluições. As 

secções foram desparafinizadas em xilol e re–hidratadas em álcool absoluto, 90% e 80%. A 

recuperação antigênica foi realizada em calor úmido (panela de pressão elétrica a 115°C por 20 

minutos) com tampão citrato 10mM, ph6. Os cortes foram lavados em PBS, posteriormente, foi 

adicionado bloqueio peroxidase endógena com água oxigenada por 10 min, repetido por 4 

vezes. Os cortes foram novamente lavados em PBS e incubados com Protein Block 

(NovolinkTM Max Polymer Detection System) por 30 min. Posteriormente, as lâminas foram 

incubadas com o anticorpo anti-NRF2 na diluição de 1:200, na concentração 0,21mg/ml, em 

temperatura ambiente por 1h.  

A revelação polimérica foi realizada conforme instruções do fabricante (NovolinkTM 

Max Polymer Detection System) – tempo de revelação 3 minutos. As secções foram expostas 

ao cromógeno 3,3 – diaminobenzidina (NovolinkTM Max Polymer Detection System) por 3 

minutos e contra-coradas com hematoxilina, por 5 minutos. Ao final, as lâminas foram 

desidratadas com álcool e xilol, montadas em Entellan e visibilizadas ao microscópio óptico. 

Os controles consistiram na ausência do anticorpo primário, sendo invariavelmente negativos. 
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Os controles positivos foram feitos em secções de rim de cadela conforme instruções do 

fabricante.   

Para as marcações com Ki-67 foi realizada a recuperação do antígeno pelo tampão 

citrato (pH 6,0) utilizando banho-maria a 96 ºC por 30 minutos. Após esse processo foi 

realizado o bloqueio da peroxidase endógena e resfriamento por 10 minutos antes da 

imunocoloração. Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de 

incubação do anticorpo primário de 1 hora com exceção do cromógeno DAB (DAB substrate 

system, Dakocytomation), de cinco minutos. Após a marcação com o cromógeno, as lâminas 

foram contra coradas com a hematoxilina de Mayer para a marcação nuclear. Em cada seção, 

as lâminas foram lavadas com solução salina tamponada (PBS). Como controles positivos 

foram usadas amostras de glândula mamária de cadela previamente testadas e os controles 

negativos foram obtidos por substituição do anticorpo primário por PBS. 

Quadro 1 - Painel de anticorpos monoclonais previstos para avaliação dos tumores mamários de cadelas, com 

respectivos fabricantes, clones e diluições 

Anticorpo Fabricante Clone Diluição Marcação 

NRF2 ABCAM Ab31163  1:100 
Nuclear e 

citoplasmática 

Ki-67 INVITROGEN SP6  1:200 Nuclear 

 

5.6 QUANTIFICAÇÃO DA MARCAÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA 

As lâminas da imunomarcação para KI-67 foram fotografadas em câmera digital Zeiss 

Axiocam/cc5 adaptada a um Microscópio Carl Zeiss Scope.A1, utilizando-se o software de 

captura Versão Zen 2012 (Blue Edition – Service Pack 1) ®. Para cada caso/lâmina foram 

fotografadas 10 áreas aleatórias sendo evitadas as áreas de necrose ou de intensa densidade 

celular, e identificado o quantitativo de núcleos marcados por caso para o anticorpo Ki-67, seu 

valor foi expresso como a porcentagem de células marcadas positivamente em m um total de 

1000 células epiteliais tumorais. O ponto de corte ≥ 14% dos núcleos corados foram 

considerados para classificar em  alta a taxa de proliferação celular (NICCHIO, et al., 2020). 

O método utilizado para avaliar a marcação imuno-histoquímica do NRF2 foi o H-score, 

considerado padrão ouro segundo metodologia descrita por Detre, Jotti, Dowsett, (1995) e 

Fedchenko e Reifenrath,(2014). Inicialmente, um pesquisador estabeleceu uma definição de 

pontuação e, em seguida, realizou a pontuação de cada caso, finalizando a avaliação de todos 
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os casos em duas semanas para garantir a consistência da interpretação. Em seguida, mais dois 

patologistas avaliaram as lâminas individualmente e classificaram as intensidades da marcação, 

de forma subjetiva, determinando em porcentagem as áreas para cada classificação. Foram 

designadas pontuações de 0, 1+, 2+ ou 3+ (nenhum, sinal de marcação fraco, moderado, forte) 

para o anticorpo NRF2.  Em cada caso foi aplicado a fórmula H-score = (1 x % células 1+) + 

(2 x % células 2+) + (3 x % células 3+) para marcação citoplasmática. Ao final, o H-score da 

amostra foi obtido por meio da média aritmética dos valores atribuídos por cada patologista, o 

que garantiu um bom grau de concordância.  

 

5.7 AVALIAÇÃO DO ÍNDICE DE DESEMPENHO DO NRF2 

O desempenho da imunoexpressão do NRF2 foi avaliado segundo diferentes índices 

expressos em percentual, incluindo: co-positividade = [verdadeiros positivos/verdadeiros 

positivos + falsos negativos] x 100; co-negatividade = [verdadeiros negativos/verdadeiros 

negativos + falsos positivos] x 100; valor preditivo positivo –VPP = [verdadeiros positivos/ 

total de positivos] x 100; valor preditivo negativo –VPN = [verdadeiros negativos/ total de 

negativos] x 100; positive likelihood ratio (LR+) = co-positivity / (1 – co-negativity); negative 

likelihood ratio (LR+) = (1 – co-positivity) / co-negativity.  

A receiver operating characteristic curve (curva ROC) foi construída aplicando-se na 

ordenada os valores de co-positividade e na abscissa o complemento da co-negatividade. 

Utilizou-se esta curva para a seleção do ponto de corte, como o valor que discrimina os 

resultados em positivos ou negativos. A análise da curva ROC permitiu ainda o cálculo da 

acurácia global dos parâmetros, avaliada através da área sob a curva ROC-ASC20. Para 

construir as curvas ROC para os parâmetros avaliados, utilizou-se o programa estatístico 

MedCalc Statistical. Os intervalos de confiança de 95% foram calculados, utilizando o 

programa Confidence Interval Analysis (CIA) for Windows. O desempenho da imunoexpressão 

do NRF2 no  ponto de corte proposto,  foi ainda avaliado através do índice expresso em chances 

denominado razão de verossimilhança (RV), calculados através das fórmulas: RV para o 

resultado positivo = [verdadeiro positivo/(verdadeiro positivo + falso-negativo)]/[falso 

positivo/(falso positivo + verdadeiro negativo)] e RV para o resultado negativo = [falso 

negativo/(verdadeiro positivo + falso-negativo) ]/ [verdadeiro negativo/(falso positivo + 

verdadeiro negativo) ]. 
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5.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Após tabulação dos dados, foram realizadas análises descritivas e gráficas dos dados 

obtidos. A escolha entre testes paramétricos e não paramétricos foi baseado no teste de 

normalidade de Kolmogorov-Smirnov. O teste exato de Fisher serviu para comparações das 

proporções entre os grupos. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s foi usado 

para comparação do H-score entre os grupos. O teste de Mann-Whitney para duas amostras 

independentes foi usado na comparação entre apenas dois grupos. A análise de regressão 

logística binária serviu para comparação entres os parâmetros avaliados e o H-score. Análise 

de correlação de Spearman foi aplicada para avaliar as possíveis correlações entre os parâmetros 

avaliados e o H-score. O coeficiente de da correlação (r) foi classificada como fraco (r = 0,10 a 

0,30), moderado (r = 0,4 a 0,6) e forte (r = 0,7 a 1) (DANCEY; REIDY, 2006). A análise de 

Kaplan-Meier foi usada para construção da função de sobrevida e o teste do log-rank serviu 

para a comparação entre os diferentes grupos. Na avaliação multivariada da sobrevida foi 

utilizado a regressão de Cox. Para estabelecer o ponto de corte do Hscore foi utilizado a análise 

da curva ROC utilizando o software MedCalc versão 19.1.7. O nível de significância adotado 

foi de p<0,05, para intervalo de confiança de 95%, com análise bicaudal. Os programas 

estatísticos SPPS® 26.0 para Windows e GraphPad Prism 8.0.2 foram utilizados para análises 

estatísticas. 
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6 RESULTADOS  

6.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICA-EPIDEMIOLÓGICAS E PATOLÓGICAS 

Dentre os animais do grupo experimental estudado (38), as cadelas sem raça definida (15/38, 

39,4%) foram as mais acometidas por neoplasias mamárias seguidas da raça Poodle (11/38, 

28,9%), com a idade média de 11 anos (faixa etária de 08 - 15 anos), sendo a maioria das cadelas 

não castradas (29/38, 76%). 

O grupo das neoplasias benignas (8/38, 21%), foi constituído de tumores mistos benignos, 

(5/8, 62,5%), adenomas simples (2/8, 25%), e adenomioepitelioma (1/8, 12,5%). Os tumores 

malignos (30/38, 78,9%), foram representados pelos carcinomas simples (carcinoma papilar ou 

tubular com graduações I ou II) (6/30, 20%), carcinoma em tumor misto grau I (7/30, 23,3%), 

carcinoma em tumor misto grau II e III (7/30, 23,3%), adenomioepitelioma maligno (6/30, 

20%) e carcinossarcomas (4/30, 13,3%) (Figura 6).  

Os tumores maiores que cinco centímetros foram mais frequentes (21/38, 55%) e as mamas 

inguinais (21/38,55,2%), independente da lateralidade, foram mais acometidas. A ulceração foi 

frequente em 47,3% (18/38) dos tumores mamários de cadelas desse estudo (Figura 6). 

 Oito animais foram alocados no estadio IV por apresentarem metástase apenas para 

linfonodo e quatro cadelas foram alocadas no estadio V por apresentarem metástase a distância. 

O estadiamento clínico III, caracterizado por tumores maiores que 5cm e sem metástase, foi 

mais frequente (12/30, 40%). Quanto a graduação histológica, houve predomínio do grau I 

(11/20, 55%) dentre os tumores passíveis de graduação.  

As cadelas com indicação de quimioterapia corresponderam a 52,6% (20/38). Estes animais, 

apresentaram tumores com graduação histológica maior que II (9/20, 45%), tipos histológicos 

agressivos (10/20, 50%) (carcinossarcoma ou adenomioepitelioma maligno) ou metástase 

regional e/ou a distância no momento do diagnóstico. As cadelas que evoluíram ao óbito por 

causas relacionadas ao tumor corresponderam a 36,8% (14/38) dos casos.  
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Figura 6. Macroscopia das neoplasias mamárias cadelas. A. Tumor misto benigno. B. Carcinoma em tumor 

misto grau II. C. Carcinossarcomas. D. Adenomioepitelioma maligno.  
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Tabela 3. Comparação entre comportamento biológico tumoral de cadelas, epidemiologia e fatores prognósticos 

Parâmetros Tumores benignos 

n = 8 

Tumores malignos 

n = 30 

Controles 

n = 6 

Total 

n = 44 
 p-valor 

Quantitativos 

 Média (±dp) Média (±dp) Média (±dp) Média (±dp)   

       

 

Idade (anos) 

Sobrevida (dias) 

 

10,6 (±0,9) 

 

296,6 (±41,8)AB 

 

 

11,2 (±0,5) 

 

580,1 (±89,9)B 

 

 

- 

 

29,7 (±11,7)A 

 

 

 

11,0 (±0,4) 

 

453,5 (68,5) 

 

 

 

0,598 

 

0,011* 

 

 

Qualitativos 

Tamanho  

    < 3 cm 

    3 – 5 cm 

    > 5cm 

Metástase nodal 

     N0 

     N1 

Metástase à 

distância 

      M0 

      M1 

Estadiamento 

      I 

      II 

      III 

      IV 

      V 

Graduação 

      I 

      II 

      III 

 

Ulceração 

      Não 

      Sim 

Sobrevida 

(condição) 

      Vivo 

      Óbito  

 

100% (8/8) 

0 (0/8) 

0 (0/8) 

 

- 

- 

 

 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

 

100% (8/8) 

0 (0/8) 

 

 

100% (8/8) 

0 (0/6) 

 

16,7% (5/30) 

13,3% (4/30) 

70,0% (21/30) 

 

66,7% (20/30) 

33,3% (10/30) 

 

 

86,8% (26/30) 

13,2% (4/30) 

 

13,3% (4/30) 

6,7% (2/30) 

40,0% (12/30) 

26,7% (8/30) 

13,3% (4/30) 

 

55,0% (11/20) 

35,0% (7/20) 

10,0% (2/20) 

 

 

40,0% (12/30) 

60,0% (18/30) 

 

 

53,3% (16/30) 

46,7% (14/30) 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

 

           

            - 

 -  

 

 

- 

- 

  0,004* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

< 0,001* 

 

 

 

- 

 

 

 

- 

 

 

- 

 

 

0,003* 

 

 

0,003* 

* Diferenças significativas (p < 0,005) 

Testes estatísticos: Teste U de Mann-Whitiney; Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s; Teste exato de Fisher. 

- Sem informação 

Médias ± desvio padrão seguidas por letras maiúsculas diferentes nas colunas demonstram diferença estatística entre 

grupos (p<0,05). 
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6.2 AVALIAÇÃO DO H-SCORE E KI-67 

O exame imuno-histoquímico dos tumores mamários de cadelas com o anticorpo NRF2 

evidenciou marcação citoplasmática, em sua maioria, difusa com variação de intensidade. Desta 

forma, a intensidade da marcação foi classificada como ausente (0+), discreta (1+), moderada 

(2+) ou intensa (3+). Com exceção do grupo controle, na qual foi observada marcação nuclear 

e intensa e difusa marcação citoplasmática. De forma interessante, nos demais grupos, apenas 

algumas células mioepiteliais e raras células epiteliais apresentaram marcação nuclear do 

NRF2. Desta forma, diante da escassa marcação nuclear observada, neste estudo, foi 

considerada apenas a marcação citoplasmática nas células epiteliais (Figura 8).  

Em relação a expressão do Ki-67, esta foi maior nos tumores agressivos e 

significativamente menor nas neoplasias benignas. A expressão do Ki-67 comparada ao NRF2 

em todos os grupos demonstrou que o aumento da expressão do Ki-67 é inversamente 

proporcional à expressão do NRF2 (Figura 7).   

Tabela 4: Comparação entre comportamento biológico tumoral de cadelas e médias da expressão de NRF2 e Ki-

67. 

Parâmetros Tumores benignos 

n = 8 

Tumores malignos 

n = 30 

Controles 

n = 6 

Total 

n = 44 
 p-valor 

Quantitativos 

 Média (±dp) Média (±dp) Média (±dp) Média (±dp)   

       

 

Ki-67 (%) 

 

Hscore 

5,8 (±0,7)A 

 

190,7 (±21,1)A 

17,8 (±1,9)B 

 

138,5 (±10,4)A 

- 

 

265,8 (±4,5)B 

15,3 (±1,7) 

 

165,4 (±10,5) 

 

<0,001 

 

  0,003* 

 

Figura 7. Fotomicrografias da expressão imuno-histoquímica do marcador Ki-67 em amostras de neoplasias 

mamárias em cadelas. Obj. 40x. A. Tumor misto benigno. B. Carcinoma papilar C. Carcinoma em tumor misto 

grau.  
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Figura 8. Expressão imuno-histoquímica do marcador NRF2 em amostras controle e de neoplasias mamárias em 

cadelas. A. Glândula mamária sem alteração neoplásica (HE). B. Glândula mamária sem alteração neoplásica em 

(NRF2). Destaque dos túbulos com epitélio intensa e difusamente marcado por NRF2 em objetiva de 40 x (NRF2) 

C. Tumor misto benigno em (HE). D. Tumor misto benigno (NRF2). Marcação nuclear (setas pretas) e 

predominantemente citoplasmática (setas azuis) E. Carcinoma papilar (HE). F. Carcinoma papilar (NRF2). 

Destaque ao arranjo papilar em objetiva de 40x (NRF2). Marcação citoplasmática moderada e difusa (setas 

vermelhas) G. Carcinoma em tumor misto grau II (HE). H. Carcinoma em tumor misto grau II (NRF2). Marcação 

predominantemente citoplasmática fraca (setas vermelhas). B, D, F e H – Contra-coloração com hematoxilina de 

Meyer. A, C, D, e H – Objetivas de 40 x. B, E, F, G – Objetivas de 10 x.  
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6.2.1 Expressão de NRF2 em glândulas mamárias sem alterações neoplásicas de 

cadelas  

  Em todas as amostras do grupo controle, constituído por parênquima mamário sem 

alteração histológica, foi observada marcação predominante citoplasmática e difusa. A 

marcação nuclear estava presente, mais intensa e frequente quando comparado aos demais 

grupos. A média de H-score dos grupos controles foi 265,8.  

6.2.2 Expressão de NRF2 em neoplasias benignas de cadelas   

 As neoplasias benignas (8/38), apresentaram H-scores intermediários, com média de 

190,7. A expressão citoplasmática continuou sendo difusa, porém com intensidade menor 

quando comparada ao grupo controle (Figura 8D). As neoplasias benignas apresentaram H-

scores distintos quando segregadas pelo diagnóstico histológico. Os tumores mistos benignos 

apresentaram maior H-score (215) seguido do adenomioepitelioma (180) e adenomas simples 

(135,5).   

6.2.3 Expressão de NRF2 nos tumores malignos de cadelas  

O grupo de tumores malignos (30/38) foi constituído por seis tipos histológicos distintos. 

De forma geral, a marcação no grupo foi citoplasmática, difusa e discreta com média de H-

score de 138,5. Em poucos tumores foram observadas áreas sem marcação (0) mas, na maioria 

das amostras, a imunoexpressão foi positiva e classificada como fraca (1+), com exceção dos 

carcinomas simples, em que a maioria a intensidade foi classificada como (2+).  As médias de 

H-score do grupo dos carcinomas simples, foram as maiores (213,3) seguida dos carcinomas 

em tumor misto grau I (140,2). As médias dos tumores mais agressivos como carcinossarcoma 

e adenomioepitelioma maligno foram 116,3 e 114,4. As menores médias registradas foram nos 

carcinomas em tumores mistos grau II e III (106). Entretanto, não houve diferença estatística 

entre os H-scores dos tipos histológicos malignos.   

6.3 COMPARAÇÃO ENTRE GRUPOS: CONTROLE, NEOPLASIAS BENIGNAS E 

MALIGNAS 

Foram identificados H-score de 265,8; 190,7; e 138,5 nos grupos controle, neoplasias 

benignas e malignas, respectivamente. Foi observada diferença estatística no H-score entre os 

grupos controles e tumores malignos (Figura 9A). Cabe ressaltar que, há diminuição do H-score 

conforme o tumor apresenta características de malignidade. 
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6.3.1 Comparação entre grupos: neoplasias mamárias benignas versus neoplasias 

mamárias malignas  

Ao avaliar as neoplasias mistas benignas com sua contraparte maligna, observou-se que os 

carcinossarcomas e carcinomas em tumores mistos, independente da graduação, possuíam 

menores H-scores que os tumores mistos benignos. Entretanto, para os carcinomas simples de 

diferentes graduações (grau I e II), tipos histológicos (carcinoma papilar e carcinoma tubular) 

e adenomas simples, em que o H-score não apresentou diferença estatística, e dentre estes, os 

tumores malignos possuíam maior H-score que os benignos. Não foi possível comparar a 

expressão do NRF2 entre o adenomioepitelioma maligno e adenomioepitelioma pois havia 

apenas uma amostra deste último tipo histológico (Figura 8B). Os carcinomas em tumores 

mistos (p < 0,001), adenomioepitelioma maligno (p = 0,0010) e carcinossarcoma (p=0,038), 

apresentaram diferença estatística com o grupo controle (Figura 9B). 

6.3.2 Comparação entre grupos: Tumores mistos benignos, carcinoma em tumor 

misto e carcinossarcoma 

Ao comparar o H-score dentre os tumores mistos benignos e malignos, observa-se 

diferença da expressão do NRF2 de acordo com o comportamento biológico e redução de 

expressão com o aumento da agressividade tumoral, ou seja, os tumores mistos benignos 

possuem maior H-score que os malignos e os carcinossarcomas apresentam H-score menor que 

os carcinomas em tumores mistos (Figura 9C). 

6.3.3 Comparação entre grupos: Carcinomas em tumores mistos grau I, II e III 

Quanto a graduação histológica, analisada dentro do grupo de carcinomas em tumores 

mistos observa-se uma correlação inversa entre graduação e H-score, o que significa dizer 

quanto maior a graduação menor o H-score do tumor (Figura 9D).  

 

 

 

 

Figura 9. Representação gráfica de H-score e tipos histológicos de tumores mamários em cadelas. A. 

Comparação entre os grupos controle, tumores benignos e malignos. B. Comparação entre as versões malignas e 
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benignas de cada grupo de tumores. C. Comparação entre tumores mistos benignos, carcinomas em tumores mistos 

e carcinossarcomas. D. Comparação entre diferentes graduações histológicas do carcinoma em tumor misto. 

 

CT: Controle; TB: Tumores benignos; TM: Tumores malignos; TMB: Tumor misto benigno; CCS: 

Carcinossarcoma; ADS: Adenoma simples; CAS: Carcinoma simples; AD: Adenomioepitelioma; ADM: 

Adenomioepitelioma maligno e CATM: Carcinoma em tumor misto. 

 

6.4 ESTABELECIMENTO DE PONTO DE CORTE H-SCORE 

O ponto de corte proposto para o H-score foi de 156,5. Este valor foi definido por conferir 

o maior percentual de sensibilidade e especificidade capaz de destacar diferenças estatísticas 

significativas e pesquisa de associações com outras variáveis. O ponto de corte de H-score de 

156,5 demonstrou uma relação de sensibilidade e especificidade de 85,71% e 37,5% 

respectivamente. Além desses dados, a análise do índice de desempenho demonstrou valor de 

precisão (AUC = 0,676), valor preditivo negativo (NPV = 72,41%) e valor preditivo positivo 

(PPV = 57,83%) (Figura 10). Desta forma, o valor de p (p=0,101) não foi significativo e o H-

score não foi considerado um bom preditor de óbito neste estudo, quando avaliado em um 
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período de tempo pré-estabelecido de 365 dias, em que os tumores com H-score maior ou igual 

a 156,5 possuíam uma alta taxa de sobrevida (maior que 365 dias), enquanto que os que 

compreendiam H-score menor ou igual a 156,5 menor sobrevida. A análise do gráfico de 

dispersão revelou que o ponto de corte (H-score ≥ 156,5) não destacou diferenças 

estatisticamente significativas e nem definiu os resultados da progressão da doença em direção 

à sobrevivência ou morte em cães com neoplasias mamárias. As análises consideraram o estado 

das pacientes caninas apenas com neoplasias mamárias malignas (vivas/mortas) aos 365 dias 

pós-mastectomia, o que representou 3 animais vivos e 11 animais mortos. 

Figura 10. Representação gráfica do índice de desempenho do ponto de corte da expressão do NRF2. A. Índice 

de curva ROC (característica de operação do receptor), com ponto de corte específico, incluindo: área sobre a 

curva/precisão global (AUC), sensibilidade, especificidade valores preditivos positivos e negativos (PPV e NPV). 

B. Gráfico de dispersão entre a expressão do NRF2 (H-score) e o desfecho da doença. Quantificação imuno-

histoquímica expressadas pelo NRF2 para prever a progressão da doença em direção à sobrevivência ou morte em 

cadelas portadoras de neoplasia mamária. 

 

6.5 ASSOCIAÇÃO PARÂMETROS CLÍNICOS PATOLÓGICOS E H-SCORE  

Ao relacionar o H-score com os dados clínicos-patológicos observou-se que há associação 

entre H-score, tamanho tumoral e estadiamento clínico. Os tumores maiores que cinco 

centímetros têm 0,67 vezes menor chance de possuir H-score maior ou igual a 156,5 (p = 0,001). 

Os estadios III, IV e V tem chance de 0,85 vezes menor de possuir um H-score maior ou igual 

a 156,5 (p = 0,005). Portanto, quanto menor o H-score maior o tamanho do tumor, 

consequentemente maior seu estadiamento (Tabela 5). 
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Ao comparar o índice de proliferação dos tumores por imuno-histoquímica (Ki-67), e 

expressão de NRF2, foi observada associação significativa. Os tumores com Ki-67 > 14% tem 

0,56 vezes menor chance de possuir H-score maior ou igual a 156,5. 

Um interessante resultado reforça a correlação negativa entre H-score de NFR2 e 

malignidade. Do total de 30 cadelas com tumores malignos, havia indicação para tratamento 

quimioterápico adjuvante a cirurgia em 20 delas (66,6%). Ao avaliar o H-score desses animais 

observou-se que 90% (18/20) possuíam tumores com H-score menor que 156,5, enquanto 

apenas 10 % (2/20), o H-score era maior ou igual a 156,5. Vale salientar que, apenas 10% dos 

tumores com indicação de quimioterapia eram carcinomas simples de grau II, o que reforça a 

hipótese que os carcinomas em tumor misto possuem menor H-score. 

Tabela 5. Associação entre parâmetros clínico-patológicos e intervalo de H-score ≥ 156,5.  

 

  
Hscore 

 

 Odds  ratio 

(IC 95%) 

 

  
< 156,5 ≥ 156,5 p-valor  

 

 

Comportamento do 

tumor  

 

 

Idade  

 

 

Ki-67 

 

 

 

Tamanho do tumor   

 

 

Benigno 

Maligno 

 

< 11 anos 

≥ 11 anos 

 

 

< 14% 

>14% 

 

 

< 5 cm 

≥ 5 cm 

n (%) 

 

3 (12,0%) 

22 (88,0%) 

 

12 (48,0%) 

13 (52,0%) 

 

 

10 (40,0%) 

15 (60,0%) 

 

 

3 (12,0%) 

22 (88,0%) 

n (%) 

 

5 (38,5%) 

8 (61,5%) 

 

7 (53,8%) 

6 (46,2%) 

 

 

12 (92,3%) 

1 (7,7%) 

 

 

10 (76,9%) 

3 (23,1%) 

 

 

0,063 

 

 

0,732 

 

 

 

0,001* 

 

 

 

<0,001* 

 

  

 

4,23 

(0,81 – 20,7) 

 

1,17 

(0,34 – 3,9) 

 

 

0,56 

(0,006 – 0,71) 

 

 

0,61 

(0,011 – 0,32) 

 

 

 

Metástase nodal 

 

 

Metástase a distância 

 

 

 

 

 

N0 

N1  

 

M0 

M1 

 

 

 

 

14 (63,6%) 

8 (36,4%) 

 

18 (81,8%) 

4 (18,2%) 

 

 

6 (75,0%) 

2 (25,0%) 

 

8 (100%) 

0 

 

 

0,553 

 

 

0,121 

 

 

  

 

0,22 

(0,05 – 1,9) 

 

** 

 

Ulceração Não 

Sim 

 

11 (44,0%) 

14 (56,0%) 

 

 

9 (69,2%) 

4 (30,8%) 

 

 

0,135 

 

 

 

 0,41 

(0,11 – 1,8) 

 

 

 

 

Graduação 

 

 

Estadiamento Clínico  

 

 

 

I 

II e III 

 

 

I e II 

III, IV e V 

 

5 (41,7%) 

7 (58,3%) 

 

 

2 (9,1) 

20 (90,9%) 

 

6 (75,0%) 

2 (25,5%) 

 

 

4 (50,0%) 

74(50,0%) 

 

0,184 

 

 

 

0,005* 

 

  

0,32 

(0,11 – 1,6) 

 

 

0,85 

(0,26 – 2,7) 
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Sobrevida 

 

 

 

 

Vivo 

Óbito  

 

 

13 (52,0%) 

12 (48,0%) 

 

 

11 (84,6%) 

2 (15,4%) 

 

 

0,077 

 

 

0,39 

(0,15 – 1,8) 

 Testes estatísticos: Teste exato de Fischer e regressão logística binária. *Associação estaticamente significante  

p <0.05; ** Não é possível calcular.  

 

6.6 COMPARAÇÃO DE CURVA DE SOBREVIDA  

                Para a comparação das curvas de sobrevida a expressão de NRF2 em células epiteliais 

neoplásicas foi considerada alta quando o H-score foi ≥ 156,5; e baixa quando H-score < 156,5. 

As curvas de sobrevida foram estratificadas com base na expressão do NRF2 e analisadas 

apenas em tumores malignos, visto que os tumores benignos, independentemente, não atingem 

a mediana e não levam ao óbito do animal. Os resultados indicaram que não houve diferença 

na curva de sobrevida para H-score < 156,5,0 e H-score ≥ 156,5 (p = 0,141, HR:0,34, IC 95% 

= 0,11 – 1,05). Cães com tumores com baixa expressão de NRF2 apresentaram uma sobrevida 

mediana de 423 dias e maior taxa de mortalidade (n = 12/22, 54,5%). Embora a taxa de 

mortalidade no grupo com H-score ≥ 156,5 ser menor (2/8, 25%), não houve diferença 

estatística entre as curvas de sobrevida, possivelmente devido ao número amostral. Os dados 

foram analisados pelo método de Kaplan-Meier conforme observado na figura 11.  

Figura 11. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier considerando todas as cadelas (carcinoma em tumor misto grau I, II, 

e III, carcinomas simples, adenomioepitelioma maligno e carcinossarcoma). 
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6.7 ANÁLISE UNIVARIADA E MULTIVARIADA 

A correlação dos parâmetros clínicos-patológicos apenas das neoplasias mamárias na 

análise univariada com a expressão do NRF2 (alta ≥ 156,5 e baixa < 156,5), demonstrou um 

grau de significância e forte correlação negativa com o índice de proliferação (Ki-67)(p=0,001; 

r= -0,698), tamanho tumoral (p<0,001; r=0,707), e moderada correlação negativa com o 



56 
 

estadiamento clínico (p=0,036; r= -0,471) Quanto maior o H-score, menor o tamanho do tumor, 

estadiamento clínico, menor o índice Ki-67. Na análise multivariada, houve significância 

estatística apenas em relação ao Ki-67 (p=0,007), como demonstrado na Tabela 6. 

Tabela 6. Análise univariada e multivariada dos parâmetros clínico-patológicos das neoplasias mamárias malignas 

relacionados com H-score ≥ 156,5. 

 

 * Diferenças significativas (p < 0,005) 

** Não é possível calcular   

Testes estatísticos: Correlação de Spearman e regressão logística.  

 

Ao correlacionar sobrevida com os fatores avaliados, foi observado que metástase a 

distância (p=0,008), apresentou associações significativas com a sobrevida. A análise 

multivariada revelou que o índice de proliferação KI-67 (p=0,018) e metástase a distância 

(p=0,002) mostraram significância. Não houve correlação e associação com H-score e 

sobrevida neste estudo (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7. Análise univariada e multivariada dos parâmetros clínico-patológicos das neoplasias mamárias malignas 

relacionados com a sobrevida. 

Parâmetros Univariadaa Multivariadab 

 Rho Spearman’s 

(IC 95%) 

p-valor Odds ratio 

(IC 95%) 

p-valor 

Ki-67 -0,698 

(-0,957 – -0,328) 

0,001* 0,04 

(0,004 – 0,428) 

0,007* 

Tamanho - 0,707 

(-0,968 – -0,424) 

< 0,001* ** ** 

Metástase nodal -0,089 

(-0,504 – 0,414) 

0,709 0,58 

(0,09 – 3,6) 

0,562 

Metástase a distância -0,343 

(-0,576 – 0,167) 

0,139 ** ** 

Estadiamento Clínico -0,471 

(-0,866 – -0,002) 

0,036* 0,11 

(0,01 – 0,74) 

0,100 

Graduação -0,328 

(-0,704 – 0,154) 

0,158 0,24 

(0,03 – 1,7) 

0,153 

Ulceração -0,082 

(-0,544 – 0,390) 

0,731 0,57 

(0,11 – 2,9) 

0,502 

Sobrevida -0,171 

(-0,599 – 0,303) 

0,471 0,28 

(0,05 – 1,7) 

0,165 
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* Diferenças significativas (p < 0,005) 

Testes estatísticos: Correlação de Spearman e regressão de Cox 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 DISCUSSÃO 

Parâmetros Univariadaa Multivariadab 

 Rho Spearman’s 

(IC 95%) 

p-valor Odds ratio 

(IC 95%) 

p-valor 

Hscore -0,171 

(-0,577 – 0,287) 

 

0,471 0,34 

(0,076 – 1,53) 

0,161 

Ki-67 0,242 

(-206 – 0,637) 

0,303 5,01 

(1,32 – 18,98) 

0,018* 

Tamanho 0,424 

(-0,210 – 0,667) 

0,063 30,49 

(0,14 – 62,96) 

0,214 

Metástase nodal 0,206 

(-0,252– 0,663) 

0,384 1,83 

(0,63 – 5,31) 

0,268 

Metástase a distância 0,572 

(0,302 – 0,883) 

0,008* 7,55 

(2,05 – 27,79) 

0,002* 

Estadiamento Clínico 0,424 

(-0,210 – 0,667) 

0,063 33,05 

(0,197 – 55,4) 

0,181 

Graduação 0,390 

(-0,058 – 0,739) 

0,089 3,99 

(0,77 – 20,66) 

0,099 
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O fator de transcrição NRF2 é o regulador mestre, que atua na proteção das células 

contra o estresse oxidativo, a partir da regulação da expressão de vários genes que codificam 

enzimas antioxidantes. Desta maneira, sua modulação parece ser importante para terapia do 

câncer (SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018). Este estudo é pioneiro, na avaliação da expressão 

deste fator de transcrição nos tumores mamários de cadelas e sua correlação com os fatores 

prognósticos considerados clássicos.  

     O tamanho tumoral, estadiamento clínico, diagnóstico e graduação histopatológica e 

ocorrência de metástase são considerados fatores prognósticos clássicos (CAVALCANTI; 

CASSALI, 2006; ESTRELA-LIMA, et al., 2010; FERREIRA, et al., 2009). No presente estudo 

a relação direta, desses fatores com a sobrevida foi ratificada em todos os grupos, sendo 

observada maior frequência de tumores pequenos com comportamento benigno; o potencial de 

malignidade foi intermediário a crescente nos grupos constituído por tumores entre 3 e 5 cm e 

dos tipos histológicos carcinoma em tumor misto I, II e III  e carcinomas simples (FERREIRA, 

et al., 2009; QUEIROGA; LOPES, 2002; TORÍBIO, et al., 2012) alguns já com metástase para 

linfonodo e alto potencial de malignidade. Os tumores maiores foram observados no grupo de 

adenomioepitelioma maligno e carcinossarcoma, com predomínio de metástase, sobrevida 

baixa e evolução para o óbito (NUNES, et al., 2018).   

Os resultados da imunomarcação demonstraram, em sua grande maioria, expressão 

citoplasmática e difusa de NRF2 nos tumores mamários da cadela. Pelo exposto, diante da 

escassa ou inexistente marcação nuclear em células epiteliais apenas a expressão citoplasmática 

de NRF2 foi considerada. Essa expressão mostrou-se inversamente proporcional ao potencial 

de malignidade dos tumores, ou seja, marcação intensa e difusa nas amostras controles, tumores 

benignos e carcinomas bem diferenciados e ausente ou em menor intensidade, mas também 

difusa nos tumores agressivos. Resultados divergentes dos aqui descritos, foram relatados em 

mulheres com câncer de mama, sendo a expressão do NRF2 predominantemente nuclear, 

relacionada ao aumento da graduação histológica e pior prognóstico (SIMPLICIO-

REVOREDO, et al., 2020). Solis e colaboradores (2010), assim como no presente estudo, 

também encontraram maior expressão citoplasmática de NRF2 em tumores de cabeça e 

pescoço, entretanto, eram tumores de pior prognóstico com mutações em Keap 1 e NRF2. 

Embora a maior expressão citoplasmática de NRF2 tenha sido observada em neoplasias 

benignas em comparação as neoplasias malignas correspondentes, a expressão nuclear de NRF2 

continuou sendo mínima entre os tipos tumorais. Está bem estabelecido que o estresse oxidativo 
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representa um importante sinal para translocação nuclear de NRF2 (TAGUCHI; 

MOTOHASHI; YAMAMOTO, 2011). Embora as células neoplásicas, geralmente, tenham 

altos níveis de ROS (LEINONEN, et al., 2015; OHTA, et al., 2008), esses sinais de estresse 

oxidativo podem estar presentes apenas de forma transitória.  

É possível que a expressão citoplasmática elevada de NRF2 observada nas neoplasias 

benignas aqui observadas, represente uma capacidade aumentada de detectar e responder a 

perturbações no ambiente redox celular. Mas também, é provável que a localização nuclear de 

NRF2 exija aumentos adicionais nos níveis de ROS e/ou tenha influência de outros fatores. 

Podem ser fatores importantes para o melhor entendimento da expressão citoplasmática, as 

atividades de localização nuclear (NLS) e sinais de exportação (NES) dentro de NRF2, a 

interação entre o fator de transcrição e proteínas importinas (LI; KONG, 2009; THEODORE, 

et al., 2008), mutações em NRF2 ou KEAP 1 e envolvimento dos genes p53, CRM1 

(FARAONIO, et al., 2006; HAYES; MCMAHON, 2009; SOLIS, et al., 2010; WANG, et al, 

2009). Desta forma, a partir dos resultados aqui apresentados, é necessário delinear a 

importância funcional da expressão citoplasmática de NRF2 em neoplasias mamárias de 

cadelas, bem como entender o mecanismo de transporte núcleo-citoplasmático deste fator de 

transcrição. 

Ademais, apesar de ser um fator de transcrição nuclear, o NRF2, também se localiza no 

citoplasma, quando ligado ao KEAP1, mas aparentemente mesmo quando associado a esta 

proteína, sua imunomarcação citoplasmática é positiva (CHO, et al., 2017). Esta é uma das 

hipóteses para explicar a marcação predominantemente citoplasmática observada. Contudo, 

mais estudos são necessários para avaliar a expressão das proteínas associadas ao NFR2 em 

tumores de mama. Ainda é importante destacar que por se tratar de um estudo retrospectivo, 

não se pode descartar que a baixa expressão resulte da menor sensibilidade da técnica imuno-

histoquímica, pela menor exposição aos antígenos, bem como por se tratar de amostras 

parafinizadas, a expressão proteica pode estar reduzida.  

Fisiologicamente, o NRF2, que se encontra no citoplasma das células ligado a KEAP 1, é 

um importante fator de transcrição e marcador de estresse oxidativo celular, sensível a qualquer 

tipo de desequilíbrio oxidativo nas células. Com o aumento de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), sofre translocação nuclear, e se associa a pequenas proteínas Maf com a finalidade de 

ativar genes-alvo para citoproteção por meio do elemento de resposta antioxidante (ARE) 

(PANDEY, et al., 2017). Sabe-se do importante desequilíbrio oxidativo associado as neoplasias 

malignas (KARIHTALA, et al., 2006; KARIHTALA, et al., 2011), logo, esperava-se neste 
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estudo que houvesse uma maior marcação nuclear em tumores malignos, e citoplasmática em 

neoplasias benignas, a exemplo do que acontece nos tumores de mama da mulher (SIMPLICIO-

REVOREDO, et al., 2020; ONODERA, et al., 2014). Contudo, há de se ponderar que a ausência 

ou marcação nuclear fraca observada nas células epiteliais dos tumores mamários de cadelas, 

pode estar relacionada a intensa e complexa desregulação das vias de sinalização das células 

neoplásicas. 

Os adenomas pleomórficos da glândula salivar e sua contraparte maligna, os carcinomas 

ex-adenomas pleomórficos apresentam várias características semelhantes com tumores mistos 

benignos (TMB) e malignos, respectivamente, das glândulas mamárias caninas (GENELHU, et 

al., 2007). Droździk e colaboradores (2015) avaliaram o papel do NRF2 na patologia dos 

adenomas pleomórficos, e apesar de relatarem expressão nuclear, assim como no presente 

estudo, também encontraram expressão citoplasmática nas células epiteliais neoplásicas, 

corroborando que há expressão de NRF2 no citoplasma destas células nos tumores mistos. 

A marcação de NRF2 nas células mioepiteliais, assim como no presente estudo, também 

foi relatada nos adenomas pleomórficos de glândula salivar de humanos, contudo, de forma 

intensa, difusa e localização nuclear (HUANG, et al., 2016). O componente mioepielial dos 

tumores mistos benignos e carcinomas em tumores mistos, apresentam comportamento benigno 

(MISDORP, et al., 1999), sendo assim, a marcação nuclear difusa nas células mioepiteliais, 

aconteceu de maneira semelhante as células epiteliais benignas ou do grupo controle. Portanto, 

pode-se sugerir que esta localização celular (nuclear) da expressão de NRF2 nos tumores 

mamários mistos de cadelas possa estar associada comportamento biológico benigno.  

Quanto a quantificação imuno-histoquímica de NRF2, a diferença entre 

comportamentos biológicos antagônicos dos tumores mamários e entre as graduações 

histológicas dos carcinomas em tumores mistos, ratifica o que foi observado de forma geral, no 

presente estudo, ou seja, as versões malignas apresentam menor H-score quando comparadas 

com as benignas e dentre os tumores malignos quanto maior a graduação menor o H-score. No 

entanto, sabe-se que as células neoplásicas não possuem um bom sistema antioxidante quando 

comparadas com células normais, pois elas já têm altas taxas de ROS e hiperativação de NRF2 

(LEINONEN, et al., 2015; OHTA, et al., 2008). Resultado semelhante foi observado por Brod 

e colaboradores (2017), que encontraram maior expressão de NRF2 em adenocarcinoma 

polimórfico, neoplasia epitelial de bom prognóstico que acomete glândulas salivares em 

humanos.   
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A relação de prognóstico favorável e alta expressão de NRF2, assim como no presente 

estudo, também já foi descrita no carcinoma mucoepidermoide pulmonar em humanos 

(TERTIL, et al., 2015). Esses autores observaram que a expressão de NRF2 foi relacionada 

positivamente com microRNAs supressores de tumor, como miR-181a, miR-193b e miR-424 

e negativamente com miR-378 oncogênica, assim como acontece em superexpressões de genes 

codificadores de heme-oxigenase 1(HMOX1) (TERTIL, et al., 2015). Portanto, outras vias 

moleculares envolvendo HO-1 devem ser investigadas como mediadoras da ação de NRF2 no 

comportamento biológico dos tumores de mama de cadelas.   

Os tumores mistos mantiveram menor expressão conforme aumenta a malignidade. 

Enquanto os tumores simples (adenomas e carcinomas) apresentam expressão similar a 

observada em mulheres, ou seja, a maior expressão de NRF2, tem relação com malignidade e 

progressão tumoral (SIMPLICIO-REVOREDO, et al., 2020; ONODERA, et al., 2014). Cabe 

ressaltar o predomínio na amostra estudada de tumores mistos, pouco frequente em mulheres, 

que exibem um padrão histológico complexo, caracterizado por células epiteliais, mioepiteliais 

e componentes mesenquimais (CASSALI, et al., 2012; MISDORP, 1999). Desta forma, a 

expressão do NRF2 nos tumores mistos, pode ter influência decisiva para os resultados 

divergentes entre tumores de mama na cadela e na mulher aqui observados. Estes resultados, 

demonstram a necessidade de uma avaliação envolvendo as células neoplásicas mioepiteliais e 

mesenquimais para um melhor entendimento da expressão do NFR2 nos tumores de mama da 

cadela. 

Assim como observado neste estudo, também já foi descrita distintas expressões de 

NRF2 em diferentes subtipos histológicos de um mesmo tumor, como os carcinomas císticos 

de glândula salivar em humanos, que apresentaram maior expressão nos tumores tubulares 

quando comparados com os cribiformes (HUANG, et al., 2016). Não obstante, no presente 

estudo, os tumores simples, tinham H-scores maiores que os tumores mistos, ratificando a 

hipótese que a composição histológica dos tumores pode influenciar na expressão de NRF2 em 

neoplasias mamárias na espécie canina.  

A menor expressão de NRF2 em tumores malignos e agressivos, inicialmente pode 

sugerir que este fator de transcrição não influencie a carcinogênese mamária em cadelas, ou 

que seria interessante o uso de estimuladores de NRF2, como por exemplo, a cúrcuma, 

quercetina e ozônio em baixas concentrações (BARINDA, et al., 2022; COSTANZO, et al., 

2020; MOSTAFAVI- POUR, et al., 2017). Entretanto, este resultado deve ser avaliado com 

cautela e mais estudos devem ser realizados para investigar outras vias de atuação do NRF2. 
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A utilização de métodos semi-quantitativos ou qualitativos para avaliar a expressão do 

NRF2, podem contribuir para a divergência de resultados observados quanto a relação dos 

fatores prognósticos com NRF2 no câncer de mama da mulher (SIMPLICIO-REVOREDO, et 

al., 2020; ONODERA, et al., 2014). Buscando minimizar as divergências, no estudo em 

questão, foi estabelecido um ponto de corte de H-score 156,5, considerado adequado pela 

análise da curva ROC, pela relação de sensibilidade e especificidade e valores preditivos 

negativo e positivo. 

A avaliação da expressão do marcador de proliferação Ki-67 em relação a expressão do 

NRF2 nos diferentes grupos, demonstrou uma correlação forte e negativa, ou seja, menor 

expressão do NRF2 foi vista em tumores com alta taxa de proliferação. Segundo Kadthur e 

colaboradores (2011), a alta expressão nuclear do Ki-67 está relacionada ao menor grau de 

diferenciação, classificação histopatológica e com o maior potencial metastático da neoplasia. 

Essa relação inversa entre o marcador Ki-67 e o grau de diferenciação também foi observada 

neste estudo, no qual foi constatada maior expressão em tumores malignos e agressivos. 

Entretanto, os resultados relacionados à capacidade proliferativa e expressão de NRF2 no 

presente estudo divergem dos resultados encontrados por Onodera e colaboradores (2014) que 

observaram associação positiva entre os dois marcadores nos tumores de mama de mulheres.  

Os parâmetros clínico-patológicos relacionados à expressão do NRF2 (alta ≥ 156,5), 

tamanho tumoral e estadiamento foram significativos tanto na análise uni quanto na 

multivariada. Tumores maiores que cinco centímetros apresentam maior chance de possuir 

menor H-score, logo comportamento biológico maligno (SORENMO, 2003). Não obstante, 

também houve correlação negativa e moderada com o estadiamento clínico, o que era esperado, 

pois o tamanho influencia diretamente no estadiamento. Onodera e colaboradores (2014) 

relataram correlação direta entre estadiamento e expressão de NRF2 nos tumores de mama da 

mulher, de maneira inversa a quantificação imuno-histoquímica do presente estudo. 

As cadelas que tiveram indicação de quimioterapia foram aquelas que apresentaram 

tumores agressivos, com graduação igual ou maior a II, ou metástase (regional ou a distância), 

de acordo com o que é preconizado no consenso de diagnóstico de neoplasias mamárias 

(CASSALI, et al., 2020). Interessante ressaltar que das 20 cadelas que possuíam indicação para 

tratamento quimioterápico 18 apresentavam baixa expressão de NRF2, indicando mais uma vez 

correlação entre baixa expressão e maior malignidade. Com bases nesses resultados pode-se 

aventar a possibilidade de utilizar a imunomarcação de NRF2 em tumores de mama em cadelas 
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como um fator indicativo para realização de quimioterapia, além de alvo terapêutico como 

sugeriram Rutland e colaboradores (2021) com osteossarcomas caninos.  

Ademais, estudos sobre quimiossensibilidade avaliada pela expressão de NRF2, em 

tumores de mama de cadelas são necessários e devem ser realizados com a finalidade de 

investigar a expressão deste fator de transcrição nas possíveis recidivas e metástases a distância 

após o tratamento com determinados quimioterápicos, principalmente a carboplatina, muito 

estudada no tratamento de câncer de mama nesta espécie (LAVALLE, et al., 2012; 

MACHADO, et al., 2018; MACHADO, et al., 2022). Atualmente, o NRF2 ainda é apontado 

como importante fator para quimioresistência, devido aos elevados níveis de ROS, causados 

pela quimioterapia, que leva a ativação constitutiva do NRF2 conferindo proteção às células 

neoplásicas (KANG; HYUN, 2017; LEUNG, et al., 2020; WANG, et al., 2008; ZHONG, et al., 

2013). 

A avaliação pela curva ROC demonstrou, neste estudo, que o NRF2 não foi um bom 

preditor de óbito para cadelas com diferentes neoplasias mamárias e a comparação de curvas 

de sobrevida não tiveram significância estatística (p=0,141). Entretanto, quando o tumor possui 

H-score menor, maior potencial de malignidade, logo maiores chances de evoluir ao óbito. 

Rutland e colaboradores (2021) relataram correlação direta da expressão de NRF2 em 

osteossarcomas caninos com sobrevida e Onodera e colaboradores (2014) ao estudarem a 

expressão de NRF2 em câncer de mama em mulheres encontraram forte correlação com fatores 

prognósticos e aumento da sobrevida livre da doença, no entanto neste estudo não foi possível 

observar essas correlações o que não torna o NRF2 como fator prognóstico independente para 

neoplasias mamárias na espécie canina. 
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8. CONCLUSÕES  

Os resultados obtidos nesse estudo, nas condições metodológicas empregadas, permitiram 

concluir: 

● A imunomarcação de NRF2 nos tumores mamários na espécie canina, apresentou 

localização predominantemente citoplasmática e difusa nas células epiteliais; 

● O H-score do fator de transcrição - NRF2, foi menor nos tumores malignos de cadelas 

quando comparados ao grupo das neoplasias benignas e grupo controle, apresentando 

correlação inversa e significativa com os fatores prognósticos tamanho tumoral, 

estadiamento clínico e capacidade proliferativa (Ki-67); 

● O ponto de corte proposto para avaliação do NRF2 nos tumores de mama na espécie 

canina possibilitou a segregação de cadelas com maior sobrevida.  

● Em conjunto, os dados não conferiram um significativo valor clínico ao NRF2, desta 

forma ele não é um fator prognóstico independente em cadelas com neoplasias 

mamárias.  
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