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BARIANI, M.H. Residuos de piretroides no tecido adiposo adjacente ao
carcinoma espontineo de mama em cadela. 2010. 85f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

O carcinoma espontédneo de mama representa cerca de 50% de todas
as neoplasias malignas que acometem a cadelas adultas e demonstram
semelhangas ao cancer de mama em mulheres. A exposicdo humana e de
outros animais a contaminantes ambientais podem estar associados ao
desenvolvimento do cancer de mama. O objetivo foi identificar residuos dos
piretréides aletrina, lambda- cialotrina, cipermetrina, deltametrina e tetrametrina
no tecido adiposo adjacente de tumores malignos em mama de cadelas com e
sem tumor espontaneo, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e
correlacionar com a expressdao morfolégica e o grau de agressividade dos
tumores por meio do exame histopatolégico. Foram utilizadas 60 cadelas sem
predilecdo por raca, de idade superior a cinco anos. Esses animais foram
distribuidos em dois grupos de 30 animais. Grupo 1: cadelas com diagndstico
citopatologico e histopatoléogico de carcinoma espontaneo de mama; G2:
cadelas sem diagnostico de tumor de mama. Em ambos, foram colhidos 5
gramas de tecido adiposo adjacente ao tecido mamario, que permaneceu em
refrigeragédo (-4°C) até o momento da analise pela técnica de HPLC. Para o
diagndstico e classificagdo das neoplasias utilizaram-se os critérios da
Organizagdo Mundial da Saude. Nao houve diferenga significativa entre os
grupos (P>0,05); entretanto quando comparado o nivel de piretroides entre os
carcinomas do Grupo 1, verificou-se a prevaléncia significativa (P<0,05) nos
carcinomas complexo em relagdo aos simples. O presente resultado sugere a
probabilidade dos residuos de piretréides como contaminantes ambientais
possam estar envolvidos no processo de desenvolvimento do carcinoma de

mama em cadela.

Palavra Chaves: Cadela; carcinoma de mama; piretréides; massa corporal.



BARIANI, M.H. Residues of pyrethroids in the adipose tissue adjacent to
spontaneous mammary carcinoma in female dogs. 2010. 85f. Dissertation
(Masters) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

ABSTRACT

Spontaneous mammary carcinoma represents about 50% of all the
malignant neoplasias that assail adult female dogs and it demonstrates similarities
to breast cancer in women. The exposure of humans and other animals to
environmental pollutants can be associated to the development of breast cancer.
The objective was to identify residues of the pyrethroids alethrin, lambda-cialothrin,
cypermethrin, deltamethrin and tetramethrin in the adipose tissue adjacent to
malignant tumors in the mammary gland of female dogs with and without
spontaneous tumor by High Performance/Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
test; to correlate the results with the morphologic expression and the degree of
aggressiveness of the tumors through the histopathology exam. Sixty female dogs
were used without predilection of race, at or superior to five years of age. The
animals were divided in two groups: G1- 30 female dogs with cytopathologic and
histopathologic diagnosis of spontaneous mammary carcinoma and G2- 30 female
dogs diagnosed without mammary tumors. In both, 5 grams of adipose tissue
adjacent to the mammary gland was collected, and was refrigerated at (-4°C) until
the moment it was analyzed by the HPLC technique. For the diagnosis and
classification of the neoplasias the criteria from the World Organization of Health
were used. There was no significant difference among the groups (P>0,05);
however when compared the level of pyrethroids among the carcinomas of Group
1, the significant prevalence was verified (P <0,05) in the compound carcinomas in
relation to the simple. The present results suggest the probability that residues of
the pyrethroids as environmental pollutants can be involved in the process of

mammary development carcinoma in female dog’s mammary gland.

Key Words: Female dogs; mammary carcinoma; pyrethroids; body mass.
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1.INTRODUGAO

O termo agrotoxico € utilizado genericamente para descrever substancias
quimicas naturais ou sintéticas, responsaveis pelo combate de parasitas nas
lavouras. Sao classificados de acordo com a sua atuagdo como pesticidas,
herbicidas, inseticidas, fungicidas e raticidas (CALDAS e SOUZA, 2000; JOBIM et
al., 2010).

Desenvolvido inicialmente para ser um defensivo agricola, atualmente o seu
uso esta difundido, abrangendo, por exemplo, produtos domissanitarios, no
controle de ectoparasitas em animais domésticos e nas Campanhas de Saude
Publica. Embora amplamente disseminada devido a praticidade, facil acesso e
importancia econdbmica, essas substancias sao potencialmente toxicas e seus
residuos podem estar presentes no ambiente (PRESIBELLA, 2004; CERQUEIRA
et al., 2010).

Na ultima década, o possivel efeito deletério a saude frente a exposicao
prolongada a estes residuos tem sido motivo de preocupacgao crescente. Estudos
demonstram que tais substancias podem ser persistentes ou bioacumulativas,
capazes de alterar a fisiologia celular, atuando no processo da carcinogénese
e/ou responsaveis por modular ou desregular o sistema enddcrino (LEMOS,
2001; McCARTHY et al., 2006; SANTOS et al., 2007; ANADON et al., 2009;
JOBIM et al., 2010).

Entre os residuos dos agrotdéxicos que podem contaminar o meio ambiente,
0 grupo dos piretrdides recebe destaque, por serem os inseticidas mais utilizados
em todo mundo, embora pouco seja feito para avaliar seu potencial como
desregulador hormonal (GAREY e WOLF, 1998; KASAT et al., 2002), sendo
listado como tal por agéncias internacionais como a Environmental Protection
Agency (EPA), responsavel pela regulamentagao e fiscalizacdo de substancias
quimicas nos Estados Unidos (EPA, 1997).

A literatura relata de forma contraditéria, como os niveis residuais de

piretréides possam simular a agdo do estrégeno, atuando assim de forma efetiva
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como precursores de doencas consideradas hormbénio dependentes,
comprometendo o sistema imune, o desenvolvimento do sistema neurologico em
mamiferos, aumentando o indice de criptorquidismo e consequentemente
reduzindo a producdo de espermatozdides, no desenvolvimento de céancer
testicular e tumores de mama (GAREY e WOLF, 1998; SANTOS et al., 2007,
ANADON et al., 2009).

Os animais de companhia compartilham do mesmo ambiente que os seres
humanos, tornado-os suscetiveis aos residuos dos mesmos contaminantes.
Particularmente os caes, por possuirem um maior grau de genes homoélogos aos
dos seres humanos, sdao acometidos por doencas horménios dependentes
similares (THOMAS et al., 2003; LINDBLAD-TOH et al., 2005; BREEN et al,,
2008).

O carcinoma espontaneo de mama em cadelas esta entre as doengas em
que horménios esterdides femininos podem estar envolvidos no seu
desenvolvimento. Esta neoplasia e seu estudo sdo de extrema importancia, pois
representa cerca de 50% de todas as neoplasias malignas que acometem as
cadelas adultas e demonstram semelhancgas clinica, biolégica e epidemioldgica
ao cancer de mama em mulheres (FONSECA e DALECK, 2000; SORENMO,
2003), tornando um excelente modelo comparativo para o entendimento dos
varios aspectos da carcinogénese em ambas as espécies (PELETEIRO, 1994;
LAFFIN et al., 2009; KOOISTRA et al., 2009; UVA et al., 2009).

Considerando os aspectos citados, percebe-se a necessidades de maiores
estudos na atuacao de piretroides como disruptores enddcrinos e possivelmente
agentes cancerigenos. O objetivo deste trabalho é identificar e estabelecer niveis
de residuos dos piretréides aletrina, cipermetrina, deltametrina, tetrametrina e
lambda- cialotrina no tecido adiposo adjacente ao tecido mamario de cadelas com
€ sem carcinoma, para que se possa averiguar a possivel relacdo deste

contaminante na carcinogénese mamaria.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Origem e desenvolvimento da mama

A mama é proveniente da modificacdo e especializagdo evolutiva das
glandulas sudoriparas que originam-se, embrionariamente, do espessamento
linear bilateral do ectoderma denominado de linhas lacteas ou cristas mamarias,
onde se forma os botdes que dao origem a porc¢éo funcional desse tecido (DYCE
et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A cadela em média possui cinco pares de mamas, denominadas toracicas
craniais, toracicas caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais;
dispostas em alinhamento bilateral estendido da regiao toracica ventral a inguinal.
De acordo com sua morfologia, sdo classificadas como apdcrinas tubulos
alveolares compostas formadas por I6bulos separados por septos conjuntivos, nos
quais pequenos ductos drenam para canais secretores mais calibrosos,
denominados ductos lactiferos, que se dilatam gradativamente formando os seios
lactiferos antes de se abrirem no mamilo (EVANS, 1993; KONING e LIEBICH,
2004).

O epitélio de revestimento dos ductos é formado por uma dupla camada de
células cubicas que se transforma em simples a medida que vao se ramificando
para formar ductos intralobulares. Os ductos intralobulares conectam o epitélio
secretor (parénquima), envolvidos por tecido conjuntivo, adiposo, vasos e nervos
(estroma), sustentados por uma capsula fibroelastica (MOORE e PERSAUD,
2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O parénquima é formado por uma unica camada de células epiteliais
secretoras, denominados alvéolos mamarios. Estes sao recobertos por células
contrateis de natureza mioepitelial, responsivas ao reflexo de ejecdo e drenagem
do leite, por meio de ductos, controlados pela acao de hormdnios (CUNNINGHAM,
2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).
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Todas as mamas possuem drenagem linfatica independente para o
linfonodo regional mais préximo. Entretanto, alguns animais apresentam ligacéo
da entre a glandula abdominal cranial e a abdominal caudal promovendo o contato
de algumas glandulas homolaterais (PELETEIRO, 1994; ZUCCARI et al., 2001).

O suprimento sanguineo das mamas toracicas é realizado pelos ramos
cutdneos das artérias intercostais, enquanto as mamas abdominais e inguinais
sao irrigadas pelos ramos das artérias toracicas laterais e epigastricas superficiais,
sendo que o percurso das artérias sdo os mesmos das veias (DIDIO, 1998; LUIZ
et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A inervacao dos conjuntos mamarios toracicos € realizada pelos nervos
subcutaneos laterais enquanto as abdominais e inguinais s&o inervadas pelo feixe
superficial ventral dos trés primeiros nervos lombares (LUIZ et al., 2002).

A interacdo hormonal € complexa, ocorre a partir do desenvolvimento fetal e
perdura por toda a vida do animal, determinando as diferentes fases do
desenvolvimento do tecido da mama (SHIDA et al., 2001; MOORE e PERSAUD,
2004).

Na fémea impubere ela é formada por um sistema tubular ramificado
rudimentar, ligado aos ductos lactiferos. Durante a puberdade as mamas ficam em
estado latente, nesse momento os alvéolos verdadeiros comegcam a formar-se a
partir do sistema glandular juvenil, substituindo o tecido adiposo que preenchia
internamente o 6rgdo; com discreto aumento de células adiposas, sobretudo nas
abdominais caudais e inguinais. Nesta fase horménios gonadotroficos hipofisarios
como o horménio foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), estimulam o
crescimento do tecido da mama, a maturagao sexual e regula o ciclo estral das
fémeas (ZUCCARI et al., 2001; CUNNINGHAM, 2004).

Em cadelas gestantes, os estrogenos (E2) atuam no crescimento e
diferenciacdo do sistema mamario, estimula a sintese de DNA, RNA ou proteinas
e produzem crescimento extensivo de seus ductos. Possuem agao sinérgica com
a progesterona (P2), promovendo a multiplicagdo de células epiteliais da mama. A

medida que a gestacao avancga, aumenta os receptores celulares para E2 e P2,
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mudanca induzida pela prolactina (PRL) (CUNNINGHAM, 2004; DYCE et al.,
2004).

O processo de crescimento das mamas ocorre de forma critica no final da
gestacdo, quando a profunda integragcdo enddcrina direciona 0s processos
metabdlicos para obter hipertrofia e diferenciacdo celular do sistema glandular e
do tecido de suporte preparando a glandula para iniciar os processos de sintese
bioquimica dos diferentes componentes de sua secregcdo apos o inicio da
lactogénese (PELETEIRO, 1994; DYCE et al., 2004).

Durante a fase de lactagao a regulacédo hormonal induz, modula ou bloqueia
os diferentes eventos relacionados com a lactogénese. Sabe-se que PRL,
horménio adenocorticotrofico (ACTH) e E2 iniciam a lactagdo e a P2 inibe a
lactogénese. Basicamente a lactagao € controlada com a ag¢ao de trés fatores: o
numero de células, a atividade sintética das células epiteliais e a manutencao de
um eficiente reflexo para a ejecédo do leite. Quando termina a lactagdo, a maioria
dos alvéolos sao reabsorvidos e a mama diminui de volume (DYCE et al., 2004,
STERNLICHT, 2006).

Dessa forma, as mamas se diferem e evoluem repetidamente a cada ciclo.
Assim sendo, as constantes modificagcbes organizacionais do tecido glandular,
podem levar ao desenvolvimento de alteracées neoplasicas, em qualquer local
desse tecido, mas especialmente na regido epitelial (ZUCCARI et al., 2001,
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

2.2 Carcinogénese

Carcinogénese € um termo genérico utilizado para descrever o processo
complexo de desenvolvimento anormal, ativo e descontrolado de uma neoplasia,
envolvendo as fungdes de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Este
processo caracteriza-se por mutagbes genéticas herdadas ou adquiridas pela

acao de agentes ambientais, quimicos, hormonais, radioativos e virais,
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denominados carcinogenos (COTRAN et al.,, 2000; BRASILEIRO-FILHO, 2004;
FRANCO et al., 2010).

Em regra, o desenvolvimento das neoplasias seguem quatro etapas:
iniciagcdo, promocao, progressao e manifestagdo clinica. As duas primeiras
ocorrem durante a fase de laténcia, no intervalo entre a exposigao ao cancerigeno
e o0 aparecimento de lesdes neoplasicas visiveis (PITOT e DRAGAN, 1991;
COOPER, 1995; MAREEL e LERQY, 2003; JOBIM et al., 2010).

A iniciagdo é marcada pela exposi¢cdo das células aos carcinbgenos com
consequente mutacdo e formacao de clones celulares atipicos por meio de
alteracdes irreversiveis no DNA, desencadeando uma série de eventos extra e
intracelulares. As células iniciadas ndo possuem graus de proliferacao celular
autbnoma, no entanto, durante a promocgado do tumor, o material genético
modificado da célula iniciada, altera a expressdo de genes que regulam a
diferenciacdo e o crescimento celular, resultando em aumento reversivel da
proliferacéo e expressao genética das células iniciadas (DRAGAN e PITOT, 1992;
SURH, 2003; BRASILEIRO-FILHO, 2004).

Diferente do estagio de iniciagdo, a promog¢ao pode ser continuamente
modulada por diversos fatores como a frequéncia de contato com o agente
promotor, idade, sexo e dieta. Neste estagio, devido ao longo periodo de laténcia
e a possibilidade de modulagdo por fatores ambientais, os agentes
quimiopreventivos tornam-se mais eficazes como forma de tratamento (PITOT e
DRAGAN, 1994; FRANCO et al., 2010).

O estagio da progressdo € caracterizado pela continuagdo do
desenvolvimento neoplasico, por meio de alteragdes bioquimicas e estruturais das
células que ocasionam a instabilidade gendmica, o aumento da velocidade de
crescimento e a invasdo das células neoplasicas. Nessa etapa, as células pré
malignas tornam-se malignas em um processo irreversivel, decorrente de
alteragbes nos cromossomos. Estas modificagdes resultam na multiplicagdo
celular incontrolada (PITOT e DRAGAN, 1991; BRASILEIRO-FILHO, 2004) devido

a reduzida dependéncia dessas células aos fatores de crescimento, bem como
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menor capacidade para apoptose (COOPER, 1995; RIZZI et al., 1997; MAREEL e
LEROQY, 2003).

2.21 Carcinogénese quimica

No meio ambiente, os compostos quimicos compreendem desde
substancias naturais até aquelas altamente modificados pelo homem. Os
carcindbgenos quimicos sao classificados em duas categorias: carcindbgenos
diretos ou indiretos. Os carcindgenos diretos sao substancias alquilantes ou
acilantes com atividade eletrofilica intrinseca, capazes de alterar o DNA celular,
causando o cancer diretamente (BOGLIOLO, 1998).

A maioria das substancias quimicas sao carcinégenos indiretos, ou seja,
precisam primeiro sofrer modificacbes quimicas estruturais pela acdo do
organismo, para entdo se tornarem eletrofilicas e ativas. Tais substancias sao
atraidas por moléculas com alta densidade de elétrons, como s&o as bases do
DNA. Se estes carcinogenos se ligarem ao DNA, podem causar mutagoes,
aumentando a probabilidade de erros durante a sua replicagdo. Alguns
carcindbgenos quimicos além de sua agdo mutagénica, ainda inibem a atividade
das enzimas reparadoras (BRASILEIRO-FILHO, 2004).

Durante a biotransformagéo do carcinégeno no processo de carcinogénese
quimica, ocorre a formacéo de diferentes espécies reativas de oxigénio (ERO)
pela cadeia respiratoria mitocondrial. O estresse oxidativo que acompanha a
metabolizacdo dos carcindbgenos causa dano adicional ao DNA, retardam a
replicagdo o qual resulta em divisdo celular alterada ou aberragoes
cromossémicas. As bases alteradas também produzem combinacdes alteradas de
bases durante a replicagdo ou podem criar seqiiéncias de DNA sem conexdes
entre as bases, facilitando a separagao entre as fitas. Tém-se postulado que todas
estas alteragcdes possam propiciar o aparecimento de alteragao celular neoplasica
(GALIZIA e WAITZBERG, 2001; OBERLEY, 2002).
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A atividade potencial de um carcinégeno quimico, de fonte enddgena ou
exogena, depende da sua biotransformacédo e ativagdo no organismo. Assim,
alteragdes na expressdo de genes ou na atividade de enzimas relevantes para a
modificacdo estrutural dos carcindgenos podem ter forte influéncia sobre a
carcinogénese iniciada quimicamente. Desta forma, os carcinbgenos quimicos
podem provocar tumores sob a atuacao de varios fatores, sendo estes do préprio
individuo e/ou do ambiente (ROSSIT e FROES, 2001).

2.2.2 Carcinogénese hormonal

O temo carcinogénese hormonal foi utilizado pela primeira vez por Bittner
(1948), que defendia a hipdétese da atuagdo de hormdnios no aumento da
incidéncia das neoplasias.

A carcinogénese dada por horménios, ndo necessita de um agente iniciador
especifico para desencadear a multiplicacdo celular, diferente do que acontece
nas neoplasias induzidas por agentes quimicos ou virus. Todavia, ainda existem
controvérsias entre a agao especifica de horménios na génese das neoplasias
hormdnio dependentes (MISDORP, 2002; QUEIROGA e LOPES, 2002).

A participagao hormonal na carcinogénese, segundo Carrefio et al. (1999),
limita-se na proliferagdo de células que ja estdo transformadas por outros agentes
carcinégenos. Entretanto para Misdorp (2002), a proliferagcédo celular € induzida por
hormdnios e consequentemente podem ocorrer mutagdes genéticas que dario
origem a célula neoplasica.

Para Osborne e Schiff (2005), os hormdnios parecem interagir com os
receptores que estado presentes na membrana plasmatica e citoplasma, atuando
em moléculas sinalizadoras que ativam os fatores de crescimento, resultando na
multiplicacéo celular e transcrigao génica.

Os genes especificos que podem estar envolvidos na progressao
neoplasica, ainda permanecem desconhecidos, apesar disso, acredita-se que os

genes responsaveis pela supressdo tumoral, os oncogenes, e 0s genes que
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reparam o DNA estejam relacionados com a carcinogénese hormonal,
principalmente em neoplasias que sao induzidas por hormdnios sexuais femininos
como o E2 e 0 P2 (HENDERSON e FEIGELSON, 2000; QUEIROGA et al., 2009).

2.3 Neoplasias de mama espontaneas em cadelas

As neoplasias mamarias espontaneas sdo as mais comuns em cadelas,
responsaveis por aproximadamente 50% de todas as afec¢des neoplasicas nesta
espécie (MISDORP, 2002; GUIM et al., 2007; LANA et al., 2007). Calcula-se que
entre as neoplasias de mama, as de carater maligno, representem de 30% a 60%
dessas afec¢des (MISDORP, 2002; QUEIROGA e LOPES, 2002; NARDI et al.,
2008).

A incidéncia de cancer em cadela aumenta com a idade. O risco dos animais
desenvolverem essa doenga cresce a partir dos cinco anos de idade, sendo 10
anos a idade média de maior incidéncia. Todas as ragas podem ser acometidas,
embora alguns autores relatem que ha maior incidéncia em caes de raga pura
como o Poodle, Pastor Alemao e Cocker Spaniel (LANA, 2007; NARDI, et al.,
2008; PINTO, 2009), no Brasil os animais sem raga definida (SRD) sdo os mais
acometidos (BURINI, 2002; HATAKA, 2004; GUIM, 2007). Em machos esse tipo
de neoplasia sdo raras, porém de extrema agressividade (RUTTEMAN e
KIRPENSTEIJN, 2003; ITOH et al., 2005).

O prognostico para pacientes acometidos por esse tipo de neoplasia
depende do diagnostico preciso nos estagios iniciais da doenga (ZUCCARI et al.,
2001). Para o diagnéstico primario do tipo tumoral, pode ser realizado o exame
citopatolégico (ZUCCARI et al., 2001; QUEIROGA e LOPES, 2002; PELETEIRO
et al., 2006; RICK et al., 2009). J& exame o histopatolégico € o método mais
apropriado para a classificacdo minuciosa das neoplasias mamarias em cadelas,
especialmente na caracterizagao de neoplasias malignas (MISDORP, 1999).

A localizagédo das neoplasias de mama em cadelas sao muito variaveis. Os
tumores podem aparecer em qualquer um dos pares da mama, embora 60% dos

casos se desenvolvem nas mamas abdominais caudais e inguinais, sendo comum
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a presencga de multiplos nédulos do mesmo tipo ou de tipos histologicos diferentes
(QUEIROGA e LOPES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003; HELLMEN, 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), esses tumores podem
ser classificados morfologicamente em benignos, malignos, indiferenciados,
hiperplasias e displasias mamarias. Entre os carcinomas estao: in situ, complexo,
simples com subtipos tubulopapilar, sélido e anaplasico e ainda os especiais, que
incluem o carcinoma de células fusiformes, escamosas, mucinoso e o rico em
lipidios. Existem ainda os sarcomas (osteossarcomas e fibrossarcoma), o
carcinossarcoma e 0s carcinomas e sarcomas em tumores benignos (MISDORP
et al., 1999).

A graduagdo das neoplasias € uma tentativa de avaliar seu grau de
malignidade ou agressividade, baseado na caracterizagao das células tumorais e
na quantidade de mitoses (FIGURA 1). O estadiamento das neoplasias consiste
na analise do tamanho da lesdo primaria, presenca metastases para linfonodos
regionais ou em outros 6rgaos (FONSECA e DALECK, 2000; LANA et al., 2007).

FIGURA 1 — Caracteristicas utilizadas para classificacdo de tumores de mama em
cadelas conforme o grau de malignidade.

Caracteristicas Escore
1. Formacao de tubulo: um ponto para formagao
de tubulos bem marcada; trés pontos para 12 3

pouco ou nenhuma tubulo
2. Hipercromatismo e mitoses: um ponto se uma
figura mitdtica é vista ocasionalmente; dois

. . R 12 3
pontos se duas ou trés figuras sao vistas; trés
pontos se o numero € alto
3. Tamanho e forma irreqular do nucleo: um
ponto se 0s nucleos sao proporcionais em 123
tamanho e forma, trés pontos quando o
pleomorfismo é marcado
Total do escore Grau de malignidade
3-5 |
6-7 |
8-9 i

Fonte: Misdorp, 1999
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A etiologia dos tumores de mama malignos em cadela ainda nao esta
elucidada, contudo acredita-se que esteja relacionada com interacdo complexa a
susceptibilidade de diversos fatores, sendo estes externos ou internos ao
organismo, estando ambos interligados. As causas externas estéo relacionadas ao
meio ambiente e aos habitos do animal. Os fatores internos estdo associados a
capacidade de defesa do organismo frente a agressdes externas e sao, na maioria
das vezes, geneticamente pré determinados. Estes fatores podem interagir de
maneiras distintas, aumentando a probabilidade de mutacdes nas células normais
(GATENBY e FRIEDEN, 2002; ZUCCARI et al., 2008; INCA, 2010).

A dieta também estd entre os principais responsaveis pela etiologia e
prevencao do cancer, sendo esta, a principal rota de exposi¢cao dos animais aos
carcindgenos quimicos (SORENMO, 2003; BIONDO et al., 2008). Inumeros sao 0s
trabalhos que demonstram fortes evidéncias do papel protetor de dietas ricas em
fibras, vegetais, frutas, grdos e micronutrientes contra alguns tipos de cancer. Em
contraste, fatores como a obesidade e alguns acidos graxos podem aumentar
estes riscos (GREENWALD et al., 2001; PARROTT et al., 2009).

O processo pelo qual a obesidade contribui na carcinogénese ainda é
pouco claro, todavia o mecanismo proposto para explicar o prognostico
desfavoravel associado a obesidade no cancer de mama € a producao excessiva
de estrégeno, que ocorre no tecido adiposo pela aromatizacdo da
androstenediona (COFFEY, 2001; GREENWALD et al., 2001).

Os hormoénios esterdides sexuais femininos podem estar envolvidos no
desenvolvimento das neoplasias de mama, como fatores iniciadores ou mesmo
promotores, seja estimulando a proliferagao celular, ou alterando o genoma das
células (FONSECA e DALECK, 2000; MUNSON e MORESCO, 2007; QUEIROGA
et al., 2009). A influéncia hormonal pode ser observada particularmente pelas
diferencas significativas de incidéncia tumoral entre cadelas castradas e né&o
castradas (SILVA et al., 2004; ZUCCARI et al., 2008) e em animais submetidos ao
uso prolongado de anticoncepcionais (RUTTEMAN e KIRPENSTEIJN, 2003;
LANA et al., 2007).
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Nos tumores de mama em cadelas, foram identificados receptores para os
horménios esterodides (estrogénio e progesterona), presentes em maior quantidade
nos tumores benignos em relagdo aos malignos. Também foi observado que ha
perda da expressdao de receptores de estrégeno na maioria das metastases a
distancia. E possivel que os horménios esterdides atuem numa fase precoce da
cacinogénese, perdendo o seu efeito estimulador em fases mais avangadas da
doencga neoplasica (NIETO et al., 2000; QUEIROGA et al., 2009).

O efeito ambiental esta ligado a carcinogénese mamaria devido a
vulnerabilidade dos animais as substancias artificiais lancadas diariamente no
ambiente. Entre os principais contaminantes residuais estdo os agrotoxicos,
subprodutos da industria e lixo domésticos. Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (2010), em mulheres 80% dos novos casos de cancer de mama estdo
associados a acao dos fatores ambientais. A proximidade estabelecida entre o
proprietario e seu cao, determina o nivel de exposicdo aos mesmos agentes
ambientais entre ambas as espécies (RIPLEY, 2001; ANTUOFERMO, 2007;
JOBIM et al., 2010).

A importancia desse tipo de neoplasia deve-se ao crescimento no numero
de animais acometidos por essa doenga nas ultimas décadas, além de apresentar
semelhancas em diversos aspectos do cancer de mama em mulheres desperta o
interesse cientifico no estudo comparado a partir do uso da cadela como um
excelente modelo experimental em ambas as espécies (ANTUOFERMO, 2007;
LAFFIN et al., 2009; UVA et al., 2009; KOOISTRA et al., 2009).

2.4. Piretréoides como contaminantes ambientais

Os praguicidas piretroides sdo derivados sintéticos das piretrinas | e I,
ésteres naturais extraido das flores de Chrysanthemum cinerariefolium, utilizadas
como inseticidas ha mais de dois séculos (SPENCER et al., 2001; NASUTI, et al,,
2003; VIRAN et al., 2003). Apesar de possuirem amplo espectro, baixo poder
residual e alta eficiéncia em doses baixas, as piretrinas apresentam grande

instabilidade a luz solar e ao ar, diminuindo sua eficacia no controle de pragas na
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agricultura e de outros insetos (CABRAS, 2003; LENG et al., 2003; SANTOS et al,,
2007).

A partir da década de 70 iniciou-se a utilizacdo do uso de piretréides na
agricultura, por meio de mudangas quimicas estruturais induzidas nas piretrinas,
obtiveram-se substancias com maior estabilidade e potencial inseticida,
solucionando o0s problemas de instabilidade ambientais relacionados as
substancias naturais, porém, mantendo relativamente baixa a toxicidade aguda em
mamiferos (QUEIROZ et al., 2001; ROCHA, 2009).

Atualmente, a utilizagdo dos piretroides ndo se restringe apenas na
agricultura. Os compostos deste inseticida vém sendo aplicado em medicina
veterinaria no controle de ectoparasitas em pequenos e grandes animais; em
campanhas de Saude Publica na erradicagao de mosquitos e no armazenamento
de grdos e a domicilio para eliminacao de insetos em geral. Sua formulagédo é
disponivel em aerossois, logdes, coleira e xampus. Esta praticidade na aquisicao
de diferentes formulagdes, amplo espectro de acdo e uso de menores doses em
relacdo a outros agrotoxicos consagrou este inseticida sintético como o mais
usado em todo mundo (LARINI, 1999; QUEIROZ et al., 2001; ROCHA, 2009).

No entanto, o seu uso deve ser monitorado constantemente, pois a
exposi¢ao acidental ou ingestdo de residuos nos alimentos pode trazer risco a
saude do homem e dos outros animais. Em vista disso, os piretroides podem ser
utilizados como modelo para a investigacao da ecotoxicologia, devido a
contaminagcdo do ar, solo e agua induzindo a efeitos adversos na natureza
(GRISOLIA, 2005; SANTOS et al., 2007).

Os piretroides sao constituidos por varios grupos estruturais, sendo estes
basicamente compostos por um grupo acido, um éster central e um alcool. A
porcao acida possui dois carbonos quirais, permitindo com que os piretréides
possam apresentar combinagdes estereoisomérica (Figura 2) (LARINI, 1999;
ANADON et al., 2009).

Todos os piretréides podem existir em no minimo quatro formas

estereoisométricas, cada qual pode exercer diferentes atividades bioldgicas
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dependendo da sua estrutura quimica e a configuragdo da porgao éster. A
toxidade da mistura racémica, ou seja, 50% de levogiro e 50% de dextrogiro, pode
variar de acordo a razao cis/trans e com as caracteristicas do veiculo utilizado. Os
isdbmeros cis demonstram toxicidade maior e sua deposi¢do no tecido adiposo
apresenta-se em niveis mais elevados em relacdo ao trans, que se caracteriza
pela baixa toxicidade em mamiferos devido a sua rapida hidrélise por esterases
hepaticas (CRAWFORD et al., 1981; SODERLUND et al., 2002).

8
Oﬁ@o\,@
Permetrina

[3-fenoxibenzil (TRS, 3RS, 1RS, 35K 1-3-(2 2-diclorovinil)-2 2-dimetilciclopropanocarboxilato] - 4 isGmeros.
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FIGURA 2 — Estrutura quimica dos piretréides (A) cipermetrina (B) permetrina, (C) deltametrina, e
(D) metabdlito (Fonte: SANTOS, et al., 2007).

Assim, os piretréides sintéticos podem ser divididos de acordo com sua
estrutura quimica em duas diferentes classes: | ou Il, segundo a auséncia ou
presencga, respectivamente, de um grupo ciano (CN) na porgao a-carboxil, que
determina a seletividade, tipo de acao e sitio de ataque metabdlico nos diferentes
organismos vivos (LARINI, 1999; SODERLUND et al., 2002; SANTOS et al,
2007).

Os piretroides da classe | sao caracterizados por provocar
experimentalmente, em ratos, quadros de agressividade, tremores, espasmos,
convulsdes e incoordenagao. Atua também nos nervos periféricos, causando em
mamiferos nao roedores paralisia progressiva, devido ao influxo prolongado de

s6dio na membrana das células nervosas. Dentre os piretrdides desta classe
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estdo a aletrina e tetrametrina (ANADON et al., 2006; PERRY et al., 2007; YANG
et al., 2010).

A adicdo de um CN na molécula de piretréide aumenta significamente a
acao toxica do inseticida. Os piretroides tipo Il, entre eles a cipermetrina,
deltametrina e cialotrina, agem preferencialmente no sistema nervoso central,
induzindo em ratos sintomas de intoxicagdo como a hipersensibilidade a estimulos
externos, salivagao abundante, agitacdo dos membros anteriores e tremores
periddicos que podem evoluir a coreoatetose. Atuam nos canais de sédio neural,
interferindo na sua abertura e fechamento, prolongando o tempo de entrada dos
ions Na* para o interior da célula (LATUSZYNSKA et al., 2003; NASUTI, et al.,
2003; ANADON et al., 2009).

Em altas concentragdes, os piretrdides do tipo Il, podem ligar-se ao
complexo receptor inotropico do acido y-aminobutirico (GABA), bloqueando os
canais de cloro e sua ativacao, levando a uma hiperexcitabilidade do SNC. Além
dos efeitos neuroloégicos, frequentemente sdo detectadas manifestagdes
cardiovasculares apds a exposicao prolongada em mamiferos a estes compostos.
Estes efeitos podem ser explicados pelo aumento da duracdo do potencial de
acao induzido pelos inseticidas (LARINI, 1999; SANTOS et al., 2007).

A exposicdo dos animais aos piretroides ocorre pela ingestao de residuos
nos alimentos, o contato dermal direto por meio da utilizacdo de férmulas no
controle de ectoparasitas e na inalagdo de particulas suspensas no ar. Baseado
em estudos que identificavam metabdlitos de piretréides no plasma de animais
expostos aos residuos de piretroides, foi observado que a absorcdo dermal é
pobre, alcancando apenas 2%, ao contrario da oral, que varia de 14 a 70% de
absorgao dos praguicidas utilizados (WOOLLEN et al., 1992; SODERLUND et al.,
2002).

ApOs a exposicdo, os piretréides absorvidos do trato gastrointestinal,
carreados pelo sangue e rapidamente distribuidos por todos os tecidos. A

metabolizacido destes componentes €& similar em quase todos os mamiferos
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(Figura 3), embora possam ocorrer variagées em virtude da estrutura quimica do
composto (SODERLUND et al., 2002; McCARTHY et al., 2006).

FIGURA 3. Vias de metabolizagao dos piretroides em mamiferos por hidrélise ([H]), oxidativo ([O])
e reagdes conjugadas (Fonte: SODERLUND et al., 2002)

A biotransformacao dos piretréides absorvidos via oral, ocorre inicialmente
pela hidrolise do composto inicial no trato gastrointestinal, por meio de clivagem da
ligacdo éster e das moléculas de alcool por intermédio de caboxiesterases,
enzimas encontradas em associagcao com fracdes citocromo P450 microssomais
de homogenatos de tecidos disponiveis no figado, cérebro, rins e sangue. A
clivagem da ligacao éster acontece em maior extensdo em moléculas frans do que
na forma cis (SODERLUND et al., 2002; ANADON et al., 2009; YANG et al.,
2010).

A importancia da quebra do componente inicial por hidrélise ou oxidagao €
relativa e depende dos isdmeros que compde a molécula do piretréide. Os

metabolitos oriundos desses processos sao distribuidos de modo heterogéneo e
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depositados principalmente no figado, rins, tecido adiposo, interagindo com os
constituintes celulares. Nestes 6rgdos, os niveis de metabdlitos diminuem
rapidamente, com excecado ao tecido adiposo devido a caracteristicas lipofilicas
dos metabdlitos. A metabolizagao resulta na formacado de compostos mais polares,
excretados assim pela urina conjugados em forma de substratos enddgenos
(taurina, glicina e PAPS) (SODERLUND et al., 2002; SANTOS et al., 2007).

Alteragdes morfologicas a nivel celular atribuidas as intoxicagdes por
piretréides sao relatada por alguns autores. Segundo Chauhan et al.(2007), a
exposicao a deltametrina in vitro e in vivo, pode induzir da proliferacdo de células
mesenquimais, aberragdes cromossdmicas € a presenga de micronucleo.
Latuszynska et al. (2003), verificaram leves alteragdes histopatolégicas como o
aumento densidade do citoplasma das células do cortex cerebral, neurécitos do
nucleo do talamo e das células de Purkinje no cerebelo de ratas expostas a
cipermetrina associada a cloropirifos.

Em mamiferos, a toxicidade parece estar relacionada com a idade muito
mais do que outros inseticidas, no entanto o numero de trabalhos que relatam
esse fator ainda é muito pequeno (SHAFER et al., 2005; ANADON, et al., 2009).
Ratos neonatos sdo mais sensivel aos piretréides tipo I, devido a baixa
capacidade metabdlica, em relagdo aos adultos (LAURINI, 1999). Em um estudo
utilizando doses agudas de deltametrina, observou-se que a letalidade foi 16
vezes maior em neonatos em relagéo a adultos (SHEETS et al., 2004).

A sensibilidade aos piretroides em diferentes idades pode ser influenciada
pela dose, embora o efeito de doses baixas em periodos prolongados seja pouco
estudado, esse parametro € evidenciado em doses agudas (SHEETS et al., 2004,
SHAFER et al., 2005; ANADON et al., 2009).

Atualmente, uma das maiores preocupagdées em relacdo a exposi¢cao dos
humanos e outros animais aos contaminantes ambientais sdo se os residuos
dessas substancias podem produzir efeitos toxicos em baixas concentracoes;
quais sdo as substancias que estdo associadas aos efeitos tdxicos a baixas

concentragdes; se existe uma concentragdo limiar abaixo da qual essas
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substancias quimicas podem ser consideradas como seguras; se 0s novos tipos
de ensaios, usados para prever os efeitos causados em organismos expostos
podem realmente fornecer ferramentas para o entendimento do mecanismo de
acao dessas substancias e se esses ensaios podem ser facilmente usados em
larga escala para monitorar seus efeitos no meio ambiente (BILA e DEZOTTI,
2007).

2.5 Possiveis atuagcoes dos piretréides no carcinoma espontaneo de

mama.

Apesar de serem os praguicidas sintéticos mais utilizados em todo mundo,
ainda muito pouco foi feito para avaliar os efeitos causados pela exposicao
prolongada de residuos dos piretréides na vida do homem e dos outros animais.
De acordo com o “International Programme on Chemical Safety” (IPCS) (WHO,
2004), os piretroides cipermetrina, deltametrina e lambda- cialotrina sao
classificados como moderadamente toxicos. Apesar da baixa toxicidade verificada
para mamiferos, estudos toxicolégicos recentes mostraram que os piretréides
estdo entre os praguicidas mais toxicos para organismos aquaticos, como peixes e
crustaceos (PINHO et al.,2009).

Piretroides como a cipermetrina e a deltametrina, sdo classificada pela
Agencia Internacional do Cancer (IARC), nivel 03 de periculosidade, ou seja, ndo
conclusivo carcinogénicos para o homem e a Organizacdo Mundial da Saude
define a deltametrina como inseticida moderadamente perigoso (IARC, 2008;
EPA, 2008, WHO,2008).

Segundo a Environmental Protection Agency (1997), responsavel pela
regulamentacao e fiscalizagao de substancias quimicas nos Estados Unidos, os
piretréides séo classificados como: “potencial desregulador endo6crino”. Embora
0s mecanismos pelos quais os piretroides atuem no sistema endocrino nao estao
bem estabelecidos, diversos trabalhos cientificos vém descrevendo a agao destes

como precursores de doengas consideradas horménio dependentes do sistema
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enddcrino podendo atuar até como um iniciador ou promotor de neoplasias
(GAREY e WOLFF, 1998; ANADON et al., 2009).

De acordo com Chen et al. (2002) e Zhao et al. (2008), os piretréides:
deltametrina, cipermetrina, | — cialotrina e permetrina, podem induzir a
proliferacdo de células da linhagem MCF-7 de carcinoma espontaneo de mama
em mulheres. Para Va et al. (1999); Chen et al., 2002 e Zhao et al. (2008), a I-
cialotrina, aumenta a expressao do gene pS2, induzivel por estradiol (E2) nas
células MCF-7 e a deltametrina compete na ligagdo de receptores de estrégeno
(ER).

Os metabolitos dos piretréides podem apresentar caracteristicas de
xenoestrégeno, ou seja, substancia esta que mimetiza a agdo do horménio sexual
feminino (FANG et al., 2001). Isto ocorre devido a relagdo a sua atividade —
estrutural da molécula que pode se recombinar expressando caracteristicas
estrogénicas em humano (McCARTHY et al., 2006).

Para alguns autores a cipermetrina, tetrametrina e aletrina tem mostrado
induzir o estresse oxidativo e gerar ERO em experimentos com ratos (KALE et al.,
1999; GIRAY et al., 2001). O estresse oxidativo e a produgédo de ERO podem
causar danos no DNA, atuando assim, como um carcindgeno quimico,
responsavel pelo crescimento descontrolado principalmente de células
mesenquimais (ZEGURA et al., 2004).

Porém n&o sdo todos os estudos que demonstram que os piretréides e
seus metabdlitos possuam atividade de estrogénica (SAITO et al, 2000;
KUNIMATSU et al., 2002; KIM et al., 2004). Quanto a carcinogenicidade poucos
relatos sdo encontrados na literatura especializada no assunto, porém assim como
outras substancias quimicas de atuacao estabelecida, a ocorréncia desses efeitos
estd na dependéncia da estrutura molecular, da dose e da intensidade de
exposicao (GARRIDO et al, 2005). Nao ha na literatura atual, trabalhos que

relatem algum efeito dos piretréides em tumores de mama em cadelas.
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2.6 Determinacoes dos piretroides por HPLC

A determinacdo de residuos de piretréides pode ser realizada por meio de
técnicas cromatograficas, devido a facilidade de separagado, identificacdo e
quantificagdo das substancias presentes na amostra, com a utilizacdo de
detectores e padrées especificos (GALLI et al., 2006; SANTOS et al., 2007).
Dentre elas destacam-se a cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de
captura de elétrons ou acoplada ao detector de massas no modo de selegcado de
ions e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performancel/Pressure
Liquide Chromatography- HPLC) acoplada a detector ultravioleta (VIEIRA, et al.,
2007).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia passou a ser uma das técnicas
analiticas mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos. As razdes para este
crescimento estdo relacionadas a sua adaptabilidade para determinacdes
quantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis, com destaque para a industria farmacéutica,
bem como as suas aplicacoes em determinacdées ambientais e em muitos outros
campos da ciéncia, como o da medicina.

A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia se desenvolve pela
passagem de uma mistura através de duas fases: uma estacionaria (fixa) e outra
movel a alta pressao. A grande variabilidade de combinagdes entre a fase movel e
estacionaria faz com que a cromatografia tenha uma série de técnicas
diferenciadas, sendo assim utilizada na determinacdo de residuos em diferentes
amostras biolégicas, como em sangue e tecido de animais experimentais (DING et
al., 2004; ANADON et al., 2006; ANDRADE, 2008) e em alimentos como frutas,
vegetais e leite (BISSACOT e VASSILIEFF, 1997). Além disso, a HPLC permite a
determinacdo de compostos nao volateis e termolabeis, como acontece no
emprego da Cromatografia Gasosa (CHEN e WANG, 1996; ZENEBON e
PASCUET, 2005).
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3. OBJETIVO
3.1 Geral

Qualificar e quantificar os inseticidas piretréides aletrina, lambda- cialotrina,
cipermetrina, deltametrina e tetrametrina no tecido adiposo adjacente a mama de

cadelas com e sem carcinomas espontaneos.
3.2 Especificos

Investigar a ocorréncia dos niveis de cada piretréide encontrado e
correlacionar com a expressdo morfolégica e o grau de agressividade dos

tumores descritos por meio do exame histopatoldgico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao dos Animais

Este estudo obedeceu as normas da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal —CEEA da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
mantida pela Universidade Estadual Paulista (UNESP/Botucatu), parecer favoravel
n° 99/2008, que incluiu a obtengdo do Consentimento Livre e Esclarecido dos

proprietarios ou responsaveis pelos animais.

4.2 Procedimento

Foram adquiridas 60 cadelas, sem predilecdo por raga, com idade entre cinco
e 15 anos, distribuidas ao acaso em dois grupos. O Grupo 1 (G1) foi formado por
30 cadelas com diagndstico clinico e histopatologico de carcinoma espontaneos
de mama atendidas no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) da UNESP, Botucatu e no Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Garga (FAMED), mantida pela Associagao
Cultural e Educacional de Garga (ACEG). O Grupo 2 (G2) por 30 cadelas com
diagnéstico clinico negativo para neoplasia de mama, encaminhadas para o
exame necroscopico no Servigo de Patologia da FMVZ, UNESP, Botucatu e no
Laboratorio de Patologia Veterinaria FAMED, ACEG, Garga.

Os critérios de inclusdo dos animais nos grupos 1 e 2 foram: que nao
houvesse histérico clinico de disturbios hormonais ou pseudociese e que

possuisse acima de cinco anos de idade (Anexo 1).

4.3 Analise da condig¢ao corporal

Para avaliagcdo da massa corporal e determinagao do estado fisico (Figura 4)

foi utilizado os critérios descritos por HILL’S (1999), que classifica o animal em:
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FIGURA 4 — Caracterizagdo da composi¢ao corporal estabelecido pela Hill's (1999).

MAGRO - Costelas facilmente palpaveis, sem cobertura de gordura. Base da
cauda com 0ssos proeminentes, com o minimo ou sem gordura entre a pele e os
0ssos. Visao lateral, curvatura abdominal acentuada ou marcante. Visao dorsal,
silhueta da cintura bastante acentuada ou marcante.

PESO IDEAL - Costelas facilmente palpaveis, com pouca cobertura de gordura.
Base da cauda com contorno suave, ossos palpaveis com fina camada de
gordura. Vis&o lateral, curvatura abdominal e visao dorsal com silhueta da cintura
proporcional.

OBESO - Costelas dificilmente palpaveis, com moderada ou abaixo de espessa
cobertura de gordura. Base da cauda ligeiramente abaulada ou abaulada e dificil
de palpar, abaixo de moderada ou espessa camada de gordura. Visao lateral, a

gordura sobressai do abddémen e nao ha curvatura abdominal ou cintura.

4.4 Coleta e processamento de material

e Exame Citopatologico
Apds exame clinico completo dos animais do G1 e registro dos
dados, foi realizado o exame citopatolégico para caracterizar preliminarmente
0 aumento de volume como neoplasia de origem mamaria.
Para o exame citopatoldgico foram utilizadas agulhas hipodérmicas

descartaveis de 13 x 4,5 mm para punc¢ao de nédulos mamarios menores que
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1,0 cm e 30 x 7 € 30 x 8 mm para nddulos cujo diametro ultrapasse 1,0 cm;
seringas hipodérmicas descartaveis de 10 ml. O material obtido da citopuncéo
foi distendido em Iaminas histologicas. Parte das laminas foram fixadas com
metanol p.a. (Merck®, Darmstadt, Alemanha) e etanol 95% (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) e corado pelas técnicas de May-Grinwald Giemsa e
Papanicolaou, respectivamente. As amostras foram examinadas ao
microscopio de luz (ZEISS — Modelo AXIO Imager A1)

e Procedimento Cirurgico
Os animais com diagnéstico citopatoldgico positivos para neoplasia
mamaria (G1) foram submetidos a mastectomia parcial ou radical. As pecas
cirurgicas foram encaminhadas ao Servico de Patologia Veterinaria da
FMVZ/UNESP, campus de Botucatu para analise anatomopatoldgica e

processamento deste material para exame histopatolégico e de HPLC.

o Necropsia

As cadelas encaminhadas ao Servico de Patologia Veterinaria
FMVZ/UNESP-Botucatu e  Laboratério de  Patologia  Veterinaria
FAMED/ACEG, que macroscopicamente nao apresentavam neoplasias de
mama, foram necropsiadas imediatamente ou até 8 horas apos a morte,
sendo estas acondicionadas em cémera fria a 4° C até o momento do exame,
executado como de rotina. A mama foi retirada, devidamente identificada e
processada para exame histopatologico e o tecido adiposo adjacentes a

mama foi processado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC.

e Exame Histopatologico
As amostras oriundas do G1 e G2, antes de serem processadas
foram retiradas cinco gramas de tecido adiposo adjacente ao tecido mamario,

neoplasico ou ndo e acondicionados em frascos estéreis e congelados.

Merck® KGaA Frankfurter Str. 250- 64293 Darmstadt , Germany.
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Fragmentos das mamas foram fixados em formalina tamponada a 10%,
rotineiramente processados e corados com Hematoxicilina e Eosina. A leitura
do material foi realizada em microscépio de luz (ZEISS — Modelo AXIO Imager
A1), seguindo os critérios de classificacdo adotados pela Organizagao Mundial
de Saude (MISDORRP et al., 1999).

e Exame Toxicologico
Os cinco gramas de tecido adiposo adjacente as mamas de ambos
os grupos, G1 e G2, permaneceram congelados a temperatura de - 4° C até o
processamento e analise feita pela técnica quantitativa de HPLC, segundo o
método de BISSACOT e VASSILIEFF (1997) modificado (ANDRADE, 2008),
que consistiu nas etapas de extracao e purificagao, descritas abaixo:

Extracao:

e Adicionou-se 5 ml/g de amostra em um elenmeyer. Posteriormente 10

gotas de HCL 1,0N. A amostra ficou com pH em torno de 4,0

e Adicionou-se 40 ml de Acetonitrila, grau HPLC e agitou-se em agitador

orbital durante 30 minutos.
¢ Filtrou-se em papel filtro quantitativo coletando o filtrado em um béquer.
Purificacdo:

e Colocou-se 4 g de silica gel em coluna cromatografica. Posteriormente

n-hexano de modo que ficasse totalmente umidecida.

e Ressuspendeu-se o residuo com 10,0 ml de n-hexano, eluindo pela

coluna. O eluato foi coletado em um béquer

e Adicionou-se a coluna 10,0 ml de n-hexano: éter etilico (9:10),

coletando no mesmo béquer.

e Levou-se o eluato a secura em capela de exaustao.
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O residuo seco foi ressuspendido com 1,0 ml de Acetonitrila e injetado no

Cromatografo.

A determinacido quantitativa das concentracdes de residuos de piretroides
ocorreu pela extracao do principio ativo contido nas amostras de tecido adiposo
com o solvente orgénico acetonitrila, separando-se em n-hexano e purificado em
coluna de silica-gel com n-hexano e éter dietilico. Foram utilizados os padrbes
especificos CLP-023R-160X: Individual Pesticides Standard (Accu Standard Inc -
Miller-Stephenson Chemical Co.). Para analise foi utilizado o cromatégrafo,
modelo CG 480C do CEATOX, Instituto de Biociéncias — UNESP/Campus de
Botucatu. Para a leitura dos niveis de piretréides foi utilizado um detector
ultravioleta modelo CG 435B com comprimento de onda de 266nm, integrando os
picos padrao e amostra com 2.0 de atenuagdo, 300 de inclinagdo numa velocidade

de 10mm/min .

4.5 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com dois tratamentos (Grupo Controle - G1; Grupo com Carcinoma - G2) e trinta
repeticdes para os cinco piretroides avaliados separadamente (P<0,05).

Para verificar se houve dependéncia entre a presenca dos piretroides e os
grupos avaliados foi realizado o Teste Qui-Quadrado (P<0,05).

A analise dos graficos demonstrou que a maior parte da distribuicao foi
assimeétrica, e portanto realizado o teste ndao paramétrico de Mann Whitney para
comparar a diferenca dos dois grupos (P<0,05). Os programas utilizados foram

Sigma Stat versao 3.1 e BioEstat 5.0.
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5. Resultados

5.1 Frequéncia de racas e idade

No periodo de maio de 2005 a novembro de 2009 foram estudados 60
fragmentos de mama e o tecido adiposo adjacente a mesma. Destas, 26 amostras
foram provenientes de procedimento cirurgico e 34 de animais submetidos ao
exame necroscopico. Dos animais estudados, 15 viviam em ambiente rural e 45
urbano.

No G1, composto por 30 animais que apresentam carcinoma espontaneo
de mama, houve o predominio de cadelas sem raca definida (12/30); seguidas
pela raca Boxer (3/30), Poodle (3/30), Pastor Alemao (3/30), Labrador (2/30),
Pincher (2/30), Cocker Spaniel (1/30), Dachshund (1/30), Pastor Belga (1/30),
Beagle (1/30) e Rottweiler (1/30). A média de idade dos animais acometidos foi de
9,7 anos, com uma amplitude de cinco a 13 anos. A maior incidéncia desta
neoplasia ocorreu em cadelas de doze anos (23,3%); depois por animais com oito
e nove anos (16,6%); dez anos (13,3%); sete e treze anos (10%) e cinco, seis e
onze anos (3,3%). A distribuicdo da frequéncia de neoplasias de mama idade esta
apresentada na Figura 5.

O G2, animais que nao possuiam diagnostico para carcinoma espontaneo
de mama, foi composto, na sua maioria, por cadelas SRD (21/30), depois por
animais da raca Fox Paulistinha (3/30), Pit Bull (2/30), Boxer (1/30), Weimaraner
(1/30), Pastor Alemao (1/30) e Rottweiler (1/30). A idade dos animais deste grupo
variou entre cinco e 15 anos, sendo a média de 8,1, representada da seguinte
forma: quatro animais (13,3%) possuiam cinco, seis ou sete anos; sete (23,3%)
tinham oito anos; cinco cadelas (16,6%), dez anos e apenas uma (3,3%) doze,

treze e quinze anos (Figura 6).
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FIGURA 5: Distribuicdo dos animais do Grupo 1, com carcinomas mamarios, segundo a

frequencia de idades.
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FIGURA 6. Distribuicdo dos animais do Grupo 2, sem carcinomas mamarios, segundo a

frequencia de idades.
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5.2 Analise da condigao corporal e o residuo na gordura

O peso corporeo dos animais no G1 esteve entre 3,3 a 40 kg. Segundo a
classificacédo de Hill's (1999), oito animais eram obesos (26,7%); 21 regulares
(70%) e apenas um foi classificado como magro (3,3%). Nos animais do G2, o
peso variou de 3,0 a 58,0 kg. Destas, cinco cadelas eram obesas (16%); 18
regulares (60%) e sete magras (23%).

Dos animais estudados de ambos os grupos, 36 cadelas (60%)
apresentavam niveis de piretroides em seu tecido adiposo adjacente a mama. A
disposicao destes animais segundo sua raga, massa corporal e ambiente onde
viviam esta disposta na Tabela 1.

Quando comparado o nivel de residuos dos piretrdides com a massa
corporal dos animais dos dois grupos, ndo houve diferenga significativa ou

influencia do grupo na quantidade de residuos (Figura 7).

TABELA 1 — Animais dos grupos 1 e 2 que apresentavam niveis de piretréides tecido adiposo
adjacente a mama dividida em relagéo massa corpérea e ambiente rural e urbano.

ANIMAIS MASSA CORPOREA® AMBIENTE
GRUPOS RACAS NO. MAGRO REGULAR OBESA RURAL URBANO
RAGAS PURAS  09/17  01/58%  04/235%  03/17,6%  01/58%  8/47%
G1%(n=17)
SRD 08/17 - 02/11,7%  06/352%  01/5,8%  7/41,2%
RAGAS PURAS  5/19  01/52%  04/21,5% - 02/10,5% 03/15,8%
G2° (n=19)
SRD 1119 04/21,5%  10/52,6% 05/26,3% 09/47,4%

Grupos dos animais estudados: " Cadelas que apresentavam carcinoma espontdneo em mama; “Cadelas que nao tinham
diagndstico positivo para carcinoma espontaneo de mama. ° Classificacdo segundo HILL’S (1999).

Observa-se a maior frequéncia de niveis de residuos, assim maiores picos
em animais regulares, seguidos por magros e depois obesos de ambos 0s grupos
(Tabela 2).
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TABELA 2—- Comparagao entre os niveis de residuos de piretréides detectados e quantificados
no tecido adiposo adjacente a mama das cadelas dos grupos 1 e 2.

CARCINOMA DE MAMA (G1)

CONTROLE (G2)

M. C.? AMBIENTE PIRETROIDES (ug)* AMBIENTE PIRETROIDES (ug)*
N°. | R. Urb Alet Delt Cirp L-cial Tet | N° | R. Urb Alet Delt Cirp L-cial Tet
Mag. 01| - 01 - 0,04 - 0,01 - 05 | 03 02 - 0,2 0,05 0,82 1,86
Reg 10|01 09 0,04 0,13 0,81 0,18 - 14 | 04 10 1,89 0,06 0,06 0,98 0,54
Ob. 06 | - 06 003 0,11 0,02 0,2 - - - - - - - - -

L —————————————————————————————————————
* Média dos niveis dos piretroides : aletrina (Alet); deltametrina (Delt.); cipermetrina (Cirp.); I-cialotrina (L-cial.) e tetrametrina
(tet.). ** Classificagdo segundo HILL'S (1999).

Residuos de Piretroides (pg/q)

B, 78
4.4
714 BN Grupol
Grupo 2
0,79
—
Magros Regular Obesos

Escore corporal dos animais

FIGURA 7. Comparagédo entre os niveis de residuos de piretrdides encontrado no tecido adiposo
adjacente a mama e a massa corporal das cadelas do grupo 1 e 2.

5.3 Distribuicao anatomica e analise morfoloégica
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Os animais do G2 nao expressaram caracteristicas morfologicas que
pudessem ser classificadas como neoplasicas, no entanto foram observados
padroes histoldgicos distintos em cada cadela, constituidos por diferentes
propor¢cdes de parénquima e estroma mamario (Figura 9 e 10). Nao obstante,
diferentes niveis de residuos de piretroides foram quali-quantificados no tecido
adiposo adjacente a mama dos animais deste grupo.

O exame citopatologico foi importante durante a triagem dos animais que
apresentavam tumores em regido da mama, auxiliando no diagnostico rapido
durante o exame clinico. A abundancia celular e o padrdo morfolégico dos
carcinomas mamarios tornaram possivel a identificacdo e selegcao destas
neoplasias (Figura 11 e 13).

Em seguida, o diagndstico citopatolégico foi confirmado pelo histopatologico
que classificou as neoplasias em: carcinoma complexo (56,6%) (Figuras 12);
simples (43,4%) (Figura 14) com suas variantes: cistico; cribriforme; papilifero;

tubulo-papilifero e solido. A distribuigdo das neoplasias esta disposta na Figura 8.

W Carcinoma Simples

Carcinoma Complexo

FIGURA 8 - Distribuicdo dos carcinoma de mama avaliados (n=30) conforme o tipo histologico,
segundo a classificagdo da OMS (MISDORP,1999).
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FiGURA 9 - Exame histolégico: densa camada de estroma (E), que envolve o
parénquima mamario (seta) e tecido adiposo adjacente (A) . Cadela de 10 anos, sem
residuos de piretroides detectados. H.E. 2,5X.

: 7

FiGURA 10 - Exame histoldgico: parénquima mamario produtivo com diversos
acinos (seta), pouco estroma (E) e tecido conjuntivo denso (asterisco). Cadela de 13
anos, detectado 1,89 my/g de aletrina; 0,07 mu/g de cipermetrina e 0,12 mu/g de
deltametrina no tecido adiposo adjacente ao tecido mamario . H.E. 2,5X.
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FiGURA 11- Exame citopatoldgico: carcinoma simples de mama de cadela, denota-
se a presenga de cristais de colesterol (seta) , entre células epiteliais neoplasicas.

Papanicilau, 40X.

N\ 7

FiGURA 12- Exame histopatologico: carcinoma simples de mama de cadela, denota-
se a presenga de cristais de colesterol (seta), entre células epiteliais neoplasicas

formando arranjos alveolares.H.E., 40X.
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FiGURA 13 - Exame citopatoldgico: carcinoma complexo de mama em cadela:
componentes celulares epiteliais e mesenquimais, presencga de células fusiformes
gue lembram mioepiteliais (seta). Papanicolau, 20X.

FiGURA 14 - Exame histopatolégico: carcinoma complexo de mama em cadela;
proliferagdo acinar de células epitelial neoplasica, circunscrito por tecido mixdide
amorfo (seta). H.E, 20X.
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Posteriormente, os carcinomas foram classificados segundo seu de

malignidade em grau |, Il e lll (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificagao histolégica de carcinomas e graduagao conforme o grau de malignidade.

Classificagao histolégica ‘ n I Grau ‘ Grau ll Grau lll
Carcinoma Simples 13 4 (13,3%) 4 (13,3%) 5(16,7%)
Carcinoma Complexo 17 1 (3,3%) 7 (23,3%) 9 (30%)

X*=3,867 P=0,1447

Nao houve diferenga (p>0,05) entre os graus pelo teste do Qui-Quadrado.

A nao houve diferenga significativa quanto ao grau de malignidade dos
diferentes carcinomas e os niveis de piretréides encontrado no tecido adiposo
adjacente ao tumor.

Os carcinomas apresentaram-se localizados em uma ou multiplas mamas.
Quando as massas eram localizadas em apenas uma regido (28/30), as mamas
mais afetadas foram as abdominais (50%), seguidas pelas mamas inguinais
(23,3%) e toracicas (20%). Quando as massas eram multiplas (02/30), foi
observado predominio de lesées na regidao abdominal esquerda (3,3%) e por toda
extensdo da mama do lado direito (3,3%) (Tabela 4).

TABELA 4 — Comparagao entre frequéncia da localizagdao do carcinoma na mama e a massa
corporal dos animais do grupo 1.

Escore Corporal

Mama acometida

Magro Obesa Regular
Abdominal Cranial D. 0 2 5
Abdominal Cranial E. 0 0 3
Abdominal Caudal D. 0 1 1
Abdominal Caudal E. 0 2 2
Inguinal D. 1 0 3
Inguinal E. 0 2 1
Multiplos em toda cadeia D. 0 0 1
Toracica Abdominal E. 0 0 1
Toracica Caudal D. 0 0 1
Toracica Caudal E. 0 0 1
Toracica Cranial D. 0 0 1
Toracica Caudal 0 1 1

X?=15,221 P=0,8526

Nao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos pelo teste do Qui-Quadrado. A mama acometida
independe do escore corporal.
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Ao relacionar localizagdo da neoplasia com o escore corporal dos animais
no G1, nao verificou-se nenhuma correlagao estatistica.

Quanto a comparagao dos niveis de piretroides entre os grupos, ndo houve
diferenca da frequéncia dos niveis de piretréides entre os Grupo 1, com
carcinoma de mama, e o Grupo 2, considerado o grupo controle, onde os animais
nao possuiam diagnostico para carcinoma espontaneo de mama, como demonstra
a Tabela 4.

TABELA 5 — Comparagdo entre os grupos G1 e G2 da frequéncias de animais que apresentavam
residuo de piretréide no tecido adiposo adjacente a mama.

Piretroide
Grupo Aletrina Deltametrina Cialotrina Tetrametrina Cipermetrina
Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente
1 25 5 19 11 24 6 29 1 24 6
2 29 1 15 15 26 4 26 4 25 5
P 0,1967 0,4345 0,7290 0,3502 0, 7386

A presenca ou auséncia do piretréide independe do grupo, para todos os piretréides estudados (P>0,05).

Os dois grupos foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney (P<0,05), uma vez que os dados ndo apresentaram normalidade (Tabela
5), todavia ndo observou-se relagdao direta entre a presenca de residuos de
piretréides no tecido adiposo adjacente a mama e o desenvolvimento, ou ndo de

carcinoma.

TABELA 6- Analise da mediana para cada piretroide identificado nos grupos.

GRUPOS | Deltametrina | Aletrina | Cipermetrina | Cialotrina | Tetrametrina

1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000
P 0,287 0,105 0,913 0,608 0,161

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os dois grupos avaliados (P>0,05)

Embora a relagdo entre os niveis de piretrdides e a expressao morfologica
dos carcinomas no G1 nao tenha sido significamente (Tabela 7), observa-se a
maior incidéncia de carcinoma complexo em cadelas que apresentavam maiores

niveis de piretroides no tecido adiposo adjacente a massa tumoral.
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TABELA 7 — Comparagao entre os niveis de piretréides nos carcinomas diagnosticado no Grupo1.

Presenca de Residuos de Piretréides

Neoplasias Sim N3o N

Carcinoma Simples 5 8 13

Carcinoma Complexo 11 6 17
2_

X'=2,038 P=0,533

Nao houve diferenga (p<0,05) entre as neoplasias pelo teste do Qui-Quadrado, ou seja os carcinomas
independem da presenga ou nao de residuos de piretroides.

6. Discussao
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Os praguicidas sintéticos piretroides, vém sendo amplamente utilizados em
medicina veterinaria, agricultura e em produtos domissanitarios. A presenca de
seus residuos no meio ambiente expde organismos nao alvos aos efeitos toxicos
dos mesmos. A metabolizagdo e excrecao destes residuos ocorrem de forma
rapida em mamiferos, embora parte deles possa ser depositado no tecido adiposo
(LARINI, 1999; ANADON et al., 2006; CROW et al., 2007; GODIN et al., 2007;
YANG et al., 2010).

Esse trabalho identificou e quantificou os niveis de aletrina, cipermetrina,
deltametrina, tetramentrina e |- cialotrina no tecido adiposo adjacente a mama de
cadelas pela técnica de HPLC, obedecendo ao mesmo método utilizado por
ANDRADE (2008). A analise demonstrou sensibilidade na determinagéo
quantitativa e qualitativa dos residuos, comprovando a sua eficiéncia e
adaptabilidade na analise de diferentes substancias como ja descrito por outros
autores (BISSACOT e VASSILIEFF, 1997; ANDRADE, 2008).

As cadelas, de ambos os grupos, foram classificadas em magras, regulares
e obesas, segundo a analise da massa corporal proposta por Hill'S (1999), onde
0s animais sao caracterizados, basicamente, pela quantidade de gordura disposta
ao longo do torax e abdémen, tendo como referencial a visualizagdo dos ossos da
costela.

A anadlise do tecido adiposo adjacente a mama, no presente estudo,
demonstrou que o0s animais apresentaram niveis variados de residuos de
piretréides independente a classificagcdo da massa corporal. A Figura 6 demonstra
que os maiores indices de piretréides foram detectados nos animais considerados
regulares, seguidos pelos magros e depois 0os obesos. Ainda que o numero de
animais estudados seja pequeno, a quantificacdo destes piretroides, pode
demonstrar que a distribuicdo de seus residuos ocorre de forma ndo homogénea
nos diferentes tecidos, como relata CRAWFORD et al. (1981); VIRAN et al. (2003)
e ANADON, et al. (2006).
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A maior frequéncia de residuos encontrada em animais magros em relagao
aos obesos pode estar interligada com a caracteristica lipofilica dos metabdlitos de
piretroides independente da quantidade de tecido adiposos. Em razao disso é
possivel identificar e quantificar maiores concentragdes de residuos em animais
magros em relagdo aos animais obesos (CRAWFORD et al., 1981; VIRAN et al.,
2003). Neste trabalho, foi observado nos animais magros, mesmo que em menor
numero, os residuos se apresentam em maiores concentragcoes devido ao baixo
volume de tecido adiposo disposto no corpo deste animal, o que nao ocorre em
animais obesos, muito embora essa suposicdo deve ser confirmada com maiores
estudos.

Diversas variaveis podem influenciar a deposicdo dos residuos de
piretroides nos diferentes tecidos (SPENCER et al., 2001; ANADON et al., 2006;
KIM et al, 2006). Fatores como contaminacdo ambiental (RIPLEY, 2001;
QUEIROZ et al., 2001; DUARTE, 2002), via de exposi¢ao (GRISOLIA, 2005;
ANADON et al., 2006; BIONDO et al., 2008; PARROTT, 2009), metabolizacdo
(CROW et al., 2007; GODIN et al., 2007; YANG et al., 2010) e idade (SHEETS et
al., 2004; SHAFER et al., 2005).

As cadelas estudadas nesta pesquisa, ndo compartihavam o mesmo
ambiente, parte habitava na zona rural (25%) e a maioria na zona urbana (75%).
Apesar do reduzido numero de animais estudados, as cadelas provenientes da
zona rural apresentaram maiores niveis de residuos de piretroides no tecido
adiposo, independente do grupo em que estavam em relagdo aos animais
provenientes da zona urbana. Este dado demonstra a influencia do meio na
contaminacdo dos animais, apesar dos inseticidas piretroides estejam sendo
amplamente utilizado tanto no meio rural quando urbano (BRASIL, 2000; SANTOS
et al., 2007; EMBRAPA, 2008), denota-se que os animais da zona rural podem
estar mais expostos a esses contaminantes, provavelmente devido a utilizagdo do
mesmo em grande escalas nas lavouras (LARINI, 1999; SANTOS et al., 2007).

A dieta também pode estar envolvida na contaminagao dos animais, uma

vez que por meio desta que ocorre a principal rota de exposi¢do as substancias
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quimicas (GREENWALD et al., 2001; SORENMO, 2003; BIONDO et al., 2008;
PARROTT, 2009). Mesmo que nem todos os proprietarios ou responsaveis,
conseguiram informar ao certo como era composta a dieta dos animais, sabe-se
que a principal via de intoxicagao € a oral (GREENWALD et al., 2001; SORENMO,
2003; BIONDO et al., 2008; PARROTT, 2009), e o menor indice de residuos na
gordura de animais urbanos, pode estar relacionada com a maior proximidade do
proprietario e consequentemente, maior monitoramento da alimentacdo de seus
animais, como também relatam Ripley (2001); Antuofermo (2007); Jobim et al.,
(2010).

As neoplasias mamarias espontaneas sao as mais comuns em cadelas,
responsaveis por aproximadamente 50% de todas as afec¢des neoplasicas nesta
espécie (MISDROP, 2002; GUIM et al.,2007; LANA et al., 2007), sendo que até
60% destas, sado de carater maligno (QUEIROGA e LOPES, 2002; NARDI et al.,
2008). A etiologia trata-se de uma interacdo complexa susceptivel a fatores
externos ou internos ao organismo, estando ambos interligados (GATANBY e
FRIEDEN, 2002; ZUCCARI et al., 2008; INCA, 2010).

A incidéncia dos carcinomas espontaneo em cadela aumenta com a idade. A
partir dos cinco anos, o risco dos animais desenvolverem essa doenga cresce,
sendo 10 anos a idade média de maior incidéncia (LANA, 2007; PINTO, 2009).
Dos animais avaliados neste estudo com carcinoma de mama, notou-se que a
média de idade das cadelas foi semelhante aos resultados citado pelos autores,
acometendo principalmente cadelas de meia idade a idosas (Figura 4).

A literatura, principalmente de paises europeus e norte americano, relata que
ha maior taxa de incidéncia de tumores malignos de mama em ragas puras
(QUEIROGA e LOPES, 2002; RUTTEMAN e KIRPENSTEINJN, 2003; LANA, et
al., 2007; PINTO, 2009). Entretanto, detectou-se no G1, uma maior predilecéo de
cadelas SRD (Tabela 1) como também relata Burini, (2002); Hataka, (2004); Nardi
et al. (2008); acompanhados de animais de raga Boxer, Pastor Alemao e Poodle.
Apesar de algumas destas ragas sejam citadas pelos autores (RUTTEMAN e
KIRPENSTEINJN, 2003; LANA, et al., 2007), é dificil estabelecer um parametro
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para comparagao, uma vez que fatores ambientais e tipo de estudo podem
interferir nos resultados, fazendo com que o estudo epidemiologico, neste caso,
seja variavel.

Quanto a localizagdo das neoplasias estudadas, observou-se maior
predilecdo pelas mamas inguinais e abdominais. Os dados encontrados sao
similares aos descritos por outros autores (QUEIROGA e LOPES, 2002;
OLIVEIRA et al., 2003; HELLMEN, 2005). A razo pela qual estas glandulas sejam
mais acometidas possivelmente deve-se a maior quantidade de parénquima
mamario, sofrendo assim maior resposta proliferativa devido ao efeito do
estrégeno. Frente a isto, a sensibilidade e a exposicdo de cancerigenos quimicos
elevam os riscos para o desenvolvimento do cancer de mama (NARDI et al.,
2008).

Os exames citopatologico e o histopatologico foram utilizados nesse
trabalho, respectivamente, na triagem dos animais e identificagdo do tipo tumoral,
como descrito por Zuccari et al. (2001); Queiroga e Lopes (2002); Peleteiro et al.
(2006); e na classificacdo morfolégica e expressao dos critérios celulares de
malignidade como sugerido por Misdorp, (1999); Karayannopolou et al. (2005);
Cavalcanti e Cassali (2006).

O uso em conjunto destes exames demonstrou ser uma importante
ferramenta de trabalho na rotina diagnédstica e de pesquisa devido ao baixo grau
de invasdo na coleta de amostras no citopatolégico e na quantidade de
informacdes obtidas por meio do histopatoldgico, como ja foi descrito por outros
autores (CAVALCANTI e CASSALI, 2006; RICK et al, 2009). De fato, este
procedimento é essencial, pois facilita a investigagdo do cancer de mama em
cadelas, baseado no conceito “translacional” da medicina, onde se procura
aproximar a ciéncia basica da aplicacao clinica por meio da utilizacdo de casos
trazidos da rotina clinica, analisados, estudados e levados novamente para a
rotina com uma nova perspectiva técnica-cientifica.

Os critérios histologicos usado para classificar os fragmentos de tumor

mamario foi o proposto pela OMS, sendo estes, dispostos por ordem de
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agressividade em: simples e complexos. As neoplasias malignas encontradas com
maior incidéncia foi o do tipo complexo, seguido pelo simples com suas
subclasses, opondo-se a frequéncia relatada por Burini, (2002); Oliveira, (2003);
Hataka, (2004); de carcinoma simples, seguido pelo carcinoma complexo.

Os carcinomas em cadelas compartilham caracteristicas similares ao cancer
de mama em mulheres incluindo os mesmos aspectos histologicos, alvos
moleculares, comportamento bioldgico, genética e respostas semelhantes para
tratamentos convencionais, tornado a cadela um excelente modelo experimental,
capaz de demonstrarem com maior sensibilidade a atuacdo do meio ambiente no
desenvolvimento desta neoplasia (LAFFIN et al., 2009; UVA et al. 2009;
KOOISTRA et al., 2009). A participacao efetiva dos proprietarios por meio do
preenchimento do questionario epidemiolégico e concessao de seu animal para o
desenvolvimento deste trabalho demonstram que de certa forma, que a populagao
esta consciente da necessidade do estudo da comparado entre as espécies como
relatou os autores.

Desta forma, o cadastro epidemiolégico elaborado para o registro dos
animais, buscou adquirir informagdes que servissem como base para o
desenvolvimento deste trabalho, assim como, estabelecer parametros
epidemiolégicos entre os animais acometidos o meio ambiente onde vivem.

Das amostras de tecido adjacente a mama dos dois grupos, 60%
apresentaram niveis residuais de piretroides. Destes, 31,7% foram detectados no
G2, ou seja, no grupo considerado como controle. Nao foi observado alteracdes
histolégica nos fragmentos de mama analisados que puderam ser relacionadas
diretamente com os niveis de piretroides como descritos por Chauhan, et al.
(2007) e Latuszynska et al. (2003), embora tenham estudado diferentes 6rgaos.
No entanto maiores estudos devem ser feito para na tentativa de correlacionar as
modificagbes a partir do tecido mamario normal, relacionando o tempo de
exposicao e os niveis dos residuos dos piretroides.

No G1, 28,3% dos animais apresentaram niveis residuais de piretroides no

tecido adiposo adjacente aos tumores de mama. Nao houve diferenca significativa
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quanto a localizagdo dos tumores no tecido mamario e a quantidade de residuos
de piretroide detectados do tecido adiposo adjacente; bem como ndo existiu
relacdo na frequéncia de residuos de piretréides nos diferentes graus de
malignidade dos tumores, como foi citado por Andrade (2008).

Ainda que, neste estudo ndo houve diferenga significativa no G1, verificou-
se a prevaléncia nos carcinomas complexo em relagdo ao simples. Essa
proliferacdo do componente mesenquimal no carcinoma complexo pode ter sido
consequéncia da influencia dos residuos de piretréides depositado nesse tecido.

A metabolizacdo dos residuos de piretroides, assim como outras
substancias quimicas, ocorre pela acdo de uma variedade de enzimas, que podem
alterar a expressao de alguns genes quando atuam de forma exacerbada,
tornando os metabdlitos quimicos eletrofilicos e ativos, permitindo com que estes
liguem-se a compostos covalentes ao DNA, atuando como um carcindbgeno
quimico indireto (IARC, 2008).

Outra maneira que os residuos quimicos dos piretréides possam estar
corroborando neste processo, pode estar relacionado com o estresse oxidativo,
que acontece durante o seu processo de metabolizagcdo e desintoxicagcao dos
tecidos, ocorrendo a produgdo de produgcdo de espécie ativa de oxigénio,
responsavel pelo estimulo de multiplicagdo celular, principalmente de células
mesenquimais em diferentes érgdos como o figado, rim, mediastino e também na
mama (ZEGURA et al., 2004).

Como se pode observar neste trabalho, de forma geral, foram identificado e
quantificados residuos de piretrdides no tecido adiposo adjacente a mama de
cadelas, independente de terem desenvolvido o cancer de mama ou nao. Apesar,
nao serem demonstrada diferengas significativas entre os dois grupos, n&o pode
ser descartada a possivel atuacado destes residuos no desenvolvimento do cancer
de mama, uma vez que sua agao nao € conclusiva no processo de carcinogénese,
de acordo com EPA (2004) e IARC (2005), que classifica piretroides como a
cipermetrina e deltametrina no grupo 3 de periculosidade no desenvolvimento de

cancer no homem.
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A atuacado dos piretréides como carcindégenos diretos ou indiretos, tanto
quanto sua agao no organismo durante periodos prolongados de exposi¢ado nao
sao conclusivos (SHEETS et al.,, 2004; SHAFER et al., 2005; ANADON et al.,
2009). Muito embora, estudos recentes indicam existir evidéncias suficientes para
estudarmos com maior atencdo a atuacdo dos residuos destes compostos no
meio e atuagdo do mesmo nos diferentes animais (GAREY e WOLFF, 1998;
CHEN et al., 2002 ; ZHAO et al., 2008; YANG et al., 2010).
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7. Conclusoes

Por meio dos resultados obtidos no desenvolvimento do presente trabalho,

pode-se concluir que:

e Na andlise do tecido adiposo verificou-se que ha a prevaléncia de
carcinomas complexo em relacdo aos demais, em animais que apresentam

residuos de piretroides no tecido adiposo adjacente a mama.

¢ O estudo dos niveis de piretroide no tecido adiposo adjacente a mama de
cadela, demonstrou que o cao pode servir como um modelo biolégico, na
identificacdo e quantificacdo de residuos ambientais que podem ser
responsaveis por aumentar o risco do desenvolvimento de massa tumoral,

inclusive no cancer de mama.
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8. Perspectivas

Por meio dos dados obtidos no presente trabalho, novos estudos podem ser

desenvolvidos como:

e Desenvolver estudos experimentais, onde os animais permane¢am em
laboratdrios, diminuindo assim a influencia das variaveis ambientais, assim
como a possibilidade de mensurar o tempo, a dose e a via de exposicao

destes animais aos piretréides.

¢ Analisar os residuos de piretroides em outros tecidos como o figado, rim,
sangue e no préprio tumor, uma vez que a distribuicdo destes residuos
acontece de forma heterogénea e correlacionar com os seus respectivos

efeitos no desenvolvimento desta neoplasia.

e Cultivar as células do tumor mamario in vitro e submeté-las a exposicao de

diferentes metabdlitos de piretroides, avaliando seu comportamento.

e Aumentar o nUmero de animais estudados e correlacionar os niveis dos
piretroides nos diferentes tecidos com a avaliagao periodica de dos niveis

hormonais, no intuito de avaliar seu efeito como desregulador hormonal.

e Padronizar a técnica de HPLC para analise de tecido adiposo e
parenquimatosos em caes e outros animais, na intencdo de verificar a

exposicao a diferentes residuos de piretroides.

o Utilizar Bioindicadores e Biomarcadores de Contaminacdo Ambiental, para

avaliar a toxicidade desses residuos e seus efeitos deletério a salde.
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ABSTRACT:

The exposure to environmental pollutants can be associated with the development of
mammary cancer in female dogs. The objective was to identify pyrethroid alethrin, lambda-
cialothrin, cypermethrin, deltamethrin and tetramethrin residues in the adipose tissue
adjacent to the mammary gland with spontaneous carcinomas and correlate them with the
morphology of the neoplasias. Thus, five grams of adipose tissue were collected from 30
female dogs and analyzed by the High Performance Liquid Chromatography exam. There
was not a significant difference among the pyrethroids levels, the morphologic expression

or the degree of malignity of the carcinomas analyzed by the Chi-square test.

Key Words: Female dogs; mammary tissue; carcinoma; pyrethroids.

RESUMO:

A exposi¢cdo a contaminantes ambientais podem estar associados ao desenvolvimento de
cancer de mama em cadelas. O objetivo foi identificar e quantificar residuos dos piretroides
aletrina, cipermetrina, deltametrina, tetramentrina ¢ lambda- cialotrina no tecido adiposo
adjacente a mama com carcinomas espontaneos e correlaciona-los com a morfologia destas
neoplasias. Para isso, cinco gramas de tecido adiposo foram coletadas de 30 cadelas e
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Nao foi observada diferenga
significativa entre os niveis de piretroide, a expressao morfologica e o grau de malignidade

dos carcinomas analisadas pelo teste do Qui-quadrado.

Palavras-chaves: Cadelas; tecido mamario, carcinoma, piretrdides
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INTRODUCTION

The term agrotoxic, is used generically to describe natural or synthetic chemical
substances, responsible for the combat of parasites on farms (CALDAS & SOUZA, 2000;
JOBIM et al., 2010). Developed initially as an agricultural defense, now its use has been
dispersed embracing domisanitary products, domestic animals parasite control, and public
health campaigns. Though thoroughly distributed due to the practicability, easy access and
economical importance, these substances are potentially toxic and their residues can
contaminate the environment (PRESIBELLA, 2004; CERQUEIRA et al., 2010).

Among the agrotoxic residues that can contaminate the environment, the pyrethroid
group is prominent, in spite of being the most widely used pesticide in the world, little has
been done to evaluate its potential as a hormonal deregulator (GAREY & WOLF, 1998;
KASAT et al., 2002).They are listed as such by international agencies like Environmental
Protection Agency (EPA), responsible for the regulation of chemical substances in the
United States (EPA, 1997).

Man's exposure along with other animals to pyrethroid residues is mainly through
ingestion of residues, and secondly by direct dermal contact or inhalation of suspended
particles in the air (WOOLLEN et al., 1992; SODERLUND et al.,, 2002). The
biotransformation of pyrethroids absorbed orally happens initially by the hydrolysis of the
initial composition in the gastrointestinal treatment (SODERLUND et al., 2002; ANADON
et al., 2009; YANG et al., 2010).

The metabolites preceding these processes are distributed heterogeneously way and
deposited mainly in the liver, kidneys and adipose tissue interacting with the cellular
representatives. In these organs, the metabolite levels decrease quickly, with exception to
the adipose tissue due to lipophilic characteristics of the metabolites. The metabolism
results in the formation of more polar compositions, excreted as such by the urine
conjugated in form with endogenous substrates (taurine, glycine and PAPS)

(SODERLUND et al., 2002; SANTOS et al., 2007).

Pyrethroids such as cypermethrin and the deltamethrin, are classified by the
International Agency of Research on Cancer (IARC), as a level 3, in other words, an

inconclusive carcinogen to man and the World Health Organization (WHO) defines
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deltamethrin as a moderately dangerous insecticide (IARC, 2008; EPA, 2008). The
metabolites of the pyrethroids can present xenoestrogen characteristics, which is a
substance that mimics the action of the feminine sexual hormone (FANG et al., 2001). For
some authors the cypermethrin, tetramethrin and alethrin has been shown to induce the
oxidative stress, generating active species of oxygen (AEO) in experiments with mice
(KALE et al., 1999; GIRAY et al., 2001). The oxidative stress and the production of AEO
may cause damage to DNA, acting as a chemical carcinogen responsible mainly for the

uncontrolled growth of mesenchymal cells (ZEGURA et al., 2004).

However not all studies demonstrate that pyrethroids and their metabolites possess
estrogenic activity (SAITO et al., 2000; KUNIMATSU et al., 2002; KIM et al., 2004). In
relation to the carcinogenicity, few reports are found in specialized literature on the subject.
Though like other chemical substances of established performance, the occurrence of these
effects depend on their molecular structure, the dose and the intensity of exposure
(GARRIDO et al., 2005). In the current literature there is no work that relates the effect of

pyrethroids in mammary tumors in female dogs.

The development of mammary spontaneous carcinoma in female dogs can involve
feminine steroid hormones. These hormones are responsible for approximately 50% of all
the neoplasic disorders in this species (MISDORP, 2002; GUIM et al., 2007; LANA et al.,
2007). The importance of this type of neoplasia is due to the growth in the number of
animals assailed by the disease in the last decade, as well as presenting likeness in several
aspects to mammary cancer in women that rouses the scientific interest in the study using
the female dog as an excellent experimental model for both species (ANTUOFERMO,
2007; LAFFIN et al., 2009; UVA et al., 2009; KOOISTRA et al., 2009).

The prognosis for patients with this type of neoplasia depends on the diagnosis
necessary in the initial disease stage (ZUCCARI et al., 2001). The primary diagnosis of the
tumor type is made by the cytopathologic exam (ZUCCARI et al., 2001; QUEIROGA &
LOPES, 2002; PELETEIRO et al., 2006; RICK et al., 2009). The histopathological exam is
the most appropriate method for the classification of mammary tumors in female dogs,

especially in the characterization of malignant neoplasias (MISDORP, 1999).
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According to the World Health Organization (OMS), tumors can be classified
morphologically as benign, malignant, indifferent, hyperplasia and mammary dysplasia.
Among carcinomas they are classified: in situ, complex, simple with tubulopapillary, solid,
anaplastic subtypes and then there are the special that include the fusiform cells carcinoma,
squamous cell, mucinous and rich in lipids (MISDORP et al.,, 1999). The degree of
neoplasias is an attempt to evaluate its malignancy or aggressiveness, based on the
characterization of the tumor cells and the amount of mitoses (FONSECA & DALECK,
2000; LANA et al., 2007).

The etiology of the malignant mammary tumors in female dog is still not elucidated,
but believed that it is related to its susceptibility to several factors of complex interactions,
being external or internal to the organism and being both interlinked. The external causes
are related to the environment and the habits of the animal (ZUCCARI et al., 2008; INCA,
2010).

The environmental effect is linked as a mammary carcinogen due to the
vulnerability animals have to the artificial substances dispersed daily in the atmosphere.
Among the residual pollution agrotoxics are the principal by-products in the industry as
well as domestic garbage. According to the National Institute of Cancer (2010), 80% of the
new mammary cancer cases in women are associated to environmental factors. The
established proximity between the owner and pet determines the exposure level to the same
environmental agents in both species (RIPLEY, 2001; ANTUOFERMO, 2007; JOBIM et
al., 2010).

Considering the mentioned aspects, we become aware of the need for greater studies
in pyrethroid performance as endocrine disruptores and possibly as cancerous agents. The
objective of this work is to identify and to establish levels of residues of the pyrethroids
alethrin, cypermethrin, deltamethrin, tetramethrin and lambda-cialothrin in the adipose tissue
adjacent to the mammary gland of female dogs with and without carcinoma, so that one can

discover any relationship of this pollutant in the mammary carcinogen.

MATERIAL & METHODS
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In the present study, 30 female dogs were collected without predilection of race,
with ages between five and 13 years, with clinical histopathologic diagnosis of spontaneous
mammary carcinoma, assisted in the Veterinary Hospital of Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) of Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus of
Botucatu/SP and in the Veterinary Hospital of Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia de Garga/SP (FAMED), maintained by the Associacdo Cultural e Educacional
de Garga/SP (ACEG).

In order to evaluate the corporal mass and determinate the physical state (Figure 1)
the criteria described by HILL'S (1999) was used. The animals were classified as: thin,
where the ribs are easily tangible, without fat covering. The base of the tail has prominent
bones, abdominal curvature accentuated and silhouette of the waist quite accentuated. Ideal
weight characterized by the easily tangible ribs, with little fat covering. The base of the tail
with soft contour, tangible bones with fine fat layer and obese, when the ribs are difficultly

tangible, with moderate to thick fat covering and the base of the tail arched.

FIGURE 1 — Characterization of body mass by Hill’s (1999).

After complete clinical exam of the animals and registration of data, the
cytopathology exam was used to characterize preliminarily the increase in volume as a
neoplasia with mammary origin. In this procedure disposable hypodermic needles 13 x 4,5
mm were used to puncture mammary nodules smaller than 1,0 cm and 30 x 7 and 30 x 8
mm and for nodules with a diameter surpassing 1,0 cm disposable hypodermic syringes of
10 ml. The material obtained was distended on to hystologic slides. Part of the slides were

fastened with methanol p.a. (Merck, Darmstadt, Germany) and ethanol 95% (Merck,
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Darmstadt, Germany) and stained by May-Griinwald Giemsa's techniques and
Papanicolaou, respectively. The samples were examined in the light microscope (ZEISS - 1
Model AXIO Imager Al).

The animals with positive cytopathologic diagnosis of mammary neoplasia were
submitted to a partial or radical mastectomy. The surgical pieces were directed to the
Service of Veterinary Pathology of FMVZ/UNESP, campus of Botucatu for analysis
anatomopathologic and material processing for histopathology exam. The fragments of
carcinomas were fixed in tamponade formalin 10%, processed routinely and stained with
Hematoxylin and Eosin. The material was read in light microscope (ZEISS - I Model
AXIO Imager Al) and classified following the criteria adopted by the World Organization
of Health (MISDORP et al., 1999).

Five grams of the adipose tissue adjacent to the carcinomas was removed, frozen at a
temperature of — 4° C until the analysis of the quantitative High Performace Liquid
Chromatography (HPLC) technique, according to the method of BISSACOT and
VASSILIEFF (1997) modified for processing these sample types. For analysis, the model
CG 480C was used from CEATOX, Institute of Biosciences - UNESP/Campus of
Botucatu-SP. In order to read the levels of pyrethroids an ultraviolet detector, model CG
435B with a wavelength of 266nm, was used integrating the pattern of the peaks with

attenuation of 2.0 and inclination of 300 with a speed of 10mm/min.

RESULTS & DISCUSSION

This work identified and quantified the alethrin, cypermethrin, deltamethrin,
tetramethrin and lambda-cialothrin levels in the adjacent adipose tissue of the mammary
gland in female dogs with the HPLC technique, following the same method used by
ANDRADE (2008). The analysis demonstrated sensibility in the quantitative and
qualitative determination of the residues, proving its efficiency and adaptability in the
analysis of different substances as described by other authors (BISSACOT &
VASSILIEFF, 1997; ANDRADE, 2008).
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The corporal weight of the animals was between 3,3 and 40 kg, eight animals were
obese (26,7%); 21 regular (70%) and only one was classified as thin (3,3%). The analysis
of the adjacent adipose tissue of the mammary gland, in the present study, demonstrated
that the animals presented varied levels of residues of pyrethroids regardless of the
classification of corporal mass. The largest pyrethroid indexes were detected in animals
considered regular, followed by thin and lastly obese. Although the number of studied
animals is small, the quantification of these pyrethroids can demonstrate that the
distribution of residues occurs in a non-homogeneous way in the different tissues, as related
by CRAWFORD et al. (1981); VIRAN et al. (2003) and ANADON, et al. (2006).

The lipophilic influence of some pyrethroid metabolites can be linked to the
deposition of a larger concentration in the adipose tissue (CRAWFORD et al., 1981;
VIRAN et al., 2003). In thin animals, even if in smaller amounts, the residues come in
larger concentrations, due to the low volume of available adipose tissue in the body of the
animal. This doesn't happen in obese animals, although that supposition should be
confirmed with greater study.

The cytopathology and histopathology exams were used in the experiment,
respectively, in the screening of animals and identification of the tumor, as described by
Zuccari et al. (2001); Queiroga & Lopes (2002); Peleteiro et al. (2006); and in the
morphologic classification and expression of the cellular criteria of malignancy as
suggested by Misdorp, (1999); Karayannopolou et al. (2005); Cavalcanti & Cassali (2006).

The malignant neoplasias found with larger incidence were complex (56,6%)
(Figure 4 and 5), followed by simple (43,4%) (2 and 3) with its subclasses. Contrary to the
frequency found by Burini, (2002); Oliveira, (2003); Hataka, (2004); relating simple
carcinoma, followed by complex carcinoma.

The use of these exams together demonstrated to be an important tool in the
diagnosis routine and research due to the low invasion degree in the collection of samples
of the cytopathology and the amount of information obtained through histopathology, as
described by other authors (CAVALCANTI & CASSALLI, 2006; RICK et al., 2009).

Afterward, the carcinomas were classified by their degree of malignancy I, II and

11 (Table 1).



73
BARIANI, M. H.

TABLE 1 - Carcinomas histopathologic classification and graduation according to the
degree of malignity.

Histopathologic Classification n Degree I Degree 11 Degree I11

Simple Carcinoma 13 4 (13,3%) 4 (13,3%) 5(16,7%)
Complex Carcinoma 17 1(3,3%) 7 (23,3%) 9 (30%)
X’=3,867 P=0,1447

There is no difference observed (p>0,05) by Chi — square test.

In the present study a significant difference in relationship of the degree of
malignancy in different carcinomas and the levels of pyrethroids found in the adipose tissue

adjacent to the tumor was not observed.

FIGURE 2 - Cytopathological exam: female dog simple mammary
carcinoma, the presence of cholesterol crystals is noted (arrow) among
epithelial neoplasic cells. Papanicilau,40X.
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N/

FIGURE 3- Histopathological exam: female dog simple mammary
carcinoma, the presence of cholesterol crystals is noted (arrow) among
epithelial neoplasic cells, forming alveolar arrangements. H.E., 40X.

/
'

FIGURE 4 - Cytopathological exam: female dog complex mammary
carcinoma, epithelial and mesenchymal cellular components, presence of
fusiform cells that look like myoepiteliais (arrow). Papanicolau, 20X.
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FIGURA 5 - Histopathological exam: female dog complex mammary
carcinoma; acinar proliferation of epithelial neoplasic cells, involved by
amorphous mixed tissue (arrow). H.E, 20X.

The carcinomas were located in one or multiple mammary glands. When the masses
were located in just one area (28/30), the most affected mammary glands were the
abdominals (50%), followed by the mammary inguinal (23,3%) and thoracic (20%). When
the masses were multiple (02/30), the lesions prevalence was observed on the left
abdominal area (3,3%) and by the whole right side extension of the mammary glands
(3,3%).

In relation to the location of the studied neoplasias, the larger predilection was
observed by the inguinal and abdominal mammary glands. The data found is similar to that
described by other authors (QUEIROGA & LOPES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003;
HELLMEN, 2005). The reason for which these glands are attacked more is possibly due to
the larger amount of mammary parenchyma, suffering a larger proliferative response due to
the effects of estrogen. The sensibility and the exposure to cancerous chemicals elevates the
risks of developing mammary cancer (NARDI et al., 2008), though in the present study no

differences were observed with significant relationship to the location of the tumors in the



76
BARIANI, M. H.

mammary tissue and the amount of residues of detected pyrethroids in the adjacent adipose

tissue (Table 2).

TABLE 2 — Comparison among frequency, location of the mammary carcinoma and the
corporal mass.

Corporal Score

Localization

Thin Obese Ideal Weight
Right abdominal cranial 0 2 5
Left abdominal cranial 0 0 3
Right abdominal caudal 0 1 1
Left abdominal caudal 0 2 2
Right inguinal 1 0 3
Left inguinal 0 2 1
Multiple in entire right mammary chain 0 0 1
Left thoracic Abdominal 0 0 1
Right thoracic Caudal 0 0 1
Left thoracic Caudal 0 0 1
Right thoracic Cranial 0 0 1
Thoracic Caudal 0 1 1

X’=15,221 P=0,8526

There is no difference observed (p>0,05) by Chi — square test. The attacked mamma doesn’t depend of the
corporal score.

The comparison between the concentration of pyrethroid residues and the
morphologic expression of carcinomas diagnosed by the histopathology exam didn't
demonstrate significant differences (Table 3), however the largest prevalence was verified

in the compound carcinomas in relation to the simple.

TABLE 3 — Comparison among the pyrethoids levels diagnosed in carcinomas

Pyrethroids residue presence

Neoplasias

Presence No presence N
Simple Carcinoma 5 8 13
Complex Carcinoma 11 6 17
X’=2,038 P=0,533

There is no difference observed (p>0,05) by Chi — square test. The attacked mamma doesn’t depend of
pyrethroids residues presence.
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That proliferation of the mesenchymal component in the complex carcinoma might
have been a consequence of pyrethroid residues’ influence that was deposited in the tissue.
The metabolism of the pyrethroid residues, as well as other chemical substances, occurs by
the action of a variety of enzymes, that can alter the expression of some genes when they
act in an exacerbated way, turning the metabolites into eletrophilic chemicals, allowing
them to link to composed DNA covalents, acting as an indirect chemical carcinogen
(IARC, 2008).

Another way that the chemical residues of the pyrethroids can be corroborating in
this process, could be related to oxidative stress, which happens during the disintoxication
process of tissues. Consequently this process occurs in the production of AOE, responsible
for the I stimulate of cellular multiplication, mainly mesenchymal cells in different organs
such as the liver, kidney, mediastine and also in the mammary gland (ZEGURA et al.,
2004).

The concentration of the pyrethroids in the tissue adjacent to the spontaneous
mammary carcinomas in female dogs although it has not demonstrated a significant
influence in the development of mammary neoplasias or its performance as a direct or
indirect carcinogen, its action in the organism during lingering periods of exposure is not
conclusive (SHEETS et al., 2004; SHAFER et al., 2005; ANADON et al., 2009). Recent
studies indicate that exist enough evidence for us to study with greater attention the
performance of these residues compositions and performance of such in different animals

(GAREY & WOLFF, 1998; CHEN et al., 2002; ZHAO et al., 2008; YANG et al., 2010).

CONCLUSIONS

Larger indexes of complex carcinoma were observed in animals that presented
pyrethroid residues in the adjacent adipose tissue of the mammary gland. The study
demonstrated that the dog can serve as a biological model in the identification and
quantification of environmental residues that can be involved in the development of cancer

including the mammary gland.
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Projeto Neoplasia em Mama de Cao

Ficha de Identificacdo, Exame Clinico e Anatomopatologico

RG n® Exame Histologico n°:

Exame Citopatologico n°:

Data: / /

Proprietario:

Endereco: Telefone:

Espécie: Raga: Idade:
Sexo: M[ ] F[] Peso: kg

Pelagem: Coloragao:
Porte: Pequeno [ | Médio [ ] Grande [_] Massa Corpérea: [ |Magro Normal [ ] Obeso [_]
Origem: Doméstica[ | Urbana (cdo de rua)[ | Rural [ ]

Alimentagdo: Ragdo[ | Comida caseira[ | Racdo e comida caseira[ | Outros|[ ]
Vacinacdo: Anti-Rabica[ | Demais vacinas[ | 1*dose[ | 2*dose[ |  3*dose[ ]
Vermifugacao: Tipo de vermifugo: Forma oral [_| Forma injetavel [_]

Higienizacao do ambiente em que o animal vive

Produtos utilizados:

Uso de inseticidas

Produtos utilizados:

Tempo de evolucao do tumor:

Teve cria: [_] Sim n°: [ ] Nio
Teve aborto: [ ] Sim n°: [ ]Nao
Anticoncepcional: [_] Sim, qual? [ ]Nao

Secrecdo vaginal: [_] Sim, quando? [ ]Nao
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Distribuigao da lesdo na cadeia mamaria da cadela (Esquema)

CNOCNONONO

Caracteristicas da(s) neoplasia(s) — marcar o tamanho correspondente e enumerar o item

aspecto.

Cadeia mamaria direita

[JM;-0O<2cm O>2 até 5em O > 5cm [_]
[IM, -O<2cm O>2 até 5cm O > 5cm[_]
[ IM;—0O<2cm O>2 até 5cm O > Scm [
[ IM;—0O<2cm O>2 até 5cm O > Sem [
[ ]Ms—0O<2cm O>2 até 5cm O > 5cm [ ]

Cadeia mamaria esquerda

[[JM;—0O<2cm O>2 até S5em O > 5cm ]
[[IM, -0O<2cm O>2 até 5em O > 5cm[_]
[ [M;—0O<2cm O>2 até 5cm O > Scm[_]
[ IM;—0O<2cm O>2 até 5cm O > Sem [
[ ]Ms—0O<2cm O>2 até 5cm O > 5cm [ ]

ASPECTO = O Integra ® Ulcerada © Cistica

Outra localizagao (dura, mole, flutuante, cistica):

Coloragao:

Secre¢do? Sim [_]

Nao[_].

Edema de membros? Sim [ ], qual(is):

Nio[ ]

Linfonodos aumentados? Sim [_], qual(is):

Nao[_].

Inicio dos sintomas:

Indicagdo de cirurgia: Sim [_], quando?

Nao[ ]

Indicagdo de eutanasia: Sim[_], quando? S

Nao[ ]

Indicagio de tratamento: Sim [_], quando?

Nio[ ]
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