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RESUMO 

 

Dos tumores diagnosticados nas cadelas as neoplasias mamárias apresentam 

a maior incidência. Essas neoplasias podem ser influenciadas por fatores 

internos e externos como os contaminantes ambientais. Apesar das evidências 

da toxicidade dos piretróides, seu potencial cancerígeno ainda não foi 

suficientemente esclarecido, havendo a necessidade de investigação de sua 

participação no câncer de mama. Este estudo teve por objetivo investigar 

possíveis relações entre resíduos de piretróides e carcinoma de mama 

espontâneo de cadelas correlacionando-os com o grau de agressividade da 

neoplasia. Foram selecionadas 50 cadelas divididas em cinco grupos com 10 

animais cada. O Grupo Controle foi formado por cadelas que apresentavam 

diagnóstico negativo para neoplasia em mama; os grupos Luminal A, Luminal 

B, Superexpressão de HER-2 e Basal foram formados por cadelas que 

apresentaram carcinoma em mama classificado pela imunoistoquimica como 

Luminal A, Luminal B, Superexpressão de HER-2 e Basal, respectivamente. O 

grau de agressividade dos carcinomas foi avaliado por imunoistoquímica 

mediante a expressão de HER-2, p63 e receptor de Estrógeno. A determinação 

da concentração de resíduos piretróides aletrina, cipermetrina, deltametrina e 

tetrametrina da mama e do tecido adiposo adjacente à mama foi realizada por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. A intensidade de dano no DNA foi 

avaliada pelo Teste do Cometa. Das 50 cadelas, seis apresentaram resíduos 

de um ou mais piretróides nas amostras das mamas avaliadas e 10 

apresentaram resíduos desse inseticida nas amostras de tecido adiposo. O 

piretróide mais frequente foi a deltametrina. A distribuição de cada resíduo 

investigado entre os grupos avaliados e entre as amostras de mama e de 

tecido adiposo em um mesmo animal foi heterogênea. Não há evidência 

estatística de que os piretróides estejam envolvidos na agressividade dos 

carcinomas de mama das cadelas. A intensidade de dano no DNA das células 

de mama sem carcinoma foi semelhante à intensidade de dano no DNA das 

células com carcinoma Luminal A, Luminal B, Superexpressão de HER-2 e 

Basal e os danos não estão relacionados à exposição dessas células aos 

resíduos de piretróides.   
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ABSTRACT 

 

From all tumors that are diagnosed in female dog, the mammary neoplasia is 

the one that has the highest incidence. This sort of neoplasia may be influenced 

by both internal and external factors. Good examples of external factors are the 

environment contaminants. In spite of knowing the evidences of pyrethroid 

toxicity, it is not sufficiently clarified yet its cancer potential, thus leaving room 

for further investigation regarding its participation in the mammary tumor 

formation.  This study aims at investigating not only the possible relationships 

between pyrethroid residue and spontaneous mammary carcinoma in female 

dog, but also correlating the degree of aggressiveness of such neoplasia. 50 

female dog were selected and divided into five groups containing 10 animals 

each. Control group contained female dog that presented negative results for 

mammary neoplasia; female dog that presented mammary carcinoma and were 

immunohistochemically diagnosed as Luminal A, Luminal B, HER-2 Super-

expression and Basal, were divided into groups bearing their respective tumor 

name. Carcinoma aggressiveness degree was immunohistochemically 

assessed concerning its expression of HER-2, p63 and Estrogen receptor. In 

order to define pyrethroid residue concentration for alethrin, cypermethrin, 

deltamethrin, and tetramethrin on mammary and mammary adjacent adipose 

tissue it was performed High-Performance Liquid Chromatography. The 

intensity of DNA damage was assessed via Comet Assay. From the 50 female 

dog, six have presented residue of one or more pyrethroids in mammary 

samples, and 10 presented residue of this insecticide in adipose tissue 

samples. The most frequently found pyrethroid residue was deltamethrin. 

Residue distribution among groups, and both mammary and adipose tissue of 

the same individual presented heterogeneous results. There is no statistical 

evidence showing that pyrethroids may be involved in the aggressiveness of 

mammary carcinoma in female dog. DNA damage intensity in mammary cells 

that had no carcinoma was similar to the DNA damage intensity in cells that 

presented Luminal A, Luminal B, HER-2 super-expression and Basal 

carcinomas. Such damage is not correlated to the cell exposure to pyrethroid 

residues.
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1. INTRODUÇÃO 

 

Segundo estimativas da Organização das Nações Unidas, a população 

mundial que era de 5,7 bilhões em 1995, chegou a 6,8 bilhões em 2010 e deve 

atingir aproximadamente 9,1 bilhões até a metade do século XXI (ONU, 2011). 

Para atender as necessidades crescentes por alimentos, provocadas pelo 

aumento contínuo da população, é importante que haja um sistema complexo e 

renovável de cultivo, transporte, estocagem e processamento de produtos 

agrícolas (GAP, 2010). O rendimento maior em cada uma dessas etapas, e o 

controle de vetores de diversas doenças, tem sido obtido, entre outros fatores, 

com o emprego de diferentes praguicidas (NUNES e TAJARA, 1998). 

Até os primeiros quarenta e cinco anos do século XX foram largamente 

utilizados os produtos como o piretro, rotenona e nicotina, todos praguicidas 

biológicos. Após a Segunda Guerra Mundial, as estratégias de crescimento das 

empresas químicas buscaram a diversificação para novos mercados nos quais 

pudessem aproveitar as moléculas desenvolvidas para fins bélicos. Foram 

criadas então, empresas-subsidiárias, oriundas principalmente de grandes 

grupos químicos, voltadas à produção de praguicidas sintéticos, tendo seu 

emprego se expandido progressivamente a partir deste momento (BULL e 

HATHAWAY, 1986).  

No Brasil, o uso de praguicidas sintéticos disseminou-se a partir da 

década de 60, quando o chamado Plano Nacional do Desenvolvimento (PND), 

adotado pelo governo federal, obrigou os agricultores a comprar uma cota 

definida destes produtos para que pudessem obter crédito rural. Essa 

obrigatoriedade, somada à propaganda dos fabricantes e à expansão da 

agricultura comercial de exportação, incrementou, de modo exponencial, a 

utilização de praguicidas sintéticos em nosso País e contribuiu para a quase 

extinção de outras práticas naturais de manejo de pragas (FERRARI, 1985; 

GEHLEN, 2004). Assim, entre os anos de 2000 e 2008, as vendas de 

praguicidas cresceram em torno de 46% no mundo, mas no Brasil esse 

aumento foi de 176%. A partir de 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor 

mundial de praguicidas. Em 2009, foram vendidas no mercado brasileiro 780
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mil toneladas destes produtos, ou seja, aproximadamente 4 quilos por 

habitante (ANVISA, 2011). 

A utilização de praguicidas, se por um lado gera crescimento 

econômico, por outro trás riscos potenciais ao ambiente e à saúde do homem e 

de outros animais (RITTER, 1997). Entre esses riscos, se incluem efeitos 

prejudiciais associados ao uso massivo dos praguicidas inseticidas, 

substâncias químicas que têm por finalidade controlar ou eliminar insetos 

presentes não somente em áreas agrícolas, mas também domésticas, 

veterinárias e de saúde pública (ELLIOTT et al., 1978; BARLOW et al., 2001; 

ANADÓN et al., 2009). 

Cada vez mais casos de pessoas, cães e outros animais contaminados 

diretamente por inseticidas no meio rural são relatados. No entanto, aqueles 

que vivem em áreas próximas e, eventualmente, no meio urbano, também se 

encontram sob risco, devido à contaminação da água pelos inseticidas ou da 

ingestão de seus resíduos em alimentos, bem como por exposição dérmica 

após aplicações tópicas, domésticas ou em ambientes públicos ou, 

inadvertidamente, por inalação durante a aplicação de aerossol. Desta forma, 

os riscos à saúde associados à aplicação e à exposição aos inseticidas são 

quase sempre de natureza crônica (RITTER, 1997). 

Em termos populacionais, os efeitos crônicos podem ser tão 

prejudiciais quanto os agudos e têm sido objeto de grande interesse científico, 

uma vez que existem sugestões fortemente apoiadas por evidências que 

apontam consequências deletérias na reprodução, na etiologia de danos 

neurológicos e possivelmente, no aumento da suscetibilidade ao câncer 

(SHARP et al., 1986; NUNES e TAJARA, 1998; SNEDEKER, 2001; MATOS et 

al., 2002; ALAVANJA et al., 2004).  

Estudos sobre o potencial carcinogênico dos inseticidas piretróides não 

são conclusivos. Alguns dados epidemiológicos indicam que estes compostos 

parecem não atuar na carcinogênese do homem (ALAVANJA et al., 2004; LEE 

et al., 2007; ANDREOTTI et al., 2009; DENNIS et al., 2010). No entanto, outros 

levantamentos mostram que existem evidências suficientes para se avaliar, 

com maior cuidado, a participação desses compostos na etiologia de diferentes 
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tipos de câncer dos humanos (BROWN et al., 1990; ALAVANJA et al., 2003; 

RUSIECKI et al., 2009), bem como dos caninos, já que ambas as espécies 

podem compartilhar o mesmo ambiente e portanto, às mesmas condições de 

exposição (DAGLI, 2008; ANDRADE et al., 2010). 

Em relação ao câncer de mama não é diferente. Os resultados de 

alguns estudos publicados por PARKER et al. (1984a), ENGEL et al. (2005), 

ANDRADE et al. (2010) e BARIANI e ROCHA (2010) procurando relações 

entre este câncer e os piretróides mostram-se contraditórios e, portanto, 

evidenciam a necessidade de mais pesquisas a fim de verificar a influência 

destes inseticidas na gênese dos carcinomas de mama das mulheres e das 

cadelas. 

Na atualidade, os piretróides são amplamente utilizados na área 

agrícola e florestal, em domicílios, ambientes públicos, nos programas de 

saúde pública e no controle de vetores e ectoparasitas dos animais, inclusive 

do homem (BARLOW et al., 2001). Nos cães, os piretróides são usados 

extensivamente contra uma ampla gama de ectoparasitas, em diferentes 

formulações, incluindo pour-on, spray, coleiras, soluções, xampus e aerossóis 

(ANADÓN et al., 2009). 

Dessa forma, ao se considerar a dimensão e diversidade do uso, bem 

como dos grupos expostos, as informações sobre a influência dos piretróides 

na carcinogenese, especialmente no câncer de mama, se fazem necessárias. 

Em vista disso, procurou-se investigar se os resíduos de piretróides estão 

envolvidos na agressividade dos carcinomas de mama espontâneos das 

cadelas.



       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Revisão de literatura 



 23 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Piretróides: propriedades físico-químicas 

As piretrinas são inseticidas naturais, extraídos das flores secas de 

Chysanthemum cinerariaefolium e resultam da esterificação de um ácido 

(crisantêmico ou pirétrico) e um álcool (piretrolona, cinerolona, e jasmolona) 

(ELLIOTT et al., 1978). Os ésteres do ácido crisantêmico são chamados de 

piretrina I, cinerina I e jasmolina I e os ésteres do ácido pirétrico são chamados 

piretrina II, cinerina II, e jasmolina II, respectivamente (CASIDA, 1980; 

SODERLUND et al., 2002). Ambos os ácidos geram isômeros geométricos 

cis/trans, isto é, substâncias com a mesma fórmula molecular, mas com 

potencial de ação diferente (CASIDA, 1980). 

Por serem considerados inseticidas que apresentam baixa toxicidade 

aguda para aves e mamíferos e efetivos em baixas doses contra um largo 

espectro de insetos, as piretrinas foram amplamente empregadas tanto nos 

países que cultivavam as plantas fornecedoras como por outros que a 

importavam (CASIDA, 1980). No entanto, devido a sua baixa estabilidade 

térmica (GOLDBERG et al., 1965) e por se decomporem rapidamente pela 

radiação solar ultravioleta (BULLIVANT e PATTENDEN, 1976), a busca por 

análogos das piretrinas se fez necessária e impulsionou modificações 

estruturais à sua molécula levando a síntese dos piretróides (ZITO et al., 1983).  

Os piretróides sintéticos, ativamente produzidos desde a década de 70 

(LAUTRAITE e SARGENT, 2009), são divididos em 2 categorias distintas: 

piretróides do Tipo I e piretróides do Tipo II. Os piretróides do Tipo I, como a 

aletrina, fenotrina (ou sumitrina), metoflutrin, permetrina, tetrametrina e a 

resmetrina, não recebem um grupo ciano no carbono alfa da fração 

fenoxibenzil da molécula destes praguicidas. Em geral, os piretróides do Tipo II 

como a cialotrina, cipermetrina, deltametrina e o fenvalerato são inseticidas 

mais potentes em relação aos do Tipo I devido à presença do grupo ciano em 

sua estrutura (ELLIOT et al., 1978; GLICKMAN e CASIDA, 1982; SODERLUND 

et al., 2002). 
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2.2 Piretróides: toxicocinética e tecidos alvo  

Em mamíferos, os piretróides são absorvidos rapidamente pelo sistema 

digestório após a ingestão oral e pelo sistema respiratório via inalação, no 

entanto, são pouco absorvidos através da pele intacta (CASIDA, 1980; KÜHN 

et al., 1999; SODERLUND et al., 2002). A absorção gastrointestinal estimada 

em ratos é de 60,69% para a permetrina (ANADÓN et al., 1991), de 75% para 

a deltametrina (LAUTRAITE e SARGENT, 2009), e de 96% para a fenotrina 

(KANEKO et al., 1981), enquanto que entre 15 e 22% da dose de fenotrina 

(KANEKO et al., 1981) e somente 1% da cipermetrina (SCOTT e RAMSEY, 

1987) são absorvidas via derme. 

O caráter lipofílico dos piretróides favorece o rápido acesso desses 

compostos a vários tecidos dos mamíferos. Existe variação na distribuição 

tecidual desses inseticidas. Este comportamento foi comprovado pelo estudo 

do balanço e retenção de cipermetrina nos tecidos de ratos que receberam 

doses orais do inseticida associado ao marcador carbono-14. Vinte e quatro 

horas após a administração única, os animais que receberam o composto em 

doses que variaram de 1 a 5 mg.kg-1 apresentaram radioatividade residual, em 

ordem decrescente, no tecido adiposo, fígado, rim, sangue, músculo e cérebro, 

variando de 1-2 μg.g-1 no tecido adiposo a 0,005-0,024 μg.g-1 no cérebro 

(CRAWFORD et al., 1981).  

Os piretróides são excretados na urina e bile devido à clivagem 

hidrolítica da ligação éster do composto original, que fragmenta a molécula em 

uma porção ácida e outra alcoólica, com oxidação e conjugação subsequente 

com a glicina ou com o ácido glicurônico, através do sistema enzimático 

citocromo P450 tornando os metabólitos polares (CASIDA, 1980; KÜHN et al., 

1999; SODERLUND et al., 2002). Geralmente mais de 90% da dose é 

excretada no período médio de uma semana após a exposição (SODERLUND 

et al., 2002), com exceção do tecido adiposo no qual resíduos podem ser 

detectados até 30 a 42 dias após (CRAWFORD et al., 1981; APPEL e 

GERICKE, 1993). A excreção dos piretróides do Tipo I é mais rápida do que os 

do Tipo II (KANEKO et al., 1981) e o isômero trans é mais suscetível à 

clivagem que o isômero cis (CRAWFORD et al., 1981; RHODES et al., 1984). 
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2.3 Efeitos toxicológicos agudos dos piretróides 

Efeitos dérmicos, gastrintestinais, cardiovasculares e principalmente 

neurofisiológicos, são associados com a intoxicação aguda no homem, em 

animais de experimentação e em animais de estimação como os cães (HE et 

al., 1989; CHEN et al., 1991; MURPHY et al., 1999; BARLOW et al., 2001; 

SODERLUND et al., 2002;  LAUTRAITE e SARGENT, 2009; ANADÓN et al., 

2009). Em geral, os sinais e sintomas agudos iniciam, em todas as espécies de 

animais, dentro de minutos até 72 horas de exposição, dependendo da via 

exposta, e geralmente duram 2 ou 3 dias (TUCKER et al., 1984; ANADÓN et 

al., 2009). 

 

2.4 Efeitos toxicológicos subcrônicos e crônicos dos piretróides 

Em estudos da toxicidade subcrônica dos piretróides, os efeitos 

observados, após inalação de fevalerato a 20% quatro horas por dia, cinco dias 

por semana, durante três meses, foram aumento sérico das enzimas fosfatases 

e transaminases, hepatomegalia e degeneração gordurosa centrolobulares no 

fígado de ratos Wistar adultos de ambos os sexos (MANI et al., 2004). 

Enquanto que, após ingestão do mesmo composto em concentrações acima de 

30 e 150 ppm, durante seis meses, por ratos Wistar e camundongos ddY, 

respectivamente, foram observados microgranulomas multifocais no fígado, 

baço e linfonodos (OKUNO et al., 1986). Nestes mesmos órgãos também 

foram encontrados microgranulomas multifocais em camundongos C57BI/6 que 

receberam o composto na dose de 20 a 160 mg.kg-1, via inoculação 

intragástrica, cinco dias na semana, durante 10 semanas (CABRAL e 

GALENDO, 1990). A incidência e a gravidade dos microgranulomas hepáticos 

multifocais aumentaram de forma dose-dependente em cães da raça Beagle, 

machos e fêmeas, alimentados durante seis meses com dietas contendo 250, 

500 ou 1000 ppm de fenvalerato. Além disso, independente da dose foram 

observados vômitos, movimentos de balançar de cabeça, mordedura de 

extremidades, ataxia e tremores, e os cães que receberam as maiores 

concentrações do inseticida apresentaram histiocitose em linfonodos 

mesentéricos, tortuosidade aumentada dos vasos da retina, 
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hipercolesterolemia e aumento nas concentrações séricas de fosfatase alcalina 

(PARKER et al., 1984b). 

Dentre os efeitos tóxicos crônicos dos piretróides, os microgranulomas 

multifocais no fígado, baço e linfonodos também foram encontrados em 

camundongos B6C3F1 (PARKER et al., 1983) e C57BI/6 (CABRAL e 

GALENDO, 1990) de ambos os sexos, que receberam fenvalerato, nas doses 

de 1250 ppm, via oral, e 40 ou 80 mg.kg-1, via intragástrica, respectivamente, 

cinco vezes por semana, durante dois anos. As observações clínicas e 

bioquímicas relacionadas à dose de 1250 ppm consistiram em perda de peso, 

mortalidade alta, hipoalbuminemia e elevação sérica da enzima aspartato 

aminotransferase. Adicionalmente, houve aumento de peso do fígado, 

hipertrofia hepática centrolobular, proliferação do retículo endoplasmático liso e 

atividade microssomal aumentada em ratos Wistar e camundongos Swiss 

machos que receberam 2500 ppm de permetrina, por via oral, durante dois 

anos. Neste estudo, os camundongos machos apresentaram uma maior 

incidência de adenomas pulmonares em relação as fêmeas e ao grupo não 

tratado com permetrina, porém esta diferença  não foi estatisticamente 

significativa (ISHMAEL e LITCHFIELD, 1988).  

Outras neoplasias associadas aos resíduos de piretróides também 

foram relatadas em ratos, camundongos, em cães e no homem e são 

apresentadas a seguir. 

 

2.5  Piretróides e o câncer 

2.5.1 Câncer e carcinogênese 

O termo “câncer” designa neoplasia maligna, ou seja, que já possui a 

capacidade de invadir os tecidos adjacentes e gerar metástases em órgãos 

distantes. Porém, a definição mais utilizada para neoplasia é a do médico 

oncologista britânico Rupert Allan Willis, que em 1952 definiu: “Neoplasia é 

uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede e é descoordenado 

em relação ao tecido normal, e persiste [em seu crescimento] da mesma 

maneira excessiva mesmo após a interrupção dos estímulos que levaram a sua 
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formação” (WILLIS, 1952). O processo pelo qual o câncer se desenvolve é 

denominado de carcinogênese. 

Evidências demonstram que a carcinogênese no homem e 

possivelmente em outras espécies animais como os cães, é um processo que 

evolui em múltiplas etapas e refletem alterações genéticas e epigenéticas que 

direcionam a transformação progressiva de células normais em derivados 

altamente malignos. Estes eventos, genéticos ou não, recaem sobre seis 

grandes tipos de alterações que as células cancerosas podem apresentar, 

todos eles interligados, devendo, ser entendidos de uma forma conjunta: 

aquisição de sinalização proliferativa autônoma; insensibilidade aos fatores 

inibitórios do crescimento; evasão da apoptose; neoangiogênese; potencial 

ilimitado de replicação; invasão tecidual e metastatização (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000). Devem-se ainda consideradar as alterações que levem à 

geração de instabilidade cromossômica, potencialmente facilitando a 

ocorrência do acúmulo das alterações descritas (YAMASAKI e MIRONOV, 

2000). A carcinogênese, além de ser caracterizada como um processo de 

múltiplas etapas, pode ser dividida experimentalmente em três fases: iniciação, 

promoção e progressão.  

A iniciação é rápida e irreversível. Requer a lesão do ácido 

desoxirribonucléico (DNA) e posterior “fixação” desta alteração por pelo menos 

um ciclo de proliferação. Os danos ao DNA são comuns, mas a maioria das 

células danificadas pode reparar seus danos ou então resultar na morte celular 

(fenômeno da apoptose), portanto, a iniciação é caracterizada por erros 

irreparáveis. Assim, todo iniciador da carcinogênese é um agente genotóxico, 

embora nem todas as substâncias genotóxicas iniciem o processo de 

carcinogênese (OLIVEIRA et al., 2007).  

A promoção, por sua vez, é a etapa em que ocorre o crescimento 

clonal das células iniciadas e, consequentemente, a expressão dos danos ao 

genoma ocorridos na iniciação (DIGIOVANNI, 1992). O promotor, sendo um 

agente químico ou físico, geralmente age por estímulo à proliferação celular, 

comumente por mecanismos primariamente epigenéticos, isto é, não agridem o 

DNA. Se a exposição aos promotores for interrompida antes do aparecimento 
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de tumores, as alterações estabelecidas por eles, por exemplo, hiperplasias, 

regridem, ou seja, são reversíveis (YUSPA et al., 1976). 

Finalmente, na etapa da progressão, a lesão pré-neoplásica continua a 

crescer mesmo na ausência do agente promotor e as células tumorais podem 

ou não adquirir as características básicas da malignidade, como aneuploidia e 

capacidade de invasão tecidual e de metástases. Nesta fase se localizam as 

lesões benignas (adenomas, por exemplo), assim como as malignas 

(adenocarcinomas) (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).  

Em relação a esse aspecto, em um ensaio de iniciação-promoção da 

carcinogênese in vivo, SHUKLA et al. (2001) demonstraram o papel iniciador 

do piretróide deltametrina na pele de camundongos Swiss albino, em 44% dos 

machos e 43% das fêmeas, quando aplicada em dose tópica única de              

4 mg.kg-1, e em 71% dos machos e 75% das fêmeas quando aplicada em 

múltiplas doses sucessivas (4 mg.kg-1, três aplicações por semana, durante 

três semanas), utilizando-se como agente promotor o 12-O-tetradecanoilforbol-

13-acetato (TPA), a substância ativa do óleo de cróton. No entanto, nas 

mesmas doses da indução, a deltametrina não apresentou atividade promotora 

nos tumores cutâneos dos camundongos iniciados com 7,12-dimetilbenzeno 

antraceno (DMBA). 

Em outro estudo, SHUKLA et al. (2002) demonstraram, através de uma 

ou multiplas aplicações tópicas (10mg.kg-1), que o piretróide cipermetrina atuou 

tanto como agente iniciador em mais de 70% dos camundongos Swiss albino 

machos e fêmeas testados quando o TPA foi utilizado como promotor, quanto 

como agente promotor em aproximadamente 40% dos animais, de ambos os 

sexos, quando o DMBA foi utilizado como iniciador. Adicionalmente, a 

cipermetrina revelou ser um cancerígeno completo em 13, 26 e 35% dos 

animais, quando utilizada nas respectivas doses de 5, 10 e 25 mg.kg-1, três 

aplicações por semana, durante 52 semanas. 

Sendo assim, os piretróides podem estar envolvidos na carcinogênese 

por mais de um mecanismo.  
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2.5.2 Possíveis mecanismos envolvidos na carcinogênese por 

piretróides 

Um mecanismo pelo qual os piretróides podem atuar na carcinogenese 

envolve danos genéticos, uma vez que a genotoxicidade do piretróide 

permetrina foi detectada tanto in vitro, em cultura de células da mucosa nasal 

de humanos (TISCH et al., 2002), quanto in vivo, em linfócitos de rato Wistar 

(GABBIANELLI et al., 2004; GABBIANELLI et al., 2009), avaliados pelo Ensaio 

Cometa. Os efeitos foram influenciados pela dose e duração da exposição, pois 

um período mais longo de exposição à permetrina causou mais danos ao DNA 

do que uma dose mais elevada por um curto tempo provavelmente devido ao 

caráter hidrofóbico dos piretróides, que limita a sua rápida difusão celular 

(GABBIANELLI et al., 2004). Esses danos foram relacionados a espécies 

reativas de oxigênio produzido pelos piretróides (KALE et al., 1999; 

GABBIANELLI et al., 2004; GABBIANELLI et al., 2009), que podem peroxidar 

lipídeos da membrana e oxidar as proteínas celulares, incluindo o DNA 

(GUYTON e KENSLER, 1993). Adicionalmente, CHAUHAN et al. (2007) 

observaram, em linfócitos humanos e células de medula óssea de 

camundongos, que a deltametrina induziu aberrações cromossômicas e 

micronúcleos.  

Outro mecanismo proposto para a carcinogênese induzida pelos 

piretróides em ratos tem relação com os genes metabolizadores de 

xenobióticos, membros da família do citocromo P450 (CYP). Por exemplo, 

DEGUCHI et al. (2009) estudando o hepatócitos de ratos Wistar, de ambos os 

sexos, com tumores hepáticos induzidos pelo piretróide metoflutrin, em doses 

repetidas de 900 ou 1800 ppm, por via oral, observaram que, de forma 

semelhante ao verificado para o fenobarbital, ocorre ativação transcricional dos 

genes codificantes de dois membros da isoforma CYP2B, os genes CYP2B1 e 

CYP2B2. Como consequência, ocorre aumento da atividade catalítica da 

enzima CYP o que resulta em hipertrofia ou proliferação do retículo 

endoplasmático liso, atividade microssomal aumentada, ativação do receptor 

constitutivo de androstano (constitutive androstane receptor - CAR) e hipertrofia 

e proliferação dos hepatócitos centrolobulares (HIROSE et al., 2009). Esta 
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resposta presumivelmente é a responsável pela promoção de hepatócitos 

iniciados (OLIVEIRA et al., 2007).  

Ainda, foi proposto que a carcinogenicidade das permetrinas em 

camundongos implica no aumento da atividade da triptofano 2,3-dioxigenase 

(TDO) ou indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), enzimas responsáveis pela quebra 

do triptofano (EL-TOUKHY et al., 1989). O triptofano é um aminoácido 

essencial, que além de fazer parte de proteínas, é um precursor de compostos 

bioativos. Estes compostos são formados em duas rotas ou vias metabólicas 

específicas: via serotonérgica e via das quinureninas. A via serotonérgica 

converte o triptofano no neurotransmissor serotonina. Na via das quinureninas, 

o triptofano é oxidado à N-formil-quinurenina que é subsequentemente 

deformilada e transformada em L-quinurenina. A partir deste último, uma série 

de compostos são formados como, por exemplo, 3-hidroxi-quinurenina e o 

ácido quinolítico. O metabolismo do triptofano nesta via é mediado por duas 

enzimas diferentes: TDO e IDO (STONE, 2001). Aumento da atividade dessas 

enzimas acarreta em alteração no metabolismo do triptofano através do qual 

substâncias endógenas oxidantes são formadas (EL-TOUKHY et al., 1989).  

Outra hipótese proposta para explicar a atuação dos piretróides na 

modulação do câncer envolve a desregulação endócrina provocada por esses 

compostos (GO et al., 1999; EJAZ et al., 2004). Por exemplo, estudos in vitro 

realizados por GO et al., (1999), mostram que alguns piretróides possuem 

efeito sobre o crescimento das células de câncer de mama humana estrógeno-

dependente da linhagem MCF-7. Em concentrações semelhantes às relatadas 

para estrógeno no plasma humano (10 μM), o piretróide fenotrina induziu a 

expressão do gene pS2 (responsivo ao estrógeno), bem como estimulou a 

proliferação celular, indicando que o mecanismo de ação da fenotrina ocorre 

via interação com o receptor estrogênico. Da mesma forma, o piretróide 

fenvalerato foi capaz de induzir a expressão do gene pS2 até mesmo em doses 

baixas (500 nM), no entanto, exposições semelhantes à simutrina (10 μM) 

foram necessárias para causar proliferação celular. Em contraste, o piretróide 

aletrina (10 μM) comportou-se como um inibidor moderado da expressão de 

pS2, mas induziu a proliferação celular e foram necessários 100 μM do 

piretróide permetrina para as células MCF-7 exibirem apenas aumentos 
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modestos na expressão de pS2 e proliferarem. Além disso, a indução da 

expressão de pS2 pela fenotrina e fenvalerato foi bloqueada pelo anti 

estrogênico ICI 164,384. 

Além disso, há evidências de que os piretróides poderiam agir na 

carcinogênese pela ação inibitória das junções comunicantes intercelulares do 

tipo GAP em fibroblástos Balb/c3T3 (TATENO et al., 1993) e em hepatócitos de 

ratos Wistar (DEGUCHI et al., 2009). As junções comunicantes intercelulares 

são canais presentes nas membranas das células que permitem o movimento 

intercitoplasmático de íons inorgânicos entre células vizinhas, sem passar pelo 

espaço intercelular (BRUZZONE et al., 1996). Como a restrição ao crescimento 

imposta por células normais sobre células iniciadas no processo de 

transformação maligna pode ser resultado da transmissão de fatores químicos 

reguladores de divisão e diferenciação, o bloqueio na comunicação intercelular 

provavelmente libera células iniciadas para uma proliferação desordenada 

(YAMASAKI, 1990).  

 

2.5.3 Carcinogenicidade experimental dos piretróides 

Alguns estudos controlados foram realizados procurando investigar se 

os piretróides apresentam potencial carcinogênico, mas os resultados ainda se 

mostram contraditórios. 

O potencial cancerígeno do piretróide fenvalerato foi avaliado em 

camundongos das linhagens B6C3F1 (PARKER et al., 1983) e C57BL/6 

(CABRAL e GALENDO, 1990) de ambos os sexos, que receberam o inseticida  

nas doses de 10, 50, 250 ou 1250 ppm, por via oral, e 40 ou 80 mg.kg-1, via 

intragástrica, respectivamente, cinco vezes por semana, durante dois anos. 

Não foram observadas neoplasias relacionadas às doses de 10-1250 ppm. Nos 

camundongos machos, mas não nas fêmeas, que receberam 80 mg.kg-1, 

houve um aumento na incidência de tumores hepáticos em relação ao grupo 

controle que não foi tratado com fenvalerato. No entanto, em experimento 

paralelo, CABRAL e GALENDO (1990) observaram que as fêmeas de 

camundongos SJL/ola que receberam fenvalerato a 92% na dose de              

80 mg.kg-1, uma vez por semana, durante 12 semanas, desenvolveram linfoma 
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antes das fêmeas que receberam a mesma dose de fenvalerato a 99% de 

pureza, indicando que as substâncias impuras presentes nas formulações dos 

piretróides provavelmente estejam envolvidas no desenvolvimento das 

neoplasias. 

Aumentos significativos na incidência de linfomas também foram 

observados em camundongos C57BL/6 machos e fêmeas que receberam 

deltametrina, por via intragástrica, nas doses de 1 ou 4 mg.kg-1, cinco dias por 

semana, durante dois anos. Apesar dos ratos BDVI, submetidos a condições 

experimentais semelhantes, não terem desenvolvido linfomas, houve  aumento 

na incidência de adenomas de tireóide quando receberam a deltametrina, por 

via intragástrica, na dose de 3 mg.kg-1 (machos) e 6 mg.kg-1 (fêmeas) 

(CABRAL et al., 1990). Em contraste, não foi observada evidência de neoplasia 

em ratos Wistar tratados com 500, 1000 ou 2500 ppm de permetrina, por via 

oral, durante dois anos e apesar de camundongos Swiss machos que 

receberam a dose de 2500 ppm terem apresentado uma maior incidência de 

adenomas pulmonares em relação as fêmeas e ao grupo não tratado com 

permetrina o aumento não foi significativo (ISHMAEL e LITCHFIELD, 1988).  

A carcinogenicidade do piretróide metoflutrin, foi avaliada em ratos 

HanBrl:WIST e camundongos CD-1, de ambos os sexos. Tanto os ratos 

machos quanto as fêmeas foram alimentados com zero (controle não tratado) 

20, 200, 900, ou 1800 ppm de metoflutrin, por via oral, durante dois anos. A 

incidência combinada de adenomas e carcinomas hepáticos nos grupos zero, 

20, 200, 900 e 1800 ppm foi, respectivamente, 2, 2, 6, 16 e 24% para os 

machos e 2, 6, 2, 10 e 24% para as fêmeas, ou seja, a incidência de adenomas 

e/ou carcinomas hepáticos foi significativamente maior nos machos que 

receberam 900 ou 1.800 ppm e em fêmeas que receberam 1800 ppm, em 

relação ao grupo não tratado com metoflutrin. Os camundongos machos e 

fêmeas que receberam 100, 1000, 1750 ou 2500 ppm de metoflutrin, por via 

oral, durante dois anos, não apresentaram neoplasias hepáticas ou em 

qualquer outro tecido (DEGUCHI et al., 2009). 
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2.5.4 Dados epidemiológicos 

Do ponto de vista epidemiológico, os riscos dos piretróides estarem 

envolvidos na carcinogênese foram avaliados através de estudos coorte e 

caso-controle. 

Nos Estados Unidos para investigar os efeitos crônicos de exposição a 

praguicidas, especialmente o risco de câncer, foi gerado um grande banco de 

dados, o Estudo de Saúde Agrícola (Agricultural Health Study - AHS). A AHS é 

um estudo coorte prospectivo, em andamento, que iniciou em 1993 e envolve 

89.658 indivíduos, cadastrados entre 1993 e 1997, licenciados para aplicar 

praguicidas (agricultores e aplicadores comerciais), bem como seus cônjuges, 

residentes nos estados de Iowa e Carolina do Norte, onde muitas cidades 

rurais e vilas são circundadas por culturas. Através de questionários aplicados 

no momento da inscrição e reaplicados periodicamente, importantes dados de 

exposição a praguicidas e desenvolvimento de câncer são monitorados. 

Em 2009, RUSIECKI et al., publicaram os resultados de um segmento 

desse grande banco de dados. Eles avaliaram se o risco de câncer estava 

relacionado à exposição à permetrina entre os anos de 1993 e 2004. Para tal, 

49.093 aplicadores de praguicidas, inscritos na coorte AHS, foram divididos em 

três grupos: não expostos, baixa exposição e alta exposição à permetrina. 

Dentre todos os tipos de câncer avaliados, tanto de tecidos sólidos (câncer de 

cólon, reto, pulmão, próstata, bexiga e melanoma) quanto do sistema linfático 

(leucemias; mieloma múltiplo e linfoma não-Hodgkin), a única associação 

significativa foi observada com mieloma múltiplo que apresentou um 

comportamento dose-resposta importante. O risco de mieloma múltiplo foi 4,76 

vezes superior em aplicadores mais expostos para o número de dias de 

exposição do que os menos expostos e subiu para 5,72 vezes quando 

comparados com os aplicadores de praguicidas que nunca haviam sido 

expostos à permetrina. Um aumento semelhante no risco foi observado 

também em indivíduos que, para a intensidade de exposição, foram mais 

expostos em comparação com aqueles menos expostos (risco 5,32 vezes) ou 

com aqueles nunca expostos ao inseticida permetrina (risco 5,01 vezes). 

Devido ao número de casos incidentes de mieloma (44 casos) ser pequeno, 

não foi excluída a hipótese desta associação ocorrer devido ao acaso.  
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Em outro estudo prospectivo, nesta mesma coorte, ALAVANJA et al. 

(2003), avaliaram a relação entre 45 praguicidas específicos das classes 

inseticida, herbicida, fungicida e fumigantes e o câncer de próstata em 55.332 

aplicadores de praguicidas. Segundo os pesquisadores, entre 1993 e 1999, a 

incidência do câncer de próstata nesta coorte foi aproximadamente 14% mais 

alta do que o esperado para a população dos dois Estados selecionados e sete 

(brometo de metila, clorpirifóis, cumafós, forato, butilato e piretrina/piretróides) 

dos 45 praguicidas avaliados mostraram uma possível relação com os 566 

casos diagnosticados de câncer de próstata neste período. Foi observado que, 

entre aqueles com história familiar de câncer de próstata, os aplicadores 

expostos aos inseticidas piretrinas/piretróides de uso veterinário apresentaram 

um risco 2,38 vezes maior de desenvolverem câncer de próstata, comparados 

com aqueles que não haviam aplicado piretrina/piretróide em animais, embora 

não houvesse nenhum risco aumentado entre os aplicadores de 

piretrinas/piretróides sem uma história familiar de câncer de próstata. Não 

foram encontradas associações entre os inseticidas piretrinas/piretróides 

utilizados em culturas e o risco de câncer de próstata.  

No entanto, em ano posterior, ALAVANJA et al. (2004) publicaram os 

resultados de um estudo envolvendo 57.284 aplicadores de praguicidas e 

32.333 cônjuges inscritos na AHS no qual foi explorada a associação entre a 

exposição a 50 agrotóxicos e o câncer primário de pulmão. Neste estudo, não 

foram encontradas associações entre os 300 casos de câncer de pulmão 

diagnosticados entre 1993 e 2001 e a exposição prolongada as 

piretrinas/piretróides de emprego agrícola ou pecuário, independente da idade 

e do hábito de fumar ou não. Resultados semelhantes foram obtidos por LEE et 

al. (2007) que, apesar de terem observado associação significativas entre dois 

inseticidas (aldicarb e fonofos) e os riscos elevados de câncer de cólon, e entre 

dois outros inseticidas (carbaril e toxafeno) e o risco de câncer retal, não 

encontraram associação entre a exposição prolongada as piretrinas/piretróides 

utilizadas em animais ou em culturas e os 305 casos de câncer colorretal (212 

cólon, 93 reto) diagnosticados no período estudado (1993 a 2002) e 

investigados em 56.813 membros da coorte AHS.  
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Em outro estudo, realizado entre 1993 e 2004 na coorte AHS que 

incluiu 93 casos de câncer de pâncreas incidente (64 aplicadores, 29 cônjuges) 

e 82.503 controles livre do câncer (52.721 aplicadores e 29.782 cônjuges), 

ANDREOTTI et al. (2009) também não encontraram associação significativa 

entre as piretrinas/piretróides e o risco de câncer de pâncreas, mesmo após os 

pesquisadores eliminarem os outros fatores de risco (tabagismo, obesidade, 

pancreatite crônica, diabetes, cirrose, etc.). Após o ajuste dos fatores de risco, 

os pesquisadores identificaram que, dentre 50 agrotóxicos avaliados, apenas 

os herbicidas pendimetalin e EPTC demonstraram relevante associação com 

câncer de pâncreas. Da mesma forma, DENNIS et al. (2010) não encontraram 

associação significativa entre o risco de melanoma cutâneo e a exposição 

prolongada as piretrinas/piretróides utilizadas em animais ou em culturas ao 

avaliarem 150 aplicadores de praguicidas que apresentaram melanoma 

cutâneo e 24.654 aplicadores que não apresentaram melanoma, entre 1993 e 

2005 cadastrados na coorte AHS. Apesar da baixa taxa de incidência de 

melanoma entre os participantes do estudo, foi observado que existe um risco 

substancial de melanoma entre os trabalhadores com exposição repetida a seis 

substâncias, entre elas dois fungicidas (benomyl e maneb/mancozeb) e dois 

inseticidas (carbaril e metil/etil paration). 

Um estudo caso-controle foi realizado por BROWN et al. (1990), para 

avaliar se a exposição a praguicidas está relacionada ao risco de leucemia, em 

um grupo constituído por 578 homens com leucemia e 1.245 homens sem a 

doença, residentes nos Estados americanos de Iowa e Minnesotta entre os 

anos de 1981 e 1984. Os dados foram colhidos através de entrevistas 

padronizadas, realizadas com os sujeitos ou com parentes próximos, em caso 

de óbito ou impossibilidade de serem entrevistados. Foi observada uma 

pequena, mas significante, elevação no risco de todas as leucemias 

combinadas (leucemia linfocítica aguda, leucemia linfocítica crônica, leucemia 

mielóide aguda, leucemia mielóide crônica) (risco 1,2 vezes) e para leucemia 

linfocítica crônica (risco 1,4 vezes) entre indivíduos relacionados a atividades 

agropecuárias em comparação àqueles com outras atividades. Não foram 

encontradas associações com compostos fungicidas ou herbicidas agrícolas 

específicos. No entanto, homens expostos as piretrinas de utilização veterinária 
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apresentaram um risco 3,7 vezes maior de desenvolver leucemia em 

comparação aos não expostos as piretrinas. 

 

2.6 Câncer de mama 

O câncer de mama espontâneo é a neoplasia mais prevalente na 

cadela e na mulher (CAMERON e FOSTER, 2009; KLOPFLEISCH et al., 

2010). Embora, em ambas as espécies, a ocorrência varie com a idade, 

geografia e raça ou etnia, a incidência desse câncer é, em geral, de uma em 

quatro cadelas, não esterilizadas, com idade superior a quatro anos (FANTON 

e WITHROW, 1981; Mac EWEN e WITHROW, 1996) e uma em nove mulheres 

com idade entre 50 e 69 anos (CANADIAN, 2009; AUSTRALIAN, 2010). No 

Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), o número 

de casos novos de câncer de mama em 2010 foi de 49.240, com um risco 

estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Na região Sudeste, o câncer 

de mama foi o mais incidente entre as mulheres, com um risco estimado de 65 

casos para cada 100 mil (BRASIL, 2009).  

Para o diagnóstico e prognóstico do carcinoma (neoplasia epitelial 

maligna) de mama, utiliza-se a classificação clínica das neoplasias malignas de 

mama proposta pela União Internacional Contra o Câncer (Internacional Union 

Against Cancer - IUAC). Inicia-se com exame físico completo, palpação da 

lesão e linfonodos regionais. Os parâmetros considerados são: Categorias T – 

extensão do tumor primário, Categorias N – ausência ou presença de 

metástases em linfonodos regionais; Categorias M – ausência ou presença de 

metástase à distância. Todos os casos devem ser confirmados 

microscopicamente. 

Os exames microscópicos convencionais para o diagnóstico e 

prognóstico desse câncer são o citopatológico e o histopatológico (ALLEN et 

al., 1986; ARAUJO et al., 1999; GRANDI et al., 2010). O diagnóstico 

microscópico considera o padrão tecidual classificado como ductal, papilar, 

tubular e sólido e suas características citológicas. O diagnóstico e a 

classificação dos diferentes tipos de neoplasia são importantes, pois confirmam 

o TNM clínico (tumor, linfonodo e metástase) e indicam o seu comportamento 
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biológico (PEREZ-MARTINZ et al., 2005; LEVINE et al., 2006; GRANDI et al., 

2010).  

Por outro lado, a técnica do Microarranjo de Tecido (Tissue MicroArray- 

TMA) impulsionou os conhecimentos dos perfis moleculares no prognóstico das 

neoplasias. Esta técnica resulta na construção de um bloco receptor que 

contém dezenas ou centenas de fragmentos cilíndricos de amostras tumorais 

retiradas de blocos originais de parafina. As amostras dos fragmentos extraídos 

são inseridas em um único bloco receptor (KONONEN et al., 1998; HIDALGO 

et al., 2003; BERTUCCI et al., 2006). Deste modo, o TMA permite a realização 

de experimentos nas mesmas condições técnicas com economia de tempo e 

de recursos, e é uma ferramenta útil para pesquisar, através de reações 

imunoistoquímicas, receptores hormonais e proteínas relacionadas com os 

perfis de expressão gênica dos tumores. Com isso torna-se possível distinguir 

os subtipos tumorais e predizer a agressividade de várias neoplasias ao 

mesmo tempo (BERTUCCI et al., 2006).  

O painel imunoistoquímico para caracterizar o prognóstico dos 

carcinomas mamários na mulher é utilizado na rotina dos laboratórios de 

patologia humana (VIEIRA et al., 2008). Na classificação imunoistoquímica de 

PEROU et al. (2000), os carcinomas de mama das mulheres foram 

subdivididos em Luminal A, Luminal B, Superexpressão do HER-2 e Basal. 

O subtipo Luminal A, cujo fenótipo é receptor de estrógeno (RE) 

positivo e receptor 2 de fator de crescimento epitelial humano (Human 

Epidermal growth factor Receptor 2 - HER-2) negativo é caracterizado por 

apresentar comportamento biológico menos agressivo. O subtipo Luminal B, 

cujo fenótipo é RE positivo e HER-2 positivo, caracteriza-se por agressividade 

moderada. O subtipo Superexpressão do HER-2, cujo fenótipo é RE negativo e 

HER-2 positivo, caracteriza-se pela perda de controle da proliferação celular, 

conferindo a esses tipos de tumores maior agressividade em relação aos 

luminais. O subtipo Basal, cujo fenótipo é RE negativo, HER-2 negativo, é 

caracterizado por maior potencial de agressividade biológica. (SORLIE et al., 

2001; SORLIE, 2004; SORLIE et al., 2006). O subtipo Basal ainda expressa as 
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proteínas p63 e/ou citoqueratina-5 comumente presentes nas células 

progenitoras ou células basais da mama (MATOS et al., 2005). 

Diante dessa classificação, GAMA et al. (2008) e SASSI et al. (2010) 

testaram o painel imunoistoquímico utilizado na Medicina, em carcinomas 

mamários de cadelas e concluíram que, semelhante ao câncer de mama da 

mulher, os carcinomas de mama das cadelas são passíveis de classificação 

baseada nos marcadores preditivos de agressividade tumoral utilizados na 

Medicina.  

Outro método que já foi utilizado em mulheres para identificar a 

instabilidade genômica, seu comportamento biológico e consequentemente seu 

prognóstico e indicação da conduta terapêutica (OLIVE et al., 1993; OLIVE et 

al., 1996; JOHNSTONE et al., 2000; COLLEU-DUREL et al., 2004) é o Teste 

da Corrida de Células Únicas em Gel de Eletroforese (Single Cell Gel 

Electrophoresis assay - SCGE) ou Teste do Cometa ou Ensaio Cometa. 

As células submetidas ao Ensaio Cometa são incluídas em gel de 

agarose e dispostas em fina camada sobre lâminas histológicas. Através de 

soluções apropriadas, as membranas da célula, núcleo e organelas são 

rompidas. Os componentes citoplasmáticos e proteínas nucleares são retirados 

e fragmentos de DNA migram no sentido do ânodo. Quanto mais intesa for a 

indução de quebras,  menores serão os fragmentos e maior a extensão de 

migração. Após coloração, observam-se as preparações ao microscópio, e o 

DNA danificado de uma célula individual revela-se com forma similar a de um 

cometa, com a cauda correspondendo aos fragmentos que migram. O dano 

pode ser quantificado em células individuais. Quanto maior for a migração 

maior será a extensão da lesão genômica (SINGH et al., 1988;  WOZNIAK et 

al., 2007; NOSSONI, 2008; COLLINS et al., 2008). 

 
2.7  Piretróides e o câncer de mama 

Além dos fatores etários e raciais, para os cães, como para os seres 

humanos com os quais esses animais podem viver em estreita associação, o 

estilo de vida, dieta e fatores ambientais, podem contribuir para o 

desenvolvimento de alguns casos de câncer de mama (DAGLI, 2008). 
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Dentre os fatores ambientais, foi estudado o envolvimento dos 

piretróides no câncer de mama em um ensaio de carcinogenicidade oral, em 

ratas Sprague-Dawley, que receberam 1 a 1000 ppm do piretróide fenvalerato 

na dieta, durante dois anos. Foi observado aumento significativo na incidência 

de tumores de mama na ordem de 51%, 57%, 70%, 65% e 55% para as doses 

de 1, 5, 25, 250 e 1000 ppm, respectivamente, contra 43% no grupo não 

tratado (PARKER et al., 1984a). 

No entanto, em estudo epidemiológico na coorte AHS, foi avaliado o 

risco de câncer de mama e a exposição indireta, a 50 agrotóxicos específicos 

entre 30.454 esposas de aplicadores de praguicidas. Não foi observada relação 

entre os 309 casos incidentes de câncer de mama registrados nos Estados de 

Iowa e Carolina do Norte entre 1993 e 2000 e a exposição a todos os 

praguicidas combinados, ou à exposição isolada aos inseticidas 

piretrinas/piretróides. Entretanto, os pesquisadores ressaltam a necessidade de 

novos estudos devido ao pequeno número de casos observados ENGEL et al. 

(2005). 

Diante desses dados e devido a inexistência de investigações 

semelhantes em cães, ANDRADE et al. (2010) e BARIANI e ROCHA (2010) 

pesquisaram a deposição de piretróides em tecido adiposo adjacente às 

neoplasias malignas em mama de nove e 30 cadelas, respectivamente. Ao 

proceder a análise cromatográfica das amostras, foi detectada a presença dos 

piretróides aletrina, cialotrina, cipermetrina, deltametrina e tetrametrina em três 

(ANDRADE et al., 2010) e 16 (BARIANI e ROCHA, 2010) cadelas portadoras 

de neoplasias mamárias. Os importantes resultados obtidos por esses 

pesquisadores, sinalizam para o prosseguimento de estudos com maior 

detalhamento, a fim de verificar a influência deste inseticida na gênese e 

agressividade do câncer de mama das cadelas. 

Uma vez que as neoplasias mamárias espontâneas dos canídeos 

apresentam várias características epidemiológicas, clínicas, bioquímicas e 

biológicas semelhantes àquelas do homem (DAGLI, 2008; KLOPFLEISCH et 

al., 2010) e como as espécies compartilham o mesmo ambiente (DAGLI, 2008; 

ANDRADE et al., 2010), novos e mais aprofundados estudos em cadelas 
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poderão disponibilizar um modelo comparativo auxiliar na elucidação de vários 

aspectos da carcinogênese mamária da mulher. 
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3. OBJETIVOS 
 

Geral  

Identificar possíveis relações entre resíduos de piretróides e carcinoma 

de mama espontâneo em cadelas correlacionando-os com o grau de 

agressividade da neoplasia. 

 

Específicos  

Identificar e quantificar resíduos de piretróides em amostra de 

carcinoma de mama e de tecido adiposo adjacente ao carcinoma de mama de 

cadela pela análise de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC); 

Identificar e quantificar resíduos de piretróides em amostra de mama e 

de tecido adiposo adjacente à mama de cadela sem neoplasia pela análise de 

HPLC; 

Relacionar os resíduos de piretróides com o grau de agressividade dos 

carcinomas de mama classificados imunoistoquimicamente pela expressão de 

REα, HER-2 e p63; 

Quantificar as lesões ao DNA de células de carcinoma de mama de 

cadelas através do Ensaio Cometa e relacioná-las com o grau de agressividade 

dos carcinomas de mama classificados imunoistoquimicamente pela expressão 

de REα, HER-2 e p63; 

Relacionar a intensidade de dano no DNA em células de carcinoma de 

mama de cadelas com a presença de resíduos de piretróides na mama ou no 

tecido adiposo adjacente ao carcinoma de mama. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Regulamentação do estudo  

Este estudo está de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal e foi aprovado pela Comissão de Ética da 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, São Paulo, sob protocolo número 42/2009 (Anexo 

A). A inclusão dos animais foi condicionada à autorização dos proprietários por 

meio da assinatura de um termo de consentimento, após o esclarecimento 

sobre o protocolo experimental (Anexo B). 

 

4.2 Seleção dos animais 

No Serviço de Clínica Cirúrgica de Pequenos Animais e no Serviço de 

Reprodução Animal da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, foram selecionadas 98 

cadelas, com idade entre sete e 12 anos, sem predileção por raça, que 

apresentavam diagnóstico citopatológico de carcinoma de mama inguinal ou 

abdominal caudal e 10 cadelas hígidas encaminhadas ao programa de 

esterilização do Serviço de Reprodução Animal da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, 

que apresentavam diagnóstico clínico negativo para neoplasia em mama. Os 

dados semiológicos das cadelas selecionadas foram anotados em um 

formulário para colheita de dados (Anexo C). 

 

4.3 Diagnóstico citopatológico 

Após antissepsia do local, as lesões em mama das cadelas com 

neoplasia foram puncionadas, com agulha descartável 26G 1/2, para 

caracterizar preliminarmente o aumento de volume como neoplasia maligna de 

origem mamária. As amostras obtidas foram distendidas em lâminas 

histológicas, fixadas em metanol p.a. (Merck, Darmstadt, Germany) e coradas 

em May-Grünwald Giemsa para caracterização morfológica e fixadas em etanol 

95% (Merck, Darmstadt, Germany) para coloração pelo método de Papanicolau 

a fim de avaliar as características de malignidade nuclear. Posteriormente, 

foram analisadas ao microscópio de luz (ZEISS – I Model AXIO Imager A1). Os 
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critérios de malignidade citopatológicos foram os preconizados por ALLEN et 

al. (1986) e adotados pelo Serviço de Patologia da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP.  

 

4.4 Diagnóstico histopatológico 

Para análise anatomohistopatológica foi colhido um fragmento de 1 cm2 

da massa tumoral das 98 cadelas com neoplasia em mama submetidas à 

mastectomia parcial ou radical e de uma das mamas inguinais das cadelas sem 

tumor de mama, durante o procedimento de ovariosalpingohisterectomia 

eletiva. O fragmento colhido foi fixado em formalina a 10% tamponada, 

rotineiramente processado para histopatologia e corado com Hematoxilina e 

Eosina (HE) no Serviço de Patologia da FMVZ/UNESP/Botucatu/SP. Nesses 

cortes foi verificada a qualidade da lâmina, realizada a classificação da 

neoplasia e foram escolhidos os locais para a coleta dos cilindros 

posteriormente avaliados por microarranjo de tecido. A leitura das lâminas foi 

realizada em microscópio de luz (ZEISS – I Model AXIO Imager A1) seguindo 

os critérios de classificação tumoral de acordo com a composição celular, 

adotados pela Organização Mundial de Saúde (MISDORP et al., 1999).  

 

4.5 Construção do Microarranjo de Tecido (TMA) 

A partir dos cortes corados com HE, as áreas de interesse para o 

estudo imunoistoquímico das amostras foram marcadas nas lâminas e 

identificadas nos blocos doadores. No Serviço de Anatomia Patológica do 

Hospital A.C. Camargo/São Paulo/SP, as áreas identificadas nos blocos 

doadores das 98 cadelas com carcinoma de mama, foram retiradas e 

transferidas para dois blocos receptores. Para cada caso foram retirados dois 

cilindros de 2 mm de diâmetro de duas áreas distintas do tumor. Em cada bloco 

receptor foram incluídas também amostras de mama não neoplásica como 

controle e uma amostra de tecido placentário normal para orientação do bloco. 

Para a construção dos TMAs foi utilizado o Tissue MicroArray Builder 20010.2, 

Histopathology Ltd, Hungary. Após a construção, cortes de 3 μm foram 

cortados e aderidos às lâminas histológicas carregadas positivamente (Positive 

charged adhesion slides, Amitel, Brasil), parafinizadas e armazenadas a -20 0C 
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até sua utilização nas reações imunoistoquímicas. Um corte de cada bloco 

receptor foi corado em HE e revisado para confirmar a presença de áreas 

morfológicas representativas das lesões originais. 

 

4.6 Imunoistoquímica 

As amostras contidas nas lâminas de TMA foram submetidas à reação 

imunoistoquímica seguindo o protocolo padronizado no Laboratório de 

Patologia Investigativa e Comparada do Serviço de Patologia da 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, utilizando-se os anticorpos REα, HER-2 e p63. 

Após serem desparafinizadas e reidratadas, as amostras foram 

submetidas à recuperação antigênica, utilizando Citrato pH 6,0 em Câmara 

Microprocessada de Pressão Pascal (Dako, EUA) durante 30 segundos a 125 

ºC. Em seguida, o material foi incubado com Peróxido de Hidrogênio a 3% 

diluído em Metanol, por 30 minutos em câmara escura, e posteriormente foi 

lavado com tampão Tris EDTA pH 7,4. Na sequência, as amostras foram 

incubadas com Protein Block (Novocastra Laboratories, Newcastle, Inglaterra) 

por 10 minutos, em temperatura ambiente e lavadas com tampão Tris EDTA pH 

7,4. Posteriormente foram incubadas com os anticorpos primários (Tabela 1) 

diluídos em IHC diluent solution (Novocastra Laboratories, Newcastle, 

Inglaterra) e aplicados sobre os cortes para incubação overnight a 4 ºC. Para a 

amplificação de sinal utilizou-se o sistema baseado em polímero NovoLink 

(Novocastra Laboratories, Newcastle, Inglaterra) e para revelação a solução 

cromogênica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) líquida (Dako, Carpinteria, EUA). 

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris, desidratados e as 

lâminas foram montadas com lamínulas utilizando meio de montagem 

Permount para leitura. 
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Tabela 1. Anticorpos primários, clones, diluições, fabricantes e fontes utilizados nas reações 
imunoistoquímicas 

Anticorpo Clone Diluição Fabricante Fonte 

REα 6F11 1:25 Novocastra Laboratories, Inglaterra Camundongo 

HER-2 policlonal 1:2000 Dako, EUA Coelho 

p63 4A4 1:150 Dako, EUA Camundongo 

 

A leitura das lâminas foi feita em microscópio de luz (ZEISS – I Model 

AXIO Imager A1) seguindo o mapeamento prévio dos TMAs e para cada 

marcador foi utilizada uma graduação semiquantitativa para avaliar os 

resultados da imunoistoquímica. 

As marcações de REα foram consideradas positivas quando 

apresentaram marcação nuclear em mais de 10% das células, conforme o 

estabelecido por SCHMITT et al. (1995). 

Graduações de intensidade de coloração para HER-2 foram 

estabelecidas através de análise óptica baseando-se no sistema de graduação 

Hercep Test® (Tabela 2). Os resultados foram considerados positivos quando o 

tecido foi classificado como 2+ ou 3+. 

 

Tabela 2. Classificação da intensidade de marcação de HER-2,de acordo com o Hercep Test
®
 

ESCORE 
NÍVEL DE 

IMUNOEXPRESSÃO 
PADRÃO DE MARCAÇÃO 

0 Negativo Ausência de coloração ou marcação de membrana 

<10% das células 

1+ Negativo Não há marcação de membrana completa; marcação 

discretamente perceptível em >10% das células 

2+ Discretamente positivo Marcação de membrana completa discreta a moderada 

em >10% das células 

3+ Acentuadamente positivo Marcação de membrana completa acentuada em >10% 

das células 

 

As marcações de p63 foram consideradas positivas quando houve 

marcação nuclear (BHARGAVA et al., 2010) em mais do que 10% das células 

neoplásicas. 
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4.7 Classificação imunoistoquímica das amostras 

Com os dados obtidos das reações imunoistoquímicas foram utilizadas 

amostras de 50 cadelas que foram distribuídas em cinco grupos com 10 

animais cada. O Grupo Controle foi formado por cadelas que apresentavam 

diagnóstico clínico e histopatológico negativo para neoplasia em mama, o 

Grupo Luminal A foi formado por cadelas que apresentaram carcinoma em 

mama classificado pela imunoistoquimica como Luminal A (RE positivo, HER-2 

negativa e p63 negativa), o Grupo Luminal B foi formado por cadelas que 

apresentaram carcinoma mamário classificado pela imunoistoquimica como 

Luminal B (RE positivo, HER-2 positiva e p63 negativa), o Grupo 

Superexpressão de HER-2 foi formado por cadelas que apresentaram 

carcinoma em mama classificado pela imunoistoquimica como Superexpressão 

de HER-2 (RE negativo, HER-2 positiva e p63 negativa), e o Grupo Basal foi 

formado por cadelas que apresentaram carcinoma em mama classificado pela 

imunoistoquimica como Basal (RE negativo, HER-2 negativa e p63 positiva). O 

número de animais por faixa etária foi similar nos cinco grupos e todas as 

cadelas selecionadas residiam em ambiente urbano, tinham acesso ao interior 

da residência dos proprietários, eram alimentadas com ração comercial e 

comida caseira, nunca foram tratadas com hormonioterapia e não haviam sido 

submetidas a tratamento tópico com piretróides por no mínimo 60 dias. 

 

4.8 Exame toxicológico  

Durante o procedimento cirúrgico de mastectomia (cadelas com 

carcinoma em mama) e ovariosalpingohisterectomia eletiva (cadelas sem tumor 

de mama) foram colhidos respectivamente, 5g do tecido neoplásico e 5g da 

mama inguinal normal. Também foram colhidas, de todas as cadelas de todos 

os grupos, 5g de tecido adiposo adjacente à mama excisada. Os fragmentos 

obtidos foram mantidos sob refrigeração à temperatura de -4 ºC até a análise 

toxicológica realizada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (High-

Performance Liquid Chromatography- HPLC), segundo o método descrito por 

BISSACOT e VASSILIEFF (1997), adaptado para a determinação quantitativa 
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das concentrações de resíduos de piretróides nas amostras de tecido adiposo 

e mamário. 

 Ambos os tecidos das 50 cadelas selecionadas foram processados 

para extração dos princípios ativos aletrina, cipermetrina, deltametrina e 

tetrametrina de acordo com os critérios utilizados no Centro de Assistência 

Toxicológica (CEATOX) do Instituto de Biociências/UNESP/Botucatu/SP. 

 

4.9 Ensaio Cometa 

 Para o Ensaio Cometa foram colhidas células das neoplasias 

mamárias e das mamas inguinais das cadelas sem tumor de mama durante o 

procedimento cirúrgico de mastectomia e ovariosalpingohisterectomia eletiva, 

respectivamente. As amostras foram obtidas por citopunção com aspiração 

utilizando-se agulha descartável 26G 1/2 acoplada a uma seringa de 10 ml. 

O Teste foi conduzido no Laboratório de Toxicogenômica e 

Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina, do Departamento de 

Patologia da UNESP/Botucatu/SP de acordo com as metodologias descritas 

por SINGH et al. (1988) com modificações e todas as etapas foram realizadas 

sob luz indireta.  

 Como no referido teste analisa-se cada célula individualmente e as 

células colhidas, principalmente das mamas não neoplásicas permaneciam 

agregadas, estas precisaram passar por um processo de separação 

enzimática. Para tanto, as amostras obtidas foram mergulhadas em solução de 

tripsina pronta para uso (LGC biotecnologia), incubadas a 37°C durante 30 

minutos e centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado de células foi ressuspendido com 1 ml de tampão 

fosfato-salino (PBS) livre de cálcio e magnésio e novamente centrifugado a 

1200 rpm durante 10 minutos. 

 Uma alíquota de 30 μl da suspensão das células tumorais ou das 

células da mama normal foi misturada a 100 μl de agarose de baixo ponto de 

fusão (0,5 %) e colocada sobre uma lâmina previamente recoberta com uma 

camada de agarose de ponto de fusão normal. Em seguida, a lâmina foi 

coberta com lamínula e deixada a 4ºC por 5 minutos para solidificar a agarose. 
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Após esse período, a lamínula foi cuidadosamente removida e a lâmina 

transferida para uma solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10mM, 

lauril sarcosinato de sódio 1 %, pH 10; Triton X-100 1% e DMSO 10%) por 24 

horas. As lâminas foram então lavadas em PBS e colocadas em uma cuba 

horizontal de eletroforese preenchida com tampão alcalino (EDTA 1mM e 

NaOH 300 mM, pH 13), durante 20 minutos. Na sequência, foi conduzida a 

eletroforese a 25 V e 300 mA por outros 20 minutos. Em seguida, as lâminas 

foram transferidas para solução de neutralização (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 15 

minutos, desidratadas em etanol absoluto por 5 minutos e armazenadas para 

posterior coloração e análise do DNA dessas células. 

As amostras das 50 cadelas selecionadas foram analisadas quanto a 

extensão do dano do DNA no Laboratório de Imunoistoquímica e Eletroforese 

do Departamento de Morfologia/Instituto de Biociências/UNESP/Botucatu/SP. 

Para cada amostra foram feitas lâminas em duplicata e foram analisados 100 

nucleóides por amostra, sendo 50 nucleóides em cada lâmina. Para a análise, 

os nucleóides foram corados com Syber Green (Sigma, St Louis, MO, EUA) e 

avaliados em microscópio de fluorescência acoplado ao sistema de análise de 

imagem Comet Assay II - Perspective Instruments (Haverhill, Inglaterra). O 

parâmetro utilizado para mensurar os danos no DNA foi o tail intensity que 

representa a intensidade do DNA e sua porcentagem contida na cauda do 

cometa.  

 

4.10 Análise estatística 

Tanto a avaliação da associação entre a presença de piretróides na 

mama e tecido adiposo em cadelas com carcinoma de mama quanto a 

frequência dos resíduos foi feita pelo teste de Qui-quadrado (χ²), sendo para 

isto, os dados organizados em tabela de contingência, adotando-se o nível de 

significância p0,05 (SNEDECOR e COCHRAN, 1994). 

Para a análise de intensidade de dano no DNA em células de mama, o 

delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco 

grupos e 10 repetições. As médias dos grupos foram comparadas através do 

teste de Tukey. A comparação da intensidade de dano no DNA nas células de 
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carcinoma de mama das cadelas expostas e não expostas aos resíduos 

piretróide foi feita usando-se o teste t de Student. Foi adotado o nível de 

significância p0,05 (SNEDECOR e COCHRAN, 1994). 
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5. RESULTADOS  

5.1 Associação entre resíduos de piretróides em mama e no tecido 

adiposo e a agressividade dos carcinomas mamários de cadelas 

A marcação das células de carcinoma de mama das cadelas deste 

estudo pelo REα (Figura 1) e p63 (Figura 2) revelou o padrão habitual de 

coloração nuclear, enquanto que a marcação pelo anticorpo HER-2 foi 

citoplasmática (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 1.  Imunoexpressão de receptor de estrógeno-α em 
carcinoma de mama de cadela. a) Ausência de marcação nas 
células neoplásicas (resultado negativo); b) Marcação nuclear nas 
células neoplásicas (imunorreatividade em mais de10% das 
células neoplásicas; reação positiva). (DAB, NovoLink, 
contracoloração com hematoxilina de Harris).  

bbb   

aaa   
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Figura 2. Imunoexpressão de p63 em carcinomas de mama de 
cadelas. a) Ausência de marcação nas células neoplásicas 
(resultado negativo); b) Marcação nuclear positiva em mais de 
50% das células neoplásicas (reação positiva). (DAB, NovoLink, 
contracoloração com hematoxilina de Harris).  

 
 

aaa   
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Figura 3. Imunoexpressão de HER-2 em carcinomas mamários de 
cadelas. a) ausência de marcação nas células neoplásicas 
(resultado negativo); b) marcação positiva 3+ (acentuadamente 
positiva; marcação completa de membrana; reação positiva). 
(DAB, NovoLink, contracoloração com hematoxilina de Harris).  

 

 
 

 Entre as amostras de mama das 50 cadelas avaliadas neste 

experimento, 44 não apresentaram resíduos de piretróides e seis (12%) 

apresentaram-se com resíduos de um ou mais piretróides (Tabela 3). Pelo 

teste de χ² não houve associação entre a presença de piretróide em mama 

com a ocorrência de carcinoma nos diferentes graus imunoistoquímicos de 

malignidade (p>0,05). 

 
 

aaa   

bbb   
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Tabela 3. Frequências de resíduos de piretróides na mama normal (Grupo Controle) e nos 
carcinomas mamários (grupos Luminal A, Luminal B, Superexpressão de HER-2 e 
Basal) de cadelas.  

Grupos 
Resíduos de piretróides 

n 
Ausência Presença 

Controle 9 1 10 

Luminal A 8 2 10 

Luminal B 8 2 10 

Superexpressão de HER-2 9 1 10 

Basal 10 0 10 

Total 44 6 50 

p=0,6177 

χ²calculado = 2,652 

 
 

 Em relação à presença de piretróides no tecido adiposo das 50 

cadelas deste estudo, 40 não apresentaram resíduos de piretróides neste 

tecido e 10 (20%) apresentaram (Tabela 4). Pelo teste de χ², não houve 

associação entre a presença de piretróide no tecido adiposo com a ocorrência 

de carcinoma nos diferentes graus imunoistoquímicos de malignidade (p>0,05). 

 

Tabela 4. Frequências de resíduos de piretróides no tecido adiposo adjacente a mama normal 
(Grupo Controle) e aos carcinomas mamários (grupos Luminal A, Luminal B, 
Superexpressão de HER-2 e Basal) de cadelas.  

Grupos Resíduos de piretróides 
n 

   Ausência     Presença 

Controle 7 3 10 

Luminal A 10 0 10 

Luminal B 9 1 10 

Superexpressão de HER-2 6 4 10 

Basal 8 2 10 

Total 40 10 50 

p=0,1812 

χ²calculado = 6,25 

 

Ao associar as 100 amostras analisadas (50 de mama e 50 de tecido 

adiposo), embora a relação entre os níveis de cada um dos resíduos de 

piretróides investigados e o fenótipo imunoistoquímico dos carcinomas não 

tenha sido significativa (p=0,3365), pelo teste de χ² (χ²calculado = 13,46), 

observou-se que o resíduo mais frequente foi a deltametrina, a qual foi 

detectada em sete cadelas (uma do Grupo Controle e duas em cada um dos 
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grupos: Luminal A, Luminal B e Superexpressão de HER-2). O segundo 

piretróide mais encontrado foi a cipermetrina seguido da aletrina (Figura 4). 

Figura 4. Identificação de cada piretróide investigado na mama e no tecido adiposo adjacente 
à mama normal (Grupo Controle) e aos carcinomas mamários (grupos Luminal A, Luminal B, 
Superexpressão de HER-2 e Basal) de cadelas. 
 

 
 
Quanto à quantificação dos piretróides, observou-se distribuição 

heterogênea na quantidade (em µg/g) de cada resíduo investigado entre os 

grupos avaliados e entre as amostras de mama e de tecido adiposo em um 

mesmo animal (Tabela 5). 

 
Tabela 5. Quantificação (em µg/g) de cada piretróide investigado na mama e no tecido adiposo 

adjacente à mama normal (Grupo Controle) e aos carcinomas mamários (grupos 
Luminal A, Luminal B, Super expressão de HER-2 e Basal) de 50 cadelas. 

Controle  Luminal A  Luminal B  Superexpressão 
de HER-2 

 Basal 

Mama Tecido 
Adiposo 

 Mama Tecido 
Adiposo 

 Mama Tecido 
Adiposo 

 Mama Tecido 
Adiposo 

 Mama Tecido 
Adiposo 

nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 
nd nd  0,02D nd  nd nd  nd     nd  nd 1,99C 
nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd 0,68C 
nd nd  nd nd  nd nd  nd 0,20A  nd nd 
nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 

1,23A 

0,12D 
0,47A 

 
nd nd 

 
0,17D 0,02D 

 
nd nd 

 
nd nd 

nd nd  0,09D nd  nd nd  nd 0,30C  nd nd 

nd nd 
 

nd nd 
 

nd nd 
 

nd 
0,18D 
2,25C 

 
nd nd 

nd 0,93A  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 

nd 0,15C  nd nd  0,97D nd  0,30D 0,93T  nd nd 

Limite de detecção = 0,001 µg/g 
nd = não detectado 
A = Aletrina; C = Cipermetrina; D = Deltametrina; T = Tetrametrina 
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5.2 Associação entre a intensidade de dano no DNA, resíduos de 

piretróides e agressividade dos carcinomas mamários de cadelas  

Ao Ensaio Cometa, as células de mama neoplásicas e não 

neoplásicas citoaspiradas e tratadas com tripsina adquiriram o aspecto 

esperado de um cometa, com cabeça e cauda, cuja extensão variou com a 

intensidade de dano no DNA (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Fotomicrografias de células neoplásicas de mama de cadelas submetidas ao 
Ensaio Cometa. Extensão da migração do DNA (cauda). a) Sem cauda, e com tamanhos 
diferentes de cauda (b, c, d). Syber Green, microscopia de fluorescência, 40x. 
 

 

 

Não houve diferença estatística entre a intensidade de dano no DNA 

das células das mamas não neoplásicas e das células das mamas que 

apresentavam carcinoma (p>0,05) (Tabela 6).   Ao comparar as diferenças na 

intensidade de dano entre os tipos imunoistoquímicos dos carcinomas 

avaliados, observou-se que a intensidade de dano no DNA foi discretamente 

a b 

c d 
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maior nas células de carcinoma do tipo Luminal A em relação às células de 

carcinoma do tipo Luminal B e o dano nesta foi maior em relação as células do 

tipo Superexpressão de HER-2, as quais também apresentaram maior dano 

em relação ao tipo Basal, no entanto, as diferenças não foram significativas 

(p>0,05) (Tabela 6).  

 

 
Tabela 6. Médias e respectivos desvios padrões (s) da intensidade de dano no 

DNA em células de mama não neoplásicas (Grupo Controle) e células 
de mama que apresentavam carcinoma (grupos Luminal A, Luminal B, 
Superexpressão de HER-2 e Basal) de cadelas. 

Grupos Intensidade de dano no DNA n 

Média ± s 

Controle 5,95 ± 1,73 a 10 
Luminal A 11,40 ± 7,55 a 10 
Luminal B 10,70 ± 3,16 a 10 
Superexpressão de HER-2 10,47 ± 4,81 a 10 
Basal 10,13 ± 4,34 a 10 
p=0,098  

Médias seguidas de letras minúsculas iguais na mesma coluna não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 

 

 
Ao comparar à intensidade de dano no DNA das células de carcinoma 

de mama expostas e não expostas aos piretróides, a diferença não foi 

significativa (p>0,05) (Tabela 7). 

 

 
Tabela 7. Médias e seus respectivos desvios padrões (s) da intensidade de dano 

no DNA em células de carcinoma de mama de cadelas expostas e não 
expostas aos piretróides. 

Piretróide Intensidade de dano no DNA n 

Células não expostas 10,83 ± 5,17 a 30 
Células expostas 10,21 ± 4,83 a 10 

Médias seguidas de letras minúsculas iguais na mesma coluna não diferem 

estatisticamente entre si pelo Teste t de Student (p>0,05). 
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6. DISCUSSÃO 
 

6.1 Associação entre resíduos de piretróides em mama e no tecido 

adiposo e agressividade dos carcinomas mamários de cadelas 

A avaliação da expressão gênica das neoplasias de mama da mulher, 

geralmente utilizando técnica como o TMA, permite a identificação taxonômica 

de subtipos distintos de carcinomas como: Luminal A, Luminal B, 

Superexpressão de HER-2 e Basal (PEROU et al., 2000). Estes subtipos 

moleculares não apenas refletem a heterogeneidade dos carcinomas de mama, 

mas também auxiliam no prognóstico dessas neoplasias, por exemplo, o 

subtipo Luminal A está associado a uma melhor resposta terapêutica, ao 

contrário, o subtipo Basal está associado ao comportamento mais agressivo e 

a pior resposta ao tratamento (SORLIE et al., 2001; SORLIE, 2004; SORLIE et 

al., 2006).  Nas neoplasias de mama dos caninos, a perda de receptores 

hormonais na progressão tumoral, bem como a superexpressão de HER-2 em 

malignidades, também tem permitido a classificação molecular dos carcinomas 

em subgrupos e a correlação com o prognóstico, similar ao câncer de mama do 

homem (GAMA et al., 2008; SASSI et al., 2010). 

Foi nesse cenário, em que grupos genéticos distintos se traduzem por 

fenótipos imunoistoquimicos próprios, que este estudo se propôs a identificar e 

quantificar resíduos de piretróides em carcinoma de mama espontâneo de 

cadelas correlacionando-os com o perfil imunoistoquímico de agressividade 

dessas neoplasias. A presença de resíduos de piretróide já havia sido 

detectada na gordura adjacente a mama neoplásica de cadelas (ANDRADE et 

al., 2010; BARIANI e ROCHA, 2010), no entanto, não foram encontrados, até 

onde pudemos pesquisar, ensaios que buscassem evidenciar resíduos de 

piretróides no próprio tecido tumoral, assim como não foi encontrado qualquer 

estudo procurando relacionar estes inseticidas aos imunofenótipos de 

agressividade da neoplasia.  

No presente experimento, os resíduos dos piretróides aletrina, 

cipermetrina, deltametrina e tetrametrina foram detectados em algumas 

amostras de tecido adiposo adjacente à mama não neoplásica e neoplásica e 

na própria mama não neoplásica e neoplásica, mas a presença, o tipo e a 
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quantidade dos piretróides pesquisados não estavam associados ao perfil 

imunoistoquímico de agressividade dos carcinomas. 

Porém, se for considerado que o maior uso de praguicidas é no meio 

rural (RITTER, 1997; BARLOW et al., 2001), que nos cães a pele é uma 

importante via de contato com os piretróides (ANADÓN et al., 2009) e que os 

resíduos deste inseticida são eliminados da gordura no período médio de um 

mês após a exposição (CRAWFORD et al., 1981; APPEL e GERICKE, 1993), a 

falta de associação estatística observada neste estudo pode ter ocorrido 

porque todas as cadelas utilizadas habitavam na zona urbana e não haviam 

recebido piretróide via cutânea por no mínimo 60 dias. Portanto, os resultados 

podem ter sido subestimados já que neste tempo provavelmente a maioria 

reduziu o grau de exposição aos resíduos investigados. 

Por outro lado, ao considerar que todos os animais desta pesquisa 

tinham acesso ao interior das residências dos proprietários e recebiam dieta 

mista (ração comercial e alimentos caseiros), a presença de resíduos de 

piretróides no tecido adiposo e/ou na mama demonstra a influência do meio na 

contaminação desses animais já que atualmente, os praguicidas também são 

amplamente utilizados no ambiente domiciliar e peridomiciliar humano para 

controle de insetos (RITTER, 1997), como a deltametrina e cipermetrina, 

inseticidas mais detectados nas cadelas deste experimento. Adicionalmente, a 

dieta pode estar envolvida neste contexto, uma vez que nestes animais, a via 

oral também é uma importante rota de exposição aos piretróides (ANADÓN et 

al., 2009). 

Na maioria das pesquisas publicadas a quantificação dos praguicidas é 

realizada somente em um componente, sangue/soro ou tecido. Neste estudo, 

optou-se por analisar a exposição mediante a quantificação de resíduos de 

piretróides na mama e no tecido adiposo adjacente à mama normal ou 

neoplásica baseando-se na premissa conceitual de que a mama, neste caso, 

poderia ser o foco de atuação do inseticida e o tecido adiposo seria o 

reservatório do composto lipossolúvel e, portanto, poderia proporcionar 

informações sobre a história expositiva dos animais submetidos ao ensaio. 

Além disso, dispor, da avaliação dos índices de piretróides no tecido adiposo 

mamário e na própria mama de uma mesma cadela seria uma situação não 
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habitual e que poderia proporcionar dados para comparação da distribuição 

tecidual deste inseticida.  

De fato, foi observado que apenas quatorze cadelas deste experimento 

apresentaram resíduos de piretróides na mama e/ou tecido adiposo, sendo que 

duas destas apresentaram resíduos de mais de um dos piretróides 

investigados, entretanto, nas cadelas que apresentaram resíduos, observou-se 

heterogeneidade na distribuição e provavelmente na velocidade de eliminação 

desses inseticidas entre as amostras de mama e de tecido adiposo em um 

mesmo animal. Esse dado reforça a hipótese comprovada por CRAWFORD et 

al. (1981) de que há variação tecidual no metabolismo desse inseticida. No 

entanto, as diferenças metabólicas dos piretróides entre a mama e o tecido 

adiposo observadas, e seu significado clínico, precisam ser melhor 

investigadas, já que a detecção de resíduos de piretróides no tecido neoplásico 

é, provavelmente, um dado inédito e desconhece-se a cinética deste inseticida 

neste tecido. 

A Agência Internacional para Pesquisa do Câncer (International Agency 

for Research on Cancer – IARC) inclui os piretróides, especialmente a 

deltametrina e cipermetrina, no Grupo 3 do nível de risco (IARC, 2005), ou seja, 

não classificada para a carcinogênese em humanos, enquanto que a Agência 

de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (United States Environmental 

Proteção Agency - U.S. EPA) classifica a permetrina e a resmetrina como 

provável cancerígeno para humanos (Grupo 2) (U. S. EPA, 2007). Apesar dos 

piretróides serem classificados, em algumas situações, como não 

cancerígenos, existem evidências da atividade carcinogênica desses 

compostos, tanto no homem (BROWN et al., 1990; ALAVANJA et al., 2003; 

RUSIECKI et al., 2009) quanto em outros animais (CABRAL e GALENDO, 

1990; CABRAL et al., 1990; DEGUCHI et al., 2009).  

Dessa forma, é importante ressaltar que os mesmos cuidados 

indicados para o uso de substâncias já consagradas como cancerígenas, 

devem ser adotados para a utilização dos piretróides. Ainda, ao se pensar que 

o câncer pode ter um período longo de latência e que relacioná-lo com a 

exposição a um praguicida específico é difícil, mesmo que nesse estudo não 

tenha sido observada essa relação, novas pesquisas devem ser estimuladas, 
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principalmente sobre o câncer de mama, cujas publicações buscando uma 

ligação entre este tipo particular de câncer e os piretróides (PARKER et al., 

1984a; ENGEL et al., 2005) são escassas e contraditórias.  

 

6.2 Associação entre a intensidade de dano no DNA, resíduos de 

piretróides e agressividade dos carcinomas mamários de cadelas   

O Ensaio Cometa é um método de estudo genotoxicológico preciso, de 

fácil reprodutibilidade e, acima de tudo, sensível para avaliar, em células 

individuais, quebras de fitas simples e duplas e sítios álcali-lábeis no DNA. 

Pequena quantidade de qualquer tipo celular pode ser avaliada, bastando que 

as células sejam nucleadas (SINGH et al., 1988;  WOZNIAK et al., 2007; 

NOSSONI, 2008). A análise dos cometas baseia-se no grau de fragmentação 

do DNA e sua migração pela eletroforese. Medidas como o comprimento total 

da cauda e a densidade de DNA fornecem dados indiretos do estado do DNA 

da amostra (NOSSONI, 2008; COLLINS et al., 2008). Não foram encontradas, 

até então, publicações de experimentos utilizando esta técnica nas células de 

mama dos caninos, levando a supor a sua inexistência. Com o Ensaio Cometa 

aplicado às células das mamas neoplásicas e não neoplásicas das cadelas 

desse estudo, foi possível observar a intensidade de dano no DNA dessas 

células. 

Apesar de não ser observada diferença estatística ao comparar a 

intensidade de dano no DNA das células neoplásicas com o perfil 

imunoistoquímico de agressividade dos carcinomas de mama das cadelas 

deste experimento, os valores de tail intensity encontrados nos carcinomas 

menos agressivos (Luminal A e B), de agressividade intermediária 

(Superexpressão de HER-2) e altamente agressivos (Basal) apresentaram 

certa lógica. Baseando-se nas diferenças, mesmo que sutis, poderia se dizer 

que a intensidade de migração no DNA das células de mama apresentou um 

comportamento decrescente do carcinoma menos agressivo para o mais 

agressivo. 

Uma possível explicação para essa leve diferença pode estar no 

fenômeno da apoptose. Considerando que a apoptose tem um papel oposto ao 
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da mitose no controle da proliferação celular, permitindo a remoção de excesso 

de células normais ou danificadas de um tecido (ECKLE et al., 2004), o maior 

dano detectado no DNA pode ter relação com o processo de apoptose a qual 

nos carcinomas mamários menos agressivos seria mais intensa que nos mais 

agressivos. No entanto, a associação do índice de apoptose e atividade 

proliferativa nos imunofenótipos do carcinoma de mama das cadelas ainda 

precisa ser investigada. 

Porém, é importante ressaltar que as diferenças na intensidade de 

dano do DNA dos carcinomas das cadelas dos diferentes grupos não foram 

significativas. A partir desse fato, desconsiderou-se a divisão dos grupos de 

acordo com o grau de agressividade das neoplasias mamárias e foi avaliado se 

a intensidade do dano dessas células poderia ter sido influenciada pela 

exposição aos inseticidas piretróides. Observou-se que o dano no DNA não 

teve relação com os piretróides, haja vista que a intensidade de dano entre as 

células neoplásicas e não neoplásicas expostas aos piretróides foi similar. 

É difícil estabelecer uma associação causa e efeito para o câncer, 

particularmente para o câncer de mama. A instabilidade do genoma é 

provavelmente um dos mais importantes aspectos das neoplasias malignas 

(COLLEU-DUREL et al., 2004). Muitos estudos moleculares têm sido 

realizados para elucidar a relação entre a ocorrência de lesões no DNA e o 

risco de câncer. Portanto, identificar compostos capazes de alterar a 

informação genética, compreender os mecanismos pelos quais essa 

informação é alterada e como a lesão do DNA pode ser corrigida, são 

fundamentais para a prevenção do câncer (LUCK, 2005). Como neste 

experimento, através do Ensaio Cometa, observou-se que a intensidade de 

dano no DNA nas células do carcinoma de mama não tem relação com a 

exposição dessas células aos resíduos de piretróides poderia se pensar que se 

os piretróides participam da carcinogênese não é por mecanismos genotóxicos 

como investigado por TISCH et al. (2002), GABBIANELLI et al. (2004) e 

GABBIANELLI et al. (2009) mas, provavelmente, por mecanismos não 

genotóxicos como sugerido por EL-TOUKHY et al. (1989), TATENO et al. 

(1993), GO et al. (1999) e DEGUCHI et al. ( 2009).  
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No entanto, os resultados obtidos no presente estudo referem-se a 

poucas amostras celulares. Obviamente, futuras investigações, envolvendo 

amostras maiores e diferentes metodologias, devem ser sustentadas a fim de 

esclarecer se a intensidade da lesão genômica pode influenciar no 

comportamento biológico e consequentemente o prognóstico dos carcinomas 

de mama das cadelas e se de fato os piretróides não são genotóxicos. 
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7. CONCLUSÕES 
 

 
Sob as condições experimentais propostas e na amostra 

selecionada para o presente estudo foi possível concluir que: 

Não há evidência estatística de que os piretróides aletrina, 

cipermetrina, deltametrina e tetrametrina estejam envolvidos na agressividade 

dos carcinomas de mama das cadelas.  

A intensidade de dano no DNA das células de mama das cadelas com 

carcinoma menos agressivo é semelhante à intensidade de dano no DNA das 

células com carcinoma com agressividade intermediária e com carcinoma 

altamente agressivo e os danos não estão relacionados à exposição das 

células desses carcinomas aos resíduos de aletrina, cipermetrina, deltametrina 

e tetrametrina.   
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, ficou evidente a 

necessidade de: 

Estudar a cinética dos piretróides na mama normal e neoplásica e 

comparar com a cinética de outros tecidos, principalmente do tecido adiposo, 

para avaliar se as variações teciduais podem representar algum risco para a 

carcinogênese mamária; 

Investigar, a partir de protocolos pré-estabelecidos, se as 

concentrações dos piretróides diferem nos diferentes graus imunoistoquimicos 

de agressividade dos carcinomas de mama das cadelas; 

 Aumentar o número de casos e aplicar outras metodologias para 

averiguar possíveis danos genotóxicos e mutagênicos nas células epiteliais 

mamárias de animais que apresentem diferentes concentrações teciduais de 

resíduos de piretróides;  

Investigar a expressão dos genes metabolizadores de xenobióticos, do 

gene pS2 (responsivo ao estrógeno), de enzimas metabolizadoras do 

triptofano, e das junções comunicantes intercelulares do tipo GAP, nas células 

dos carcinomas de mama de cadelas expostas aos piretróides para elucidar se 

essa classe de inseticida atua na promoção e progressão da carcinogênese 

mamária.  
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ANEXO A 

 

Atestado de aprovação  
da comissão de ética  

no uso de animais 
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ANEXO B 

 

Termo de consentimento 

livre e esclarecido 
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Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

 

Eu,__________________________________________________, RG___________________, 

permito a participação do meu animal no experimento do projeto de pesquisa “ASSOCIAÇÃO 

ENTRE OS NÍVEIS DE RESÍDUOS PIRETRÓIDES E GRAUS DE AGRESSIVIDADE DOS 

CARCINOMAS MAMÁRIOS ESPONTÂNEOS DE CADELAS” e autorizo a colheita de 

material biológico para realização de exames. Compreendo que a participação é voluntária e 

que tenho o direito de não permitir, sem que isso acarrete quaisquer prejuízos ao meu 

atendimento ou ao atendimento do meu animal. Informo que estou consciente e 

perfeitamente esclarecido quanto aos riscos que o procedimento trará ao cão abaixo 

identificado, de minha responsabilidade. 

 

Estou ciente que os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Princípios 

Éticos na Experimentação Animal segundo o Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e à Lei Federal 11794, de 08 de outubro de 2008.  

 
Os resultados obtidos durante este ensaio serão mantidos em sigilo, mas concordo que sejam 

divulgados em publicações científicas, desde que nem meu nome, nem o de meu animal, 

sejam mencionados.  

 
Nome do animal:_____________________________________RG______________________ 

Raça:______________________________________________Idade_____________________ 

 
 
Botucatu, SP, ____/____/____ 
 
 
Assinatura:_________________________________________fone:____________________ 
 
 

 
Testemunha 1:________________________________RG:_______________fone:_________ 
 
Testemunha 2:________________________________RG:_______________fone:_________ 
 
 
Pesquisador:____________________________________________________fone:_________ 

Orientador:____________________________________________________fone:_________ 

Documento elaborado em 2 (duas) vias, ficando uma com o proprietário e outra com o pesquisador 

  

  



     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO C 

 

Formulário para colheita  

de dados  

das cadelas do estudo 
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Artigo submetido para publicação 

na revista Diagnostic Patology 

sob o título  

“Spontaneous mammary carcinomas 

in female dogs: 

association between immunohistochemical 

degrees of neoplasia aggressiveness and 

residual pyrethroids ” 
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brief summary and potential implications. Please minimize the use of abbreviations and do 

not cite references in the abstract; Trial registration, if your research article reports the 
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Abstract 25 

Among tumors diagnosed in female dogs, mammary neoplasias present the highest 26 

incidence. These neoplasias can be influenced by internal and external factors including 27 

environmental contaminants. Despite evidence of toxicity of pyrethroids, their cancerigenic 28 

potential remains insufficiently elucidated, thus necessitating investigation of their 29 

participation in mammary cancer. This study aimed to investigate possible relations between 30 

pyrethroid residues and spontaneous mammary carcinoma in female dogs by correlating 31 

them with neoplasia aggressiveness degree. Fifty female dogs were selected and divided into 32 

five groups of 10 animals each. The Control group was formed by female dogs that 33 

presented negative diagnosis for mammary neoplasia; the groups Luminal A, Luminal B, 34 

HER-2 Superexpression and Basal were constituted by female dogs that presented inguinal 35 

mammary carcinoma classified immunohistochemically as Luminal A, Luminal B, HER-2 36 

Superexpression and Basal, respectively. The aggressiveness degree of carcinomas was 37 

evaluated by immunohistochemistry through expression of HER-2, p63 and estrogen 38 

receptor. Residual concentrations of the pyrethroids allethrin, cypermethrin, deltamethrin 39 

and tetramethrin from the mammary gland and fat tissue adjacent to the mammary gland 40 

were determined by High Efficiency Liquid Chromotography. Data were analyzed by Chi-41 

Square test at p0.05 significance level. Of the 50 female dogs, six presented residues of one 42 

or more pyrethroids in mammary samples evaluated and 10 presented insecticide residues in 43 

fat tissue samples. The most frequent pyrethroid was deltamethrin. The distributions of each 44 

residue investigated among the evaluated groups and between mammary and fat tissue 45 

samples in the same animal were heterogeneous. There was no statistical evidence that 46 

pyrethroids are involved in mammary carcinoma aggressiveness in female dogs.  47 

48 



 

 

Introduction 49 

Spontaneous mammary cancer is the most prevalent neoplasia among both female 50 

dogs and women [1,2]. Although, in both species, its occurrence varies with age, geography 51 

and  breed or ethnicity, the incidence of this cancer is, in general, one in four among non-52 

sterilized female dogs aged more than four years [3,4] and one in nine among women aged 53 

50 to 69 years [5,6]. In Brazil, according to estimates from the National Cancer Institute, the 54 

number of new mammary cancer cases in 2010 was 49,240, with a risk estimated at 49 cases 55 

per 100 thousand women [7].  56 

An immunohistochemical panel to characterize the prognosis of breast carcinomas 57 

in women is utilized routinely in laboratories of human pathology. In the 58 

immunohistochemical classification of PEROU et al. [8], breast carcinomas in women were 59 

subdivided into Luminal A, Luminal B, HER-2 Superexpression and Basal. 60 

The subtype Luminal A, whose phenotype is positive estrogen receptor (ER) and of 61 

negative Human Epidermal growth factor Receptor 2 - HER-2, is characterized by 62 

presenting less aggressive biological behavior. The Luminal B subtype, whose phenotype is 63 

ER positive and HER-2 positive, is characterized by moderate aggressiveness. The HER-2 64 

Superexpression subtype, whose phenotype is ER-negative and HER-2 positive, is 65 

characterized by loss of control of cell proliferation, conferring greater aggressiveness to 66 

these tumor types in relation to luminal ones. The Basal subtype, whose phenotype is ER-67 

negative and HER-2 negative, is characterized by greater potential for biological 68 

aggressiveness [9-11]. The subtype Basal still expresses the proteins p63 and/or cytokeratin-69 

5 commonly present in the nucleus of progenitor or basal cells of the mammary gland [12]. 70 

Given this classification, GAMA et al. [13] and SASSI et al. [14] tested an 71 

immunohistochemical panel utilized in medicine in relation to female dog mammary 72 



 

 

carcinomas and concluded that, similar to breast cancer in women, the canine form can be 73 

classified based on medical markers predictive of tumoral aggressiveness.  74 

In addition to age and breed factors in dogs – as in ethnicity and age in humans 75 

with which these animals may live in close association – lifestyle, diet and environmental 76 

factors can contribute to the development of some cases of mammary cancer [15]. 77 

Currently, pyrethroids are among the environmental contaminants most utilized in 78 

agricultural and forested areas, in domiciles, public environments, in programs of public 79 

health and in the control of vectors and ectoparasites of animals, including humans [16]. In 80 

dogs, pyrethroids are used extensively against a wide gamut of ectoparasites, in different 81 

formulations, including pour-on, spray, collars, solutions, shampoos and sprays [17]. 82 

Pyrethroids can be absorbed by mammals through the digestive or respiratory 83 

system or cutaneously [17,18]. The lipophilic character of pyrethroids favors their rapid 84 

access to various tissues such as fat and those of the liver, blood, muscle and brain [19,20].  85 

Some epidemiological data indicate that pyrethroids do not act in human 86 

carcinogenesis [21-24]. Nevertheless, other surveys have shown a relation between 87 

pyrethroids and leukemia [25], prostate cancer [26] and multiple myeloma [27]. These data 88 

signal the existence of sufficient evidence to evaluate, very carefully, the participation of 89 

these compounds in the etiology of different types of cancer in humans and well as dogs, 90 

since according to DAGLI [15] both species can share the same environment and, therefore, 91 

the same exposure conditions. 92 

In relation to mammary cancer, the involvement of pyrethroids was studied in the 93 

etiology of mammary neoplasias in an oral carcinogenicity assay in Sprague-Dawley rats 94 

that received 1 to 1000 ppm of the pyrethroid fenvalerate in the diet, for two years. 95 

Significant increases in mammary tumor incidence on the order of 51%, 57%, 70%, 65% and 96 



 

 

55% were observed for the doses of 1, 5, 25, 250 and 1000 ppm, respectively, versus 43% 97 

in the non-treated group [28]. 98 

But in a prospective cohort epidemiological study that evaluated the risk of 99 

mammary cancer and indirect exposure to 50 specific agrotoxins among 30,454 wives of 100 

pesticide applicators, no relation was found between the 309 incidences of mammary cancer 101 

registered in the states of Iowa and North Carolina between 1993 and 2000 and the exposure 102 

to all the combined pesticides, or isolated exposure to pyrethroid insecticides. However, the 103 

researchers emphasize the need for new studies due to the small number of observed cases 104 

ENGEL et al. [29]. 105 

In light of these data and the inexistence of similar investigations in dogs, 106 

ANDRADE et al. [30] and BARIANI and ROCHA [31] researched the deposition of 107 

pyrethroids in the fat tissue adjacent to malignant mammary neoplasias of nine and 30 108 

female dogs, respectively. Chromatographic analysis of the samples detected the presence of 109 

the pyrethroids allethrin, cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin and tetramethrin in three 110 

[30] and 16 [31] female canine carriers of mammary neoplasias. The important results 111 

obtained by these researchers indicate the need to pursue more detailed studies to verify the 112 

influence of this insecticide on the genesis and aggressiveness of mammary cancer in female 113 

dogs. 114 

Since canine spontaneous mammary neoplasias present various epidemiological, 115 

clinical, biochemical and biological characteristics that are similar to those found in humans 116 

[2,15] and given that the two species share the same environment [15], new and more 117 

detailed studies of female dogs could provide a comparative model to help elucidate the 118 

various aspects of breast carcinogenesis in women. 119 



 

 

The present study aimed to identify possible relations between residues of 120 

pyrethroids and spontaneous mammary carcinoma in female dogs by correlating them with 121 

the immunohistochemical aggressiveness degree of the neoplasia. 122 

 123 

Material and methods 124 

This study was conducted according to the Ethical Principles in Animal 125 

Experimentation and was approved by the Ethics Committee of 126 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, under protocol number 42/2009. The inclusion of the animals 127 

was contingent upon authorization by the owners by means of signing terms of free and 128 

clear consent, after being informed about the experimental protocol. 129 

At the Small Animal Clinical Surgery Service and Animal Reproduction Service 130 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, 50 female dogs, aged between seven and 12 years, were 131 

selected without predilection for breed; they all presented cytopathological diagnosis of 132 

carcinoma of the inguinal mammary gland. Also utilized were 10 healthy female dogs that 133 

had been sent to the sterilization program at the Animal Reproduction Service of 134 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, and presented negative clinical diagnosis for mammary 135 

neoplasia. 136 

After local antisepsis, the mammary gland lesions of the female dogs with 137 

neoplasia were punctured with a disposable needle, l 26G 1/2, to obtain a preliminary 138 

characterization of the enlarged masses as malignant neoplasias of mammary origin. The 139 

samples obtained were distended onto histological slides, fixed in methanol p.a. (Merck, 140 

Darmstadt, Germany) and stained in May-Grünwald Giemsa for morphological 141 

characterization and fixed in ethanol 95% (Merck, Darmstadt, Germany) for staining by the 142 

Papanicolau method in order to evaluate their characteristics of cellular malignity. 143 

Subsequently, they were analyzed under a light microscope (ZEISS – I Model AXIO Imager 144 



 

 

A1). The cytopathological malignity criteria were those specified by ALLEN et al. [32] and 145 

adopted by the Pathology Service at FMVZ/UNESP/Botucatu/SP.  146 

For the anatomohistopathological analysis one fragment of tumoral mass (1 cm
2
) 147 

was collected from each of the 50 female dogs with mammary neoplasia submitted to partial 148 

or radical mastectomy and one inguinal mammary gland was collected from each of the 149 

female dogs without a mammary tumor during the elective ovariosalpingohysterectomy 150 

procedure. Each collected fragment was fixed in 10% buffered formalin, routinely processed 151 

for histopathology and stained with Hematoxylin and Eosin (HE) at the Pathology service of 152 

FMVZ/UNESP/Botucatu/SP. From each cut the slide quality was verified, the neoplasia was 153 

classified and the location was chosen for collection of the cylinders subsequently evaluated 154 

by tissue microarray. The reading of the slides was accomplished in a light microscope 155 

(ZEISS – I Model AXIO Imager A1) following the criteria of tumor classification according 156 

to cellular composition adopted by the World Health Organization [33]. 157 

From the cuts stained with HE, the areas of interest for the immunohistochemical 158 

study of the samples were marked on the slides and identified in the donor blocks. In the 159 

Pathological Anatomy Service at the A.C. Camargo Hospital /Sao Paulo/SP, the areas 160 

identified in donor blocks from the 50 female dogs with mammary carcinoma were removed 161 

and transferred to two receptor blocks. In each case two cylinders 2 mm in diameter were 162 

removed from two distinct areas of the tumor. In each receptor block were also included 163 

samples of non-neoplastic mammary gland as a control and one sample of normal placenta 164 

tissue to orient the block. TMAs were constructed by utilizing the Tissue MicroArray 165 

Builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary. After the construction, 3 μm sections were 166 

cut and attached to positive charged histological slides (Positive charged adhesion slides, 167 

Amitel, Brazil), paraffinized and stored at -20 
0
C until their utilization in 168 

immunohistochemical reactions. One section from each receptor block was stained in HE 169 



 

 

and reviewed to confirm the presence of morphological areas representative of the original 170 

lesions. 171 

The samples contained on the TMA slides were submitted to immunohistochemical 172 

reaction following the standard protocol in the Investigative Pathology Laboratory and 173 

Compared with the Pathology Service at FMVZ/UNESP/Botucatu/SP, utilizing the 174 

antibodies REα (clone 6F11, dilution 1:25 -  Novocastra Laboratories, UK), HER-2 175 

(polyclonal, dilution 1:2000 -  Dako, USA) and p63 (4A4, dilution 1:150 -  Dako, USA). For 176 

this, after being paraffinized and rehydrated, the samples were submitted to antigen retrieval 177 

using Citrate pH 6.0 in a microprocessor-controlled Pascal pressure chamber (Dako, EUA) 178 

for 30 seconds at 125 ºC. Next, the material was incubated with 3% hydrogen peroxide 179 

diluted in methanol, for 30 minutes in a dark chamber, and subsequently washed with Tris 180 

EDTA buffer pH 7.4. In sequence, the samples were incubated with Protein Block 181 

(Novocastra Laboratories, Newcastle, England) for 10 minutes, at ambient temperature and 182 

washed with Tris EDTA buffer pH 7.4. Subsequently they were incubated with primary 183 

antibodies diluted in IHC diluent solution (Novocastra Laboratories, Newcastle, England) 184 

and applied on sections for incubation overnight at 4 ºC. To amplify the signal and to reveal 185 

a chromogenic solution of liquid 3,3’ diaminobenzidin (DAB) (Dako, Carpinteria, USA), a 186 

system based on the polymer NovoLink was utilized (Novocastra Laboratories, Newcastle, 187 

England). The sections were counterstained with Harris hematoxylin and dehydrated; then 188 

the slides were mounted with coverslips and read with the aid of Permount mounting 189 

medium. 190 

The slides were read in a light microscope (ZEISS – I Model AXIO Imager A1) 191 

following the prior mapping of TMAs and for each marker a semiquantitative gradation was 192 

utilized to evaluate the immunohistochemistry results. The REα colorations were considered 193 

positive when nuclear staining was observed in more than 10% of cells, as established by 194 



 

 

SCHMITT et al. [34]. Staining intensity gradations for HER-2 were established by optical 195 

analysis based on a graduated Hercep Test
®
 scoring system (0: negative, 1+: negative, 2+: 196 

slightly positive, 3+ strongly positive). The results were considered positive when the tissue 197 

was classified as 2+ or 3+. The p63 colorations were considered positive when there was 198 

nuclear staining [35] in more than 10% of neoplastic cells. 199 

Based on the data obtained from immunohistochemical reactions, the samples from 200 

the 50 female dogs were randomly distributed into five groups of 10 animals each. The 201 

Control group was formed by female dogs that presented negative clinical and 202 

histopathological diagnoses for mammary neoplasia; the group Luminal A was composed of 203 

the female dogs that presented mammary carcinoma classified by immunohistochemistry as 204 

Luminal A (ER positive, HER-2 negative and p63 negative); the group Luminal B was 205 

constituted by bitches that presented mammary carcinoma immunohistochemically classified 206 

as Luminal B (ER positive, HER-2 positive and p63 negative); the HER-2 Superexpression 207 

group formed by female dogs with mammary carcinoma classified by 208 

immunohistochemistry as HER-2 Superexpression (ER negative, HER-2 positive and p63 209 

negative); and the Basal group comprised the bitches that presented mammary carcinoma 210 

immunohistochemically classified as Basal (ER negative, HER-2 negative and p63 positive). 211 

The number of animals in each age group was similar among the five groups; and all the 212 

female dogs selected resided in an urban environment, had access to the interior of the 213 

owner’s residence, were fed commercial ration and homemade food, were never treated with 214 

hormone therapy and had never been submitted to topical treatment with pyrethroids for at 215 

least 60 days. 216 

For the toxicological exam, 5g of neoplastic tissue and 5g of normal inguinal 217 

mammary tissue were collected during the mastectomy surgical procedure (female dogs with 218 

mammary carcinoma) and elective ovariosalpingohysterectomy (female dogs without any 219 



 

 

mammary tumor), respectively. Also collected was 5g of fat tissue adjacent to the excised 220 

mammary gland from all bitches from all groups. The fragments obtained were maintained 221 

under refrigeration at the temperature of -4 ºC until the toxicological analysis performed by 222 

High-Performance Liquid Chromatography- HPLC, according to the method described by 223 

BISSACOT and VASSILIEFF [36], adapted for the quantitative determination of pyrethroid 224 

residue concentrations in samples of mammary and fat tissue. Both tissues from the 50 225 

female dogs selected were processed for extraction of active principles allethrin, 226 

cypermethrin, deltamethrin and tetramethrin according to the criteria utilized at the 227 

Toxicological Assistance Center (CEATOX) of the Institute of 228 

Biosciences/UNESP/Botucatu/SP. 229 

Both the frequency of residues and the association between the presence of 230 

pyrethroids in mammary gland and fat tissue in female dogs with mammary carcinoma were 231 

evaluated by the Chi-Square test (χ²), for which the data were organized into a contingency 232 

table, adopting a significance level of p0.05 [37].  233 

 234 

Results  235 

The staining of mammary carcinoma cells from female dogs in this study by REα 236 

(Fig. 1) and p63 (Fig. 2) revealed the typical nuclear coloration pattern, while staining by  237 

antibody HER-2 was cytoplasmic (Fig. 3). 238 

Among the mammary samples from the 50 bitches evaluated in this experiment, 44 239 

did not show pyrethroid residues while six (12%) presented residues of at least one 240 

pyrethroid (Table 1). The χ² test found no association between the pyrethroid presence in the 241 

mammary tissue and carcinoma occurrence in different immunohistochemical degrees of 242 

malignancy (p>0.05) 243 



 

 

Pyrethroids were not present in the fat tissue of 40 (80%) out of the 50 female dogs 244 

in this study, (Table 2). The χ² test showed no association between pyrethroid presence in fat 245 

tissue versus carcinoma occurrence in the different immunohistochemical malignancy 246 

degrees (p>0.05). 247 

Among the 100 samples analyzed (50 from breast and 50 from fat tissue), although 248 

the relation between the residue levels of each of the pyrethroids investigated and 249 

immunohistochemical phenotype of carcinomas was not significant (p=0.3365) by the χ² test 250 

( calculated χ² = 13.46), it was observed that the most frequent residue was deltamethrin, 251 

which was detected in seven of the female dogs  (one from the Control group and two in 252 

each of the groups Luminal A, Luminal B and HER-2 Superexpression). The second most 253 

commonly found pyrethroid was cypermethrin followed by allethrin (Fig. 4). 254 

The quantities of each pyrethroid residue investigated (in µg/g) were 255 

heterogeneously distributed among the groups evaluated and between the mammary and fat 256 

tissue samples in the same animal (Table 3). 257 

 258 

Discussion 259 

Evaluating the gene expression of breast neoplasias in women, generally by a 260 

technique such as TMA, enables the taxonomic identification of distinct carcinoma subtypes 261 

including: Luminal A, Luminal B, HER-2 Superexpression and Basal [8]. These molecular 262 

subtypes not only reflect the heterogeneity of mammary carcinomas but also aid in the 263 

prognosis of these neoplasias; for example, the subtype Luminal A is associated with a 264 

better therapeutic response, whereas, to the contrary, the Basal subtype is associated with 265 

more aggressive behavior and a poorer response to treatment [9-11].  In canine mammary 266 

neoplasias, the loss of hormonal receptors in tumoral progression, as well as HER-2 267 

Superexpression in malignancies, have also permitted the molecular classification of 268 



 

 

carcinomas into subgroups and correlation with the prognosis, similar to human breast 269 

cancer [13,14]. 270 

This scenario, in which distinct genetic groups are translated by the 271 

immunohistochemical phenotypes themselves, is proposed in the present study to identify 272 

and quantify residues of pyrethroids in spontaneous mammary carcinoma in female dogs by 273 

correlating them with the immunohistochemical aggressiveness profile of these neoplasias. 274 

The presence of pyrethroid residues had already been detected in the fat adjacent to 275 

neoplastic mammary in female dogs [30,31]; however, to the best of our knowledge, assays 276 

that seek to evidence pyrethroid residues in the tumoral tissue itself are inexistent in the 277 

literature. Furthermore, no study was found that aims to relate these insecticides to 278 

aggressiveness immunophenotypes of neoplasia.  279 

In the present experiment, residues of the pyrethroids allethrin, cypermethrin, 280 

deltamethrin and tetramethrin were detected not only in some samples of fat tissue adjacent 281 

to non-neoplastic and neoplastic mammary but also in non-neoplastic and neoplastic 282 

mammary tissue itself; but the presence, type and quantity of the researched pyrethroids 283 

were not associated with the immunohistochemical profile of carcinoma aggressiveness. 284 

However, if it is considered that pesticide use is greater in a rural context [16], that 285 

in dogs the skin is an important route of contact with pyrethroids [17] and that the residues 286 

of this insecticide are eliminated from the fat tissue within an average of one month after a 287 

exposure [20,21], the lack of statistical association observed in this study may have occurred 288 

because all the female dogs utilized resided in an zone urban and had not received 289 

pyrethroid cutaneously for at least 60 days. Therefore, the results may have been 290 

underestimated since in this time a majority reduced the degree of exposure to the residues 291 

investigated. 292 



 

 

On the other hand, given that all the animals in the present research had access to 293 

the interior of the residences of their respective owners and received a mixed diet 294 

(commercial ration and homemade foods), the presence of pyrethroid residues in fat tissue 295 

and/or in mammary tissue demonstrates the influence of the environment on the 296 

contamination of these animals since, currently, these pesticides are widely used within and 297 

near the human home environment to control insects [16], especially deltamethrin and 298 

cypermethrin, the insecticides most detected in the female dogs of the present experiment. In 299 

addition, diet may be involved in this context, given that in these animals, the oral route is 300 

also an important means of exposure to pyrethroids [17]. 301 

In most of the published studies, pesticides are quantified in only one component, 302 

namely blood/serum or tissue. In the present study, we opted to analyze the exposure by 303 

quantifying the residues of pyrethroids in the mammary and in the fat tissue adjacent to 304 

normal or neoplastic mammary gland based on the conceptual premise that the mammary 305 

gland, in this case, might be the focus of the insecticide’s action while the fat tissue would 306 

be the reservoir of the fat-soluble compound, and thus can supply information on the 307 

exposure history of the animals submitted to the assay. Furthermore, avail himself, based on 308 

the evaluation of the indices of pyrethroids in mammary fat tissue and in the mammary 309 

gland itself of the same female dog, it would be an unusual situation and may provide data 310 

for comparison of the tissue distribution of this insecticide.  311 

In fact, it was observed that only fourteen bitches in this experiment presented 312 

pyrethroid residues in mammary and /or fat tissue, two of which presented residues of more 313 

than one of the pyrethroids investigated, but in female dogs that presented residues, 314 

heterogeneity was observed in the distribution and probably in the velocity of elimination of 315 

these insecticides between the mammary and fat tissue samples in the same animal. This 316 

finding reinforces the hypothesis demonstrated by CRAWFORD et al. [19] that there is 317 



 

 

tissue variation in the metabolism of this insecticide. Nevertheless, the metabolic differences 318 

in the pyrethroids between the observed mammary and fat tissue, and their clinical 319 

significance, need to be investigated more precisely since the detection of pyrethroid 320 

residues in neoplastic tissue is an inedited data and the kinetics of the insecticide in this 321 

tissue remains unknown. 322 

The International Agency for Research on Cancer (IARC) includes pyrethroids, 323 

especially deltamethrin and cypermethrin, in the risk level Group 3 [38], in other words, 324 

they are not classified as carcinogenetic in humans, whereas the United States 325 

Environmental Protection Agency (U.S. EPA) classifies permethrin and resmethrin as 326 

probably cancerigenic to humans (Group 2) [39]. Although the pyrethroids are classified, in 327 

some situations, as non-cancerigenic, there is substantial evidence for the carcinogenicity of 328 

these compounds, both in humans [25-27] and in other animals [40,41].  329 

Thus, it is important to emphasize that the same precautions indicated for the use of 330 

substances already recognized as cancerigenic must be adopted for the utilization of 331 

pyrethroids. But it is difficult to infer that cancer can present a long period of latency and it 332 

is related to exposure to a specific pesticide, even though this relationship was not observed 333 

in this study. New studies must be encouraged, principally on mammary cancer, an area in 334 

which prior publications that sought a link between this particular type of cancer and 335 

pyrethroids [28,29] are scarce and contradictory.  336 

 337 

Conclusion 338 

Under the proposed experimental conditions and the sample selected for the present 339 

study, it was possible to conclude that there is no statistical evidence that pyrethroids are 340 

involved in the aggressiveness of mammary carcinomas in female dogs. Nevertheless, it is 341 

necessary to: a) study the kinetics of pyrethroids in normal and neoplastic mammary gland 342 



 

 

and to compare the results with the kinetics of other tissues, principally fat tissue, to evaluate 343 

whether the tissue variations may represent some risk for mammary carcinogenesis; b) 344 

investigate, from the pre-established protocols, whether the concentrations of pyrethroids 345 

differ at distinct immunohistochemical degrees of mammary-carcinoma aggressiveness in 346 

female dogs. 347 
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Figure 1.  Immunoexpression of estrogen-α receptor in breast carcinoma from a female dog. 

Nuclear staining in neoplastic cells (immunoreactivity in more than 10% of neoplastic cells). 

(DAB, NovoLink, counterstaining with Harris hematoxylin).  

 
 



 
 

 

 
Figure 2. Immunoexpression of p63 in female dog breast carcinoma. Positive nuclear 

staining in neoplastic cells. (DAB, NovoLink, counterstaining with Harris hematoxylin).  
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Figure 3. Immunoexpression of HER-2 in female dog mammary carcinoma. Positive 

staining 3+ (strongly positive); complete staining of the membrane. (DAB, NovoLink, 

counterstaining with Harris hematoxylin). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Figure 4. Identification of each pyrethroid investigated in breast and fat tissue adjacent 

to normal breast (Control group) and of mammary carcinomas (groups Luminal A, 

Luminal B, HER-2 Superexpression and Basal) in female dogs. 
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Table 1. Frequencies of residues of pyrethroids in normal breast (Control group) and in 

breast carcinomas (groups Luminal A, Luminal B, HER-2 Superexpression and Basal) 

in female dogs.  

Groups 
Pyrethroid Residues  

n 
Absence Presence 

Control 9 1 10 

Luminal A 8 2 10 

Luminal B 8 2 10 

HER-2 Superexpression 9 1 10 

Basal 10 0 10 

Total 44 6 50 

p=0.6177 

Calculated χ² = 2.652 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Table 2. Frequencies of residues of pyrethroids in fat tissue adjacent to normal breast 

(Control group) and in breast carcinomas (groups Luminal A, Luminal B, HER-2 

Superexpression and Basal) in female dogs.  

Groups Residues of pyrethroids 
n 

   Absense     Presence 

Control 7 3 10 

Luminal A 10 0 10 

Luminal B 9 1 10 

HER-2 Superexpression 6 4 10 

Basal 8 2 10 

Total 40 10 50 

p=0.1812 

Calculated χ² = 6.25 



 
 

 

Table 3. Quantification (in µg/g) of each pyrethroid investigated in breast and in fat tissue adjacent 

to normal breast (Control group) and of breast carcinomas (groups Luminal A, Luminal B, 

Superexpression of HER-2 and Basal) from 50 female dogs. 

Control  Luminal A  Luminal B  Superexpression 
de HER-2 

 Basal 

Breast Fat 
Tissue 

 Mama Fat 
Tissue 

 Breast Fat 
Tissue 

 Breast Fat Tissue Tissue 
 

 Breast Fat Tissue  

nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 
nd nd  0.02D nd  nd nd  nd nd  nd 1.99C 
nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd 0.68C 
nd nd  nd nd  nd nd  nd 0.20A  nd nd 
nd nd  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 

1.23A 

0.12D 
0.47A 

 
nd nd 

 
0.17D 0.02D 

 
nd nd 

 
nd nd 

nd nd  0.09D nd  nd nd  nd 0.30C  nd nd 

nd nd 
 

nd nd 
 

nd nd 
 

nd 
0.18D 
2.25C 

 
nd nd 

nd 0.93A  nd nd  nd nd  nd nd  nd nd 
nd 0.15C  nd nd  0.97D nd  0.30D 0.93T  nd nd 

Detection limit = 0.001 µg/g 

nd = not detected 

A = Allethrin; C = Cypermethrin; D = Deltamethrin; T = Tetramethrin 
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