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RESUMO

Dos tumores diagnosticados nas cadelas as neoplasias mamarias apresentam
a maior incidéncia. Essas neoplasias podem ser influenciadas por fatores
internos e externos como 0s contaminantes ambientais. Apesar das evidéncias
da toxicidade dos piretréides, seu potencial cancerigeno ainda nao foi
suficientemente esclarecido, havendo a necessidade de investigacdo de sua
participacdo no cancer de mama. Este estudo teve por objetivo investigar
possiveis relacbes entre residuos de piretréides e carcinoma de mama
espontaneo 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
diagnostico negativo para neoplasia em mama; os grupos Luminal A, Luminal
B, Superexpressdo de HER-2 e Basal foram formados por cadelas que
apresentaram carcinoma em mama classificado pela imunoistoquimica como
Luminal A, Luminal B, Superexpressao de HER-2 e Basal, respectivamente. O
grau de agressividade dos carcinomas foi avaliado por imunoistoquimica
mediante a expressao de HER-2, p63 e receptor de Estrogeno. A determinacao
da concentracdo de residuos piretroides aletrina, cipermetrina, deltametrina e
tetrametrina da mama e do tecido adiposo adjacente a mama foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A intensidade de dano no DNA foi
avaliada pelo Teste do Cometa. Das 50 cadelas, seis apresentaram residuos
de um ou mais piretrdides nas amostras das mamas avaliadas e 10
apresentaram residuos desse inseticida nas amostras de tecido adiposo. O
piretroide mais frequente foi a deltametrina. A distribuicdo de cada residuo
investigado entre os grupos avaliados e entre as amostras de mama e de
tecido adiposo em um mesmo animal foi heterogénea. Nao ha evidéncia
estatistica de que os piretréides estejam envolvidos na agressividade dos
carcinomas de mama das cadelas. A intensidade de dano no DNA das células
de mama sem carcinoma foi semelhante a intensidade de dano no DNA das
células com carcinoma Luminal A, Luminal B, Superexpressao de HER-2 e
Basal e os danos ndo estdo relacionados a exposicdo dessas células aos

residuos de piretroides.
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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. INTRODUCAO

Segundo estimativas da Organizacédo das Nac¢des Unidas, a populacéo
mundial que era de 5,7 bilhdes em 1995, chegou a 6,8 bilhdes em 2010 e deve
atingir aproximadamente 9,1 bilhdes até a metade do século XXI (ONU, 2011).
Para atender as necessidades crescentes por alimentos, provocadas pelo
aumento continuo da populagéo, é importante que haja um sistema complexo e
renovavel de cultivo, transporte, estocagem e processamento de produtos
agricolas (GAP, 2010). O rendimento maior em cada uma dessas etapas, € 0
controle de vetores de diversas doencas, 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
biologicos. Apos a Segunda Guerra Mundial, as estratégias de crescimento das
empresas quimicas buscaram a diversificagdo para novos mercados nos quais
pudessem aproveitar as moléculas desenvolvidas para fins bélicos. Foram
criadas entdo, empresas-subsidiarias, oriundas principalmente de grandes
grupos quimicos, voltadas a producdo 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 a propaganda dos fabricantes e a expansdo da
agricultura comercial de exportacdo, incrementou, de modo exponencial, a
utilizacdo de praguicidas sintéticos em nosso Pais e contribuiu para a quase
extincdo de outras praticas 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 o0 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 utilizacdo de praguicidas, se por um lado gera crescimento
econbmico, por outro tras riscos potenciais ao ambiente e a saude do homem e
de outros animais (RITTER, 1997). Entre esses riscos, se incluem efeitos
prejudiciais associados ao uso massivo dos praguicidas inseticidas,
substancias quimicas que tém por finalidade controlar ou eliminar insetos
presentes ndo somente em areas agricolas, mas também domésticas,
veterinarias e de saude publica (ELLIOTT et al., 1978; BARLOW et al., 2001;
ANADON et al., 2009).

Cada vez mais casos de pessoas, cdes e outros animais contaminados
diretamente por inseticidas no meio rural sdo relatados. No entanto, aqueles
gue vivem em areas préoximas e, eventualmente, no meio urbano, também se
encontram sob risco, devido a contaminagdo da agua pelos inseticidas ou da
ingestdo de seus residuos em alimentos, bem como por exposicdo dérmica
apo6s aplicacbes topicas, domeésticas ou em ambientes publicos ou,
inadvertidamente, por inalacdo durante a aplicacdo de aerossol. Desta forma,
0s riscos a saude associados a aplicacdo e a exposicao aos inseticidas sdo

guase sempre de natureza cronica (RITTER, 1997).

Em termos populacionais, os efeitos crénicos podem ser tao
prejudiciais quanto os agudos e tém sido objeto de grande interesse cientifico,
uma vez que existem sugestdes fortemente apoiadas por evidéncias que
apontam consequéncias deletérias na reproducdo, na etiologia de danos
neurolégicos e possivelmente, no aumento da suscetibilidade ao céancer
(SHARP et al., 1986; NUNES e TAJARA, 1998; SNEDEKER, 2001; MATOS et
al., 2002; ALAVANJA et al., 2004).

Estudos sobre o potencial carcinogénico dos inseticidas piretroides néo
sdo conclusivos. Alguns dados epidemioldgicos indicam que estes compostos
parecem ndo atuar na carcinogénese 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 evidéncias suficientes para se avaliar,

com maior cuidado, a participacdo desses compostos na etiologia de diferentes
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tipos de cancer dos humanos (BROWN et al., 1990; ALAVANJA et al., 2003;
RUSIECKI et al., 2009), bem como dos caninos, jA que ambas as espécies
podem compartilhar o mesmo ambiente e portanto, as mesmas condi¢fes de
exposicao (DAGLI, 2008; ANDRADE et al., 2010).

Em relacdo ao cancer de mama ndo 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 relactes
entre este cancer e os piretréides mostram-se contraditérios e, portanto,
evidenciam a necessidade de mais pesquisas a fim de verificar a influéncia
destes inseticidas na génese dos carcinomas de mama das mulheres e das

cadelas.

Na atualidade, os piretroides sdo amplamente utilizados na area
agricola e florestal, em domicilios, ambientes publicos, nos programas de
saude publica e no controle de vetores e ectoparasitas dos animais, inclusive
do homem (BARLOW et al., 2001). Nos cées, os piretréides sdo usados
extensivamente contra uma ampla gama de ectoparasitas, em diferentes
formulacdes, incluindo pour-on, spray, coleiras, solu¢cdes, xampus e aerossois
(ANADON et al., 2009).

Dessa forma, ao se considerar a dimenséo e diversidade do uso, bem
como dos grupos expostos, as informacdes sobre a influéncia dos piretroides
na carcinogenese, especialmente no cancer de mama, se fazem necessarias.
Em vista disso, procurou-se investigar se os residuos de piretréides estédo
envolvidos na agressividade dos carcinomas de mama espontaneos das

cadelas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piretroides: propriedades fisico-quimicas

As piretrinas sdo inseticidas naturais, extraidos das flores secas de
Chysanthemum cinerariaefolium e resultam da esterificagdo de um Aacido
(crisantémico ou pirétrico) e um alcool (piretrolona, cinerolona, e jasmolona)
(ELLIOTT et al., 1978). Os ésteres do acido crisantémico sdo chamados de
piretrina |, cinerina | e jasmolina | e os ésteres do &cido pirétrico sdo chamados
piretrina Il, cinerina I, e jasmolina Il, respectivamente (CASIDA, 1980;
SODERLUND et al., 2002). Ambos os acidos geram isbmeros geomeétricos
cis/trans, isto €, substadncias com a mesma formula molecular, mas com
potencial de acéo diferente (CASIDA, 1980).

Por serem considerados inseticidas que apresentam baixa toxicidade
aguda para aves e mamiferos e efetivos em baixas doses contra um largo
espectro de insetos, as piretrinas foram amplamente empregadas tanto nos
paises 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
radiacdo solar ultravioleta (BULLIVANT e PATTENDEN, 1976), a busca por
analogos das piretrinas se fez necessaria e impulsionou modificacdes

estruturais a sua molécula levando a sintese dos piretréides (ZITO et al., 1983).

Os piretréides sintéticos, ativamente produzidos desde a década de 70
(LAUTRAITE e SARGENT, 2009), sdo divididos em 2 categorias distintas:
piretroides do Tipo | e piretroides do Tipo Il. Os piretroides do Tipo |, como a
aletrina, fenotrina (ou sumitrina), metoflutrin, permetrina, tetrametrina e a
resmetrina, ndo recebem um grupo ciano no carbono alfa da fracdo
fenoxibenzil da molécula destes praguicidas. Em geral, os piretroides do Tipo |l
como a cialotrina, cipermetrina, deltametrina e o fenvalerato séo inseticidas
mais potentes em relacdo aos do Tipo | devido a presenca do grupo ciano em
sua estrutura (ELLIOT et al., 1978; GLICKMAN e CASIDA, 1982; SODERLUND
et al., 2002).
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2.2 Piretréides: toxicocinética e tecidos alvo

Em mamiferos, os piretréides sédo absorvidos rapidamente pelo sistema
digestério ap6s a ingestdo oral e pelo sistema respiratério via inalagdo, no
entanto, sdo pouco absorvidos através da pele intacta (CASIDA, 1980; KUHN
et al.,, 1999; SODERLUND et al., 2002). A absorcdo gastrointestinal estimada
em ratos € de 60,69% para a permetrina (ANADON 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) séo absorvidas via derme.

O caréter lipofilico dos piretréides favorece o rapido acesso desses
compostos a varios tecidos dos mamiferos. Existe variacdo na distribuicdo
tecidual desses inseticidas. Este comportamento foi comprovado pelo estudo
do balanco e retencédo de cipermetrina nos tecidos de ratos que receberam
doses orais do inseticida associado ao marcador carbono-14. Vinte e quatro
horas apOs a administracdo Unica, 0s animais que receberam o composto em
doses que variaram de 1 a 5 mg.kg™ apresentaram radioatividade residual, em
ordem decrescente, no tecido adiposo, figado, rim, sangue, musculo e cérebro,
variando de 1-2 pg.g* no tecido adiposo a 0,005-0,024 pg.g™* no cérebro
(CRAWFORD et al., 1981).

Os piretroides sdo excretados na urina e bile devido a clivagem
hidrolitica da ligacdo éster do composto original, que fragmenta a molécula em
uma porcéo acida e outra alcodlica, com oxidacdo e conjugacdo subsequente
com a glicina ou com o acido glicurénico, através do sistema enzimatico
citocromo P450 tornando os metabdlitos polares (CASIDA, 1980; KUHN et al.,
1999; SODERLUND et al.,, 2002). Geralmente mais de 90% da dose é
excretada no periodo médio de uma semana apos a exposicdo (SODERLUND
et al., 2002), com excecdo do tecido adiposo no qual residuos podem ser
detectados até 30 a 42 dias apos (CRAWFORD et al.,, 1981; APPEL e
GERICKE, 1993). A excrecao dos piretréides do Tipo | € mais rapida do que os
do Tipo Il (KANEKO et al., 1981) e o isbmero trans € mais suscetivel a
clivagem que o isébmero cis (CRAWFORD et al., 1981; RHODES et al., 1984).
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2.3Efeitos toxicolégicos agudos dos piretroides

Efeitos dérmicos, gastrintestinais, cardiovasculares e principalmente
neurofisiolégicos, sdo associados com a intoxicacdo aguda no homem, em
animais de experimentacdo e em animais de estimacdo como os cées (HE et
al.,, 1989; CHEN et al., 1991; MURPHY et al., 1999; BARLOW et al., 2001,
SODERLUND et al., 2002; LAUTRAITE e SARGENT, 2009; ANADON et al.,
2009). Em geral, os sinais e sintomas agudos iniciam, em todas as espécies de
animais, dentro de minutos até 72 horas de exposi¢do, dependendo da via
exposta, e geralmente duram 2 ou 3 dias (TUCKER et al., 1984; ANADON et
al., 2009).

2.4 Efeitos toxicologicos subcrdnicos e cronicos dos piretroides

Em estudos da toxicidade subcrbnica dos piretréides, os efeitos
observados, apos inalacao de fevalerato a 20% quatro horas por dia, cinco dias
por semana, durante trés meses, foram aumento sérico das enzimas fosfatases
e transaminases, hepatomegalia e degeneracdo gordurosa centrolobulares no
figado de ratos Wistar adultos de ambos os sexos (MANI et al., 2004).
Enquanto que, apos ingestdo do mesmo composto em concentracdes acima de
30 e 150 ppm, durante seis meses, por ratos Wistar e camundongos ddY,
respectivamente, foram observados microgranulomas multifocais no figado,
baco e linfonodos (OKUNO et al., 1986). Nestes mesmos Orgdos também
foram encontrados microgranulomas multifocais em camundongos C57BI/6 que
receberam o composto na dose de 20 a 160 mg.kg®, via inoculacdo
intragastrica, cinco dias na semana, durante 10 semanas (CABRAL e
GALENDO, 1990). A incidéncia e a gravidade dos microgranulomas hepaticos
multifocais aumentaram de forma dose-dependente em cées da raca Beagle,
machos e fémeas, alimentados durante seis meses com dietas contendo 250,
500 ou 1000 ppm de fenvalerato. Além disso, independente da dose foram
observados voémitos, movimentos de balancar de cabeca, mordedura de
extremidades, ataxia e tremores, e 0S cdes que receberam as maiores
concentragbes do inseticida apresentaram histiocitose em linfonodos

mesentéricos, tortuosidade aumentada dos vasos da retina,
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hipercolesterolemia e aumento nas concentracdes séricas de fosfatase alcalina
(PARKER et al., 1984b).

Dentre os efeitos toxicos crénicos dos piretrdides, os microgranulomas
multifocais no figado, baco e linfonodos também foram encontrados em
camundongos B6C3F1 (PARKER et al., 1983) e C57BI/6 (CABRAL e
GALENDO, 1990) de ambos o0s sexos, que receberam fenvalerato, nas doses
de 1250 ppm, via oral, e 40 ou 80 mg.kg™, via intragdstrica, respectivamente,
cinco vezes por semana, durante dois anos. As observacdes clinicas e
bioquimicas relacionadas a dose de 1250 ppm consistiram em perda de peso,
mortalidade alta, hipoalbuminemia e elevacdo sérica da enzima aspartato
aminotransferase. Adicionalmente, houve aumento de peso do figado,
hipertrofia hepatica centrolobular, proliferacdo do reticulo endoplasmatico 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
incidéncia de adenomas pulmonares em relacdo as fémeas e ao grupo nao
tratado com permetrina, porém esta diferenca nao foi estatisticamente
significativa (ISHMAEL e LITCHFIELD, 1988).

Outras neoplasias associadas aos residuos de piretréides também
foram relatadas em ratos, camundongos, em cdes e no homem e sé&o

apresentadas a seguir.

2.5 Piretréides e o cancer
2.5.1 Cancer e carcinogénese

O termo “cancer” designa neoplasia maligna, ou seja, que ja possui a
capacidade de invadir os tecidos adjacentes e gerar metastases em 6rgaos
distantes. Porém, a definicAo mais utilizada para neoplasia é a do médico
oncologista britanico Rupert Allan Willis, que em 1952 definiu: “Neoplasia é
uma massa anormal de tecido, cujo crescimento excede e € descoordenado
em relacdo ao tecido normal, e persiste [em seu crescimento] da mesma

maneira excessiva mesmo apos a interrup¢éo dos estimulos que levaram a sua
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formacgao” (WILLIS, 1952). O processo pelo qual o cancer se desenvolve é

denominado de carcinogénese.

Evidéncias demonstram que a carcinogénese no homem e
possivelmente em outras espécies animais como 0s caes, € um processo que
evolui em multiplas etapas e refletem alteracdes genéticas e epigenéticas que
direcionam a transformacdo progressiva de células normais em derivados
altamente malignos. Estes eventos, genéticos ou ndo, recaem sobre seis
grandes tipos de alteracdes que as células cancerosas podem apresentar,
todos eles interligados, devendo, ser entendidos de uma forma conjunta:
aquisicdo de sinalizacao proliferativa autbnoma; insensibilidade aos fatores
inibitérios do crescimento; evasdo da apoptose; neoangiogénese; potencial
ilimitado de replicacdo; invasdo tecidual e metastatizacdo (HANAHAN e
WEINBERG, 2000). Devem-se ainda consideradar as alteracdes que levem a
geracdo de instabilidade cromossomica, potencialmente facilitando a
ocorréncia do acumulo das alteragbes descritas (YAMASAKI e MIRONOV,
2000). A carcinogénese, além de ser caracterizada como um processo de
multiplas etapas, pode ser dividida experimentalmente em trés fases: iniciacao,

promocao e progressao.

A iniciacdo é rapida e irreversivel. Requer a lesdo do &cido
desoxirribonucléico (DNA) e posterior “fixacdo” desta alteragdo por pelo menos
um ciclo de proliferagcdo. Os danos ao DNA sdo comuns, mas a maioria das
células danificadas pode reparar seus danos ou entdo resultar na morte celular
(fenbmeno da apoptose), portanto, a iniciacdo é caracterizada por erros
irreparaveis. Assim, todo iniciador da carcinogénese é um agente genotoxico,
embora nem todas as substancias genotoxicas iniciem 0 processo de
carcinogénese (OLIVEIRA et al., 2007).

A promogdo, por sua vez, € a etapa em que ocorre 0 crescimento
clonal das células iniciadas e, consequentemente, a expressdo dos danos ao
genoma ocorridos na iniciacdo (DIGIOVANNI, 1992). O promotor, sendo um
agente quimico ou fisico, geralmente age por estimulo a proliferacdo celular,
comumente por mecanismos primariamente epigenéticos, isto €, ndo agridem o

DNA. Se a exposicédo aos promotores for interrompida antes do aparecimento
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de tumores, as alteracOes estabelecidas por eles, por exemplo, hiperplasias,
regridem, ou seja, sao reversiveis (YUSPA et al., 1976).

Finalmente, na etapa da progressao, a lesdo pré-neoplasica continua a
crescer mesmo na auséncia do agente promotor e as células tumorais podem
ou nado adquirir as caracteristicas basicas da malignidade, como aneuploidia e
capacidade de invasédo tecidual e de metastases. Nesta fase se localizam as
lesbes benignas (adenomas, por exemplo), assim como as malignas
(adenocarcinomas) (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).

Em relacdo a esse aspecto, em um ensaio de iniciagcdo-promoc¢ao da
carcinogénese in vivo, SHUKLA et al. (2001) demonstraram o papel iniciador
do piretroide deltametrina na pele de camundongos Swiss albino, em 44% dos
machos e 43% das fémeas, quando aplicada em dose topica Unica de
4 mg.kgt, e em 71% dos machos e 75% das fémeas quando aplicada em
multiplas doses sucessivas (4 mg.kg™, trés aplicacbes por semana, durante
trés semanas), utilizando-se como agente promotor o 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA), a substancia ativa do oOleo de croton. No entanto, nas
mesmas doses da inducéo, a deltametrina ndo apresentou atividade promotora
nos tumores cutaneos dos camundongos iniciados com 7,12-dimetilbenzeno
antraceno (DMBA).

Em outro estudo, SHUKLA et al. (2002) demonstraram, através de uma
ou multiplas aplicacdes tépicas (10mg.kg™), que o piretréide cipermetrina atuou
tanto como agente iniciador em mais de 70% dos camundongos Swiss albino
machos e fémeas testados quando o TPA foi utilizado como promotor, quanto
como agente promotor em aproximadamente 40% dos animais, de ambos 0s
sexos, quando o DMBA foi utilizado como iniciador. Adicionalmente, a
cipermetrina revelou ser um cancerigeno completo em 13, 26 e 35% dos
animais, quando utilizada nas respectivas doses de 5, 10 e 25 mg.kg™, trés

aplicacdes por semana, durante 52 semanas.

Sendo assim, os piretréides podem estar envolvidos na carcinogénese

por mais de um mecanismo.
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2.5.2 Possiveis mecanismos envolvidos na carcinogénese por

piretroides

Um mecanismo pelo qual os piretréides podem atuar na carcinogenese
envolve danos genéticos, uma vez que a genotoxicidade do piretroide
permetrina foi detectada tanto in vitro, em cultura de células da mucosa nasal
de humanos (TISCH et al., 2002), quanto in vivo, em linfécitos de rato Wistar
(GABBIANELLI et al., 2004; GABBIANELLI et al., 2009), avaliados pelo Ensaio
Cometa. Os efeitos foram influenciados pela dose e duragéo da exposi¢ao, pois
um periodo mais longo de exposicdo a permetrina causou mais danos ao DNA
do que uma dose mais elevada por um curto tempo provavelmente devido ao
carater hidrofébico dos piretroides, que limita a sua rapida difusédo celular
(GABBIANELLI et al., 2004). Esses danos foram relacionados a espécies
reativas de oxigénio produzido pelos piretroides (KALE et al., 1999;
GABBIANELLI et al., 2004; GABBIANELLI et al., 2009), que podem peroxidar
lipideos da membrana e oxidar as proteinas celulares, incluindo o DNA
(GUYTON e KENSLER, 1993). Adicionalmente, CHAUHAN et al. (2007)
observaram, em linfécitos humanos e células de medula o&ssea de
camundongos, que a deltametrina induziu aberracdes cromossdomicas e

micronucleos.

Outro mecanismo proposto para a carcinogénese induzida pelos
piretroides em ratos tem relacdo com o0s genes metabolizadores de
xenobidticos, membros da familia do citocromo P450 (CYP). Por exemplo,
DEGUCHI et al. (2009) estudando o hepatécitos de ratos Wistar, de ambos os
sexos, com tumores hepaticos induzidos pelo piretrdide metoflutrin, em doses
repetidas de 900 ou 1800 ppm, por via oral, observaram que, de forma
semelhante ao verificado para o fenobarbital, ocorre ativacéo transcricional dos
genes codificantes de dois membros da isoforma CYP2B, os genes CYP2B1 e
CYP2B2. Como consequéncia, ocorre aumento da atividade catalitica da
enzima CYP o0 que resulta em hipertrofia ou proliferacdo do reticulo
endoplasmatico liso, atividade microssomal aumentada, ativacdo do receptor
constitutivo de androstano (constitutive androstane receptor - CAR) e hipertrofia

e proliferacdo dos hepatdcitos centrolobulares (HIROSE et al., 2009). Esta
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resposta presumivelmente € a responsavel pela promoc¢do de hepatdcitos
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 responsaveis pela quebra
do triptofano (EL-TOUKHY et al., 1989). O triptofano € um aminoacido
essencial, que além de fazer parte de proteinas, € um precursor de compostos
bioativos. Estes compostos sdo formados em duas rotas ou vias metabdlicas
especificas: via serotonérgica e via das quinureninas. A via serotonérgica
converte o triptofano no neurotransmissor serotonina. Na via das quinureninas,
o triptofano é oxidado a N-formil-quinurenina que € subsequentemente
deformilada e transformada em L-quinurenina. A partir deste dltimo, uma série
de compostos sdo formados como, por exemplo, 3-hidroxi-quinurenina e o
acido quinolitico. O metabolismo do triptofano nesta via € mediado por duas
enzimas diferentes: TDO e IDO (STONE, 2001). Aumento da atividade dessas
enzimas acarreta em alteracdo no metabolismo do triptofano através do qual

substancias endogenas oxidantes sao formadas (EL-TOUKHY et al., 1989).

Outra hipétese proposta para explicar a atuacdo dos piretréides na
modulacdo do cancer envolve a desregulacdo endodcrina 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 piretrdides possuem
efeito sobre o crescimento das células de cancer de mama humana estrogeno-
dependente da linhagem MCF-7. Em concentracfes semelhantes as relatadas
para estrogeno no plasma humano (10 uM), o piretréide fenotrina induziu a
expressdo do gene pS2 (responsivo ao estrdgeno), bem como estimulou a
proliferacdo celular, indicando que o mecanismo de acédo da fenotrina ocorre
via interacdo com o0 receptor estrogénico. Da mesma forma, o piretroide
fenvalerato foi capaz de induzir a expressao do gene pS2 até mesmo em doses
baixas (500 nM), no entanto, exposi¢cdes semelhantes a simutrina (10 pM)
foram necessérias para causar proliferacdo celular. Em contraste, o piretride
aletrina (10 uM) comportou-se como um inibidor moderado da expressao de
pS2, mas induziu a proliferacdo celular e foram necessarios 100 yM do

piretroide permetrina para as células MCF-7 exibirem apenas aumentos
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modestos na expressdo de pS2 e proliferarem. Além disso, a inducdo da
expressdo de pS2 pela fenotrina e fenvalerato foi bloqueada pelo anti
estrogénico ICI 164,384.

Além disso, ha evidéncias de que os piretrdides poderiam agir na
carcinogénese pela acao inibitdria das jungBes comunicantes intercelulares do
tipo GAP em fibroblastos Balb/c3T3 (TATENO et al., 1993) e em hepatdcitos de
ratos Wistar (DEGUCHI et al., 2009). As juncbes comunicantes intercelulares
sdo canais presentes nas membranas das células que permitem o movimento
intercitoplasmético de ions inorganicos entre células vizinhas, sem passar pelo
espaco intercelular (BRUZZONE et al., 1996). Como a restricdo ao crescimento
imposta por células normais sobre células iniciadas no processo de
transformacao maligna pode ser resultado da transmissao de fatores quimicos
reguladores de diviséo e diferenciacdo, o bloqueio na comunicacao intercelular
provavelmente libera células iniciadas para uma proliferacdo desordenada
(YAMASAKI, 1990).

2.5.3 Carcinogenicidade experimental dos piretroides

Alguns estudos controlados foram realizados procurando investigar se
os piretroides apresentam potencial carcinogénico, mas os resultados ainda se

mostram contraditorios.

O potencial cancerigeno do piretroide fenvalerato foi avaliado em
camundongos das linhagens B6C3F1 (PARKER et al., 1983) e C57BL/6
(CABRAL e GALENDO, 1990) de ambos 0s sexos, que receberam o inseticida
nas doses de 10, 50, 250 ou 1250 ppm, por via oral, e 40 ou 80 mg.kg™, via
intragastrica, respectivamente, cinco vezes por semana, durante dois anos.
N&o foram observadas neoplasias relacionadas as doses de 10-1250 ppm. Nos
camundongos machos, mas ndo nas fémeas, que receberam 80 mg.kg™,
houve um aumento na incidéncia de tumores hepaticos em relagcdo ao grupo
controle que nédo foi tratado com fenvalerato. No entanto, em experimento
paralelo, CABRAL e GALENDO (1990) observaram que as fémeas de
camundongos SJL/ola que receberam fenvalerato a 92% na dose de

80 mg.kg™, uma vez por semana, durante 12 semanas, desenvolveram linfoma
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antes das fémeas que receberam a mesma dose de fenvalerato a 99% de
pureza, indicando que as substancias impuras presentes nas formulacdes dos
piretroides provavelmente estejam envolvidas no desenvolvimento das

neoplasias.

Aumentos significativos na incidéncia de linfomas também foram
observados em camundongos C57BL/6 machos e fémeas que receberam
deltametrina, por via intragastrica, nas doses de 1 ou 4 mg.kg™, cinco dias por
semana, durante dois anos. Apesar dos ratos BDVI, submetidos a condi¢des
experimentais semelhantes, ndo terem desenvolvido linfomas, houve aumento
na incidéncia de adenomas de tiredide quando receberam a deltametrina, por
via intragastrica, na dose de 3 mg.kg™t (machos) e 6 mg.kg’ (fémeas)
(CABRAL et al., 1990). Em contraste, ndo foi observada evidéncia 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 incidéncia de
adenomas pulmonares em relacdo as fémeas e ao grupo nao tratado com
permetrina o aumento nao foi significativo (ISHMAEL e LITCHFIELD, 1988).

A carcinogenicidade do piretrdide metoflutrin, foi avaliada em ratos
HanBrl:WIST e camundongos CD-1, de ambos o0s sexos. Tanto os ratos
machos quanto as fémeas foram alimentados com zero (controle ndo tratado)
20, 200, 900, ou 1800 ppm de metoflutrin, por via oral, durante dois anos. A
incidéncia combinada de adenomas e carcinomas hepaticos nos grupos zero,
20, 200, 900 e 1800 ppm foi, respectivamente, 2, 2, 6, 16 e 24% para 0S
machos e 2, 6, 2, 10 e 24% para as fémeas, ou seja, a incidéncia de adenomas
e/ou carcinomas hepaticos foi significativamente maior nos machos que
receberam 900 ou 1.800 ppm e em fémeas que receberam 1800 ppm, em
relacdo ao grupo nao tratado com metoflutrin. Os camundongos machos e
fémeas que receberam 100, 1000, 1750 ou 2500 ppm de metoflutrin, por via
oral, durante dois anos, ndo apresentaram neoplasias hepaticas ou em
gualquer outro tecido (DEGUCHI et al., 2009).
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2.5.4 Dados epidemiolégicos

Do ponto de vista epidemioldgico, os riscos dos piretréides estarem
envolvidos na carcinogénese foram avaliados através de estudos coorte e

caso-controle.

Nos Estados Unidos para investigar os efeitos cronicos de exposicéo a
praguicidas, especialmente o risco de cancer, foi gerado um grande banco de
dados, o Estudo de Saude Agricola (Agricultural Health Study - AHS). A AHS é
um estudo coorte prospectivo, em andamento, que iniciou em 1993 e envolve
89.658 individuos, cadastrados entre 1993 e 1997, licenciados para aplicar
praguicidas (agricultores e aplicadores comerciais), bem como seus conjuges,
residentes nos estados de lowa e Carolina do Norte, onde muitas cidades
rurais e vilas séo circundadas por culturas. Através de questionarios aplicados
no momento da inscricdo e reaplicados periodicamente, importantes dados de

exposicao a praguicidas e desenvolvimento de cancer séo monitorados.

Em 2009, RUSIECKI et al., publicaram os resultados de um segmento
desse grande banco de dados. Eles avaliaram se o risco de cancer estava
relacionado a exposicao a permetrina entre os anos de 1993 e 2004. Para tal,
49.093 aplicadores de praguicidas, inscritos na coorte AHS, foram divididos em
trés grupos: ndo expostos, baixa exposicdo e alta exposicdo a permetrina.
Dentre todos os tipos de cancer avaliados, tanto de tecidos solidos (cancer de
célon, reto, pulméao, prostata, bexiga e melanoma) quanto do sistema linfatico
(leucemias; mieloma multiplo e linfoma ndo-Hodgkin), a Unica associacéo
significativa foi observada com mieloma mdltiplo que apresentou um
comportamento dose-resposta importante. O risco de mieloma mdltiplo foi 4,76
vezes superior em aplicadores mais expostos para o0 numero de dias de
exposicdo do que 0S menos expostos e subiu para 5,72 vezes quando
comparados com os aplicadores de praguicidas que nunca haviam sido
expostos a permetrina. Um aumento semelhante no risco foi observado
também em individuos que, para a intensidade de exposicdo, foram mais
expostos em comparacao com aqueles menos expostos (risco 5,32 vezes) ou
com aqueles nunca expostos ao inseticida permetrina (risco 5,01 vezes).
Devido ao numero de casos incidentes de mieloma (44 casos) ser pequeno,

nao foi excluida a hipotese desta associacao ocorrer devido ao acaso.
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Em outro estudo prospectivo, nesta mesma coorte, ALAVANJA et al.
(2003), avaliaram a relagdo entre 45 praguicidas especificos das classes
inseticida, herbicida, fungicida e fumigantes e o cancer de préstata em 55.332
aplicadores de praguicidas. Segundo os pesquisadores, entre 1993 e 1999, a
incidéncia do cancer de prostata nesta coorte foi aproximadamente 14% mais
alta do que o esperado para a populacao dos dois Estados selecionados e sete
(brometo de metila, clorpirifois, cumafés, forato, butilato e piretrina/piretréides)
dos 45 praguicidas avaliados mostraram uma possivel relacdo com os 566
casos diagnosticados de cancer de prostata neste periodo. Foi observado que,
entre aqueles com historia familiar de cancer de préstata, os aplicadores
expostos aos inseticidas piretrinas/piretréides de uso veterinario apresentaram
um risco 2,38 vezes maior de desenvolverem cancer de préstata, comparados
com aqueles que ndo haviam aplicado piretrina/piretréide em animais, embora
ndo houvesse nenhum risco aumentado entre o0s aplicadores de
piretrinas/piretroides sem uma historia familiar de cancer de prostata. Nao
foram encontradas associacdes entre 0s inseticidas piretrinas/piretréides

utilizados em culturas e o risco de cancer de proéstata.

No entanto, em ano posterior, ALAVANJA et al. (2004) publicaram os
resultados de um estudo envolvendo 57.284 aplicadores de praguicidas e
32.333 conjuges inscritos na AHS no qual foi explorada a associacdo entre a
exposicao a 50 agrotoxicos e o cancer primario de pulméo. Neste estudo, nédo
foram encontradas associacbes entre os 300 casos de cancer de pulmao
diagnosticados entre 1993 e 2001 e a exposicdo prolongada as
piretrinas/piretréides de emprego agricola ou pecuario, independente da idade
e do héabito de fumar ou ndo. Resultados semelhantes foram obtidos por LEE et
al. (2007) que, apesar de terem observado associac¢ao significativas entre dois
inseticidas (aldicarb e fonofos) e os riscos elevados de cancer de colon, e entre
dois o