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RESUMO

ANDRADE, F.H. E. Deteccdo de Inseticidas Piretroides em Tecido Adiposo e
Expresséo Morfolégica de Neoplasia Maligna de Mama em Cadela. Botucatu,
2008. 45p Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho", Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC foi adaptada para
detectar e identificar inseticidas piretroides no tecido adiposo adjacente ao
tumor maligno de mama de 10 cadelas, sem predilecao por raca e idade.
Apés a cirurgia, as massas eram examinadas cuidadosamente para
lesbes neoplasicas malignas. Cinco gramas de tecido adiposo adjacente
ao tumor foram colhidos para demonstracdo de contaminantes
ambientais. Os piretréides identificados foram aletrina, cialotrina,
cipermetrina, deltametrina e tetrametrina, com nivel de contaminacéo de
40%. A histopatologia demonstrou sete cadelas (70%) como carcinoma
complexo, duas (20%) com carcinoma simples e uma (10%) com
carcinoma anaplasico. Desses tumores, (80%) apresentaram grau Ill e
(20%) grau | de agressividade. O nivel de contaminacdo foi observado
nos tumores mais agressivos. Esta foi a primeira demonstragdo que se
tem conhecimento que o nivel de contaminates ambientais pode ser
detectado no tecido adiposo de cadela com tumor maligno de mama, pela
HPLC. O presente resultado sugere que contaminantes ambientais
possam estar envolvidos com o processo de formagao ou associagdo ao
risco de desenvolvimento do cancer de mama de cadela, sendo um

indicador para auxiliar na monitoracéo de piretroides.

Palavra Chaves: Cadela: Carcinogénese quimica; Histopatologia: HPLC;
Neoplasia mamaéria; Piretroide
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ABSTRACT

ANDRADE, F.H. E. Detection of Pyrethroid Insecticides in Adipose
Tissue of Malignant Tumor Mammary Gland of in the Female Dog.
Botucatu, 2008. 45p Tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

High Precision Liquid Chromatography — HPLC was adapted to detect and
identify pyrethroid insecticides in adipose tissue adjacent to malignant
tumor mammary gland tumor in 10 female dogs, without predilection for
breed or age. After surgery, the masses were examined carefully for
malignant neoplastic lesions. Five grams of adipose tissue adjacent to the
tumor were collected for demonstration of environmental contaminants.
The pyrethroids identified were allethrin, cyalothrin, cypermethrin,
deltamethrin and tetramethrin, with a contamination level of 40%. The
histopathology demonstrated seven female dogs (70%) as having complex
carcinoma, two (20%) with simple carcinoma and one (10%) with
anaplastic carcinoma. Of these tumors, (80%) presented aggressiveness
degree lll and (20%) degree |. The contamination level was observed in
more aggressive tumors. This was the first known demonstration in which
the level of environmental contaminants could be detected in adipose
tissue of female dogs with malignant mammary tumor, by HPLC. The
present result suggests that environmental pollutants can be involved with
the formation process or association to the risk of development of female
dog's breast cancer, being an indicator to aid in monitoring pyrethroids.

Key words: Female dog: Chemical carcinogenesis; Histopathology:
HPLC; Mammary neoplasia; Pyrethroid
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1. INTRODUCAO

Os tumores de mama representam 50% de todas as neoplasias que
acometem as cadelas (JOHNSTON et al., 1993; DALECK et al., 1998; OLIVEIRA,
et al., 2003), e destes tumores 41 a 53% sao de carater maligno (GILBERTSON et
al., 1983; MAC EWEN & WITHROW, 1996; O'KEEFE, 1997; MORRISSON, 1998;
SOREMNO, 1998; FONSECA & DALEK, 2000; ZUCCARI, et al., 2004) com
incidéncia de duas a trés vezes maiores do que a observada na mulher (BRODEY
et al., 1983).

Por apresentar vdrias caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e
comportamento biolégico semelhantes aos tumores de mama na mulher, a cadela
vem se tornando um excelente modelo comparativo para o entendimento dos
varios aspectos da carcinogénese para ambas as espécies (MAC EWEN, 1990;
PELETEIRO, 1994).

A causa exata das neoplasias mamarias na mulher e na cadela ainda
permanece em estudo, mas acredita-se que pode decorrer de uma interacao
complexa a susceptibilidade de fatores. Tratando-se de um processo dindmico o
tumor de mama pode ser influenciado por fatores do proprio hospedeiro, como
linhagem, hereditariedade, raca, idade, obesidade e hormbnios ou externos como
a contaminacao ambiental, potencializando ou reduzindo a resposta individual
(SCHNEIDER et al., 1969; HAMILTON et al., 1997, NERURKAR et al.,, 1989;
CASSALLI, 2000; O'BRIEN, 2000; BURINI, 2002; HATAKA, 2004).

Os piretréides estdo entre o0os contaminantes ambientais mais

freqlientes e o0 seu uso vem crescendo exponencialmente nos Uultimos anos



ANDRADE, F. H. E. Introdugdo 3

(MATOS et al.,, 2002; INCA, 2006). Agem no combate e controle de pragas na
agricultura, pecuaria, insetos vetores que parasitam animais de companhia no
ambiente domeéstico. A alta frequéncia no emprego disseminado deste
contaminante, principal suporte dos programas de combate de doencas esta
associado, a sua eficiéncia no controle de pragas e meia vida relativamente curta
(WRIGHT, 1971; WHO, 1976; MARICONI, 1980; GOULART, 2004).

No homem e nos outros animais, 0s piretréides sdo facilmente
absorvidos pelas vias digestoria, respiratoria e cutanea. Uma vez absorvidos séo
distribuidos por diversos tecidos, porém concentram-se principalmente no adiposo.

A IARC inclui os agrotoxicos, principalmente a deltametrina e a
cipermetrina no grupo 3 de periculosidade (IARC, 2005; EPA, 2004), isto €, ndo
conclusivo carcinogénicos para o homem e a OMS classifica a deltametrina como
inseticida moderadamente perigoso.

Os piretréides parecem ndo apresentar potencial cancerigeno para o
homem, porém os estudos sobre esta acdo ndo séo conclusivos. No entanto,
estudos recentes indicam que existem evidéncias suficientes para avaliarmos com
maior cuidado a toxicidade desse composto (KLAASSEN, 2001).

Considerando que se trata de um estudo que ainda néo é utilizado
em Medicina Veterinéria o objetivo deste trabalho foi detectar e identificar os niveis
de inseticidas piretroides em tecido adiposo adjacente ao tumor maligno de mama
de cadela pelo método de HPLC e correlaciona-los com o grau de agressividade

da neoplasia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Consideractes Gerais

Embriologia

No terco inicial da gestacdo a mama de cadela surge ao longo de
cada lado da superficie ventral do feto como um espessamento ectodérmico em
forma de crista que se estende desde o broto do membro anterior até o posterior,
ao longo de cada lado da superficie ventral do feto. A partir deste espessamento
comeca a se estender sélidos corddes epiteliais da epiderme para o interior do
tecido subjacente. Os corddes celulares formam gradativamente ramificacdes dos
ductos primarios primitivos (DYCE et al, 1997; MOORE & PERSAUD, 2004).

A proliferacdo do mesénquima que envolve o broto se eleva e forma
projecOes sobre a superficie corporea. Essas projecdes epidérmicas crescem no
broto mamario no interior do tecido conjuntivo de mamilo e comeca a se canalizar
por volta do nascimento.

Para cada mamilo, que na cadela sdo em numero de cinco pares, ha
um sistema de ductos e orificios separados, cada um associado a massa
glandular (QUEIROGA & LOPES, 2002).

Morfofisiologia

A glandula maméria é uma estrutura que apresenta respostas
variaveis aos horménios esterdides. Sua interacdo hormonal € complexa,
envolvendo os esterdides sexuais que atuam por via autécrina, paracrina e
enddcrina. O estradiol possui importante papel no desenvolvimento das células
ductais e do estroma. A progesterona, em sinergismo com o estradiol e a
prolactina, promove o desenvolvimento e diferenciacdo acinar. O crescimento dos
ductos e do tecido glandular continua apds a puberdade, especialmente durante a
primeira gestacdo, formando tumefacdo que empurra 0 mamilo para fora da

parede corpérea. O processo é controlado por uma interacdo intrincada de varios
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horménios da hipofise, dos ovarios e de outras glandulas endocrinas (SHIDA et al,
2001; MOORE & PERSAUD, 2004).

Cada mama consiste de glandulas alveolares compostas e
individualizadas que possuem aberturas separadas em uma elevagao superficial
cbnica denominada de mamilo. Na época do nascimento, ja se formou um sistema
de ductos rudimentares em cada mama, porém o verdadeiro desenvolvimento é
interrompido neste estagio. Essa interrupcdo € quebrada na puberdade, por
influéncias hormonais, onde os mamilos tornam-se proeminentes, o sistema de
ductos epiteliais desenvolve-se além do estadio rudimentar, mas esta alteracéo
nao é tdo surpreendente quanto ao aumento na quantidade de tecido adiposo. Os
alvéolos secretores ndo se desenvolvem nessa época; eles se formam apenas
durante a gravidez. (SILVERMAN, 1996; PARK & JACOBSON, 1996;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; MOORE & PERSAUD, 2004)

O tecido mamario € um tipo altamente modificado e especializado de
glandula sudoripara apocrina, compostas de diferentes proporcdoes de tecido
adiposo, estroma e epitélio. O epitélio consiste de pequenas estruturas acinares,
associadas em Iébulos, continuas com pequenos e grandes ductos, que se ligam
para formar os ductos lactiferos. Cada ducto lactifero € revestido por epitélio
cilindrico cubico e uma camada externa descontinua de células mioepiteliais, cada
ducto é também envolvido por tecido conjuntivo frouxo alimentado por uma rede
capilar. Esses ductos terminam nos seios lactiferos que se abrem no mamilo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; MOORE & PERSAUD, 2004;
KIERSZENBAUM, 2004).

Ductos coletores contém musculos lisos que drenam o leite para as
cisternas. O ducto lactifero ou canal do teto € desprovido de glandulas e revestido
de epitélio pavimentoso estratificado.

Os lobos apdiam-se em delicado estroma de tecido conjuntivo,
enquanto os ductos estdo envoltos por estroma mais denso, e adipdcitos
envolvem o tecido das mamas. A quantidade de tecido adiposo varia
consideravelmente, dependendo da idade e da constituicido corporal do animal. E

a variabilidade do tecido adiposo a principal responsavel pelas diferencas no
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tamanho global da mama. Enquanto a cadela jovem possui mamas densas e
fibrosas, ja as senis, por outro lado, constituem-se principalmente por tecido
adiposo (HILL'’S, 1999).

A pele que circunda o mamilo, a aureola, predominantemente é
pigmentada e contém glandulas sebaceas que ndo estdo associadas a foliculo
piloso. Todas as células que constituem a mama sao diferenciaveis no que diz
respeito a aspectos ultra-estruturais e moleculares, podendo a expressédo de
moléculas especificas ser utilizadas com um marcador celular.

Na cadela as mamas sdo em numero de 10, dispostas em
alinhamento bilateral que se estendem da regido toracica a inguinal, por isso
denominadas toracicas craniais e caudais, abdominais craniais e caudais e
inguinais. Os mamilos indicam a posi¢ao das glandulas.

A inervacdo das mamas toracicas € realizada pelos nervos
subcutaneos laterais enquanto as abdominais e inguinais séo inervadas pelo feixe
superficial ventral dos trés primeiros nervos lombares. O suprimento sanguineo
das mamas toracicas é realizado pelos ramos cutaneos das artérias intercostais e,
as abdominais e inguinais, pelos ramos das artérias toracicas laterais e
epigastricas superficiais. O trajeto das veias segue 0s mesmos que os das artérias
(LUIZ et al, 2002).

A drenagem linfatica é feita para os linfonodos axilares e para os
inguinais. Essa drenagem pode sofrer variagdo individual, assim como ser

influenciada pelo periodo de lactacéo.

Carcinogénese mamaria em cadelas

A carcinogénese, termo geral utilizado para designar o
desenvolvimento de neoplasias, € um fenébmeno anormal, ativo e descontrolado
que envolve as funcdes de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular
(WEINSTEIN, 1988 e COTRAN et al., 2000). Este processo, no inicio localizado e

que pode se disseminar pelo organismo € consequéncia de alteracdes genéticas
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gue podem ser induzidas por agentes externos, sejam estes quimicos, fisicos e/ou
biologicos (PITOT & DRAGAN, 1991).

O céncer é a segunda causa de morte no mundo em seres humanos
(IARC, 1987; INCA, 2006). No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, o
namero de mortes devido a neoplasias ocupa o segundo lugar, superado apenas
por causas externas e mal definidas e doenca aterosclerdtica cardiovascular e
cerebral. Como agravante, a incidéncia de neoplasias de pulméao e da mama vém
apresentando rapido crescimento (BRASIL MS, 2007; INCA, 2008).

Na medicina veterinaria, o elevado nimero de animais acometidos
por neoplasias demonstra necessidade de realizacdo de estudos na area de
carcinogénese que abordem as causas, 0 comportamento bioldgico, o diagndstico
e fatores modificadores do progndstico das neoplasias. Além disto, o diagndstico
de doencas neoplasicas em cdes tem aumentado consideravelmente aliado a
maior longevidade observada nesta espécie. Isto se deve, em parte, ao maior
desenvolvimento e disponibilidade de manobras preventivas como vacinacdes e
alimentacdo balanceada, mas também devido ao acesso a meios diagnésticos
mais precisos (DE NARDI et al., 2002).

De todos os tipos de tumores observados nos animais domésticos de
pequeno porte, as neoplasias mamarias apresentam as maiores incidéncias,
particularmente em cadelas (MARTINS & FERREIRA, 2003). Em estudo realizado
no estado do Parana, DE NARDI et al. (2002) observaram alta incidéncia de
tumores mamarios em cadelas, sendo que as neoplasias neste tecido
representavam 45,64 % de todos os tumores avaliados entre os anos de 1998 e
2002. Dos 152 casos estudados, 68,4% eram neoplasias malignas e sua maior
incidéncia foi observada em cadelas com idade entre sete e 12 anos. De fato, a
ocorréncia de tumores de mama em cadelas jovens é rara, observando-se
significativo aumento de incidéncia a partir dos oito anos de idade (MIALOT,
1988).

Com relacdo as caracteristicas das neoplasias mamaérias,
localizagcbes mudltiplas podem ser comuns, no entanto 2/3 dos tumores se

desenvolvem nas mamas M4 e M5. De modo geral, cerca de 40% dos casos
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existe associacdo de tumores benignos e malignos. A classificacdo morfoldgica
dos tumores de mama em cadela € muito variavel e, de forma geral, existe um
consenso para a distingdo entre adenomas, carcinomas e tumores mistos
benignos e malignos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, esses tumores
podem ser classificados em benignos, malignos, néo classificados, hiperplasias e
displasias mamarias. Entre os carcinomas estao os carcinomas in situ, carcinoma
complexo, carcinoma simples com subtipos tubulopapilar, sélido e anaplasico e
ainda os carcinomas especiais, que incluem o carcinoma de células fusiformes,
células escamosas, mucinoso e o rico em lipidios. Existem ainda os sarcomas
(osteo e fibrossarcoma), o carcinossarcoma e 0S carcinomas e sarcomas em
tumores benignos (MEUTEN, 2002).

MIALOT (1988) ressalta que 25% a 50% dos tumores mamarios
malignos produzem metastases em um ano apés a remoc¢ao cirdrgica, sendo que
a sobrevida dos animais acometidos pode variar, dependendo do tipo neoplasico,
de semanas a dois anos apds a deteccdo das metastases, que se desenvolvem
preferencialmente nos pulmdes (80%) e nddulos linfaticos (60%).

Quanto a etiologia dessas neoplasias, é destacado o envolvimento
hormonal, especialmente quanto a exposi¢cao do tecido mamario aos estrégenos.
Assim, o risco de desenvolvimento de tumores mamarios € de 0,5% em cadelas
esterilizadas antes do primeiro cio, enquanto para as esterilizadas apds o primeiro
e segundo, o risco € de 8% e 26% respectivamente (MIALOT, 1988). Outros
autores (PELETEIRO, 1994; PEREZ et al.,, 1998; SOREMNO, 1998) ressaltam
gue o risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias em cadelas também esta
relacionado a fatores nutricionais, uma vez que a obesidade no primeiro ano de
vida predispde as fémeas a estas neoplasias. A utilizacdo de dietas inadequadas
nao so resulta em maior deposito de gordura no tecido subcutaneo como também
em aumento nas taxas de conversdao de horménios androgenos em estrogenos
(PINOTTI & TEIXEIRA, 2000).

Nas mulheres, os fatores de risco para o desenvolvimento de
tumores mamarios mais citados sdo: presenca de doenca proliferativa mamaria,

idade avancada, ocorréncia de carcinoma em mama contralateral ou endomeétrio,
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exposicdo a xenoestrogenos, a radiacdo, maior duracdo da vida reprodutiva,
nuliparidade, obesidade e idade avancada na primeira gestacdo. Entre os fatores
etiologicos estdo: 0s genéticos (ja bem definidos na espécie humana), ambientais
e, como observado em cadelas, influéncias hormonais e nutricionais (LESTER &
COTRAN, 1999; PINOTTI & TEIXEIRA, 2000; LAMARTINIERE, 2002; BRODY &
RUDEL, 2003).

Os fatores hormonais, em ambas as espécies, estdo associados ao
excesso de estrégeno enddgeno; especificamente a desregulacdo hormonal e
situacdes que implicam em aumento na exposi¢cdo das células do tecido mamario
ao estrogeno (vida reprodutiva longa, nuliparidade, idade avancada da primeira
gestacdo). Do mesmo modo, os fatores nutricionais sdo os relacionados a
obesidade, que por sua vez estd associada a liberacdo de estrégenos pela
gordura depositada apés a idade adulta; no caso das mulheres, no periodo pés-
menopausa (FONSECA & DALEK, 2000).

Exposicdo a compostos piretroides como fatores de risco para
neoplasias mamarias

H& consideravel interesse publico e cientifico acerca do possivel
papel dos contaminantes ambientais na etiologia das neoplasias de forma geral,
especificamente com relacdo a substancias quimicas sintéticas lancadas no meio
ambiente e com as quais 0s seres vivos tém contato por exposicao direta ou
indireta. Em mulheres, os fatores ambientais tém sido bastante investigados.
Alguns autores ressaltam que os fatores de risco ja estabelecidos (como idade
avancada, menopausa tardia, idade avancada da primeira gestacdo, familiares
com neoplasias maméarias) explicam por volta de 25 a 50% dos casos ocorridos
entre mulheres; sendo que, 0s casos restantes podem estar, de alguma forma,
associados a exposicoes ambientais a agentes quimicos (BAGGA et al., 2000;
SNEDEKER, 2002).

Cada substancia quimica tem um padréo unico de distribuicdo, acéo
e eliminagdo do organismo, com diferente potencial em contribuir ou ndo para

aumento do risco do cancer de mama. Alguns compostos quimicos podem ser
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prontamente metabolizados e eliminados, ao passo que outros sao cumulativos
em tecido adiposo, tornando-se mais concentrados conforme passam pela cadeia
alimentar e sendo acumulados por longos periodos. Em mulheres, existe um
consenso com relagcdo a investigacdo da exposicao a pesticidas e sua correlacédo
com o desenvolvimento de neoplasias mamarias, pois os pesticidas tém ampla
utilizacao e distribuicdo ambiental (SNEDEKER, 2002). Algumas das substancias
conhecidas por induzirem neoplasias mamarias em roedores incluem os solventes
organicos (benzeno, 1,2-dicloroetano), farmacos (reserpina e pesticidas diclorvos)
(LAMARTINIERE, 2002; BRODY & RUDEL, 2003).

Com relacdo aos piretroides, estes sdo inseticidas sintéticos
amplamente utilizados para controle de agentes patogénicos, desde a producéo
agricola até a protecdo da salde humana, porém apesar de suas inameras
vantagens podem causar intoxicacdes em individuos potencialmente expostos as
suas diversas apresentacOes (espirais, sprays, vaporizadores) (KLAASSEN,
2001).

O piretroide é um inseticida natural obtido da percolacdo das flores
de algumas plantas pertencentes a familia Asteraceae, género Chrysanthemun e
espécie cinerariaefolium, um dos mais antigos inseticidas conhecidos pelo
homem, sendo ja utilizado na Mesopotamia, muitos anos antes da era crista.
(PAIVA & MENEZES, 2003).

O piretréides sintéticos sao derivados da sintese de piretrinas que
sdo extraidas dos piretros, extrato Oleo-resinoso, obtido a partir da secagem de
flores do Chrysanthemum. As propriedades inseticidas das piretrinas sao
provenientes de derivados de ésteres cetoalcOolicos dos &acidos piretrdico e
crisantémico. Estes &cidos sdo fortemente lipofilicos e de rapida penetracdo em
insetos e paralisam o sistema nervoso. Ambos, piretrinas e piretroides sintéticos
sdo vendidos como pesticidas comerciais usados para controle de pragas
(insetos) na agricultura, em habitagdes, comunidades, restaurantes, hospitais,
escolas, e como um tratamento tépico de infestacdes de piolhos em cabecas

humanas. Varias formulacdes destes pesticidas sédo freqientemente combinadas
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com outros quimicos conhecidos como sinergistas para aumentar o potencial e a
persisténcia no ambiente (REIGART & ROBERTS, 1999, KLAASSEN, 2001).

Os inseticidas piretréides sdo absorvidos pela pele, por inalagdo e
pelo trato gastrointestinal, e com relacdo a sua acdo toxica, provoca
experimentalmente em ratos, efeitos neuroldgicos provavelmente de origem
periférica. Estas intoxicacdes podem ocorrer com exposicdo a curto, médio ou
longo prazo, crbnica ou aguda, de carater acidental ou intencional, sendo que a
velocidade e quantidade da absorgcé&o nas diferentes vias sdo determinadas pelas
propriedades fisico-quimicas do agente toxico, da formulacdo empregada e por
fatores fisioldgicos e anatbmicos do organismo atingido. A lipossolubilidade,
juntamente com a natureza lipidica das membranas bioldgicas, constitui o fator
mais importante a serem considerado, assim como a presenca de solventes em
sua composicao (LARINI, 2000; SODERLUND et al., 2002).

Muitos piretréides tém sido relacionados com desregulacdo do
sistema endocrino e pode afetar a reproducdo e desenvolvimento sexual,
interferindo também com o sistema imune e aumentando as chances de causar
cancer de mama. Estes sdo xenoestrogenos que podem aumentar a quantidade
de estrogenos no organismo (GAREY & WOLFF, 1998; EJAZ et al., 2004).
Quando testados, os piretréides demonstram significativamente estrogenicidade e
aumento dos niveis de estrogenos nas células de cancer de mama (GO et al,
1999, LAMARTINIERE, 2002; KASAT et al., 2002), Por aumentar a divisao celular,
potencializando a formacao de tumores malignos em mamas.

Com relacdo aos animais domeésticos de pequeno porte, ndo sao
observados dados na literatura a respeito da investigagdo de residuos de
pesticidas piretroides em tecidos corporais. Dessa forma, animais de companhia
COMO 0 CA0 que se encontram expostos ao mesmo ambiente que seres humanos,
favoreceram através deste estudo a investigacdo de contaminantes ambientais, e
a possibilidade de estarem envolvidos com o processo de formag&o ou associagcao

ao risco de desenvolvimento do cancer de mama.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O presente trabalho teve como objetivo detectar inseticidas

piretréides em tecido adiposo adjacente ao tumor maligno de mama de cadela.

3.2. Especificos

Detectar inseticidas piretroides em amostra de tecido adiposo
adjacente ao tumor maligno de mama de cadela pela analise de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC).

Correlacionar os niveis dos piretroides detectados pela HPLC e o

grau de agressividade dos tumores malignos de mama expresso na morfologia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecao dos Animais

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FMVZ—- UNESP Campus de Botucatu e teve também a obtencdo do
consentimento livre e esclarecido pelos proprietarios ou responsaveis pelos
animais.

Os critérios de inclusdo foram: cadelas, sem predilecdo por raca e idade
com tumor de mama, independente de localizacdo da cadeia mamaria, sem
histéria pregressa de cirurgia de mama. Os animais faziam parte do contingente
atendido no setor de Clinica Cirargica de Pequenos Animais (CCPA), do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ/UNESP) de
Botucatu.

4.2. Procedimento

Apo6s exame clinico do animal e registro dos dados, foi realizado o

exame citolégico para diagndstico e triagem das amostras.

Coleta do material e exame citopatologico

Foi realizado apO6s a antissepsia do local, utilizando-se agulhas
hipodérmicas descartdveis 13 x 4,5 mm (insulina) para pun¢do de nddulos
mamarios menores que 1,0 cm e 30 x 7 e 30 x 8 para nddulos cujo diametro
ultrapassasse 1,0 cm; seringas hipodérmicas descartaveis de 10 mL e
citoaspirador de Valeri para acoplamento das seringas. As laminas obtidas do
material citoaspirado foram fixadas em metanol 100% e coradas em Giemsa.
Posteriormente, foram analisadas ao microscopio de luz (ZEISS — Modelo AXIO
Imager Al) nas objetivas de: 10x para verificacdo do controle de qualidade da

amostra; 20x para avaliacdo da expressédo morfolégica das células; e por fim 40x
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para conclusdo do diagnéstico, levando em consideracdo as caracteristicas de
malignidade, segundo McKEE (1997) e RASKIN & MEYER (2003).
Posteriormente, esses diagnosticos foram confirmados pelo exame

histopatolégico.

Procedimento Cirargico

Os animais com diagnaostico citopatolégico de cancer de mama foram
submetidos a nodulectomias, mastectomias parciais ou radicais. As pecas
cirurgicas foram encaminhadas ao Servico de Patologia Veterinaria da
FMVZ/UNESP, campus de Botucatu para andlise anatomopatoldgica.

Exame Histopatologico

De cada peca cirargica antes de ser pesada, mensurada e analisada,
retiraram-se 5g de tecido adiposo adjacente ao tumor. Posteriormente, um
fragmento de 1 cm? de cada tumor foi fixado em formalina tamponada a 10%. A
seguir procederam-se os cortes histolégicos de 0,4 um em micr6tomo rotativo
(Laica — Modelo RM 2155), e os cortes foram submetidos ao método de coloracéo
rotineiro de HE. A leitura do material foi realizada em microscopio de luz (ZEISS —
Modelo AXIO Imager Al), seguindo os critérios de classificacdo adotados pela
Organizacdo Mundial de Saude (HAMPE& MISDORPE, 1971).

Exame Toxicologico

Os 5g de tecido adiposo adjacente ao tumor permaneceram em
refrigeracdo na temperatura de -4° C até o processamento para a analise de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — HPLC, segundo o método de
BISSACOT & VASSILIEFF (1997), modificado. A determinagdo quantitativa das
concentragfes de residuos de piretréides, ocorreu pela extracdo do principio ativo
contido nas amostras de tecido adiposo com o0 solvente organico acetonitrila,

separacao em n-hexano e purificacdo em coluna de silica-gel com n-hexano e éter
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dietilico. Para analise, utilizou-se o cromatografo, modelo CG 480C do Centro de
Assisténcia Toxicolégica, CEATOX do Instituto de Biociéncias/lUNESP — campus
de Botucatu. Para a leitura dos niveis de piretréides foi utilizado um detector
ultravioleta modelo CG 435B com comprimento de onda de 266nm, integrando os
picos padrdo e amostra com 2.0 de atenuacéao, 300 de inclinagcdo numa velocidade

de 10mm/min.

Métodos de Analise Estatitica

De acordo com a natureza das variaveis, optou-se pelo emprego de
médias, desvio padréo, freqléncias expressas em representacfes esquematicas
dos dados.

A analise estatistica realizada baseou-se no teste do Qui-quadrado
(x%) para a verificacdo da existéncia de associacdo ou interdependéncia das
variaveis, adotando-se um a= 5%. Para a averiguacao da estimativa dos niveis de
contaminacdo por piretréides em futuras deteccbes que possam estar presentes
no tecido adiposo de animais, utilizou-se calculo estatistico de probabilidade para
obtencéo das frequéncias.
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5. RESULTADOS

Ao longo da fase de estudo, 10 animais foram incluidos nas analises
assim distribuidos: cinco (50%) eram Sem Raca Definida (SRD), trés (30%) Pastor
Aleméao, um (10%) Cocker Spaniel e um (10%) Teckel. A idade dos animais variou
de 7 a 14 anos, sendo: quatro (40%) entre sete e nove anos, trés (30%) de 10 a
11 anos e trés (30%) de 12 a 14 anos.

A distribuicdo anatbmica do tumor na cadeia mamaria foi: a
localizacdo abdominal oito (60%), foi o local de maior incidéncia, seguida de
toracica duas (20%); e inguinal duas (20%).

No exame citopatoldgico observou-se alta celularidade, o que
permitiu identificar a expressao morfologica das células e selecionar as neoplasias
(Figuras 10 e 11). Posteriormente, os diagnosticos foram confirmados pelo exame
histopatolégico no seguinte padréo: sete (70%) apresentaram-se como carcinoma
complexo e suas variantes, tubulo-papilifero (1), papilifero (1), tubulo-alveolar (1),
sélido (4) e 20% carcinoma simples com as variantes: lobular infiltrativo (1) e
ductal infiltrativo (1); 10% anaplasico. Além disso, foi possivel graduar em graus |
e lll, sendo grau | dois tumores (20%) e grau Il oito tumores (80%), Figuras 1, 2,
3,4,5,6,7e8.

Em cada 59 de tecido adiposo adjacente aos tumores das 10 cadelas
foram detectados piretréides em quatro animais distribuidos da seguinte forma:
uma (10%) cadela SRD, com nivel de 0,82ug/g de tetrametrina (Figura 9 e 10);
uma (10%) Pastor Alem&o com 0,55ug/g de deltametrina e 0,32ug/g de cialotrina;
uma cadela SRD com 0,02ug/g de deltametrina e 0,05ug/g de aletrina e uma
cadela SRD com niveis de 0,03ug/g de cipermetrina (Tabela 1). Nao houve
diferenca significativa entre os animais positivos para deteccdo e identificacéo,
bem como os niveis dos piretrdides. Por outro lado, quando se comparou o nivel
de contaminagdo com a expressdo morfologica das neoplasias, se observou que
0S contaminantes detectados estavam presentes somente nos tumores mais

agressivos.
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O peso corpéreo dos animais com niveis de positividade para
contaminacdo ambiental foi distribuido da seguinte forma: o peso maximo foi de
33,80kg, seguido por 19,00kg, 13,20 kg, e 7,10kg. Em relacdo a este parametro, é
possivel observar que o animal com maior peso corporeo apresentou maior nivel
de contaminacao, 0,87ug/g em tecido adiposo, sendo 0,55ug/g de deltametrina e

0,32ug/g de cialotrina, do que os animais com niveis de contaminacdao inferior.

e

»

Figura 1 -Exame citolégico do tumor maligno de mama de cadela: alta celularidade, células
volumosas, agrupadas em um padrdo alveolar com limites citoplasmaticos indefinidos
secretores, nlcleos abundantes e nucléolos evidentes, cromatina grosseira. Giemsa,
400x.
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Figura 2 - Exame citolégico do tumor maligno de mama de cadela: alta celularidade, células
epiteliais (seta menor) e mesenquimais (seta maior) volumosas, agrupadas e isoladas
com limites citoplasmaticos indefinidos, nucleos abundantes e nucléolos evidentes,
cromatina grosseira intercalada a material amorfo, acidofilico lembrando matriz 6ssea
(cabeca de seta). Giemsa, 400x.
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Figura 3 -Cadela Pastor Aleméao, 11 anos e 6 meses, 26,60kg, negativo para piretréide. Mama
Inguinal Esquerda: Carcinoma complexo/misto, grau |. Produ¢@o de matriz cartilaginosa
(seta), limite bem definido. HE, 200x.
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Figura 4 - Cadela Pastor Alemdo, 10 anos, 33,80kg, 0,87ug/g de piretréide. Mama Abdominal
Cranial Esquerda: Carcinoma complexo, grau |[ll. Produgdo de matriz
cartilaginosa(seta larga), formacéo tubular com padréo alveolar(seta estreita), células
com pleomorfismo e nucléolos evidentes(cabeca de seta). HE, 200x.
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Figura 5 - Cadela SRD, 11 anos e 2 meses, 19,00kg, 0,07ug/g de piretréide. Mama Abdominal
Caudal Esquerda: Carcinoma complexo, grau lll. Producdo de matriz condréide(seta
larga), formacéo tubular com padrdo alveolar(seta estreita), células com pleomorfismo
e nucléolos evidentes e areas de microcalcificagcdo(cabeca de seta). HE, 200x.

I
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Flgura6 Cadela SRD, 12 anos, 7,10kg, 003ug/g de plretr0|de Mama Abdomlnal Caudal
Direita: Carcinoma complexo, grau lll. Producdo de matriz(seta larga), formacao
tubular com padréo alveolar(cabega de seta), células com pleomorfismo e nucléolos
evidentes e areas de esclerose(seta estreita). HE, 200x.

Flgura7 Cadela SRD 9 anos 13 20kg 082ug/g de piretréide. Mama Abdominal Cranial
esquerda: Carcinoma Simples, grau Ill. Padréo lobular com infiltragdo. HE, 200x.
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Incidéncia de Carcinoma de Mama em Cadela
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Figura 8 - O estudo indica em porcentagem a incidéncia da expressdo morfoldgica e a classificagdo do tumor
maligno em mama de cadela associada a analise por HPLC para deteccéo e identificagdo de
piretroides.

|
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Figura 9 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC: Cromatograma do padréo de inseticida
piretréide para detectar e identificar os niveis de contaminagcdo do tecido adiposo
adjacente ao tumor de mama de cadela. A seta vermelha indica o pico de deteccéo.
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| Tempo de reteng&o (min)

Figura 10 - Cromatograma HPLC: Cadela SRD, 9 anos 13,20kg. ldentificacdo do
inseticida piretroide tetrametrina em amostra de tecido adiposo adjacente ao
tumor de mama (carcinoma simples), indicado pela seta (tempo de retencéo =
7,4 min).

TABELA 1. Incidéncia dos niveis de contamintes ambientais presentes no tecido adiposo
adjacente ao tumores malignos de mama de cadela.

PIRETROIDE
Tecido Adiposo

(em 59) Deltametrina Aletrina Cialotrina Tetrametrina Cipermetrina

1 0.00 0.00 0.00 0.82 0.00

2 0.55 0.00 0.32 0.00 0.00

3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

4 0.02 0.05 0.00 0.00 0.00

5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03

9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
z 0.57 0.05 0.32 0.82 0.03
X 0.057 0.005 0.032 0.082 0.003
Desv. Pad. 0.173336538 0.01581 0.1011929  0.259306768 0.009486833

Nao foram observadas associactes ou interdependéncia entre as variaveis, utilizando-se um nivel
de significAncia de 5% de rejeicao.
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TABELA 2. Estimativa dos niveis de contaminagdo por piretroides de futuras amostras.
Freqiiéncias observadas das amostras de tecido adiposo de tumor maligno de mama de cadela.

Tecido Adiposo (em 59)

Piretrdide 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 b2
Deltametrina 0.00 0.55 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.57
Aletrina 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.00 0.05
Cialotrina 0.00 0.32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.00 0.32
Tetrametrina 0.82 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.82
Cipermetrina 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.03

2 0.82 0.87 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 o0.00 1.47

TABELA 3. Estimativa dos niveis de contaminagdo por piretréides de futuras amostras.
Freqiiéncias esperadas das amostras de tecido adiposo de tumor maligno de mama de cadela.

Tecido Adiposo (em 5g)

Piretroide 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 z
Deltametrina 0.3180 0.2133 0.00 0.0271 0.00 0.00 0.00 0.0116 0.00 0.00 0.57
Aletrina 0.0279 0.0187 0.00 0.0024 0.00 0.00 0.00 0.0010 0.00 0.00 0.57
Cialotrina 0.0000 0.0000 0.00 0.0000 0.00 0.00 0.00 0.0000 0.00 0.00 1.14
Tetrametrina 0.4574 0.3068 0.00 0.0001 0.00 0.00 0.00 0.0167 0.00 0.00 2.28
Cipermetrina 0.0167 0.0112 0.00 0.0014 0.00 0.00 0.00 0.0006 0.00 0.00 4.56

Tabela 4. Apresentacdo sumaria e esquematica dos resultados de parametros analisados ao final
do estudo.

N Racas Idade (ano) x+dp Peso (kg) xxdp  Neoplasia Maligna (%)  Piretréides (ug/g)
5 SRD 11,04 £ 2,12 15,40 + 8,34 100 1,55
3 Pastor Alemé&o 9,53+2,34 29,47 + 4,40 100 0,87
1 Cocker Spaniel 9,0 12,20 100 0,00

1 Teckel 12,0 5,20 100 0,00
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6. DISCUSSAO

A tabela 4 representa sumaria e esquematicamente, os resultados
dos parametros analisados ao final desta pesquisa. Para discussédo serao levados
em consideracdo os dados submetidos a estatistica, assim como o fenémeno
biolégico. Para superar as inconsisténcias verificadas nos resultados deste
trabalho, foi desenvolvida uma andlise estatistica sobre o que aconteceria se as
cadelas que ndo apresentaram contaminantes ambientais, permanecendo nos
locais aonde as que exibiram piretréides qual seria o grau de contaminacao
daqueles animais, visto que, as 10 cadelas analisadas nesta pesquisa nao
compartilhavam o mesmo ambiente, eram animais de zona rural e urbana. O uso
destes piretréides abrange tanto no controle de pragas na agropecuaria, como no
meio urbano (KLAASSEN, 2001; NAJERA & ZAIM, 2001).

Tanto em estudos epidemiol6gicos como em ensaios com roedores
tem sido demonstrada a influéncia dos contaminastes ambientais no
desenvolvimento de neoplasia, inclusive na de mama (AMORIM et al. 2002; INCA,
2006; EPA, 2006). Pesquisadores como GAREY & WOLFF, 1998 salienta que os
piretréides podem induzir a quebra da homeostasia de hormdnios como o0s
estrogenos e indiretamente influenciar na proliferacdo celular ou na apoptose,
aumentando ou diminuindo-as nas células epiteliais da mama, e desencadeando o
processo neoplasico.

A investigacdo das neoplasias mamarias em cadelas é de extrema
importancia na medicina veterinéria, ndo s6 devido a elevada incidéncia desses
tumores, mas devido as semelhancas entre a etiologia e o comportamento
bioloégico dessa enfermidade com o tumor de mama na mulher (SCHNEIDER et
al., 1969; HAMILTON et al.,, 1977, NERURKAR et al., 1989; CASSALI, 2000;
O’BRIEN, 2000; BURINI, 2002; HATAKA, 2004).

O presente estudo foi delineado com o objetivo de verificar o possivel
efeito dos piretréides na carcinogénese mamaria de cadela. Como protocolo foi
utilizado 10 cadelas sem distin¢céo por raca e idade, que tivessem o diagndstico de
tumor maligno de mama. A deteccdo e a identificagdo, bem como os niveis dos

diferentes piretrdides no tecido adiposo adjacente ao tumor utilizada neste
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trabalho foi uma adaptacdo dos métodos ja utilizados por BISSACOT &
VASSILIEFF (1997) que para a leitura de niveis de piretréides utilizou um detector
ultravioleta com comprimento de onda de 266nm. Essa adaptacao foi necessaria,
porgue até o momento, ndo existe na literatura especializada no assunto utilizando
a técnica de HPLC em tecido adiposo de cadelas com tumor de mama maligno.
Trata-se de um trabalho pioneiro.

A utilizacdo de duas técnicas de diagndstico, exame citopatolégico e
0 exame histopatolégico nesse trabalho, selecionaram os tumores de mama e
evidenciou a expressao morfologica dos critérios celulares de malignidade. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por HAMPE & MISDORPE
(1971); McKEE (1997) e RASKIN & MEYER (2003). Em vista disso, informacdes
importantes ao clinico ou cirurgido possibilitam esses profissionais adotarem uma
melhor estratégia terapéutica para cada caso. Como se tratava de tumor de mama
a excisao cirurgica foi a conduta escolhida o que permitiu a coleta de tecido
adiposo adjacente aos tumores para a deteccdo e identificacdo dos niveis de
contaminagao ambiental.

Com relacdo a raca, apesar da maioria dos animais serem SRD
(cinco), ndo se pode considerar predisposicao racial, visto que outras racas
também exibiram neoplasia. Esta observacédo esta de acordo com outros autores
que atualmente vém aceitando a idéia de que a predisposi¢do de ragas portadoras
de cancer de mama relaciona-se mais aquelas populares em determinada regido
do que a uma possivel predisposicdo racial (CASSALI, 2000; BURINI, 2002;
HATAKA, 2004). Alguns autores citam a ocorréncia mais freqiente em animais de
grande porte e, parece nao existir relagdo entre raca e neoplasia. No que diz
respeito a idade de maior incidéncia em que a cadela podera desenvolver tumor
maligno de mama, o0s autores especializados no assunto sdo unanimes em
considerar que 0s animais com idade a partir de sete anos sdo 0s mais
susceptiveis (BURINI, 2002; QUEIROGA & LOPES, 2002; OLIVEIRA et al., 2003;
HATAKA, 2004;). A faixa etaria dos animais utilizados nesta pesquisa variou de 7

a 14 anos, estando de acordo com os resultados encontrados por estes autores.
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Atualmente, no que diz respeito a distribuicAo anatébmica das
neoplasias mamarias na cadela os pesquisadores tém demonstrado grande
interesse, indicam que a maior incidéncia desses canceres esta localizada nas
mamas abdominais e inguinais, sem, contudo explicarem a tal predilecdo
(MOULTON, 1990; MAC EWEN & WIYHROW, 1996; FONSECA, 1999; BURINI,
2002; QUEIROGA & LOPES, 2002; FERREIRA & CASSALI, 2003; HATAKA,
2004). Neste trabalho, a distribuicdo anatémica do tumor na cadeia mamaria das
cadelas ndo foi diferente das encontradas pelos ja citados autores.

Segundo o tipo mais frequente de neoplasias malignas
desenvolvidas na mama de cadela € o carcinoma simples, seguido pelo carcinoma
complexo e por fim o anaplasico, independente da localizacdo anatdbmica na
cadeia mamaria. De maneira diferente foram os resultados encontrados neste
trabalho, pois o tumor de maior incidéncia foi o do tipo complexo com suas
subclassificacdes, seguido pelo simples também com suas subclasses e por o
anaplasico. No entanto, estudos desenvolvidos nas mesmas condi¢cdes por nosso
grupo de pesquisa, também encontrou resultados semelhantes (BURINI, 2002;
OLIVEIRA et al., 2003; HATAKA, 2004).

Os piretroides séo inseticidas sintéticos utilizados no ambiente
agricola e urbano para controlar insetos vetores, visando o bem estar da saude do
homem e de outros animais (GO et al, 1999; LARINI, 2000). Apesar das
vantagens, em 2005, a IARC inclui os pesticidas piretréides, principalmente a
deltametrina e a cipermetrina no grupo lll, isto €, ndo conclusivo para o potencial
carcinogénico, tanto em estudo epidemiolégico como em modelo experimental e a
OMS classifica a deltametrina como inseticida moderadamente perigoso, sendo
sua dose diaria aceitavel (ADI) de 0,010 mg/kg).

Os resultados obtidos nessa pesquisa quanto a presenca de
pesticidas piretroides no tecido adiposo das cadelas com cancer de mama foram
de 40%. Entre eles, detectaram-se a tetrametrina, deltametrina, cialotrina, aletrina
e cipermetrina. Destes cinco tipos de piretréides detectados, dois estdo inclusos
na lista de periculosidade devido a toxicidade aguda, tanto da IARC quanto da

EPA. Apesar desses oOrgaos reguladores sobre o uso de piretréides nao
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concluirem a respeito do nivel de exposicdo a um possivel efeito carcinogénico.
Na presente pesquisa, € de extrema importancia o fato desses contaminantes
terem sido detectados e identificados nos tumores classificados como os de maior
grau de agressividade, visto que GO et al., (1999) afirmou que os piretréides
guando analisados demonstram significativa estrogenicidade em células de cancer
mamario. Tumores estes capazes de sobreviver e de se multiplicar
indefinidamente, invadir tecidos vizinhos e promover metastases.

Embora o nimero reduzido de amostra, parece que esses pesticidas
interferem no comportamento biolégico dessas neoplasias. Para dar consisténcia
a este numero reduzido de animais, optou-se por um método estatistico de
frequéncias, para estimativa futura do nivel de contaminacdo dos individuos aos
piretréides encontrados nesta pesquisa (Tabelas 2 e 3) (ANDRADE, 2008).

Na mulher, existem investigacdes epidemiolégicas com relacdo ao
papel das medidas antropométricas, inclusive peso ou indice de massa corporal,
ganho de peso, localizac&o topografica do tecido adiposo relacionado com o risco
de desenvolvimento de neoplasia de mama. (MATHE, 2000). De forma
semelhante, em cadelas ja foi demonstrado que quando magras exibem menor
incidéncia de desenvolverem tumor de mama quando comparadas as cadelas
obesas, desta forma fatores nutricionais podem estar envolvidos no
desenvolvimento de tumores (PINOTTI & TEIXEIRA, 2000; JERICO &
SCHEFFER, 2002; STREIFF et al.,, 2002). No presente trabalho, os resultados
estdo de acordo com os encontrado pelos autores ja citados, visto que, o animal
de maior peso corporal (33,8kg) apresentou cancer de mama do mais alto grau de
agressividade (Grau Ill). Além disso, nesse animal foi observado mais um
agravante que foram a deteccdo e identificacdo de diferentes piretréides,
deltametrina (0,55ug/g) e cialotrina (0,32ug/g), sendo a deltametrina né&o
conclusivo com relacdo ao papel no processo de carcinogénese quimica (IARC,
2005). Esse resultado vem corroborar a associacao de outros fatores no processo

da carcinogénese mamaria na cadela.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢cbes em que foi desenvolvido o trabalho pode-se concluir que:

Considerando que a metodologia da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) adaptada para detectar, identificar e dosar os niveis de contaminacao
ambiental no tecido adiposo adjacente de tumores malignos de mama de cadela
mostrou-se apropriada na utilizacdo para determinar o grau de contaminacgao

ambiental nas cadelas que possam desenvolver tumor de mama.

Considerando que o maior grau de agressividade dos carcinomas era nos
animais que exibiram os niveis mais altos de contaminacdo ambiental e que
estes dados tiveram o suporte de métodos estatisticos para os resultados atuais,
bem como para uma estimativa futura pode-se estabelecer a associagcéo entre a

presenca de piretréides e o comportamento bioldgico do tumor.

Considerando que a grande proporcdo de neoplasia é atribuida a fatores
ambientais, entre eles as substancias quimicas, esse trabalho demonstrou que o
cdo amigo inseparavel do homem, por compartilhar o mesmo ambiente pode
servir como um modelo comparativo para auxiliar na identificacdo e no controle
do uso em altas doses destes piretréides, substancias desreguladoras do sistema
enddcrino, o que seria possivel a prevencdo da maioria das neoplasias que
possam estar associadas a exposicado a tais compostos, além de favorecer um

entendimento melhor quanto a forma de tratar os canceres.
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8. PERSPECTIVAS

Os presentes resultados sugerem as seguintes linhas para

desenvolvimento posterior:

« Aumentar o numero de casos para determinar o possivel papel dos
contaminantes ambientais no potencial carcinogénico das neoplasias mamarias de

cadelas.

» Realizar estudos utilizando modelos experimentais em que o end-
point seja o desenvolvimento de tumores a fim de se confirmar as evidéncias
deste trabalho de que os piretroides potenciam a ac¢do de outros fatores na

progressao da carcinogénese mamaria.

» Averiguar possiveis lesées do DNA de células epiteliais mamarias

de animais que apresentem niveis de contaminac&o por piretréides.
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Detection of Pyrethroid Insecticides in Adipose Tissue of Malignant Tumor Mammary
Gland of in the Female Dog.

Abstract

High Precision Liquid Chromatography — HPLC was adapted to detect and identify pyrethroid
insecticides in adipose tissue adjacent to malignant tumor mammary gland tumor in 10 female
dogs, without predilection for breed or age. After surgery, the masses were examined carefully
for malignant neoplastic lesions. Five grams of adipose tissue adjacent to the tumor were
collected for demonstration of environmental contaminants. The pyrethroids identified were
allethrin, cyalothrin, cypermethrin, deltamethrin and tetramethrin, with a contamination level of
40%. The histopathology demonstrated seven female dogs (70%) as having complex carcinoma,
two (20%) with simple carcinoma and one (10%) with anaplastic carcinoma. Of these tumors,
(80%) presented aggressiveness degree Il and (20%) degree I. The contamination level was
observed in more aggressive tumors. This was the first known demonstration in which the level
of environmental contaminants could be detected in adipose tissue of female dogs with malignant
mammary tumor, by HPLC. The present result suggests that environmental pollutants can be
involved with the formation process or association to the risk of development of female dog's
breast cancer, being an indicator to aid in monitoring pyrethroids.

Key words: Female dog: Chemical carcinogenesis; Histopathology: HPLC; Mammary
neoplasia; Pyrethroid
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Introduction

Currently, mammary tumors represent 50% of all neoplasias that afflict female dogs
(Johnston, 1993; Dalek et al., 1998; Oliveira, et al., 2003), and of these tumors 41 to 53% are of
malignant character (Gilbertson et al., 1983; MacEwen and Withrow, 1996; O’Keefe, 1997
Morrisson, 1998; Sorenmo, 1998; Fonseca and Dalek, 2000; Zuccari, et al., 2004) with incidence
two- to three-fold greater than that observed in women (Brodey et al., 1983). By presenting
various epidemiological and clinical characteristics as well as biological behavior similar to
mammary tumors in women, the female dog presents an excellent comparative model for
understanding various aspects of carcinogenesis in both species (MacEwen, 1990; Peleteiro,
1994). The exact cause of mammary neoplasias in women and in female dogs is still being
researched, but it is believed that they may result from a complex interaction of susceptibility
factors. Given that it is a dynamic process, the mammary tumor can be influenced by internal
host factors such as genetics, age, breed, obesity and hormones or externalities like
environmental contamination that can enable or reduce the individual response (Schneider et al.,
1969; Hamilton et al., 1997; Nerurkar et al., 1989; Cassali, 2000; O’Brien, 2000; Burini, 2002;
Hataka, 2004). The pyrethroids are among environmental contaminants whose use has grown
exponentially in recent years (Matos et al., 2002; Inca, 2006). They act to control pests in
agricultural, ranching, pets and other domestic animals. The high frequency in the disseminated
application of this contaminant is associated with its efficiency in pest control and its relatively
short half-life (Wright, 1971; Who, 1976; Mariconi, 1980; Goulart, 2004). In humans and other
animals pyrethroids are readily absorbed cutaneously and in the digestive and respiratory tracts.
Once absorbed they are distributed to diverse tissues, but are concentrated principally in adipose

tissue. IARC includes agrotoxins, principally deltamethrin and cypermethrin in group 3 of risk
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level, that is, non-conclusive carcinogenics for humans while the WHO classifies deltamethrin as
a moderately dangerous insecticide (larc, 2005; Epa, 2004). Pyrethroids do not appear to present
cancerigenic potential to man, but studies on this action are inconclusive. Nevertheless, recent
studies indicate that sufficient evidence exists to evaluate the toxicity of this compound with
greater caution. Considering that this research line is still unutilized in veterinary medicine, the
present study aimed to detect and identify levels of pyrethroid insecticides in female dog adipose
tissue adjacent to malignant mammary tumor by the HPLC method and correlate these
contaminants with the aggressiveness degree of the neoplasia.

Material and Methods

This research protocol was approved by the Research Ethics Committee of FMVZ-
UNESP Campus at Botucatu having also obtained the free and clear consent of the dog owners or
those otherwise responsible for these animals. The inclusion criteria were: female dogs, without
predilection for breed or age, with mammary tumor, independent of mammary chain localization,
without prior history of mammary surgery. The animals were among those attended in the Small
Animal Clinical Surgery sector (CCPA), of the Veterinary Hospital in the School of Veterinary
Medicine and Zootechnics (FMVZ/UNESP) de Botucatu. After clinical examination of the
animal and registration of data, cytological exam was accomplished for diagnosis and triage of
samples.

Then local anesthetic was applied, utilizing disposable hypodermic needles 13 x 4.5 mm
(insulin) for puncture of mammary nodules smaller than 1.0 cm and 30 x 7 and 30 x 8 for nodules
whose diameter surpassed 1.0 cm; disposable hypodermic syringes of 10 mL; Valeri cell
aspirator was coupled with syringes. The slides obtained of aspirated cell material were fixed in
methanol 100%, colored in Giemsa, and subsequently, analyzed under a light microscope (ZEISS

— Model AXIO Imager Al) at the following objectives: 10x to verify quality control of the
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sample; 20x to evaluate morphological expression of cells; and finally 40x to conclude the
diagnosis, taking into account the malignancy characteristics according to McKee, 1997 and
Raskin and Meyer, 2003. These diagnoses were later confirmed by histopathological exam.

The animals with cytopathological diagnosis of mammary cancer were submitted to the
surgical procedure of nodulectomies or partial or radical mastectomies. Surgical pieces were
forwarded to the Veterinary Pathology Service of FMVZ/UNESP, campus at Botucatu for
anatomopathological analysis.

Before each surgical piece was weighed, measured and analyzed, 5g of adipose tissue,
adjacent to the tumor, was removed. Then a fragment of each tumor was fixed in 10% buffered
formalin. Next, histological cuts of 0.4 micrometers were processed in a rotating microtome
(Laica — Model RM 2155). The cuts were submitted to the HE routine coloration method. The
reading of the material was accomplished in a light microscope (ZEISS — Model AXIO Imager
Al), following the classification criteria adopted by the World Health Organization (Hampe and
Misdorpe, 1974).

The 5g of adipose tissue adjacent to the tumor remained refrigerated at -4° C temperature
until processing for analysis by High Precision Liquid Chromatography — HPLC, following the
method of Bissacot and Vassilieff (1997), with modification. Pyrethroid residue concentrations
were determined via extraction of the active principle contained in adipose tissue samples with
acetonitrile organic solvent, separation in n-hexane and purification in silica gel column with n-
hexane and diethyl ether. The chromatograph utilized for analysis, model CG 480C, was from the
Center for Toxicological Assistance (Centro de Assisténcia Toxicoldgica), CEATOX of the
Biosciences Institute/UNESP — campus at Botucatu. The reading of pyrethroid levels was
accomplished with ultraviolet detector model CG 435B with 266nm wavelength, integrating

standard peaks and sample with attenuation of 2.0 and slope of 300 at a velocity of 20mm/min.
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Due to the nature of the variables, the following parameters were chosen: means,
standard deviations, tables and graphs.

The statistical analysis employed was based on the chi-square test to verify the existence
of an association or interdependence of variables, adopting a= 5%. To investigate the estimates
for pyrethroid contamination levels of future detections that may be present in adipose tissue of
animals, statistical probability was calculated to obtain the frequencies.

Results

The guidelines employed, such as animal selection and mammary tumor diagnostic
techniques, tissue collection procedure, employment of HPLC technique modification for
detection and identification of different pyrethroids, and contamination levels obtained, were well
elaborated, in other words, without any occurrence that could interfere in the results.

Throughout the study period there were 10 animals distributed as follows: five (50%)
were of undefined breed (mongrel), three (30%) German Shepherd, one (10%) Cocker Spaniel
and one (10%) Teckel. Animal age varied from 7 to 14 years as follows: four (40%) between
seven and nine years, three (30%) from ten to eleven years and three (30%) from twelve to
fourteen years.

The anatomical distribution of the mammary chain tumors in female dogs was: eight
abdominal (60%), the location of greatest incidence, followed by two thoracic (20%); and two
inguinal (20%).

In general, the cytopathological exam showed rich cellularity, and it was possible to
identify morphological expression of the cells and select the neoplasias. Subsequently, these
diagnoses were confirmed by histopathological exam in the following pattern: seven (70%)

presented complex carcinoma and its variants, tubule-papilliferous (1), papilliferous (1), tubule-
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alveolar (1), solid (4) and 20% simple carcinoma with variants: lobular infiltrative (1) and ductal
infiltrative (1); 10% anaplastic. Furthermore, it was possible to grade each into degree | and IlI,
with two tumors being of degree one (20%) and eight tumors of degree three (80%).

In each 5g of adipose tissue adjacent to tumors of the 10 female dogs, pyrethroids were
detected in four animals distributed in the following manner: one (10%) undefined breed female
dog, with 0.82ug/g level of tetramethrin; one (10%) German Shepherd with 0.55ug/g of
deltamethrin and 0.32ug/g of cyalothrin (Graph 1); one undefined breed female dog with
0.02ug/g of deltamethrin and 0.05ug/g of allethrin and one female dog undefined breed with
0.03pg/g of cypermethrin. There was no significant difference between the animals positive for
detection and identification, as well as the levels of pyrethroids. On the other hand, when
contamination level is compared with morphological expression of neoplasias, it was observed
that the contaminants detected were present only in more aggressive tumors.

The body weight of animals with levels defined as positive for environmental
contamination was distributed as follows: the maximum weight was 33.80kg, followed by
19.00kg, 13.20 kg, and 7.10kg. In relation to this parameter, it is possible to observe that the
animal with the highest body weight presented the greatest contamination level, 0.87ug/g in
adipose tissue, with 0.55ug/g of deltamethrin and 0.32ug/g of cyalothrin.

Discussion
Table 1 represents a summary and schematic of the results of parameters analyzed at the

end of the study. For the discussion, data submitted to statistical analysis will be taken into
account along with the biological phenomenon. To overcome the inconsistencies verified in the
results of the present work, statistical analysis was developed on what would happen if the female
dogs that did not present environmental contaminants would stay in locations where other

pyrethroid-positive dogs stayed, specifically, what would be the degree of contamination in those
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animals, given that the 10 female dogs analyzed in the present study did not share the same
environment, being animals of the rural and urban zones. The use of these pyrethroids includes
pest control as much in farming and ranching as in the urban setting (Klaassen, 2001; Najera and
Zaim, 2001).

Both epidemiological studies and tests on rodents have demonstrated the influence of
environmental contaminants on neoplasia development, including in the breast (Amorim et al.
2002; Inca, 2006; Epa, 2006). Researchers including Garey et al., 1998 emphasize that
pyrethroids can induce a breakdown in the homeostasis of hormones such as estrogens and

indirectly influence cell proliferation or apopto
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Utilization of the two diagnostic techniques, the cytopathological exam and
histopathological exam, in the present work, selected the mammary tumors and evidenced the
morphological expression of cellular criteria of malignancy. These results are in agreement with
those found by Hampe and Misdorpe, 1974; Mckee, 1997; Raskin and Meyer, 2003. In this
context these important findings enable the clinician or surgeon to delineate a better therapeutic
strategy for each case. As this was a mammary tumor, surgical excision was the conduct chosen,
which permitted the collection of tissue adjacent to the tumors for the detection and identification
of environmental contaminant levels.

In the present work, despite the majority of animals being undefined breed (five), breed
bias cannot be considered given that neoplasia was also exhibited in other breeds. This
observation agrees with those of other authors that are currently accepting the idea that breed
variation in carriers of mammary cancer is related more to relative popularity in a given region
than to possible breed predilection (Cassali, 2000; Burini, 2002; Hataka, 2004). However, some
authors cite the more frequent occurrence in large-sized animals. Therefore, in reality, no
relationship appears to exist between breed and neoplasia. On the other hand, with regard to the
age of highest incidence in which the female dog could develop malignant mammary tumors,
authors specializing in the subject are unanimous in considering that those aged at least seven
years are the most susceptible (Burini, 2002; Queiroga and Lopes, 2002; Hataka, 2004; Oliveira,
2003). The age range of animals utilized in the latter study varied from 7 to 14 years, in accord
with the results found by these authors.

Currently, the researchers showing great interest in the anatomical distribution of female
dog mammary neoplasias indicate that the highest incidence of these cancers is of abdominal and
inguinal localization, but without explaining this predilection (Mouton, 1990; MacEwen and

Withrow, 1996; Fonseca, 1999; Burini, 2002; Queiroga and Lopes, 2002; Ferreira and Cassali,
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2003; Hataka, 2004). In the latter work, the anatomical distribution of the tumor in the mammary
chain of female dogs did not differ from the distributions found by the authors already cited.

The most frequent malignant neoplasia types developed in the female dog breast is simple
carcinoma, followed by complex carcinoma and finally anaplasia, independent of anatomical
localization in the mammary chain, according to Burini, 2002; Oliveira, 2003; Hataka, 2004.
Results were found in a different manner in the latter work since the tumor of greatest incidence
was of the complex type with its subclassifications, followed by simple also with its subclasses
and, finally, anaplastic. Nevertheless, studies developed under the same conditions by our
research group also encountered similar results (Burini, 2002; Hataka, 2004).

Pyrethroids are synthetic insecticides utilized in agriculture and in the urban
environment to control pathogens, aiming at the healthy well-being of humans and other animals
(Go et al., 1999; Larini, 1999). Despite the advantages in 2005, the IARC included the pyrethroid
pesticides, principally deltamethrin and cypermethrin, in group 3, that is, not conclusive for
carcinogenic potential, both in epidemiological research and in the experimental model, while the
WHO classifies deltamethrin as a moderately dangerous insecticide, with its daily acceptable
dose being 0.010 mg/kg).

The results obtained in the present study detected 40% presence of pyrethroid pesticides
in adipose tissue of female dogs with mammary cancer. Among these were tetramethrin,
deltamethrin, cyalothrin, allethrin and cypermethrin. Of these five pyrethroid types detected, two
are included in the high-risk list, both of the IARC and EPA, although these regulatory
organizations did not conclude what exposure level constitutes carcinogenic potential. In the
present research, it is extremely important that these contaminants had been detected and
identified in tumors classified as higher aggressiveness degree. These tumors have the capacity to

survive and multiply indefinitely, invading neighboring tissues and promoting metastases.
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Despite the reduced animal number in the sample, it appears that these pesticides interfere
in the biological behavior of these neoplasias. To give consistency to this reduced number, a
statistical method was chosen that provides a future estimate of pyrethroid contamination level of
individuals found in the present study.

There are epidemiological investigations on women in relation to the role of
anthropometric measures including weight or body mass index, weight gain, topographic
localization of adipose tissue related to the risk of neoplasia development in the breast. (Mathé,
2000). Similarly, it has already been demonstrated that when thin female dogs exhibit lower
incidence of mammary tumor development than their obese counterparts, nutritional factors can
thus be involved in developing tumors (Pinotti and Teixeira, 2000; Jericé and Scheffer, 2002;
Streiff et al., 2002). In the present study, the results are in accord with those found by the authors
already cited, given that the animal of greatest body weight (33.8kg) presented mammary cancer
of the highest aggressiveness degree (Degree 111). Furthermore, this animal presented one more
aggravating factor besides detection and identification of the different pyrethroids such as
deltamethrin (0.55ug/g) and cyalothrin (0.32ug/g). As already commented, deltamethrin is
included in group 3 by the IARC and as inconclusive in relation to its potential role in the process
of chemical carcinogenesis. Yet the WHO classifies the same chemical compound as a
moderately dangerous insecticide. This result corroborates the association of factors in the
mammary carcinogenesis process in the female dog.

Conclusions

The High Precision Liquid Chromatography (HPLC) methodology adapted to detect,
identify and dose the environmental contamination levels in adipose tissue adjacent to carcinoma
in the female dog was shown to be appropriate for determining the degree de environmental

contamination in female dogs that develop mammary tumor. Considering that the highest degree
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of carcinoma aggressiveness was in animals that exhibited the greatest degree of environmental
contamination and that these data were supported by statistical methods for the current results, as
well as by a future estimate, an association can be established between the presence of
pyrethroids and the biological behavior of the tumor. Considering that the major proportion of
neoplasias is attributed to environmental factors, among them the chemical substances studied in
the present work, it was demonstrated that the dog, the inseparable friend of mankind, by sharing
the same environment, can serve as a comparative model to aid in the identification and control
of indiscriminate use of these pyrethroids, which would enable prevention of the majority of

neoplasias or better understanding of strategies for treating such cancers.
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Figure Captions

Detection of Pyrethroid Insecticides in Adipose Tissue of Malignant Tumor
Mammary Gland of in the Female Dog.

Graphic 1 - Chromatogram HPLC: female mongrel, 9 years old, 29,14lb. Pyrethroid
Tetramethrin Inseticide identification in adipose sample adjacent to the breast tumor
(simple carcinoma) indicated by the arrow (time of retention = 7,4")

Table 1- Summary presentation and schematic of results of parameters analyzed at
the end of the study.
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Detection of Pyrethroid Insecticides in Adipose Tissue of Malignant Tumor
Mammary Gland of in the Female Dog.

Graphic 1

- 8%8
212




ANDRADE, F. H. E. Artigo Cientifico - Anexos 21

Detection of Pyrethroid Insecticides in Adipose Tissue of Malignant Tumor
Mammary Gland of in the Female Dog.

Table 1

N Breeds Age (years)  Weight (kg) Malignant Tumor (%) Pyrethroids (ug/g)
5 Mongrel* 11,04 £2,12 15,40 + 8,34 100 1,55

3 German Shepherd 9,53+2,34 29,47 +4,40 100 0,87

1 Cocker Spaniel 9,0 12,20 100 0,00

1 Teckel / Dachshund 12,0 5,20 100 0,00

* undefined breed.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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