Elenice Pertile'

Mario Ivan Matias'
Zuleide da Silva Ribeiro!
Julia Poeta®

Cristian Roncada'

Experimental and
epidemiological evidences
between exposure

to pesticides and the
development of breast cancer

ABSTRACT | Introduction:

Breast cancer is a disease of high incidence
worldwide. 1ts canses are associated

with environmental and genetic factors.

A possible environmental relationship
concerns exposure to agricultural pesticides.
Objectives: This paper aims to analyze
the main studies that assess the exposure to
pesticides associated with breast cancer in
women. Methods: A systematic review
was conducted to identify key studies linking
exposire to pesticides to breast cancer.
Research logic was applied in the PubMed,
SciELO and Science Direct databases.
For the articles selection, three researchers
independently analyzed the inclusion and
exclusion criteria. The result was also
assessed by a fourth reviewer. Results: In
total, 273 articles were retrieved through
electronic searches. Initially 55 articles were
excluded due to duplicity, and 148 becanse
they were not observational or experimental
studies. Seventy articles were pre-selected
and from those, 54 were excluded becanse
they did not fit in the inclusion criteria.
Thus, 16 clinical studies, case studies and
eight observational studies were included for
analysis. Both show evidence of increased
incidence of breast cancer for exposure fo
pesticides. Conclusion: We consider that
pesticides, especially organochlorines and
organgphosphates, can induce transformation
and proliferation of malignant mammary
cells. A wider range of policies regarding the
use of pesticides nust be created as well as
better health care for the farm workersmust
be considered when dealing with these
substances.

Keywords | Pesticides; Breast cancer;
Exposure to pesticides.

| Evidéncias experimentais e
epidemiologicas entre exposicdo aos
agrotoxicos e o desenvolvimento de
cncer de mama

RESUMO | Introdugio: O cincer de mama é uma doenca de elevada incidéncia
mundialmente. Suas causas estdo associadas aos fatores ambientais ¢ genéticos.
Uma possivel relagio ambiental diz respeito a exposi¢ao aos agrotoxicos agricolas.
Objetivo: Analisar os principais estudos que avaliam fortes evidéncias experimentais
epidemiolégicas da exposi¢do ao agrotdxico com o cincer de mama em mulheres.
Métodos: Trata-se de uma revisdo sistematica em que foi aplicada uma légica de
pesquisa nas bases de dados PubMed, Scielo e ScienceDirect. Para selecio dos
artigos, trés pesquisadores analisaram de forma independente os critérios de
inclusio e exclusio, sendo analisados por um quarto revisor. Resultados: No total,
foram recuperados 273 artigos, por meio das buscas eletronicas. Inicialmente, 55
artigos foram excluidos, em virtude de duplicidade, 148 por nio se tratarem de
estudos observacionais ou experimentais. Foram pré-selecionados 70 artigos e,
destes, 54 foram excluidos por nio se enquadrarem nos critérios de inclusdao. Assim
foram incluidos para analise 16 estudos clinicos, sendo oito estudos experimentais e
oito observacionais, e ambos demonstram evidéncias do aumento da incidéncia do
cincer de mama a exposicio ao agrotoxico. Conclusdao: Ambas as metodologias
mostram os mesmos resultados, apresentando fortes evidéncias de que alguns
tipos de agrotdxicos levam a indugdo ou a proliferagio do cancer de mama.
Considerando que os agrotéxicos organoclorados e os organofosforados podem
induzir a transformagio e a proliferacio de células mamarias de carater maligno,
devem ser criadas politicas de fiscalizacio e cuidados a saude dos agticultores.

Palavras-chave | Praguicidas; Cancer de mama; Exposicio a praguicidas.
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INTRODUGAO |

O cancer de mama ¢ um tipo de neoplasia maligna que
acomete as mulhetes de todo o mundo!, tanto em paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento, e
¢ a maior causa de mortes por cincer’. Nos tltimos 40
anos, a sobrevida tem aumentado cerca de 80% em paises
desenvolvidos e de 50 a 60% nos em desenvolvimento®.
Em 2016, no Brasil, sao esperados 57.960 casos novos de
cancer de mama. No ano de 2013 foram 14.388 mortes por
cancer de mama, sendo 181 homens e 14.206 mulheres, e
em 2014 totalizaram 14.786 mortes por cancer de mama,
dos quais 161 sio homens e 14.622, mulheres*.

A maioria das mulheres possui pouco conhecimento sobre
os fatores de risco pata o cancer de mama’. Mesmo as que
possuem conhecimento de, pelo menos, um fator de risco,
nio adotam as praticas de prevenc¢io®. Ter conhecimento
desses fatores de risco nio é considerado, contudo, critério
suficiente para a mudanca de habitos e comportamentos’.
No entanto, tem-se a preocupa¢do de identificar esse
conhecimento sobre os fatores de risco, a fim de aplicar
medidas educativas para a populacdo, estimulando tais
mudancas de comportamento, visando, assim, minimizar

os tiscos pata o cancer de mama®.

Nos

carcinogeénicos, tais como: amianto, silica, solventes

ambientes de trabalho existem varios agentes

aromaticos, metais pesados, radiacio ionizante e
alguns tipos de agrotoxicos’, cujos efeitos podem ser
potencializados se somados a outros fatores de risco para o
cancer de mama, como a polui¢ao ambiental, dieta rica em
gorduras, consumo exagerado de alcool, fatores biolégicos,
como o proptio envelhecimento, e o tabagismo'”. Devemos
ressaltar que a exposicdo por longo tempo e o inicio dos
sintomas clinicos dificultam o estabelecimento causal entre
exposicdo aos agrotoxicos ¢ o cancer, devido a etiologia
multifatorial deste ultimo''. Sendo assim, a utilizacio de
varios componentes ativos de substancias quimicas téxicas
aplicadas na agricultura, acompanhada com a exposicdo
prolongada podem ser alguns dos fatores promotores dessa
neoplasia'?. Observando tais fatores de risco, esta revisdo
sistematica tem como o principal objetivo analisar estudos
experimentais e epidemiologicos que apresentam fortes
evidéncias da exposi¢dao aos agrotoxicos com o cancer de

mama em mulheres.

METODOS |

Foi aplicada uma légica de pesquisa para identificar os
principais estudos com desfecho principal: evidéncias
experimentais e epidemiolégicas entre a exposicio por

agrotoxicos e o desenvolvimento de cancer de mama.

Para inclusio nesta revisdo, os artigos deveriam ser de
estudos observacionais ou experimentais. Além disso,
deveriam descrever como desfecho principal a associagao
entre a exposicio ou uso de agrotoxicos e cancer de
mama em mulheres. Isso se deve a relato de que algumas
substancias quimicas toxicas aplicadas na agricultura podem
causar mutagao em alguns genes, o que correlaciona ao
cancer de mama'*'. Artigos sem essas informacoes foram
excluidos, assim como os que nao estavam disponfveis na

integra para leitura.

Como estratégia de busca foi adotada uma pesquisa
baseada em descritores especificos e em lingua inglesa,
vinculadas ao operador booleano “AND”, além de aspas
() para identificacio de palavras compostas, sendo
aplicada da seguinte forma: (Pesticides AND “Breast Cancer”).
As buscas foram aplicadas nas bases de dados PubMed,
ScienceDirect, Scielo e Lilacs, no periodo de junho de
2016. Para evitar a inclusdo excessiva de artigos, foram
delimitadas as buscas nos seguintes campos: titulo (),
palavras-chave (Keywords) e resumo (Abstract). Desta forma,
os dois descritores obrigatoriamente deveriam constar em,

pelos menos, um dos trés campos de busca.

As exportagoes dos artigos foram realizadas nas extensdes:
Medline, Ris e Bibtex e as importagdes foram feitas por
meio do software especifico para elaboracio de revisoes
sistematicas StArt (State of the Art through Systematic
Review)", servindo como apoio na identificagdo dos artigos
duplicados, excluidos e incluidos. Tais analises foram feitas,
separadamente, por trés pesquisadores e analisada por mais
dois revisores.

Como critérios de elegibilidade dos artigos foram
adotadas trés etapas para inclusio e exclusio dos artigos,
sendo: a) artigos selecionados igualmente pelos trés
pesquisadores foram incluf{dos automaticamente; b) artigos
nao selecionados ou por apenas um pesquisador, foram
excluidos automaticamente; ¢) artigos incluidos por dois
pesquisadores foram analisados por um revisor, que, no

caso de enquadramento, foram incluidos.
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A qualidade metodolégica dos estudos primarios foi
avaliada pelo sistema GRADE, proposto pelo grupo Grades
of Recommendation, Assessment, Developmentand Evalnation'®, em
que para inclusio dos artigos na sistematica sao aplicados
critérios de avaliagdo quanto as limitacGes dos estudos
(avaliacio metodologica); inconsisténcia dos resultados
(heterogeneidade); evidéncias indiretas (diferencas na
populagao, interven¢ao, comparagao indireta); imprecises
(numero de eventos e o tamanho da amostra); e viés de
publicacdo (influéncias externas ao estudo). Além disso,
ap6s a selecio dos estudos, foi aplicado um  checklist
contendo questionamentos para verificar o nivel de

significincia ¢ inferéncia cientifica deles.

Figura 1 - Desenho do estudo e selecao dos artigos

RESULTADOS |

No total, foram recuperados 273 artigos (PubMed: 192;
ScienceDirect: 69; Scielo: 6 e Lilacs: 6), por meio das
buscas eletronicas. Inicialmente 55 artigos foram excluidos
em virtude de duplicidade e 148 por nio se tratarem de
estudos observacionais ou experimentais. Assim, foram
pré-selecionados 70 artigos e, destes, 54 foram excluidos
por ndo se enquadrarem nos critérios de inclusao. Nesta
revisao, foram incluidos para andlise 16 estudos clinicos
(Figura 1),

O Quadro 1 apresenta as principais caracteristicas dos

estudos, contendo informagdes como ano de publicagio,
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amostra avaliada, local e tipo de agrotdxico associado pelos
estudos. O Quadro 2 apresenta a avaliagio da qualidade
metodologica, conforme critério estipulado pelo GRADE.
Ja os Quadros 3 e 4 apresentam uma sintese dos objetivos,

métodos, resultados e conclusdes dos estudos.

No Quadro 2, foram analisados oito estudos experimentais
com boa qualidade metodoldgica. Além disso, os desfechos
sao relevantes e ¢ boa a inferéncia cientifica. Quando
analisamos o tipo de agrotoxico utilizado nos estudos
experimentais (Quadro 3), encontramos cinco estudos

15-18,20

que trabalharam com organofosforados e trés com

organoclorados'!*!

, todos com objetivo de comprovar
que, quando a célula mamaria entra em contato com essas
substancias quimicas toxicas aplicadas na agricultura,
ha uma alteragdo de proteinas e genes, induzindo uma
maior producio de células cancerosas. Todos os estudos

alcancaram o objetivo inicial, mostrando que ha alteracdo

Quadro 1 - Dados gerais dos estudos

celular mamaria em contato com organoclorados ¢

organofosforados.

Jano Quadro 4, foram revisados oito estudos observacionais,
destacando que o contato prolongado com determinados
agrotoxicos, como organoclorados e organofosforados,
pode causar alteragdo nas células mamdrias, levando ao
aparecimento de cancer de mama. Quando buscamos o
tipo de agrotoéxico estudado, quatro estudos trabalham

25272931

com organoclorados , um ndo relatou o tipo de

agrotoxico utilizado™, outro utilizou organoclorado e

2 outro trabalhou deles com uma mistura

organofosforados
de diversos grupos quimicos® e outro trabalhou somente
com otganoforforados™. Sete desses estudos alcancaram seus

25262832 e um deles relata nao ter encontrado

objetivos iniciais
associacao”. Entretanto, o pais onde foi realizado este
ultimo estudo ¢ considerado de baixa incidéncia para cancer

de mama, segundo relato dos autores.

Autor Ano Marcador avaliado Pais Tipo de agrotéxico associado Ho-uve~
associagao?
MCF-7, MDA-MB-231 . .
A 17 ’ ) -
Aubéet al. 2011 747D, CAMA-1e CV-1 Canada Mistura de 15 organoclorados Sim
Bircsak et al.”® | 2012 MDR1 e BCRP EUA Organoclorados e piretroides Sim
(2]
.g Calaf& Roy'® | 2006 MCF-10F EUA Organofosforado paration Sim
Q
'g Calaf& Roy?® | 2007 MCF-10F EUA Organofosforado paration Sim
Q -
@ | calaf& Roy? | 2007 MCF-10F EUA Organofosforados paration e Sim
» malation
o .
S | cafetal | 2009 MCF-10F EUA Organofosforados paration e sim
a malation
. Organoclorados (DDT, DDE, .
23
Valeron et al. 2009 HMEC Espanha DDD, Aldrin e Dieldrin) Sim
Ventura et al.?* | 2012 MCF-7 e MDA-MB-231 Argentina Organoclorado Clorpirifos Sim
Boadaet al.?® | 2012 224 mulheres Espanha Organoclorados Sim
Engelet al.?® 2005 30.454 mulheres EUA Organoclorados Sim
()
'
S Itohet al.?” 2008 808 mulheres Japao Organoclorados Nao
©
Q : : - :
: Muir et al 2 2004 1.000Amulheres/ano com Inglaterra Aldicarbe, Atr_azma, Cianazina e Sim
@ Cancer de mama Lindano
o
o O’Leary et al.?® | 2004 325 mulheres EUA Organoclorados Sim
(7]
o —
3 St-H”a;Ure et 2011 76.9 C?SOSMOO'OOO EUA Nao descreve o agrotéxico Sim
7 al. habitantes/ano
W
Toro et al.®' 2006 55 Mulheres Argentina Organoclorados Sim
Cabello et al.®? | 2013 58 Mulheres Chile Organofosforado malation Sim

EUA: Estados Unidos

da América; DDT: Dicloro-difenil-tricloroetano; DDE: dichlorodiphenyldichloroethylene; DDD:

Diclorodifenildicloroetano; MCF-7, MDA-MB-231, 747D, CAMA-1e, CV-1; MCF-10F e HMEC: Linhagens Celulares.
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Qunadro 2 - Avaliacao metodoldgica seguindo os critérios GRADE

R T S I O O T I I I I R T B B
- [°] [e] [¢] - et © © e _ - - =4
R . - S |2 | |2 | 2 () T T A o ol S| @
Parametros avaliados | 9 x o3 o3 o3 S c © © — o o 2| £ © o
Q © [ u— u— = Ne) = S [ — ] ] o =
2 14 ] ) } e 5 = ® o 'S S o = = [
2| E|s|s|s|&8|2|5|3(|2|2(2|2|5|2)3
o (8] (8] (8] S S om o & (&)
1. Tipo de estudo? EX | EX | EX | EX | EX | EX | EX | EX | CC | CO | CC | EC | CC | EC | TR | CC

2. Os desfechos
apresentados
sdo relevantes
cientificamente?

3. Ametodologia é
descrita de forma
clara e condiz com o
desfecho principal?

4. Como desfecho
principal, associam
a exposigao do S S S S S S S S S S N S N S S S
agrotoxico ao cancer
de mama?

5. Como desfecho
secundario, associam
o cancer de mama ao
histérico familiar?

6. Ha outra associagéo

com o cancer de S N N N N N N N S S N N S S N N
mama?

7. A amostra é
estatisticamente S S S S S S S S S S S S S S S S
significativa?

8. Os autores
expressam de forma S S S S S S S S S S S S S S S S
clara os resultados?

9. Os resultados vao
de encontro com a S S S S S S N S S S N S N S S S
hipotese?

10. Os autores

expressam as N N N N N N N N S S N S S S N S
limitagbes do estudo?

11. A conclusao traz

alguma inferéncia S S S S S S S S S S S S S S S S
cientifica?

12. Os potenciais
conflitos de interesse S NC | NC | NC | NC | NC S S S NC | NC | NC | NC S S NC
sdo declarados?

CO: Coorte; CC: Caso-Controle; TR: Transversal; EX: Experimental; Ecolégico: EC S: Sim; N: Ndo; NC: N&o consta.
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DISCUSSAO |

Quando se analisam estudos observacionais e experimentais
sobre a exposi¢io aos agrotdxicos relacionada ao cancer de
mama, sabe-se que a proposta metodoldgica ¢ distinta. Os
observacionais procuram estudar a distribuicio de doengas
em certas populagdes e, com isso, formulam uma hipétese
cujo desfecho pode ser coletado por meio de instrumentos
tais como questiondrios, e armazenados em banco de
dados. Tudo isso para sugerir que tal exposi¢ao em longo
prazo pode levar ao cancer de mama. Por outro lado, os
estudos experimentais sio realizados em laboratorios,
podendo observar detalhadamente o que acontece nas
células mamarias quando expostas a substancias quimicas
toxicas aplicadas na agricultura. Entretanto, dos 16 estudos
analisados nesta sistematica, chegamos a conclusio de que
ambas as metodologias mostram os mesmos resultados,
apresentando fortes evidéncias e sugerindo que alguns
tipos de agrotdxicos levam a indugio ou a proliferagiao do

cancer de mama.

Avaliando a situa¢do de agrotoxicos no Brasil, segundo o
boletim anual sobre producao, importacio, exportagio e
vendas de produtos, elaborado pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), tém-se como base os dados contidos nos
relatérios  semestrais  apresentados  pelas  empresas
detentoras de registros de produtos quimicos toxicos
aplicados na agricultura e afins, exigidos pelo Art. 41 do
Decreto n° 4.074/2002, de que foram vendidas 495.764,55
toneladas por ingredientes ativos no ano de 2013%**. Nesta
revisao sistematica, os estudos avaliados citam agrotoxicos
que estio entre os mais vendidos, no Brasil, em 2013:
atrazina, com 28.394,91 toneladas de ingredientes ativos;
o clorpirifés, com 13.084,62 toneladas de ingrediente ativo;
malation, com 4.986,75 toneladas de ingrediente ativo; e
a paration, com 1.548,53 toneladas de ingrediente ativo®.
Segundo a nova classificacdo da International Agency for
Researchon Cancer (IARC), o agrotéxico malation foi
classificado no grupo 2A, significando que esse agente ¢
provavelmente cancerigeno para os seres humanos. Essa
categoria ¢ utilizada quando existe uma evidéncia limitada
de carcinogenicidade em humanos e provas suficientes de
carcinogenicidade em animais. Ja a paration foi classificada
no grupo 2B, e isso significa que o agente ¢ possivelmente
cancetigeno para os seres humanos™. Com esses dados
observamos que a quantidade de substancias quimicas
toxicas utilizadas na agricultura é muito alta, inclusive para

aqueles produtos que foram pesquisados nesta revisao.

O estudo de Ventura et al.** mostra que o clorpirifés (Classe
de organofosforado), utilizado em grande escala em todo
o mundo para controle de insetos, pode ser um fator de
risco ambiental para o cancer de mama, devido aos seus
efeitos sobre os mecanismos que envolvem a modulacdo
da proliferacio de células mamarias. No Brasil, esse
agrotoxico ¢ muito utilizado, sendo o terceiro colocado
entre os dez mais vendidos”. Os estudos de Calafet al.'"*
sugerem que a exposicdo prolongada aos organoforforados
paration e malation, associada ao uso de estrogénio,
pode ser um causador da carcinogénese mamaria. Os
mesmos autores demonstram que o patration e o malation,
individualmente, ou os dois combinados com estrogénio,
induzem a transformac¢do maligna em uma linha celular
humana denominada MCF-10F. Foi analisada a expressao
de 96 genes envolvidos no ciclo celular e, destes, vinte e
dois mostraram alteragdo na transcricdo, ¢ nove genes
estdo envolvidos diretamente no ciclo celular. Dos vinte e
dois genes que apresentaram altera¢Ges incluiram ciclinas,
cinases dependentes de ciclina (CDKs) e manutencio
de minicromossomas deficiente (MCM), e entre os nove
que estio envolvidos diretamente com o ciclo celular sao:
ciclina A2 (CCN1, CCNA2), ciclina C (CCNC), ciclina
D3 (CCND3), CDC18L/HsCDC18 (CDC6), CAP20 /
CDKNT1 (CDKN1A), INK4C / p18 (CDKN2C), CKS1 /
PNAS-16 (CKS1B), MCG40308 / Mis5 (MCMG) e Hdm?2
(MDM2). Todos os resultados desses estudos sugerem que
O paration tem a poténcia para causar a transformacio

maligna do epitélio da mama'*#

Ao observarmos o tipo de agrotéxico utilizado nestes
estudos, ndo encontramos um padrao ja que 33,2% utilizam
organofosforados; 40% organoclorados; 6,6% piretroides e
organoclorados; 6,9% organoclorados e organofosforados;
6,8% organoclorados, triazina e metilcarbamato de oxina; e

6,5% nio relataram o tipo de agrotéxico utilizado.

Os agrotoxicos organoclorados sao muito conhecidos pela
sua lenta degradacdo e acumulagido nos seres vivos e no
meio ambiente, podendo persistir no meio ambiente por
até 30 anos®. Eles também atuam no sistema nervoso
central, resultando em alteracbes de comportamento,
distarbios sensoriais, equilibrio, atividade da musculatura
involuntaria e depressao dos centros vitais - particularmente
da respiracio - podendo levar o ser humano a morte,

dependendo da dose e do tempo de exposicao™.

No Brasil, 0 uso de organoclorados foi proibido pela Portaria
n°® 329, de 2 de setembro de 1985, devido a sua utilizacao
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originar-se de grande capacidade residual e possivel acdo

carcinogénica®

. No entanto, alguns organoclorados foram
liberados para utilizagdo em cardter emergencial para
comercializagao, distribuicio e uso em algumas culturas,
conforme a Portaria n°® 95, de 21 de novembro de 1985%.
Ja os organofosforados, a principal acio ¢ a inibicio da
acetilcolinesterase nas terminacGes nervosas, levando
ao acumulo de acetilcolina nas sinapses, desencadeando
acoes muscatinicas e nicotinicas da acetilcolina no sistema
nervoso central’. A Agéncia Ambiental dos Estados
Unidos (Environmental Protection Agency — EPA) considera
que ha evidéncias de carcinogenicidade obtidas em estudos

experimentais*’, como observamos no Quadro 3.

Esta  revisiao mostra que tanto estudos experimentais  como

epidemioldgicos  chegam ao  mesmo  desfecho,  entretanto  com
metodologias diferentes. Demostram também, como tais substancias
quimicas téxicas aplicadas na agricultura podem induzir a
proliferagdao e modificagdo das células mamarias. Portanto,
esta revisdo sistematica refor¢a e destaca a importancia
desses  estudos  epidemioldgicos e  experimentais,
relacionando o uso dessas substancias quimicas téxicas e as
alteracGes que elas podem causar nas células mamarias das
mulheres, embora ainda sejam necessarios estudos clinicos
para que tais achados sejam realmente fidedignos para que
esses agrotoxicos sejam proibidos para a utilizacdo. Sendo
assim, esta revisao pode mostrar como se destacam artigos
epidemiolégicos e experimentais e como esses agrotoxicos

modificam as células mamarias das mulheres.

CONCLUSAO |

Nos 93,3%

certos agrotoxicos tém agdo carcinogénica quando

artigos  revisados, mostraram  que
relacionados ao ciancer de mama, ¢ 6,7% relatam que
eles nao possuem esta agdo. Acredita-se, contudo, que
isso seja em virtude de os pafses onde foram realizados
esses estudos terem baixa incidéncia de cancer de
mama e pequena liberacio pelos érgios fiscalizadores, e
utilizacdo dessas substincias quimicas toxicas aplicadas
na agricultura. Portanto, podemos levar em consideracio
que os agrotoéxicos, principalmente organoclorados e
organofosforados, podem induzir a transformacgio e
proliferacdo de células mamarias de carater maligno,
devendo ser utilizados com mais politicas de fiscalizacdo

e cuidados a saude dos agricultores.
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