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Exposicdo ocupacional a pesticidas e suarelacdo com a
desregulacdo imunoldgica em pacientes com cancer de mama

Resumo

O céncer de mama é a neoplasia mais incidente em mulheres, ndo tem uma
causa unica, porém 80% a 90% dos casos estdo associados a causas externas, que
sdo os denominados fatores ambientais, dentre eles, a exposi¢cdo a pesticidas. O
objetivo deste estudo, foi investigar a exposi¢cédo ocupacional a pesticidas e a relacao
com a desregulacao imunoldgica de citocinas em pacientes com cancer de mama. Os
procedimentos metodologicos estdo divididos em duas etapas. A primeira etapa
consiste em uma revisao sistematica sobre a tematica: pesticidas, desordens imunes
e cancer, realizada com base nas diretrizes PRISMA e estratégia PICO. A segunda
etapa foi composta por um estudo otriginal. Esse € um estudo retrospectivo e
prospectivo com selecdo de 187 mulheres com cancer de mama, 111 expostas
ocupacionalmente a pesticidas e 71 ndo expostas, todas atendidas no Hospital do
Cancer de Francisco Beltrdo (CEONC) no periodo de 2015 a 2021. As pacientes foram
divididas conforme o perfil clinicopatolégico, baseado na expressdo imuno-
histoquimica do receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), receptor
de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), indice de proliferacdo Ki-67,
tamanho do tumor, grau histolégico, @mbolo intratumoral, presenca de metastases em
linfonodos axilares, distancia da metastase, idade ao diagnostico (definido como cedo
ou tardio), status menopausal, indice de massa corporal (IMC), ocorréncia de recidiva,
sitios de metastase e perfil de sobrevida. Realizou-se perfil de citocinas plasmaticas
das pacientes, através da dosagem de interleucina 18 (IL-1pB), interleucina 12 (IL-12),
interleucina 4 (I1L-4), interleucina 17 A (IL-17-A) e fator de necrose tumoral — alfa (TNF-
a). Como resultados parciais, na revisdo sistematica foram encontrados poucos
estudos em humanos em relagéo ao tema proposto. Na pesquisa original, relacéo ao
perfil clinicopatolégico comparando as pacientes dos dois grupos é possivel constatar
gue o subtipo molecular mais agressivo, TN, teve um percentual mais elevado entre
as mulheres expostas aos pesticidas (29,58%), sendo o dobro em relacdo as nao
expostas (14,08%). Outro ponto foi a metastase em linfonodos, sendo que a variavel

de pelo menos um linfonodo acometido, foi 10% maior em mulheres expostas



(34,23%) em relacdo as ndo expostas (23,94%). Outra caracteristica foi que 5% a
mais de mulheres expostas aos pesticidas apresentaram um IMC mais elevado,
indicando sobrepeso ou obesidade. Em relacdo ao perfil plasmatico de citocinas, ndo
foi evidenciada diferenca estatistica entre as médias dos grupos exposto e néo
exposto aos pesticidas. Porém, quando essas citocinas foram comparadas de maneira
individual com cada variavel do perfil clinicopatoldgico, foi possivel identificar uma
desregulacdo imunoldgica, onde em algumas condi¢cdes especificas, as pacientes
expostas aos pesticidas apresentaram um valor menor de citocina plasmética
circulante em relacdo as nao expostas, indicando uma queda na resposta do perfil
Th17, para: Luminal B, Ki67>14%, Grau histolégico 3, RE e pacientes eutroficas. No
perfil Thl para: tamanho tumoral e invaséo linfonodal presente, neste ultimo o valor
de citocinas Th2 também foi menor entre expostas comparado com as ndo expostas.

Palavras-chave: agrotoxicos, sistema imune, citocina, xenobiéticos, cancer de mama.



Occupational pesticide exposure and its relationship with immune

dysregulation in breast cancer patients

Abstract

Breast cancer is the most frequent neoplasm in women, it does not have a single
cause, but 80% to 90% of cases are associated with external causes, which are the
so-called environmental factors, including exposure to pesticides. The aim of this study
was to investigate occupational exposure to pesticides and the relationship with
immunological dysregulation of cytokines in breast cancer patients. The
methodological procedures are divided into two stages. The first step consists of a
systematic review on the topic: pesticides, immune disorders and cancer, based on
the PRISMA guidelines and the PICO strategy. The second stage consisted of an
original study. This is a retrospective and prospective study with a selection of 187
women with breast cancer, 111 occupationally exposed to pesticides and 71 not
exposed, all treated at the Francisco Beltrdo Cancer Hospital (CEONC) from 2015 to
2021. The patients were divided according to clinicopathological profile, based on
immunohistochemical expression of estrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), Ki-67 proliferation index,
tumor size, histological grade, intratumoral embolus, presence of axillary lymph node
metastases, distance to metastasis, age at diagnosis (defined as early or late),
menopausal status, body mass index (BMI), recurrence, metastasis sites, and survival
profile. A profile of the patients' plasma cytokines was performed, through the
measurement of interleukin 1B (IL-1B), interleukin 12 (IL-12), interleukin 4 (IL-4),
interleukin 17 A (IL-17-A) and factor of tumor necrosis — alpha (TNF-a). As partial
results, in the systematic review few studies were found in humans in relation to the
proposed topic. In the original research, in relation to the clinicopathological profile,
comparing the patients of the two groups, it is possible to verify that the most
aggressive molecular subtype, TN, had a higher percentage among women exposed
to pesticides (29.58%), being double that of the women exposed to pesticides
(29.58%). not exposed (14.08%). Another point was the metastasis in lymph nodes,
and the variable of at least one affected lymph node was 10% higher in exposed

women (34.23%) compared to non-exposed women (23.94%). Another feature was



that 5% more women exposed to pesticides had a higher BMI, indicating overweight
or obesity. Regarding the plasma profile of cytokines, no statistical difference was
found between the means of the groups exposed and not exposed to pesticides.
However, when these cytokines were compared individually with each variable of the
clinicopathological profile, it was possible to identify an immunological dysregulation,
where in some specific conditions, patients exposed to pesticides had a lower value of
circulating plasma cytokine in relation to those not exposed, indicating a drop in Th17
profile response, for: Luminal B, Ki67>14%, Histological Grade 3, ER and eutrophic
patients. In the Thl profile for: tumor size and lymph node invasion present, in the
latter, the value of Th2 cytokines was also lower among exposed individuals compared

with non-exposed individuals.

Keywords: pesticides, immune system, cytokine, xenobiotics, breast cancer.
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1. INTRODUCAO GERAL

A primeira descricdio médica do cancer no mundo foi no Egito, em
aproximadamente 2500 a.C. No antigo texto egipcio o cancer de mama foi descrito
como “‘uma massa abaulada no peito”, para a qual ndo ha cura (MUKHERJEE, 2012).

A primeira proposta de tratamento ocorreu em 1880, quando foi introduzida a
mastectomia radical, no entanto, ndo foi considerado um tratamento de sucesso para
todos os casos, uma vez que como 0 cancer de mama é imprevisivel, em algumas
mulheres o tumor permanece na mama, mas em outras pode espalhar para outros
orgaos. Em 1896, uma mulher idosa foi tratada com irradiacéo e seu tumor mamario
foi ulcerado e retrocedeu, porém a irradiacdo é extremamente forte e perigosa,
também podendo causar outros tipos de canceres (ROCHA et al., 2009).

Com o passar do tempo, os tratamentos foram sendo aperfeicoados, a
guimioterapia descoberta por acaso no século XX melhorou a sobrevida de pacientes
e ouve um declinio nas taxas de mortalidade, porém a cura nunca foi realmente
descoberta (PEREIRA, 2017).

Ainda hoje, o cancer de mama € a neoplasia maligna mais diagnosticada em
mulheres de todo o mundo, e é a segunda principal causa de morte por cancer em
mulheres. Por esse motivo, a prevencado € um desafio para o mundo e em sua forma
primaria, consiste em diminuir os fatores de risco e promover os fatores de protecao
(SUN et al., 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer ndo tem uma causa
Gnica, porém 80% a 90% dos casos estdo associados a causas externas, que sao 0S
denominados fatores ambientais e estilo de vida. O ser humano € exposto a varias
substancias quimicas presentes no ambiente que alteram a homeostasia do
organismo, criando alteragdes para o desenvolvimento do tumor (INCA, 2022).

Um potencial fator de risco ambiental para o cancer de mama € a exposi¢éo a
pesticidas (HE et al., 2017), que além de interferir em processos bioldgicos por criar
um microambiente favoravel para o desenvolvimento do tumor, ainda esta associado
a um pior prognostico da doenca (PIZZATTI et al., 2020). Em populacdes onde ha
uma predominancia da agricultura familiar, como, por exemplo, nos estados da regido

Sul do Brasil, o trabalho envolvendo a aplicagdo e manuseio de pesticidas nao diz
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respeito somente ao homem. A mulher possui participacdo em algumas ou todas as
etapas, que vai desde o preparo, diluicdo e aplicacdo, até a descontaminagcido e
lavagem das roupas de protecao e utensilios utilizados (RECH, 2018).

Estudos demonstram que a exposicdo aos pesticidas ocasiona disturbios
imunologicos que impactam na funcionalidade e producdo de varias células e
citocinas, causando frequentemente, imunodesrregulacdo no organismo exposto
(CALAF, 2021). Essa imunossupressao interfere de diferentes formas no
desenvolvimento tumoral (PANIS et al., 2021)

O sistema imune atua com mecanismos sinérgicos e antagbnicos para manter
a homeostase, esse equilibrio € muito sensivel a acdo de substancias como
pesticidas, responsaveis por alteracdes estruturais e funcionais da rede. E tais
alteracdes, quando ocorrem, aumentam o processo inflamatério (COSTA et al., 2020).
A inflamacgéo € uma marca estabelecida do cancer, seu controle e sua resolucao torna-
se um componente critico da prevencao e tratamento bem-sucedido (FISHBEIN et al.,
2021).

Estudos anteriores envolvendo esta tematica se concentraram em grande parte
no estudo de exposi¢cdes a um metabdlito, fator ou contaminante de cada vez, além
disso o estudo em humanos é bem escasso. Tais estudos, apesar de elucidar os
mecanismos da exposicdo a pesticidas, ndo refletem o ambiente real, ainda mais
quando o proposito se trata de elucidar o mecanismo de desarranjo imunoldgico e o
cancer, o que justifica a realizacdo desse trabalho. Sendo assim, o objetivo desse
estudo foi elucidar a relacdo da exposicdo ocupacional a pesticidas com a

desregulacéo imunolégica de citocinas em pacientes com cancer de mama.

1.1 Cancer de mama

O cancer de mama é a neoplasia maligna mais comum nas mulheres do Brasil
e do mundo. Segundo o INCA, em sua ultima atualizacdo de 2020, a estimativa de
novos casos de cancer de mama foi de 66.280, o que corresponde a 29,5% do niumero
total de casos de cancer, e de mortes 18.032 casos. O risco nacional estimado € de
56,33 para cada 100.000 habitantes. No entanto, quando comparado a regiao sul do

pais, o risco aumenta para 73,07 a cada 100.000 habitantes. Além disso, na regiao
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sudoeste paranaense a incidéncia e letalidade desse cancer também ultrapassa a
meédia nacional (PANIS et al., 2021)

7 Mama (160)
0 Colo do utero (23)
Tireoide (1)

. Figado (1)
I N&o é aplicével
Sem dados

Figura 1 — Incidéncia mundial de cAncer em mulheres.
Fonte: (GLOBOCAN, 2020)

O principal fator de risco para tumores mamarios é o sexo feminino, pela alta
densidade mamaéria, sendo este considerado um fator ndo inalteravel. Juntamente a
este fator estdo idade, mutacdes genéticas (correspondente a 5 a 10% dos canceres
de mama), historico familiar, raca e cor (maior risco para brancos), historico
reprodutivo, menopausa tardia ou menarca precoce. Os fatores que podem ser
modificados incluem ter o primeiro filho antes dos 30 anos, uso de contraceptivos
hormonais por tempo prolongado, uso de terapia hormonal ap6s a menopausa,
consumo de bebidas alcoolicas, sedentarismo, sobrepeso e obesidade (SILVA et al.,
2021). Na populagdo brasileira os fatores de risco mais apontados sdo o
envelhecimento e estado de menopausa. Além disso, ha possiveis riscos associados
a exposicao a pesticidas e a presenca de cancer de mama em mulheres residentes
no Sul do Brasil (ROMEIRO et al., 2022).

O céancer é uma doenca multifatorial, basicamente causada por uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais, que envolve varios mecanismos
relacionados a sua fisiopatologia e comportamento clinico, possuindo uma
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heterogeneidade de subtipos. Essa complexidade de diferentes subtipos e dados
clinicopatologicos do carcinoma de mama € um grande desafio a ser enfrentado, tendo
em vista que tumores com 0s mesmos tipos histologicos, estigios e graus de
diferenciagdo podem apresentar desfechos distintos em relagdo aos fatores
prognadsticos e as respostas aos tratamentos instituidos (SILVA, 2021; ROMEIRO et
al., 2022)

Pela ampla variedade de tipos de tumores pode-se dividi-los em diferentes
classificacdes, sendo uma delas pelo padréo de crescimento e aspectos histologicos
do tumor. Deste modo, os tumores podem ser classificados como carcinomas in situ,
gue ndo invadiram tecidos adjacentes e estdo confinados as estruturas que lhes
deram origem: ductos ou I6bulos. Ou entdo em carcinomas invasivos, que possuem
células epiteliais malignas com capacidade de invadir tecidos adjacentes e sofrer
metastase para locais mais distantes. O tipo histolégico mais comum, que
corresponde a 80% dos casos, é o carcinoma ductal infiltrante (CDI), seguido pelo
carcinoma lobular infiltrante, com cerca de 15% dos casos, sendo 0 restante
distribuido entre os outros tipos menos frequentes (SOUZA, 2021).

A classificacdo conforme estadiamento apresenta-se de trés formas. 1)
Estadiamento Anatbmico: baseado na extensdo de tumor (T), nodulos (N) e
metastases (M), sendo sugerido seu uso em localidades onde a andlise de
biomarcadores ndo estiverem disponiveis; 2) Estadiamento progndstico clinico:
aplicavel a pacientes com base na histéria, exame fisico, estudos de imagem e
biépsias relevantes, sendo o mesmo determinado pelo T, N e M juntamente com grau
tumoral, proteina de fator de crescimento celular mamério humano HER2 (ou ainda -
human epidermal growth factor receptor-type2), receptores de estrogénio (RE) e
progesterona (RP); 3) Estadiamento prognaostico patoldgico: utilizado para pacientes
submetidas a ressecgdo cirdrgica prévia a qualquer tratamento sistémico ou
radioterapico e baseia-se em informacgdes clinicas, marcadores biolégicos, achados
cirdrgicos e tecido ressecado (PAOLINO, 2018; SANTOS, 2019).

Além disso, pode ser denominado por estagios, sendo | e Il para tumores
menores que 5cm, Ill para tumores maiores que 5cm e metastase em linfonodo e o
estagio IV com metadstase em O6rgdo distante. Essas sdo caracteristicas
clinicopatologicas essenciais a serem analisadas, pois todas implicam em maior
probabilidade de metastase para Orgdos distantes, estando relacionadas a
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desdiferenciacdo dos tumores, aumentando o risco de recorréncia e mortalidade
(SILVA, 2021).

Outro fator de progndstico é o indice de proliferacdo (Ki-67), que consiste em
um marcador liberado durante a diviséo celular. Portanto, na multiplicagéo exagerada,
gue ocorre em tumores mais agressivos € liberado mais Ki-67, sendo considerado pior
prognoéstico quando acima de 30%. J& em tumores menos agressivos, ou seja, de
melhor progndstico, considera-se quando menor que 10% (MOHAMED et al., 2012).

O epitélio mamario é composto por células luminais, que expressam receptores
para responder aos horménios ovarianos, incluindo RE e RP. Esses receptores
juntamente com o HER2, sdo usados como marcadores importantes, a fim de definir
o tratamento e progndéstico da doenca. Suas expressfes variam amplamente
dependendo do tipo de tumor mamario (DAl et al., 2016).

Neoplasias malignas com receptores positivos para RE, na maioria das vezes
sdo bem diferenciadas, menos agressivas e associadas a melhor resultado apos
cirurgia da mama. Além disso, ha uma melhor resposta da terapia hormonal, o que
acarreta reducéo da taxa de mortalidade dessas pacientes. E considerado ainda um
fator preditivo para identificacdo do cancer de mama. Dessa mesma forma, tumores
com RP positivos também sado bons indicadores de melhor resposta ao tratamento
medicamentoso. Ainda mais quando possuem dois grupos de receptor hormonal ao
invés de um, ou seja, RE e RP positivos (LABRE, 2018).

Ja no caso do HERZ2, ocorre o inverso, quando esté presente amplificado (13 a
20%) é indicativo de mau progndstico. Portanto, € importante a avaliagcdo desse
biomarcador, ja que sua positividade representa uma forma mais agressiva da
doenca, o que reduz as chances de cura. Porém, atualmente, em tratamentos
envolvendo a proteina HER2, o farmaco se liga a ela e ativa células do sistema imune,
ajudando assim a combater o tumor (SANTOS, 2019).

Os tumores que nao apresentam em sua superficie as expressoes de RE, RP
e HER2 sdo chamados cancer de mama triplo negativos (TN). Esse subtipo de cancer
de mama costuma ser de mau progndéstico, mais agressivo, além de nao possuir
receptores, reduzindo as opg¢des de tratamentos quando comparados aos tumores
com receptores positivos. Ja pacientes que possuem positividade para um ou mais

receptores sao denominados nao triplo negativos (NTN) (SILVA, 2021).
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O subtipo Luminal A, é considerado de bom progndstico, pois se apresenta
positivo para RE e negativo para ki67. Ja o Luminal B se assemelha pelo fato de
possuir RE positivo, porém possui aumentado indice para ki67, considerado assim, de
uma acelerada multiplicagcdo tumoral quando comparado com luminal A, conferindo
um pior prognostico. Desta forma, cada subtipo molecular é importante para ajudar na
definicdo do tratamento e expectativa de sobrevida do paciente, além de estar

associado ao grau e incidéncia de metastase (LABRE, 2018).

1.2 Resposta imune a tumores

A principal caracteristica do cancer € o crescimento desordenado das células
malignas, que podem invadir tecidos e 6rgdos, espalhando-se a diferentes locais do
organismo. Na carcinogénese ocorre alteracbes no DNA da célula, que acaba
perdendo sua diferenciacdo, aumentando a divisdo celular, multiplicacdo e assim
crescimento incontrolavel, formando massa tumoral. Nosso sistema imune possui
mecanismos capazes de identificar e eliminar essas células pro-tumorais, ocorre o
reconhecimento dos antigenos e assim uma resposta antitumoral (CALAF, 2021).

A resposta antitumoral ocorre primeiramente com a fase de eliminacéo,
ativando o sistema imune inato e adaptativo. Macréfagos e células tumorais liberam
citocinas inflamatorias como a interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que sdo reconhecidas pelas células natural killer (NK) e linfécitos T (LT).
Através de mecanismos de citotoxicidade, a morte celular dessas células tumorais é

efetivada, ou seja, ocorre a apoptose (STANDISH et al., 2010).

22



Célula
dendritica

Linfécito T
(LT)

: Q0
Macréfago

. —b_
. '. *. IFN-y
§ C|totoxw|dade
Célula
tumoral TNF -a ‘

Natural killer
(NK)

Morte da célula
tumoral

Figura 2 — Resposta imune a tumores. Células dendriticas e macréfagos reconhecem a célula tumoral
e ativam TNF-q, IL-12 e interferon gama (IFN-y), consequentemente ocorre ativagéo de células NK e

LT, que sao citotdxicas as células tumorais.

Os linfocitos T encontrados no microambiente tumoral sdo um dos principais
responsaveis pelo mecanismo de controle de tumores. Eles sao ativados pelas células
tumorais ou através de antigenos ingeridos pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs). As APCs tém a funcéo de ativar os linfocitos T citotdxicos (LTCs),
que quando presentes na massa tumoral, ajudam a destruir o tumor. Além disso, 0s
peptideos derivados desse antigeno presente nas APCs, sdo exibidos através do
complexo de histocompatibilidade (MHC) de classe | e assim sdo reconhecidos pelos
linfécitos T citotéxicos CD8+ (CD8) e linfocitos T CD4+ (CD4) que sao células
auxiliares no combate do tumor (LOUREIRO, 2017; ABBAS et al., 2019).

Quando h& uma resisténcia na eliminagédo de algumas dessas células tumorais,
ocorre a fase de equilibrio, onde o sistema imune as controla e as deixa dormente,
podendo ficar assim por anos. Porém, tais células podem em algum momento por
diferentes fatores interferentes fugir do controle do sistema imunolégico e entrar na
fase de escape, que é onde acontece a progressdo do tumor (LOUREIRO, 2017;
SOUZA, 2021).
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Na progresséao tumoral, ocorre a ativagao de respostas imunes mais especificas
a depender do estagio e progressdo da doenca, cada fase de resposta ativa diferentes
células ou citocinas que caracterizam padrées de respostas do tipo T auxiliares 1
(Thl), T auxiliares 2 (Th2) e T auxiliares 17 (Th17).

1.2.1 Respostas Thl, Th2 e Thl7

Na resposta Thl, em um primeiro momento ocorre a ativacdo de macrofagos e
liberacdo da citocina interferon gama (INF-y), para combater o patégeno, nesse caso
o0 tumor. Esta por sua vez, também tem papel no aumento de linfécitos CD8 e
macréfagos, além da via de secrecdo TNF-a e INF-y, que também s&o importantes na
regulacdo do tumor. De uma maneira geral, os linfécitos CD4, possuem efeitos
antitumorais e proinflamatorios, que sdo mediados pelos linfécitos T helper (LTh), que
guando ativados secretam IFN-y e outras citocinas proéinflamatorias. Os efeitos
imunossupressores ocorrem ainda pelas células T regulatérias (Treg), que sao um
subconjunto de células T, responsaveis por inibicdo de respostas mediadas tanto por
resposta Thl quanto Th2 (LOPES, 2018; ABBAS et al., 2019).

A resposta Th2 € a chamada resposta imune humoral, a qual ajuda a ativar
células B, que produzem anticorpos (GANGEMI et al., 2016). Nesse tipo de resposta
sao secretadas citocinas do tipo interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina
10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13) e os anticorpos produzidos sdo os chamados
anticorpos de memoria, os linfocitos CD8 (ABBAS et al., 2019). Portanto, dependendo
do tipo de citocina que se encontra no ambiente tumoral sera determinada a resposta
ao tumor. A resposta Th17 é ativada pelas interleucinas 17 (IL-17-A) e interleucina 22
(IL-22) (FENGA et al., 2014).

Pesquisadores acreditam que um microambiente tumoral com liberacdo de
citocinas de respostas do tipo Th2, bem como a inflamagéo induzida por LTh, na
resposta Thl ajuda a inibir o crescimento do tumor. Ja o perfil de citocinas e células T
de pacientes com micrometastases em linfonodos e medula 6ssea, demonstrou que
a porcentagem de linfocitos CD4 e CD8, que induz resposta Thl (IL-2, IFN-y ou TNF-
a) e citocinas do tipo Th2 (IL-4), foi menor em pacientes com cancer de mama em
comparacao com o grupo controle saudavel. Assim, tais observac¢des indicam que ha
uma disfuncéo nas respostas do tipo Thl e Th2 (STANDISH et al., 2010).
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O papel dos linfocitos Th17 no microambiente tumoral, ainda € incerto, uma vez
que um estudo relata que estas células podem exercer um efeito antitumoral
(TOSOLINI et al., 2011), enquanto outro enfatiza sua capacidade de estimular a
angiogénese tumoral (ZHANG et al., 2009). Sabe-se que a inflamac&o no local do
tumor recruta células Th17, bem como a interleucina IL-17-A, interferindo na resposta
de Thl e Th2, e sinalizagédo de diversas células imunes que desempenham papel na
imunidade do tumor, como as NK, além de outras citocinas como interleucina 8 (IL-8)
e TNF-a. Sendo assim, esses variados perfis de citocinas infiltradas em tumores
sugerem uma heterogeneidade e polifuncao (efeito ou regulagéo) das células Th17 no
microambiente tumoral. Além disso, h4 uma sugestdo de adaptacdo do sistema
imunoldgico, onde na presenca de linfocitos, a IL-17-A promove rejeicao do tumor, ja
na auséncia a IL-17-A, favorece o crescimento (YE et al., 2012; KUEN et al., 2020;
SOUZA, 2021).
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Figura 3 - Esquema de ativagéo da resposta imune do tipo Thl, Th2 e Th17, resultando em aumento

de citocinas importantes na resposta imune de neoplasias.
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Juntamente com as células imunes, como ja citado no decorrer desse trabalho,
as citocinas também estdo associadas a formacdo do tumor, principalmente as
envolvidas no processo inflamatério. Os macréfagos que estdo presentes no tumor,
por exemplo, favorecem um microambiente inflamatorio via producéo de interleucina-
1B (IL-1B). A IL-1B induz a expressdao de quimiocina CC-ligante 2 (CCL2) nos
macrofagos associados ao tumor, regulando o recrutamento de células mieloides para
o tecido tumoral e promovendo angiogénese (LOUREIRO, 2017).

Em relagdo a IL-4, seu receptor nas células tumorais aumenta o nivel de
moléculas antiapoptose e seus efeitos sdo vastos, acarretando no desvio imunoldgico
e na expansao do tumor (PEREIRA, 2021).

A IL-12 gerada por células que apresentam antigeno, também é um exemplo,
a qual é responsavel pela inducédo e pelo aumento da imunidade mediada por células.
Esta citocina tem funcdo em estimular a diferenciacdo de células LTh, ativando as
células NK e células T. A IL-12 tambeém fortalece a producéo de elevadas quantidades
de IFN-y, o qual é um importante defensor anticancer que tem funcéo citostatica e
citotdxica, antiangiogénica e que pode ainda regular positivamente a expressao de
MHC | e Il em células tumorais para identificar e reforcar a lise da célula tumoral
(JACOBSEN-PEREIRA et al., 2020)

O TNF-a ja citado, também faz parte de um grupo de citocinas importantes no
processo de apoptose tumoral. Esta citocina € secretada por linfécitos, mondcitos e
macréfagos, sendo considerada uma das principais quando se refere a processos
inflamatorios, pois pode agir praticamente em todo o organismo. Além disso, o TNF-
aé capaz de induzir outras citocinas envolvidas no processo inflamatério (COLOTTA
et al., 2009).

De maneira geral, todas as células e citocinas trabalham através de
mecanismos sinérgicos e antagonicos, a fim de manter o sistema imune funcionando
de forma equilibrada, buscando sempre a homeostase e a regressao do tumor. Porém,
esse equilibrio € muito sensivel a acdo de substancias como os pesticidas, que
possuem baixo peso molecular, e assim acabam penetrando com facilidade pela pele;
no ar, através das vias respiratorias e olhos, tornando-se responséaveis por alteracdes
estruturais e funcionais da rede imunoldgica, prejudicando a resposta imune e
favorecendo a formacao de tumores (LOPES, 2018; SOUZA, 2021).
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1.3 Pesticidas

A utilizag&o de pesticidas teve inicio no século passado, mais precisamente na
Primeira Guerra Mundial, onde os mesmos foram utilizados intensamente como armas
quimicas. Apesar das propriedades causadoras de danos irreversiveis a saude
humana e animal, os pesticidas passaram a ser utilizados como praguicidas,
herbicidas, inseticidas e fungicidas (ARAUJO et al., 2020).

A utilizacdo incorreta de pesticidas pode causar impactos negativos a saude
humana (CASSAL et al., 2014), cuja intensidade depende das suas caracteristicas
quimicas, da rota de exposi¢ao, da quantidade absorvida, da frequéncia de uso, do
modo de aplicacdo, do tempo de exposicdo e das condi¢cdes gerais de saude do
individuo exposto (ARAUJO et al.,, 2007; BENEDETTI et al., 2013). A exposicdo
humana pode se dar por diversas vias, incluindo a exposi¢cao acidental, através da
ingesta de agua e alimentos contaminados ou da inalacéo, e a exposicéo ocupacional,
decorrente da manipulacdo continuada dos pesticidas durante o processo da
producédo através da agricultura convencional (MIRANDA et al., 2007).

O amplo uso de pesticidas gera ainda poluicdo ambiental global. Depois de
aplicados, seus residuos atingem rios e lagos através do escoamento da agua da
chuva, causando poluicdo ecoldgica e afetando a sobrevivéncia de organismos
aquaticos. No caso dos poluentes organicos persistentes, a contaminacdo ambiental
pode ocorrer por décadas a partir da sua mobilizacdo do solo contaminado.

Os impactos da exposicdo aos pesticidas sdo amplos, consistindo em um
problema de saude publica. Esses agentes quimicos sdo capazes de acumular no
organismo e interagir com processos bioquimicos, desregulando a homeostase do
organismo e resultando em alteracbes de varios sistemas, incluindo desordens
imunoldgicas (PANIS et al., 2022).

1.3.1 Pesticidas: Inducéo de alteragédo imune e tumoral
Estudos recentes sugerem que a exposi¢ao a pesticidas prejudica a imunidade,
reduzindo a defesa frente a microrganismos e alterando a producao de mediadores

inflamatorios como citocinas e quimiocinas, fundamentais para as respostas imunes
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contra patdgenos, processos de cicatrizacdo e reparo, além de vigilancia contra o
desenvolvimento de tumores (JACOBSEN-PEREIRA et al., 2020).

As citocinas inflamatoérias desempenham um papel fundamental na resposta de
vigilancia contra tumores afetando diretamente o crescimento, invasao celular e
desenvolvimento de metastases (ARICI et al., 2020). Todavia, a exposicdo a
pesticidas dificulta a acdo desta resposta e, consequentemente, cria condicdes
favoraveis para o desenvolvimento de neoplasias (CAMARGO et al., 2018).

Embora a identificacdo de xenobioticos associados a imunotoxicidade e os
mecanismos pelos quais perturbam o sistema imunolégico tenha crescido em
importancia nos ultimos anos, ha lacunas significativas em sua compreensao,
principalmente no que tange a exposi¢cao aos pesticidas como fator de risco para o
desenvolvimento de cancer (PANIS et al., 2008).

Devido ao seu baixo peso molecular, os pesticidas penetram facilmente no
corpo, e sao distribuidos para as células e tecidos, quebrando a principal barreira
imunoldgica fisica, que é a pele, exercendo sua imunotoxicidade tanto na imunidade
inata como na imunidade adaptativa. Estas substancias quimicas possuem alta
capacidade de bioacumulacdo e podem agir de forma direta nas células, ou se
complexar com proteinas do nosso organismo formando haptenos (pequenas
moléculas), que sao facilmente reconhecidos pelo sistema imune (PERES &
MOREIRA, 2003).

Apbs penetracao dos pesticidas pela pele, as APCs, compostas pelas células
dendriticas e os mondcitos/macréfagos sdo as primeiras a ter contato com estas
substancias. Inicialmente, tais células aumentam em quantidade, para suprir a
demanda necesséria para o reconhecimento dos pesticidas, migrando para 6rgaos
linfoides secundarios em busca da ativacao de linfécitos T e B (JACOBSEN-PEREIRA
et al., 2020).

Em casos de exposicao cronica, como ocorre na exposi¢cdo ocupacional dos
agricultores por diversos anos, essas ceélulas apresentadoras de antigenos podem
ficar comprometidas, desregulando sua funcéo e reduzindo seu nimero. Assim, outras
células tentam suprir a demanda e sdo superexpressas ou ainda reprimidas,
dependendo do tipo de pesticida e caracteristicas da exposi¢do, o que resulta em
exaustao imunolégica (GANGEMI et al., 2016; KARROW et al., 2005).
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Os estudos in vitro mostram que conforme aumento da dose de exposicao a
pesticidas, ha um aumento de macrofagos do tipo M2, que séo relatados pela literatura
como células promotoras de tumores (MEDINA-BUELVAS et al., 2019). O aumento
de células dendriticas e macréfagos, pode ser resultado do estimulo antigénico da
exposicdo. Nos orgaos linfoides secundarios as ceélulas CD4 e CDS8, que sao
responsaveis por processar esses estimulos, passam por exaustdo e
consequentemente esgotamento de células B (JORSARAEI et al. 2014).

Os pesticidas interferem no processo de apresentacdo de antigenos pelas
APCs nos orgaos linfoides, desregulando ainda a capacidade de resposta dos
linfécitos T e B. Deste modo, ocorre uma reducao significativa de células T efetoras,
cuja funcéo torna-se diminuida em vista dos pesticidas, bem como a producéo de IFN-
Yy € TNF-a (VOLKER et al., 2010; COSTA et al., 2013; PIZZATTI et al., 2020;).

Células produtoras de TNF-a demonstraram aumento apenas no inicio da
exposicao a pesticidas e em baixas doses, porém, na sequéncia, conforme 0 aumento
da exposicao, e tempo prolongado, como em exposi¢cdo ocupacional, observou-se a
sua reducéo. Diante do exposto, pode-se validar a teoria de que a redugéo ou aumento
dessas células € dependente de dose e tempo de exposicdo aos pesticidas. Isso gera
o comprometimento do sistema imune, jA que tanto IFN-y quanto TNF-a, séo
moléculas importantes para o combate de tumores (VOLKER et al., 2010; COSTA et
al., 2013; TELLEZ-BANUELOS et al., 2016; CAMARGO et al., 2018; PIZZATTI et al.,
2020).

Os estudos evidenciam ainda uma reducédo de células do tipo B, tanto B
regulatorias, quanto plasmocitos, o que pode estar relacionado a disfuncdo dos
linfécitos T ativadores, ou ainda devido a imunotoxicidade de 6rgéos linfoides induzida
por pesticidas (JACOBSEN-PEREIRA et al., 2020). Tais evidéncias corroboram com
o estudo de Lee et al., (2019), que demonstraram que células T e B sdo diminuidas
em exposicao a pesticidas.

Além da diminuicéo de linfocitos CD8, os pesticidas afetam os linfocitos CD4 e
LTCs, mostrando ser uma via dependente de fatores de ativacdo. Quando uma via é
alterada, nesse caso pela reducéo dessas células, ocorre também uma diminuicdo na
secrecao de citocinas, que sao responsaveis por sinalizar as fun¢des ou producgéo de

outras células. O comprometimento de uma via, acaba criando um efeito cascata e
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assim uma imunossupressao, o0 que é favoravel ao desenvolvimento de tumores
(FAUSTINI et al., 1996; COSTA et al., 2013; MEDINA-BUELVAS et al., 2019).

A principal célula imune de combate aos tumores é a célula NK. Estudos
demonstram que a exposicao aos pesticidas acarreta reducao destas células em seres
humanos, criando um microambiente favoravel para o desenvolvimento de cancer, ja
que essas ceélulas sdo responsaveis por reconhecer células estranhas e induzir
apoptose, impedindo a iniciacdo de uma neoplasia (SELVAN et al., 1989; FAUSTINI
etal., 1996; WHALEN et al., 2003; HURD et al., 2012; MEDINA-BUELVAS et al., 2019;
GARGOURI et al., 2020; SHAH et al., 2020).

Outro ponto desregulado pela exposicdo aos pesticidas € a capacidade de o
sistema imune coordenar a geracao das respostas Th. As respostas celulares do tipo
Thl, marcadas pelas interleucinas IL-1B3, IL-2, IL-8, IFN-y e TNF-a, apresentou-se
suprimida pelos pesticidas segundo alguns estudos avaliados, principalmente os em
humanos (VOLKER et al., 2010; COSTA et al.,, 2013; JORSARAEI et al., 2014,
JACOBSEN-PEREIRA et al., 2020; PIZZATTI et al., 2022).

A resposta do padrdo Th1l7, identificada pelas interleucinas IL-17 e IL-22, IL-17
nao se alterou, em contrapartida IL-22, apresentou aumento em homens frente a
exposicao a pesticidas. Segundo autores o motivo é incerto, e apenas um estudo
abordou a resposta do tipo Th17 (FENGA et al., 2014). As respostas Thl e Th17 séo
importantes na ativacdo de células e producdo de citocinas na imunidade contra
tumores, na vigilancia contra a iniciacdo tumoral, ou ainda, conferem mau progndstico
a pacientes com cancer quando comprometidas (VOLKER et al., 2010; FENGA et al.,
2014).

Em contrapartida, os estudos mostram o aumento exacerbado de respostas do
tipo Th2, que envolve a produgéo das interleucinas IL-4 e IL-10, conhecidas por seu
papel pro-tumoral (VOLKER et al., 2010; JORSARAEI et al., 2014).

Sendo assim, a desregulacao imune e a cascata desordenada de producéo e
supressado de citocinas, mais o aumento da resposta Th2 em detrimento da Thi,
favorecem um  microambiente  extremamente  pro-tumoral, aumentando
consideravelmente o risco de cancer em pessoas expostas a pesticidas (JORSARAEI
et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a exposi¢cao ocupacional a pesticidas e a relagdo com a

desregulacéo imunoldgica de citocinas em pacientes com cancer de mama.

2.2 Especificos

* Realizar uma revisao sistematica da literatura atual envolvendo os descritores
pesticidas e sistema imunoldgico, bem como cancer como possivel desfecho;

* Quantificar niveis de IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-4, e IL-17 plasmética, em
mulheres com cancer de mama expostas e nao expostas ocupacionalmente a
pesticidas.

 Diferenciar o perfil clinicopatolégico de mulheres com cancer de mama
expostas e ndo expostas ocupacionalmente a pesticidas;

* Verificar associacdes entre o perfil clinicopatolégico e os niveis de citocinas
plasmaticas de mulheres com cancer de mama expostas e ndo expostas

ocupacionalmente a pesticidas.

A partir dos objetivos apresentados, esta dissertacdo expde a seguir dois
manuscritos intitulados “Mecanismos de desregulagao imune induzida pela exposi¢ao
a pesticidas e suas implicacdes no cancer: uma revisao sistematica.” e “Desregulacdo
imunologica causada por pesticidas em mulheres com condi¢des clinicopatolégicas

especificas do cancer de mama.".
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REVIEW ARTICLE

Mechanisms of immune dysregulation induced by pesticide exposure and

their implications for cancer: a systematic review.
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ABSTRACT

Background: The inappropriate use of pesticides contaminates natural resources
and has consequences for human health. Evidence of immune dysregulation caused
by pesticides has been presented, but studies linking exposure to these substances
with immune dysregulation and its relationship to cancer are scarce. Objectives: This
study systematically reviews the published literature that addresses the topic of
immune dysregulation and cancer and its relationship to pesticide exposure.
Methods: Studies developed in vitro cell culture and in vivo experimental animals
and human exposure data were included. Results: The results show that pesticide
exposure has a relevant impact on immune dysfunction, negatively affecting immune
system cells and cytokine production in innate and adaptive responses. The main
consequences reported were suppression of the Thl response, induction of the Th2
response, cellular balance dysregulation, and cytokine production changes.
Discussion: All reported events are related to the occurrence of
immunosuppression. This dysregulation is paramount for cancer progression and
may lead to a worse prognosis in chronically exposed populations. These findings

also point to the need for further studies, primarily focused on human exposure.
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INTRODUCTION

The use of pesticides began in the last century, more precisely in the First World
War, in which they were used intensively as chemical weapons. Despite the properties
that cause irreversible damage to human and animal health, pesticides began to be
used as pesticides, herbicides, insecticides, and fungicides.!

The incorrect use of pesticides can cause negative impacts on human health,?
whose intensity depends on their chemical characteristics, the route of exposure, the
amount absorbed, the frequency of use, the mode of application, the exposure time,
and the general health conditions of the exposed individual.®># Human exposure can
occur by several routes, including accidental exposure, through ingestion of
contaminated water and food or inhalation, and occupational exposure, resulting from
continued handling of pesticides during the production process through conventional
agriculture.®

The extensive use of pesticides also generates global environmental pollution.
After application, their residues reach rivers and lakes through rainwater runoff,
causing ecological pollution and affecting the survival of aquatic organisms. In the case
of persistent organic pollutants, environmental contamination can occur for decades
after their mobilization from contaminated soil.®

The impacts of pesticide exposure are wide-ranging, making it a public health
problem. These chemical agents can accumulate in the body and interact with
biochemical processes, disrupting the body's homeostasis and resulting in alterations
of various systems, including immunological disorders.”

The immune system is a complex set of cells that communicate through
signaling, activating a highly specialized dynamic network. These responses need to
function orderly for the body's protection, and dysregulation of these pathways
contributes to disease development. Recent studies suggest that pesticide exposure
impairs immunity, reducing defense against microorganisms and altering the
production of inflammatory mediators such as cytokines and chemokines, which are
critical for immune responses against pathogens, healing processes, and repair, as

well as surveillance against tumor development.8?
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Inflammatory cytokines play a crucial role in the surveillance response against
tumors by directly affecting growth, cell invasion, and metastasis development.°
However, pesticide exposure hinders the action of this response and consequently
creates favorable conditions for the development of neoplasms.!

Although the identification of xenobiotics associated with immunotoxicity and
the mechanisms by which they disrupt the immune system has grown in importance in
recent years, there are significant gaps in their understanding, particularly concerning
pesticide exposure as a risk factor for cancer development in humans.’

Therefore, this literature review aims to systematize the mechanisms of immune
dysregulations associated with pesticide exposure by reviewing in vitro and in vivo
studies and their implication in developing neoplasms in exposed populations. To this
end, this review comprises data published in the literature from the last 33 years

regarding this topic and presents these findings as a systematic review.

METHODS

Study design

This systematic review was based on the PRISMA (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses) guidelines.’? The PICO (Patient,
Intervention, Comparison, and Outcome) strategy was used involving the four
components: population to be studied (patient); level or type of exposure (intervention);
comparison between exposure and non-exposure to pesticides (comparison); effects
on the immune system, cells, and cytokines related to the immune system (primary

outcome) and cancer (secondary outcome).

Inclusion and exclusion criteria

Studies with experimental animals, in vitro, involving cell culture, or with human
beings that related the subject of pesticide exposure to the immune system were
included in this research. Also included were studies that directly or indirectly contained
these two subjects and the factor cancer. Articles in any language were included.

Literature review articles or articles covering any disease other than cancer were
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excluded from this search. Studies in the form of theses, dissertations, videos or books,
letters to the editor, or repeated studies were also excluded. In addition, when more
than one study was conducted using the same data, we chose the study with the most

comprehensive information.

Study search, screening, and selection

The searches were conducted in the electronic databases: PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) and Scientific Electronic Library Online (SciELO).

However, in the SciELO database, no results in line with the established inclusion
criteria were obtained. In the PubMed database, no minimum cutoff date was stipulated
for the studies, and the oldest study referring to the research dated from 1989. A
maximum cutoff date of March 1, 2022, was stipulated. In order to retrieve original
documents reporting data on the association between pesticide exposure, immunity,
and cancer, the following descriptor terms were used: "pesticides, cytokines, and
cancer"; "pesticides, interleukins, and cancer"; "pesticides, immune and cancer";
"pesticides, immune system, and cancer"; "pesticides, immunotoxicity, and cancer";
"pesticides, immune alteration, and cancer"; "pesticides, immune response, and
cancer."

The selection of studies involved steps through which the studies were
evaluated and selected based on the inclusion and exclusion criteria. Initially, the
studies were classified by title and then by abstract. When the abstract was considered
relevant, the study was selected for reading the entire paper. Finally, in the last step,
the information extracted and the selected criteria of each study were recorded, being
considered suitable to compose the systematic review.

One author performed this screening, and any disagreement was discussed
with two senior investigators (C.P. and D.M.B.). The reference list of each eligible
article was also cross-checked for additional studies. If two studies involving the same
sample reported complementary results (i.e., presenting estimates for different
outcome measures) that would otherwise be missed if only one was included, both
were considered eligible for data extraction. There was no gray literature search.

In total, the search found 1,272 published studies, of which 27 were selected

according to the eligibility criteria above, as detailed in Figure 1.
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For each observational study included, the following items were extracted:
classification by population (humans, experimental animals, or in vitro), year of
publication, study design, number of cases and controls, type of exposure, type of
pesticide, markers of immune/inflammatory dysregulation, mechanisms of innate and
adaptive immune system dysregulation, relationship to immune system cells and
cytokines involved, and clinical outcome (cancer). The data collected were allocated
into two groups: 1) in vitro and experimental animals; II) humans. Given the
heterogeneity of the categories of the studies found (types of studies, population
involved, type of exposure, and various classes of pesticides), statistical studies were
not used to explore the results found. Data from all included studies are available in
Table 1.

RESULTS

Of the 1,272 results identified by searching the database, 596 were excluded
based on reading the title, and 603 were excluded after reading the abstract. The full
text of the remaining 73 articles was reviewed, and finally, 27 articles were selected for
inclusion.

This systematic review identifies and discusses the mechanisms of 27 studies
(Table 1) reporting the association between pesticide exposure and immune system
dysregulation. Only ten (10) studies addressed the relationship with cancer (10/27). Of
the 27 studies, seven (7) were conducted in humans, nine (9) in experimental animals,
and 11 in vitro studies involving cell cultures. As for the countries where the studies
were conducted, the sequence is as follows: United States of America (9/27); Brazil
(4/27); ltaly (3/27); France and Japan (2/27); and Germany, China, Canada, Iran,
Mexico, Poland, and India (1/27).

The results concerning the mechanisms of immune dysregulation involved in

the studies can be analyzed as presented in Figure 2.
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Human Studies

Seven (7) studies evaluating pesticide exposure's impact on humans' immune
system and its relationship to cancer were included in this systematic review. Sample
sizes ranged from 103 to 341'“individuals. The age range varied from newborns to
adults, male and female, and the exposure time to pesticides from days to years. This
exposure was analyzed in the studies by at least one indication factor, with i) 4/7 of the
studies analyzed exposure by questionnaires or by working with pesticides (informing
whether the person had some type of contact with such substances, regardless of the
type of exposure), and ii) 3/7 studies analyzed exposure by quantifying pesticide levels
in biological sample, being, 1/3 in urine samples®® and 2/3 in blood samples.16:14

Additionally, the frequency with which the classes of pesticides were analyzed
was counted, and greater homogeneity could be observed in two out of the seven
studies which analyzed patients exposed to mixtures of fungicides, herbicides, and
insecticides.®!” Three of the seven studies checked insecticides, including
pyrethroids.61415 Another study (1/7) analyzed pyrethroids and organophosphates, '8
and another (1/7) analyzed herbicides.*?

The immune system was the main primary endpoint analyzed in the studies in
guestion, being assessed by different methodological parameters, including cells and
cytokines of the innate and adaptive response system. However, regardless of the
method used for analysis, the relationship between pesticide exposure and adverse
effects on the immune system was observed in all seven human studies included
(100%) in this systematic review. Therefore, all classes of pesticides have been shown
to interfere with different immune responses and cytokines critical in carcinogenesis.

Starting with the specific observations of each study in humans, Faustini et al.
(1996) demonstrated that the metabolites of pesticides classified as phenoxy
herbicides, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), have down-regulatory effects on T
helper cells and cytotoxic T cells (CTL), causing a reduction of these cell types in the
exposed organism, including circulating T helper cells (CD4), suppressor cells (CD8),
and natural killer cells (NK). With these cells diminished, the immune system
experiences a deficit in the secretion of cytokines, which are responsible for promoting
or enhancing the functions of other cells, such as B lymphocytes. This immune

compromise causes an entire cytokine cascade to be immunocompromised. According
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to the author, prolonged episodes of immunosuppression may be involved in the
process of lymphomagenesis.*?

According to Volker et al. (2010), dichloro-diphenyl-trichloroethane (DDT),
dichloro-diphenyl-dichloroethylene (DDE), dichloro-diphenyl-dichloroethane (DDD),
2,3,4,5,6-pentachlorophenol (PCP), polychlorinated biphenyls (PCBs),
hexachlorobenzene (HCB) and y-hexachlorocyclohexanes (HCH), when identified in
the blood of farmers, caused a cellular suppression in Thl-type cytokines, specifically
interleukin 2 (IL-2) and interferon-gamma (IFN-y). However, they caused an induction
in Th2-type cytokines, such as interleukin 4 (IL-4). Th2 cytokines inhibit Th1 cytokines
and cellular immune responses. Their study did not relate the findings to any disease
or cancer. However, the literature shows that these cytokines are closely associated
with tumorigenesis.*®

Chlorine levels found in the umbilical cord of newborns were associated with
lower levels of expression of interleukin-1B (IL-1B), a pro-inflammatory cytokine
involved with tumor suppression. Neta et al. (2011), also in the same study, describe
the association of permethrin with lower levels of anti-inflammatory interleukin 10 (IL-
10) expression and is positively associated with interleukin 12 (IL-12) levels. Again, a
decrease in a cytokine responsible for mediating inflammation and various diseases
was analyzed here, but the author does not relate the findings to cancer.*

Fenga and colleagues (2014) investigated exposure to neonicotinoid,
pyrethroid, and organophosphate pesticides concerning interleukins 17 (IL-17) and 22
(IL-22) in healthy greenhouse workers without any symptoms or illnesses, all wearing
personal protective equipment correctly. No interference with the IL-17 response was
demonstrated; however, there was stimulation of the IL-22 response. It was the first
report describing the involvement of this cytokine in greenhouse workers exposed to
pesticides. The authors' findings support the hypothesis that pesticide exposure can
reduce host defenses against cancer through a framework of oxidative stress and
impaired Thl function. Finally, they report that any compound that interferes with
immune surveillance may increase cancer risk.

Individuals exposed to the pyrethroid cypermethrin did not demonstrate
changes in total leukocytes or subpopulation of leukocytes but rather in the panel of
cytokines and mediators of the immune response related to pro-inflammatory
interleukins.?® In the study reviewed, there was a large suppression with significant
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differences found for interleukin 12p70 (IL-12p70) and highly significant differences for
INF-y, IL-2, and interleukin 8 (IL-8), which are involved in antitumor immunity and the
response to infection. Decreased antitumor immunity and lower levels of IL-2, IL-8, and
IFN-y appear to correlate with tumor growth and shorter survival. Finally, the authors
believe that one possible mechanism may be oxidative stress.

The exposures to different grouped classes of pesticides (fungicides,
insecticides, and herbicides) analyzed by Jacobsen-Pereira et al. (2020) caused a
significant increase in cells of the innate immune activity, such as classical monocytes
and dendritic cells, in the group of exposed individuals when compared to the control
group. In addition, there was also an elevation in the number of total T cells, and there
was a significant decrease in the total number of B cells (regulatory B and plasma
cells). Finally, there was an increase in IL-6 levels. The increase in circulating CD8 T
lymphocytes may compensate for the decrease in humoral immunity.

Still about the different classes, a study involving women with breast cancer
exposed and not exposed to pesticides, conducted by Pizzatti and collaborators
(2020), observed once again the suppression of Thl response cytokines through tumor
necrosis factor (TNF-a). They also analyzed IL-18, which did not differ except in obese
patients. These two cytokines represent the primary key driver of inflammation and
immune events. This toxic proteomic study revealed that women exposed to pesticides
exhibit immune dysregulation in certain clinicopathological situations. In addition, this
study was the most faithful to the topic of immune dysregulation in cancer outcomes,
providing associations with breast cancer and revealing that pesticides affect the
immune system by causing immunosuppression. This, in turn, may favor not only the
onset of cancer but also increase its aggressiveness, leading the patient to a poor
prognosis.t’

Only three studies in humans specifically addressed the topic of cancer.
Nonetheless, in all studies, cancer was somehow mentioned as an important

secondary outcome of immune dysregulation.>18.17

Animal Studies

The selected studies (9/27) show a positive association between pesticide
exposure and cytokine and immune system dysregulation in models using rats, mice,

and fish (zebrafish). The outcome cancer was addressed by four studies, all of which
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were associated with tumor induction, even indirectly. In addition, most of the other
studies addressed this issue throughout the study.

A study relating cancer, cytokine dysregulation, and the pesticide atrazine was
conducted by Karrow et al. (2005), which resulted in increased splenic CD8 T cells,
cytotoxic T cells, and leukocyte response in mice. When the tumor was induced in the
animal, a reduction in host resistance and tumor formation occurred in animals
exposed to the pesticide. These findings may result from early exposure, in which the
first defense cells are activated and have not yet suffered immune attrition over a long
period of exposure.3©

Selvan et al. (1989) analyzed the effects of aldicarb (carbamate) on immune
cells involved in carcinogenesis in female rats, showing that macrophages had their
cytotoxicity reduced and NK cells were unchanged. Thus, it is suggested that this
pesticide, at low doses, as theoretically found in the environment, such as in water,
can suppress macrophage-mediated tumor cell death without affecting NK cell lysis.
However, the author clarifies that activated macrophages play a vital role in the
defense against neoplasms, and their dysregulation can then increase the risk of
neoplasms by consuming water, vegetables, or fruits contaminated with the pesticide.®

Zeng et al. (2022) tested the fungicide metalaxyl-M in a zebrafish animal model,
an ideal model to study the immune system due to its high similarity to the functioning
of the human body. This study found that embryos exposed to the fungicide had growth
impairment and a significant, exposure-dependent decrease in the number of
neutrophils, macrophages, and thymus T cells. Assuming that all immune cells are
derived from pluripotent stem cells (HSCs), and target gene pathways regulate these,
the signaling pathway for HSC production was also studied, and an alteration was
found that resulted in a decrease in such cells, which explains the reduction in cells of
the innate immune system. These cells are important in fighting tumor initiation and
may increase the chance of tumor development once they are decreased.3®

In their study with mice, the insecticide cyhalothrin apparently also decreases
cells of innate immunity since Quinteiro-Filho et al. (2009) demonstrated a reduction in
the activity of peritoneal macrophages. This study presents a rather peculiar
mechanism of action, suggesting that this insecticide acts by producing stress
symptoms, activating the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis, and affecting
immune function. The study further suggests that these data provide evidence that
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cyhalothrin simultaneously alters host resistance to the growth of the Ehrlich tumor, a
mammary carcinoma induced in female mice.36

When studied in male rats by Jorsaraei and colleagues (2014), Carbaryl showed
similar results to other insecticides in humans, decreasing IL-2, IFN-y, IL-183, and TNF-
a, and increasing the cytokines IL-4 and IL-10. In addition, the pesticide suppressed
the functions of lymphocytes and macrophages. Thus, increased Th2 and polarization
in the Th1/Th2 balance occurred since IFN-y was reduced and IL-4 and IL-10
increased. This mechanism may contribute to neoplasms through immunotoxicity and
imbalance of Thl and Th2, for which Thl function decreased, and Th2 function
increased. The study further suggests that carbaryl exposure may induce effects on
immunotoxicity through toxicity in lymphoid organs, confirming the hypothesis that
pesticides unbalance these types of immune responses that are of paramount
importance in tumor processes, as the human studies already cited suggest.

Medina-Buelvas et al. (2019) evaluated the production of pro- and anti-
inflammatory cytokines in a mouse model exposed to organophosphate metabolites
(DEDTP). IL-6 and IL-10 production increased; however, the cytokines IL-2 and IL-12
did not change over time. Exposure reduced CD3 T lymphocytes at 5 and 20 days of
exposure and increased at day 10, while CD4 T and CD8 T lymphocytes increased at
10 and 20 days of exposure. In the same study, the proportion of NK cells decreased
on day 15 and increased after 20 days, as well as the total number of macrophages,
which increased according to exposure, especially M2 macrophages, which increased
by 1,000%. Therefore, it was observed that low dose exposure to the pesticide could
alter immune cells and may modify the innate response. Furthermore, the
immunomodulatory capacity of NK cells focused on the initial innate immune response
of NK cells and macrophages, which trigger other cells by cytokine secretions.1?

When analyzing cytokines in response to endosulfan exposure in rats, Téllez-
Bafiuelos et al. (2016), as well as in other previously reported studies,®° showed an

increase in IL-6. Also, in that study, cytokine and TNF-a were increased.?

The study by Noworyta-Glowacka et al. (2012), which tested organophosphate
exposure by feeding Wistar male rats, did not show critical statistical results on
immune cells. Flow cytometry analyses showed no difference between B, T, CD4+,
CD8+, and NK cells in the exposed and control groups, which may be explained by

the exposure time (28 days).3’
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Camargo and colleagues (2018) also analyzed organophosphate pesticide
metabolite exposure against immune cells but linked it to cancer. The insecticide
dichlorvos (DDVP or 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate/ 2,2-dichlorophenyl
dimethyl phosphate) increased the cytokine TNF-a early in tumor development in
exposed mice, even at low doses, inducing apoptotic death and inflammatory
responses. However, this cytokine, initially released by macrophages as a signaling
agent, when in too high an amount, i.e., out of normality, triggers intracellular events
that deviate from homeostasis, which could potentially hinder the immune response

against tumors, creating favorable conditions for their further development.

In vitro Studies

Eleven studies involving in vitro cell culture were selected. The cells were
exposed to different pesticides, with most studies using the metabolite DDT, precisely
four studies.?? 2% 22.23 These showed the following results: decreased NK cell function
for binding to tumor cells and lysis of such cells; stimulation of IL-18 and IL-6;
decreased cell surface protein CD16 and TNF-a. The possible mechanisms cited by
the authors were genetic factors due to increased translation, transcription, and
messenger RNA stability.20 2% 23

Disorders involving the decreased function of NK cells have been associated
with the lack of ability of these cells to bind to and lyses tumor cells. These same losses
of function have been observed in cells exposed to atrazine and carbamates,?*
pyrethroids,?® and organochlorines.?? 26

Overexpression of inflammatory cytokines TNF-a, IL-6, and IL-13 was also
found.?> 26 These findings play a central role in tumor progression.2®

It was observed that herbicides were correlated with pancreatic cancer via
induction of significant oxidative damage but no change in IL-16 and IL-8 levels. In the
study by Arici et al. (2020), the data on inflammation mechanisms obtained in vitro
appear to be insufficient.1®

One of the studies?’ addressed exposure to plant protection products (PPP),
with one of these compounds containing Acibenzolar-S-methyl (ASM) particles,
inducing increased IL-18. Another compound containing laminarin strongly induced the

expression of this same interleukin, even at a low dose. This result diverges from the
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results in humans, showing that occupational exposure decreases this cytokine and

cytokines of the same response type, the Thl.

DISCUSSION

This review presents the mechanisms discussed in the literature of how
pesticide exposure affects the immune system and, consequently, how it can affect
carcinogenesis. These findings show dysregulation in several cellular and humoral
components of the immune response through different mechanisms, which act in
cancer's origin, progression, or aggravation.

Due to their low molecular weight, pesticides easily penetrate the body and are
distributed to the cells and tissues, breaking the main physical immune barrier (the
skin) and exerting their immunotoxicity on both innate and adaptive immunity. These
chemicals have a high capacity for bioaccumulation and can act directly on cells or
complex proteins in our body, forming haptens (small molecules), easily recognized by
the immune system.?®

After the penetration of pesticides into the skin, antigen-presenting cells (APCs)
composed of dendritic cells and monocytes/macrophages are the first to come into
contact with these substances. Initially, such cells increase in quantity to meet the
demand for pesticide recognition, migrating to secondary lymphoid organs in search of
T and B lymphocyte activation.®

In cases of chronic exposure, as occurs in occupational exposure of farmers for
several years, these APCs can become compromised, dysregulating their function and
reducing their number. Thus, other cells try to supply the demand and are
overexpressed or repressed, depending on the type of pesticide and characteristics of
the exposure, resulting in immune exhaustion. This exhaustion decreases cells that
act directly and indirectly in cancer and may promote growth or even trigger metastasis
factors and worse prognosis, conferring an unwanted aggressiveness.?2°:30.17

In vitro studies show that as the frequency of pesticide exposure increases,
there is an increase in M2-type macrophages, reported in the literature as tumor-
promoting cells.’® The increase in dendritic cells and macrophages may result from

antigenic stimulation from exposure. Moreover, with the constant increase of this
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stimulus caused by pesticides, the immunological and carcinogenic homeostasis is
altered, generating a cascade that deregulates all processes that should occur
naturally in the body.

Pesticides interfere with the process of antigen presentation by APCs in
lymphoid organs, dysregulating the responsiveness of T and B lymphocytes. Hence, a
significant reduction of effector T cells occurs, whose function becomes diminished
due to pesticides, as well as the production of IFN-y and TNF-q.16.1517

TNF-a producing cells showed an increase only at the beginning of pesticide
exposure and at low doses. However, as exposure increased and time prolonged, as
in occupational exposure, its reduction was observed.311’ Given the above, one can
validate the theory that the reduction or increase of these cells is dose and time
depending on pesticide exposure, generating the impairment of the immune system
and defense against tumors. TNF-a has a multifunctional role in tumor immunity and
can induce apoptosis and proliferation of cancer cells, depending on the stimulus.
When coming from the tumor cells themselves, TNF-a favors their multiplication, when
produced by an immune system response, it has the opposite role, assisting in fighting
the tumor and increasing the production of other cytokines that help this process, which
together are part of the Thl response pattern, and this pathway is suitable to act
against tumor growth and progression.16:1531,32,11,25,17

Regarding the type of response, which in the present study were marked by the
interleukins 1L-1B,3® IL-2, and IL-8, besides the IFN-y and TNF-a cytokines
aforementioned, Thl response was suppressed by pesticides according to some
studies evaluated, mainly in humans.16:15319.17 Regarding carcinogenesis, the ideal
would be an organism with these cytokines in high quantity, i.e., the opposite of the
proposed by the exposure in the studies mentioned. It would occur because these
cytokines directly regulate antitumor pathways, indicating to the organism the
necessary ways to cease the tumor by recruiting other cytotoxic cells, such as
lymphocytes, or even exacerbating the existing cytokines in the environment. This
process prevents tumor progression and metastasis to distant organs, thus conferring
a better prognosis to patients.33”

Moreover, studies highlight a reduction in B-type cells, both regulatory B and
plasma cells, which may be related to the dysfunction of activating T lymphocytes or
to pesticide-induced immunotoxicity of lymphoid organs.® Such evidence corroborates
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the study by Lee et al. (2019), which demonstrated that T and B cells are decreased
in pesticide exposure.3®

Besides the decrease in T and B lymphocytes, pesticides affect CD4+ T
lymphocytes, CD8+ T lymphocytes, and CTL, showing that it is a pathway dependent
on activation factors. When a pathway is altered, in this case by reducing these cells,
there is also a decrease in the secretion of cytokines responsible for signaling the
functions or production of other cells. The impairment of a pathway creates a cascade
effect and thus immunosuppression, which is favorable for the development of
tumors.t31519 CD4 T and CD8 T lymphocytes, responsible for processing stimuli,
undergo this depletion, and consequently, B-cell depletion also occurs.3! This process
is detrimental in fighting tumor initiation since these cells are cytotoxic and responsible
for attack signals to cancer cells. Consequently, their reduction facilitates tumor
growth.40

The Th17 response, identified by interleukins IL-17 and IL-22, IL-17, was not
altered. On the other hand, IL-22 showed an increase in men facing pesticide
exposure. According to the authors, the reason is uncertain, and only one study
addressed the Th17 type response.’® The Thl and Th17 responses are essential in
activating cells and cytokine production in immunity against tumors, in surveillance
against tumor initiation, or even conferring an unfavorable prognosis to cancer patients
when compromised.'6:8

According to the literature, the role of the Th17 response seems adaptive to the
environment; depending on the situation, such as in a tumor microenvironment, it can
be harmful. However, when activated by the immune system, it helps fight and grow
cancer cells. Therefore, there are many limitations to this type of response due to the
scarcity of studies on its role in tumor immunity, generating uncertainty.3

Alternatively, studies show an exacerbated increase in Th2 type responses, and
this type of response is thought to be the leading promoter of tumors, here represented
by the production of the interleukins IL-4 and IL-10. As mentioned throughout this
review, these are known for their pro-tumor role.1631

Thus, immune dysregulation and the disordered cascade of cytokine production
and suppression plus the increase in Th2 response at the expense of Thl favor an
extremely pro-tumor microenvironment, considerably increasing the risk of cancer in
people exposed to pesticides.6:31
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Finally, it is worth mentioning that the NK cell, another of the primary tumor-
fighting cells, also showed alterations in our review. Studies show that pesticide
exposure causes a reduction of these cells in humans, 813 creating a favorable
microenvironment for cancer development since they are responsible for recognizing

foreign cells and inducing apoptosis, preventing the initiation of a neoplasm.*!

CONCLUSION

Exposure to pesticides causes immunological disturbances that impact innate
and adaptive immunity, interfering in its functionality through the dysregulation of
several cells and cytokine production, causing immunosuppression. Finally, this
dysregulation is paramount for cancer progression and may generate an unfavorable

prognosis in populations chronically exposed to pesticides.
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Figure 1. Flow diagram for searching and extracting data
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Figure 1 - Flowchart of search results in databases.
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Figure 2. Mechanism of dysregulation of immune system cells and cytokines

through exposure to pesticides based on in vivo and in vitro studies.
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Figure 2 - Pesticides enter the bloodstream, being engulfed by Antigen-presenting cells (APCs),
dendritic cells, and macrophages. Then, they are forwarded to lymphoid organs such as the thymus,
which may become exhausted and diminish cells of the B-lymphocyte, T-lymphocyte, TCD4, and
TCDS8 types. Due to this mechanism, there is a downregulation of cytokines, increased Th2 response,

decreased Th1, and increased tumor susceptibility.
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4.ARTIGO CIENTIFICO 2

RESEARCH ARTICLE

A exposicao ocupacional a agrotéxicos causa desregulacdo imunoldgica
sistémica em citocinas dos padrdes Th1l/Th2/Th1l7 e se correlaciona com

piores desfechos clinicos em pacientes com cancer de mama.

Resumo:

Os agrotoxicos sdo compostos conhecidos por causar desregulacédo
imunolégica em individuos expostos, que tém potencial para modificar
substancialmente o progndstico de patologias dependentes de uma resposta imune
eficiente, como o cancer de mama. Nesse contexto, examinamos o perfil de citocinas
circulantes dos padroes Th1/Th2/Thl17 em mulheres ocupacionalmente expostas a
agrotoxicos e sua correlacdo com piores desfechos prognésticos. Amostras de sangue
periférico foram coletadas de 187 mulheres trabalhadoras rurais com cancer de mama,
ocupacionalmente expostas ou ndo a agrotoxicos, para quantificar os niveis das
citocinas IL-1B, IL-12, IL-4, IL-17-A e TNF-a. Os dados sobre o perfil da doenca e os
desfechos clinicos foram coletados por meio de acompanhamento médico. Niveis
significativamente reduzidos de IL-17A foram observados em pacientes expostos com
tumores do subtipo Luminal B, com altas taxas de proliferacdo de ki67, alto grau
histoldgico e positivo para o receptor de progesterona. A IL-12 foi reduzida em
mulheres expostas com tumores maiores que 2 cm e naquelas com metastases
linfonodais. A reducgéo de IL-4 também foi observada em mulheres expostas com
invasdo de linfonodos. Nossos dados mostram que a exposicdo ocupacional a
agrotoxicos induz mudancas significativas nos niveis de citocinas necessarias para o
controle do tumor e se correlaciona com desfechos clinicos de mau progndstico no

cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama; progndstico, resposta imune, citocinas.
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INTRODUCAO

Os pesticidas sao amplamente utilizados no Brasil e no mundo. Os impactos
da exposicao ambiental e ocupacional sdo amplos, consistindo em um problema de
salde publica. Esses agentes quimicos sdo capazes de se acumular no organismo e
interagir com processos bioquimicos normais, tornando-se um fator de risco para
diversas doencas como o cancer de mama (HE et al., 2017). Além de interferir em
processos bioldgicos por criar um microambiente favoravel para o desenvolvimento
do tumor, a exposicdo a pesticidas ainda estd associada a um pior prognéstico da
doenca (PIZZATTI et al., 2020).

Em populac¢Bes onde hd uma predominancia da agricultura familiar, como por
exemplo nos estados da regido Sul do Brasil, o trabalho envolvendo a aplicagéo e
manuseio de pesticidas ndo diz respeito somente ao homem. A mulher possui
participacdo em algumas ou todas as etapas, que vai desde o preparo, diluicdo e
aplicacdo, até a descontaminacdo e lavagem das roupas de protecdo e utensilios
utilizados (RECH, 2018).

Panis e colaboradores (2021), caracterizaram o perfil de exposi¢cao ocupacional
das mulheres do Sudoeste do Parana, Brasil, e observaram incidéncia de cancer de
mama de elevada agressividade na populacdo de mulheres ocupacionalmente
expostas aos pesticidas. Ademais, alguns estudos demonstram que 0s pesticidas,
participam da fisiopatologia do cancer por diferentes mecanismos, dentre eles a
desregulacdo imunoldgica, que contribui para o desenvolvimento tumoral (CALAF,
2021).

O sistema imune funciona de maneira ordenada a partir de células e citocinas
gue atuam via mecanismos sinérgicos para manter a homeostase. Contudo, este
equilibrio é muito sensivel a acdo de substéncias tais como os pesticidas. Os
pesticidas possuem baixo peso molecular, sendo assim, acabam penetrando na pele
com facilidade, pelo ar, através das vias respiratorias e olhos, tornando-se
responsaveis por alteracdes estruturais e funcionais da rede imunolégica (GANGEMI
et al., 2016).
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Deste modo, a exposicao a pesticidas pode prejudicar a imunidade, e perturbar
o sistema endodcrino, alterando a producdo de mediadores inflamatdrios como
citocinas e quimiocinas (JACOBSEN-PEREIRA et al., 2020).

As citocinas inflamatérias desempenham um papel fundamental na progressao
das células tumorais alterando o microambiente tumoral. Elas também afetam
diretamente o crescimento, invasdo celular e metastase das células cancerosas
(ARICI et al., 2020). E a relagdo com o consumo de pesticidas dificulta, por sua vez,
a acdo da resposta imune contra tumores e, consequentemente, cria condicbes
favoraveis para o desenvolvimento da neoplasia (CAMARGO et al., 2017).

Esses ambientes imunoldgicos tumorais modificados pelos pesticidas, pode
ainda interferir no prognostico da doenca, através de condi¢des clinicopatoldgicas
desfavoraveis (PANIS et al., 2020). Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar se mulheres com cancer de mama expostas a pesticidas apresentam

desregulacéo imunoldgica de citocinas em relacdo aos desfechos de pior progndstico.

METOLOGIA

Aspectos legais

Este estudo encontra-se aprovado no Comité de Etica Institucional da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) sob CAAE
35524814.4.0000.0107, parecer numero 810.501. Foram consideradas apenas as
pacientes que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

(Anexos | e 1l).

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, sendo uma parte retrospectiva e outra
prospectiva, onde foram avaliados parametros de dados primarios de mulheres
atendidas no Hospital do Cancer de Francisco Beltrdo — Parana, Brasil, entre os anos

de 2015 e 2021. O CEONC é um hospital publico de Oncologia que retne um grande
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namero de mulheres de todos os 27 municipios incluidos na 8° Regional de Saude do
Parana para o rastreamento do cancer de mama anualmente. O estudo foi realizado
com o objetivo de atingir tanto pacientes oncoldgicas quanto ndo oncoldgicas,
expostas ocupacionalmente ou ndo a pesticidas. Porém, nesse estudo foram incluidas
pacientes oncologicas apenas com cancer de mama (sem outros tipos de neoplasias),
por ser a neoplasia predominante na populacdo estudada. A confirmacédo do
diagndstico de cancer de mama foi obtida a partir de prontuarios, gentilmente cedidos
pelo hospital.

Durante o periodo, foram triadas todas as pacientes que apresentaram tumor
mamario, tanto maligno quanto benigno, porém, foram inclusas somente as que
receberam o diagnostico de cancer de mama, que aceitaram participar da pesquisa,
responder os questionarios propostos e que foi possivel a coleta de sangue para
analise de citocinas. Nao foram inclusas as pacientes em que nao foi possivel realizar
a coleta de dados clinicopatologicos, a verificacdo da exposicédo ou ndo a pesticidas,
a analise de citocinas no plasma, bem como aquelas que ndo puderam ou nao

aceitaram participar de algum dos processos da pesquisa, por motivos distintos.

Instrumentos para coleta de dados

ApGs explicar o objetivo da entrevista e assinar o termo de consentimento livre
e esclarecido, o instrumento de coleta de dados sobre o perfil de exposicdo
ocupacional aos agrotéxicos foi aplicado por uma equipe treinada para realizar a
coleta de dados padronizada. A entrevista foi realizada no leito do hospital com o
paciente confortavelmente alocado, sem comprometer os procedimentos médicos que

estavam em andamento.
Questionario

Um questionario foi elaborado como instrumento para coleta de dados para
inicialmente identificar aspectos relacionados a exposi¢éo a agrotoxicos das mulheres

entrevistadas, tanto no presente, quanto no passado, a fim de definir os grupos de

pacientes expostas e ndo expostas a pesticidas.
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Quanto a sua estrutura, inicialmente, nas questdes 1 a 4, o formulario identifica
0 municipio da paciente, se mora no interior ou na cidade, e o tempo de residéncia
nesses locais (anos). Posteriormente, pergunta sobre a agricultura baseada em
pesticidas e, em caso afirmativo, quem aplica esses produtos e por quantos anos. As
guestdes de 5 a 15 caracterizaram a exposicao de mulheres e familiares a agrotoxicos
atualmente, e as questdes de 16 a 27, no passado. Com base nessas questbes (5-
27), foi possivel identificar se as mulheres estiveram ou ndo expostas
ocupacionalmente aos agrotoxicos, o tipo de exposi¢do (contato direto ou indireto) e
guanto tempo durou a exposicdo. As questdes 28 a 31 eram sobre sintomas
potencialmente relacionados ao uso de agrotoxicos e se a familia consumia algum
produto propriamente cultivado com essas substancias. Por fim, o formulério levou em
consideracao aspectos de saude das mulheres e suas familias.

O instrumento de coleta de dados foi aplicado por uma equipe cientifica

previamente treinada para esse fim.

Definicdo dos grupos quanto a exposicao a pesticidas

A partir das respostas, foram criados dois grupos de exposi¢cdo ocupacional a
pesticidas: 1) mulheres expostas direta e indiretamente; 2) mulheres ndo expostas
ocupacionalmente. A exposicao direta foi definida por mulheres que responderam
positivamente a pelo menos uma das seguintes perguntas "Vocé aplica agrotoxicos
atualmente?" (Pergunta 7); "Vocé ja aplicou pesticidas?" (Questao 15); "Vocé lava ou
ja lavou as roupas de alguém da familia apds a aplicacdo de agrotéxicos?" (Questao
19). O grupo exposto indiretamente foi composto por pacientes que responderam
positivamente a pelo menos uma das seguintes perguntas "Algum vizinho seu usa
agrotoxicos?" (Questdo 23); "Algum vizinho seu usou pesticidas?" (Questdo 24).
Assim, buscou-se identificar se havia alguma forma de exposi¢ao, mesmo que distante
aos agrotoxicos. O grupo ndo exposto ocupacionalmente foi composto por pacientes
que responderam negativamente a todas as questbes relacionadas as duas

subclassificagdes do outro grupo (de expostos).
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Prontuarios médicos

A categorizacdo do perfil clinicopatolégico e agressividade do cancer de mama
das pacientes foi realizada através de coleta de dados referente ao comportamento
intrinseco do tumor, presentes nos laudos histopatolégicos das bidpsias e nos
prontuarios médicos. Foram avaliadas as seguintes informa¢des como fatores de
prognostico: expressao de receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR)
e receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), indice de
proliferacéo tumoral mensurado pelo ki67 maior que 14%, subtipo molecular do cancer
de mama, tamanho do tumor, grade histolégica, émbolo intratumoral, presenca de
metdstases em linfonodos axilares, metastase a distancia, idade ao diagndstico
(definido como precoce ou tardio), status menopausal, indice de massa corporal

(IMC), ocorréncia de recidiva e perfil de sobrevida.

Coleta sanguinea e obtencéo do perfil de citocinas.

A coleta sanguinea das pacientes ocorreu durante a consulta das mesmas ao
CEONC. O sangue foi coletado via puncao venosa no antebraco e disposto em tubos
contendo heparina. Posteriormente o sangue foi centrifugado por 5 minutos a 4.000
rom, o sobrenadante denominado plasma foi separado e, logo em seguida,
armazenado em congelador a -20° C, até o momento de realiza¢do das analises.

Para quantificacdo dos niveis plasmaticos das citocinas, foram mensuradas
interleucina 1 3 (IL-1B), interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
para representar a resposta em nivel de Thl das pacientes; interleucina 4 (IL-4) para
respostas Th2 e finalmente a interleucina 17 A (IL-17-A) a fim de investigar a resposta
Thl7. Para isso, utilizou-se o0 método de imunoensaio enzimatico (ELISA - Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) por meio de kits comerciais (e-Biosciences®, USA).
Aliguotas de plasma foram incubadas em placa contendo anticorpo de captura
especifico para cada citocina, seguidas de sucessivas lavagens e incubacdo com
anticorpo secundario marcado com estreptavidina. Para detec¢do da reacdo, foi

adicionado substrato especifico e a placa lida a 642 nm. Os resultados foram
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calculados em pg/mL a partir de dados de uma curva padréo para cada citocina. O

limite de deteccéo de cada kit foi de 2 pg/mL.

Analises estatisticas

O estudo estatistico foi realizado com o intuito de avaliar se existem diferencas
entre o perfil imunoldgico de citocinas de pacientes com cancer expostas e nao-
expostas ocupacionalmente a pesticidas sob diferentes parametros clinicopatolégicos.
Também foi caracterizada a amostra no que tange aos aspectos clinicopatologico das
pacientes, comparando as mulheres expostas e as ndo expostas ocupacionalmente a
pesticidas.

As frequéncias das categorias de cada variavel clinicopatoldgica, foram
comparadas para as pacientes pertencentes a ambos o0s grupos utilizando o teste Qui-
quadrado para aderéncia. Além disso, fez-se uso deste mesmo teste para comparar
0S grupos segundo as categorias de cada variavel. Os testes foram feitos com 5% de
significancia estatistica.

Para cada variavel foi realizado ainda o teste de Qui-quadrado para
independéncia para analisar a associacdo entre as categorias e 0s grupos. Em
situacdes de ferimento do pressuposto de frequéncia minima esperada igual a 5, foi
utilizado como teste de associacdo o método de Monte Carlo, também com 5% de
significancia. O objetivo desse teste € 0 mesmo que o do Qui-quadrado para
independéncia, entretanto é estatisticamente mais robusto quando 0s pressupostos
nao sao verificados.

Os dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel ®. As
analises citadas acima foram realizadas no software R (R Development Core Team,
2022) e o software IBM SPSS Statistics®, versao 25 foi utilizado para comparacgéo
entre as variaveis clinicopatologicas e niveis de citocinas, na criagao de graficos box-

plot.
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RESULTADOS

Foram inclusas no presente estudo 187 mulheres (111 expostas
ocupacionalmente a pesticidas e 71 ndo expostas). A idade das pacientes variou entre

30 e 82 anos, com uma média e mediana de 55 anos, com desvio padréo £12,7.

Perfil clinicopatoldgico

Analisando as pacientes ndo expostas aos pesticidas, foi verificado que (Tabela
1; p-valores1<0,05): o receptor de estrogénio foi positivo em cerca de 65% dos casos,
engquanto a expressao de HER2 foi negativa em 78,87% das mulheres deste grupo. O
ki67 foi maior ou igual a 14% para a maioria dos casos (52,11%). Os subtipos
moleculares mais verificados foram Luminal A (29,58%) e Luminal B (30,99%). O
tamanho tumoral foi superior a 20 mm (47,89%), ndo havendo embolia intratumoral
(66,20%). Nenhum linfonodo estava acometido em 60,56% das mulheres, e em
apenas 8,45% foi constatada metastase a distancia. Na maioria dos casos deste grupo
o diagnéstico foi considerado tardio (59,15%), em mulheres jA na menopausa
(66,20%) e com sobrepeso/obesas (56,34%). Como desfecho, ndo houve
guimioresisténcia (63,38%), recorréncia (83,10%) ou 6bito (90,14%) na maioria das
pacientes. N&o houve diferenca estatistica entre as categorias das variaveis receptor
de progesterona, agressividade do tumor (mais e menos agressivo) e grau histolégico
(Tabela 1; p-valores1>0,05).

Em relacdo as mulheres expostas aos pesticidas, se constatou que (Tabela 1,
p-valores2<0,05): o receptor de estrogénio foi positivo em cerca de 62% dos casos e
a expressao de HER2 foi negativa em 78,38% das mulheres deste grupo. Os subtipos
moleculares mais verificados foram Luminal A (34,23%) e TN (29,58%). O tamanho
tumoral foi superior a 20 mm (53,15%), com grau histologico 2 (45,05%) e auséncia
de embolia intratumoral (54,05%). Nenhum linfonodo estava acometido em 53,15%
das mulheres, tendo sido constatada metéstase a distancia em 10,81% dos casos. Na
maioria das pacientes deste grupo o diagndstico foi considerado tardio (64,86%), em
mulheres ja na menopausa (65,77%) e com sobrepeso/obesas (61,26%). Nao houve

guimioresisténcia (63,06%), recorréncia (86,49%) ou 6bito (94,59%) na maioria das
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pacientes. N&o foi verificada diferenca estatistica entre as categorias das variaveis
receptor de progesterona, ki67>14% e agressividade do tumor (mais e menos
agressivo) (Tabela 1; p-valores2>0,05).

Em pacientes expostas, foi verificado maior chance de invasado em linfonodos,
em gue a constatacdo de pelo menos um linfonodo acometido foi 10% maior em
mulheres expostas (34,23%) em relacédo as ndo expostas (23,94%) (p-valors<0,0001;
Tabela 1). Outra caracteristica foi que 5% a mais de mulheres expostas aos pesticidas
apresentaram um IMC mais elevado, indicando sobrepeso ou obesidade (p-
valors=0,0001; Tabela 1). Embora n&o tenha sido verificada diferenca estatistica em
relacdo a frequéncia (p-valors=0,1336; Tabela 1), comparando as pacientes dos dois
grupos € possivel constatar que o subtipo molecular mais agressivo, TN, teve um
percentual mais elevado entre as mulheres expostas aos pesticidas (29,58%), sendo
o dobro em relacédo as ndo expostas (14,08%) (Tabela 1).

N&o foi verificado dependéncia entre as categorias das variaveis e 0s grupos

exposto e ndo exposto aos pesticidas (p-valoress>0,05; Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia (n) e porcentagem (%) de dados clinicopatologicos (variaveis

discretas) considerando a exposi¢ao aos pesticidas.

N&o exposto Exposto
Variavel Categoria n (%) p- n (%) p- P- p-
valory valor; valors valory
14 25
Negativo 0.0127
9 (19.72) (22.52)
46
Receptor de Positivo =0.000 69 <0.000 0024 0.6498
estrogénio (64.79) 1 (62.16) 1
NA 11 17 .
(15.49) (15.32)
30 46
Negativo 0.0094
? (42.25) (41.44)
Receptor de 31 47
progeste- Positivo 0.8563 (42.34) 0.8834 0.0104 0.9727
rona (43.66) g
NA 10 18 .
(14.08) (16.22)
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Negativo

Expresséo
de Positivo
HER-2
NA
<14
Ki67 (%) > 14
NA
Menos
agressivo
Agressivi- .
dade do Ma|§
agressivo
tumor
NA
Luminal A
Luminal B
Subtipo
molecular do HER-2
tumor
Triplo-
negativo
NA
<20
Tamanho
tumoral (em > 20
mm)
NA
Grau 1
histologico
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3
NA
Nao
Embolia .
. Sim
intratu-moral
NA
Nenhum
acometido
Metastase Pelo menos
em um
linfonodos acometido
NA
Nao
Metastase a .
A . Sim
distancia
NA
Precoce
Diagnosti-co
Tardio
Nao
Menopau-sa
ao diagnosti- Sim
co
NA
IMC Eutroéfico
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Sobrepeso/
Obeso

NA

Quimiore-

o Sim
sisténcia

NA

Recorréncia Sim

NA

Obito

Sim

A frequéncia da categoria NA nao foi considerada nas andlises estatisticas. Valores em negrito,
indicam que houve diferenca estatistica entre as categorias da variavel. p-valor: do teste Qui-
guadrado para aderéncia comparando as categorias de cada variavel para as pacientes ndo expostas
aos pesticidas; p-valorz do teste Qui-quadrado para aderéncia comparando as categorias de cada
varidvel para as pacientes expostas aos pesticidas; p-valors do teste Qui-quadrado para aderéncia
comparando os grupos segundo as categorias de cada variavel; p-valors do teste Qui-quadrado para

independéncia.

Associacao entre o perfil de citocinas e condi¢gdes clinicopatologicas

Os gréficos em forma de box-plot, representados pelas figuras 1, 2 e 3, a seguir,
apresentam os resultados significativos, separados por niveis de resposta Th17, Thl
e Th2, com valores individuais de citocinas em relacéo ao perfil clinicopatologico.
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Figura 1 — Variag@es significativas no perfil Th17 sistémico de mulheres portadoras de céncer de
mama ocupacionalmente expostas ou ndo aos pesticidas. O perfil Th17 foi determinado através da
dosagem da IL-17-A plasmatica. Niveis detectados nos grupos exposto e ndo-exposto segundo as
seguintes variaveis clinicopatolégicas: A — Subtipo molecular Luminal B, B — indice de proliferacéo
ki67, C — grau histolégico tumoral, D — Presenca de receptores de progesterona e E — Pacientes
eutréficas. Os dados estdo mostrados como box-plot das variacdes minima, maxima e mediana. +
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representa a média de cada grupo. Os valores de p estdo apresentados nos graficos, sendo
considerado significante quando p< 0,05.

Analisando o perfil de resposta Th17, demonstrou-se que dentre as pacientes
com subtipo molecular Luminal B, houve diminuicdo na média da IL-17-A entre as
mulheres expostas em comparagcdo com nao expostas a pesticidas (p-valor=0,0388;
Figura 1A). Aquelas com indice de proliferagdo ki67 superior a 14% também
apresentaram reducao média entre a IL-17-A quando expostas em relacdo a aquelas
nao expostas (p-valor=0,0493; Figura 1B). A média de IL-17-A também foi
estatisticamente diferente, sendo menor entre as expostas em comparagdo com nao
expostas (p-valor=0,0159; Figura 1C) dentre as pacientes com grau histolégico 3.
Mulheres com presenca de receptores de progesterona ocupacionalmente expostas
e ndo expostas, também tiveram declinio médio no valor da IL-17-A (p-valor=0,0263;
Figura 1D). Por fim, nas pacientes eutroficas a IL-17-A diferiu estatisticamente,
aumentando em média, entre as expostas e nao expostas a pesticidas (p-
valor=0,0119; Figura 1E).
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Figura 2 — Variacdes significativas no perfil Th1 sistémico de mulheres portadoras de cancer de mama
ocupacionalmente expostas ou ndo aos pesticidas.O perfil Thl foi determinado através da dosagem
plasmatica da IL-12, IL-13 e TNF-a. Niveis detectados nos grupos exposto e ndo-exposto segundo
as seguintes variaveis clinicopatoldgicas: A — Tamanho tumoral acima de 2 cm para IL-12, B —
presenca de invasao linfonodal para IL-1p e C — presencga de invaséo linfonodal para TNF-a. Os dados
estdo mostrados como box-plot das variagdes minima, maxima e mediana. + representa a média de

cada grupo. Os valores de p estdo apresentados nos graficos, sendo considerado significante quando

p< 0,05.

Quando analisado a resposta Thl, pacientes com tamanho tumoral maior que
2 cm tiveram niveis médios de IL-12 menores entre os grupos de mulheres expostas
e nao expostas (p-valor=0,0500; Figura 2A). Mulheres com presenca de invaséo

linfonodal apresentaram reducao entre os grupos na dosagem plasmatica média de:
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IL-1B(p-valor=0,0105; Figura 2B), TNF-a (p-valor=0,0391; Figura 2C) e também na
IL-4 de resposta Th2 (p-valor=0,0292; Figura 3).
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Figura 3 — Variagdes significativas no perfil Th2 sistémico de mulheres portadoras de cancer de mama
ocupacionalmente expostas ou ndo aos pesticidas. O perfil Th2 foi determinado através da dosagem
plasmética da IL-4. Niveis detectados nos grupos exposto e ndo-exposto segundo a presenca de
invasdo linfonodal para IL-4. Os dados estdo mostrados como box-plot das variacdes minima, maxima
e mediana. + representa a média de cada grupo. Os valores de p estdo apresentados nos gréficos,
sendo considerado significante quando p< 0,05.

Além disso, para a maioria das caracteristicas observadas, especialmente em
relacdo aos niveis de IL-17-A, IL-12, IL-1Be TNF-q, a variabilidade das pacientes nao
expostas foi maior que as expostas a pesticidas, indicando que a dispersdo das
expostas foi menor (Figuras 1, 2 e 3). Esse fato pode ser observado pelo maior
intervalo interquartilico nos graficos box-plot.

DISCUSSAO

Nossos principais achados demonstram que os pesticidas favorecem alguns
fatores considerados de mau progndstico para o cancer de mama, agindo como
disruptores imunolégicos, causando diminuicéo de respostas do tipo Thl, Th2 e Thl17,

em associagdo com caracteristicas clinicopatolégicas relevantes.
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Observamos que mulheres com céancer de mama expostas a pesticidas
possuem maior incidéncia de metastase em linfonodos, sendo esse fenédmeno
considerado como um mau progndstico, uma vez que as células tumorais se
desalojaram de seu local de origem e encontram-se em glandulas linfaticas,
normalmente axilares. Além disso, este resultado sugere que a exposi¢cdo aos
pesticidas pode influenciar na agressividade do tumor. Estudo de Demers e
colaboradores (2000), comprova essa associacgao, visto que mulheres com cancer de
mama, que apresentaram maiores concentracdes plasméticas de pesticidas,
apresentaram maior probabilidade de metastase em linfonodos. Ainda, a hipotese de
gue os pesticidas podem influenciar na agressividade do tumor é sustentada pelo fato
de que tais substancias exacerbam um fenétipo celular pré-migratério, contribuindo
para um alto grau de malignidade do tumor, favorecendo desta forma a progressao do
cancer de mama (MIRET et al., 2016).

Além desses fatores que demonstram um tumor mais agressivo, as pacientes
com cancer de mama e expostas a pesticidas também apresentaram IMC aumentado,
manifestando sobrepeso ou obesidade. Pedreira e colaboradores (2018), em uma
revisdo de literatura, descobriram que disruptores enddcrinos, como 0s
pesticidas, aumentam o nimero de células adiposas, e modificam o metabolismo do
individuo exposto, predispondo a obesidade ao longo da vida. Considerando que os
pesticidas sdo produtos quimicos altamente lipossollveis e sdo armazenados no
tecido adiposo, vale ressaltar a hipétese de interacées na biologia celular tumoral
(NAN et al., 2016) uma vez que tais vias estdo substancialmente ligadas as respostas
inflamato6rias e imunes. Estudos sugerem ainda, que esse excesso de gordura
corporal pode conferir um mau prognéstico, favorecendo tumores de subtipos mais
agressivos como o Luminal B e TN (PIEROBON et al., 2013; CHEN et al., 2016).

Os canceres de mama séao classificados patologicamente de acordo com seu
subtipo molecular (Luminal A, Luminal B, superexpresséo de HER2 e TN) (YIN et al.,
2020). Mesmo com diferencas nas caracteristicas demograficas e bioldgicas entre
esses subtipos, a literatura € escassa em relacdo a estudos de exposicao crbnica a
pesticidas em relacdo a esses subtipos moleculares. Porém, Ellsworth et al., (2018)
sugere que a carga corporal de pesticida, pode influenciar o desenvolvimento de
subtipos especificos do cancer de mama (PEDREIRA et al., 2018). Embora nosso
estudo ndo tenha demonstrado diferenca estatistica em relacdo aos diferentes
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subtipos moleculares, o subtipo molecular TN, foi mais comum em mulheres com
cancer de mama expostas a pesticidas, em comparacdo com ndo expostas. Esse € o
subtipo mais agressivo e considerado de progndéstico ruim pela auséncia de alvo
terapéutico (BORRI et al., 2021), portanto o tratamento € mais dificil, deixando a
guimioterapia como Unica alternativa terapéutica sistémica (ENSENYAT-MENDEZ et
al., 2021).

Os pesticidas também podem atuar como mediadores pro-inflamatoérios ou
inflamatorios, capazes de interferir na inflamacdo e no sistema imunoldgico,
potencializando ou reduzindo citocinas de resposta do tipo Thl, Th2 ou Thl7,
implicadas na carcinogénese (STANDISH et al., 2010). A resposta imune contra o
cancer tem como mecanismo central uma rede de citocinas, cuja producdo e
sinalizagdo funciona de maneira homeostatica, a fim de combater o tumor (DHOUIB
et al., 2016). No entanto, nosso estudo mostrou que a exposi¢cdo ocupacional a
pesticidas prejudica essa producado sistémica de citocinas em mulheres com cancer
de mama, reduzindo os niveis de citocinas em condi¢des clinicas especificas, quando
comparado ao grupo nédo exposto. Esse “blackout” imunoldégico sugere um efeito
negativo em células tumorais, favorecendo o crescimento desordenado, um aumento
de fatores de mau progndstico e de agressividade tumoral. Isso provavelmente se
deve ao fato de essas citocinas serem importantes sinalizadores e mediadores de
variados processos envolvidos, afetando diretamente o crescimento, invasao celular
e metastase das células cancerosas (GIRARD et al., 2020).

A resposta Thl, em nosso trabalho representada pela IL-183, IL-12 e TNF-q, se
mostrou diminuida em condic8es clinicopatologicas especificas. Mulheres com tumor
de tamanho maior de 2cm expostas a pesticidas apresentaram menor quantidade
circulante da IL-12 em comparacao com as nao expostas. Essa citocina possui potente
atividade antineoplasica, pela indugédo de uma resposta tipo Thl e rejeicdo do tumor,
além de que uma melhor sobrevida foi correlacionada com niveis mais elevados dessa
citocina (GUIDA et al., 2007). Além disso, seu valor diminuido em pacientes expostas
a pesticidas pode aumentar o tamanho tumoral com mais facilidade, jA que nao
estardo em quantidade suficiente para cessar o crescimento do tumor. Desta maneira,
este cenario caracteriza um mau prognaostico, ja gue o tamanho do tumor determina

também o tipo de tratamento e evolugcédo da doenca (RAUPPet al., 2017).

77



Estudos demonstram que a geracdo de uma resposta Thl eficiente parece ser
a ideal na acao antitumoral, pois ela auxilia na ativacéo de linfocitos T CD8+ e citocinas
que sao auxiliares no combate tumoral (interferon gama (IFN-y), IL-12, TNF-q)
(WHITESIDE et., 2013). Ainda relacionado a esse tipo de resposta, nosso estudo
demonstrou que mulheres expostas a pesticidas e com presenca de invasao linfonodal
tiveram o nivel de TNF-a e IL-18 diminuido, em relagao as nao expostas. O TNF-q,
possui fungdes variadas, podendo atuar como citocina promotora ou supressora de
tumores a variar do microambiente que o promoveu. No microambiente tumoral, induz
a proliferacdo e a metastase, mas ainda tem papel na destruicdo dessas células,
guando estimulado a partir do sistema imune, por outras citocinas pré-inflamatorias
como a IL-1B (LAHAet al., 2021). Porém em nosso estudo, a IL-1B3, também estava
reduzida, indicando que o sistema imune possivelmente estava com uma disfuncao
em pacientes expostas a pesticidas, o que por sua vez, favorece fatores de mau
prognaéstico como a metastase em linfonodos, ja que o tumor tem a chance de evoluir
(CALAF et al., 2021).

Outros estudos envolvendo TNF-a demonstraram um aumento dessa citocina
guando expostas a pesticidas, induzindo a producédo do tumor, onde este fator foi
relatado apenas em estudos in vitro (TELLEZ-BANUELOS et al., 2016; CAMARGO et
al., 2018; GARGOURI et al., 2020). Ja em relacdo a exposicdo ocupacional em
humanos (PI1ZZATI et al., 2020) e em animais (JORSARAEI et al., 2014), os resultados
estdo de acordo com nosso estudo.

Os resultados sobre a diminuicdo de citocinas relacdo ao tamanho tumoral e
invasdo linfonodal presente vao ao encontro de estudos que demonstram que 0sS
pesticidas sdo capazes de diminuir a resposta imunolégica do tipo Thl (COSTA et al.,
2013; VOLKER et al., 2010). Pizzati e colaboradores (2020), relacionam a reducéo de
IL-1B8 e TNF-a, em pacientes com cancer de mama expostas a pesticidas, a fatores
clinicos de progndéstico como tecidos adiposos-troficos, menopausa e formacéo de
coagulos intratumorais. Contudo, estudos que relacionam essa associacao a fatores
clinicopatologicos em geral, sGo escassos.

Considerando que o eixo inflamatério pudesse estar desiquilibrado nas
pacientes expostas, investigamos ainda o perfil dos niveis de resposta Th2, através
da IL-4 (citocina inflamatdria), tendo em vista que o cancer € considerado uma doenca
dominante em relacdo a este tipo de resposta (WHITESIDEet al., 2013). Segundo a
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literatura, os pesticidas sdo capazes de aumentar a IL-4, e favorecer o crescimento do
tumor, através da inducao de efeitos na inflamacao e toxicidade em érgéos linfoides
(JORSARAEI et al.,, 2014). J4& nossos resultados, sugerem que a exposi¢cdo a
pesticidas por tempo prolongado, a exemplo de nossas pacientes expostas, pode
levar ao esgotamento do sistema imune. Por sua vez, estudos envolvendo a exposi¢ao
a pesticidas e a desregulacdo imune, em sua maioria, relata que citocinas Th2 estao
presentes em quantidade aumentada, frente a exposicao a pesticidas (VOLKER et al.,
2010; MEDINA-BUELVAS et al., 2019. Esse mecanismo algumas vezes, é explicado
pela diminuicdo da resposta thl que em detrimento, aumenta th2 (DURAMAD et al.,
2006). Porém, em nossos resultados, a IL-4 plasmatica estava reduzida em pacientes
expostas, com presenca de invasdo em linfonodos. Desta forma, sugere-se que
mesmo com a diminuicdo de Thl, o sistema imune n&o foi capaz de recuperar a
resposta Th2 do tipo inflamatéria, mostrando-se totalmente debilitado nas pacientes
expostas a pesticidas.

Entre esse contexto de mecanismos de imunodesregulacéo devido a exposicéo
a pesticidas, identificamos ainda, resultados significativos na redugcdo dos
componentes da via de resposta Th1l7. As respostas imunocelulares desse modelo,
sdo um dos principais moduladores envolvidos no cancer por meio de processos
inflamatorios (KARPISHEH et al., 2022). Elas fazem parte tanto da imunidade inata
como adaptativa, secretando outras citocinas que modulam a progressao do cancer
de mama. Porém o mecanismo imune exato dessas células frente ao tumor ainda é
desconhecido. Segundo a literatura o que parece, é que elas possuem dupla funcéo,
podendo se adaptar ao ambiente (YE et al., 2012).

Observamos reducdo significativa dos niveis de IL-17-A, em pacientes
expostas ocupacionalmente a pesticidas em comparacdo com o grupo de nao
expostas: de subtipo molecular Luminal B; com indice de ki67 maior que 14%; grau
histolégico 1ll; e ainda em pacientes positivos para RP. O subtipo molecular Luminal
B, por mais que apresente opgao terapéutica, tem como caracteristica indice de
proliferacdo aumentado. Esse indice é medido pela proteina ki67, sendo considerado
alto quando acima de 14%, indicando que as células cancerigenas estdo se
multiplicando rapidamente. Ja em relagé@o ao grau histolégico do tipo Il as células ndo
tém caracteristicas normais e tendem a crescer e se disseminar de forma mais
agressiva (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). Dentre os fatores citados acima,
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o de melhor progndstico pode-se dizer é das pacientes positivas para RP, pela opcéo
terapéutica, onde o medicamento tem alvo para acao. Entretanto, esse indicativo ndo
é utilizado de forma isolada, devendo ser levado em consideracdo as outras
caracteristicas tumorais (LABRE, 2018).

Fenga e colaboradores investigaram a resposta de interleucinas Thl7 em
trabalhadores de estufa, sendo este o Unico artigo encontrado que associou a
exposicao a pesticidas neste tipo de resposta. Em oposi¢cdo ao nosso estudo, 0s
trabalhadores expostos tiveram a IL-17-A inalterada e a interleucina 22 (IL-22)
aumentada.

Como existe uma plasticidade nas respostas imunes Th17, podendo alterar o
padrdo de respostas, como por exemplo Thl ou Th2, a depender do estimulo do
ambiente ou agente agressor, sugerimos que a exposicdo a pesticidas afeta de
maneira intensa o sistema imune, sendo que em determinadas condi¢des
clinicopatologicas, como as destacadas em nosso estudo, 0 mesmo nédo é capaz de
reagir. Neste caso, ndo ocorre diferenciacdo para células CD4, ou de resposta Thi,
que sao de suma importancia para cessar condicdes de pior progndstico e, nem ao
menos, as respostas Th2, ja que essas também estavam reduzidas em determinadas
caracteristicas clinicopatoldgicas. Vale ressaltar, que alguns estudos (YE et al., 2012;
KARPISHEH et al., 2022) mostraram uma desregulacéo significativa da IL-17-A em
fatores de pior prognéstico, estando a mesma na maioria das vezes aumentada.
Assim, nossos resultados sugerem que os pesticidas fazem o papel inverso, ou ainda,
gue simplesmente anulam as func¢des imunoldgicas, possibilitando a atuacdo das
células cancerosas (HE et al., 2017).

Um achado um tanto curioso, foi que a IL-17-A plasmatica de mulheres
eutroficas com cancer de mama estava aumentada no grupo exposto a pesticidas.
Esse fato pode ser explicado por uma possivel adaptacdo do sistema imune nessas
pacientes. Olhando pelo ponto de vista de que mulheres com sobrepeso ou obesas,
gquando comparado com mulheres eutrdficas, possuem a homeostase e fisiologia
desreguladas pelo intenso processo inflamatorio comum, explicaria a vantagem de o
organismo reagir nessas pacientes eutréficas e se adaptar a fisiologia sugerida. Isto
poderia reforcar a hipotese de que a resposta Th17 é adaptativa e modulavel (KUEN
et al., 2020).
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Em conjunto, os fatores clinicopatolégicos, em que citocinas mostram-se
reduzidas frente a exposicao a pesticidas em nosso trabalho, sédo caracteristicas de
cancer de alto risco. Assim como também o tamanho de tumor maior que 2cm e
envolvimento de linfonodo (encontrado nos resultados dessa pesquisa em respostas
Thl e Th2). Deste modo, em pacientes com essas caracteristicas, o tratamento,
normalmente quimioterapico, se torna mais agressivo, o que € uma desvantagem para
a paciente. E adicionando o fator da exposicdo a pesticidas vimos que é ainda mais
complicado, j& que a paciente apresenta uma deficiéncia da imunidade tanto inata
guando adaptativa (TOSOLINI et al., 2011). Sem a sinalizacdo e acao das citocinas
responsaveis pela inducdo de outras células importantes no combate ao tumor,
sugere-se que esses fatores de pior prognéstico se encontram favorecidos, ja que as
células tumorais se multiplicam, aumentando de tamanho, envolvendo linfonodos e,
conseqguentemente, evoluindo a um estagio Ill da doenca (DHOUIB ET AL., 2017; HE
et al., 2017).

Em suma, destacar os efeitos dos pesticidas em fatores imunoldgicos no cancer
de mama em humanos permanece dificil pois poucos estudos trazem esta tematica.
Além disso, o tamanho limitado da amostra e a falta de medidas de outras citocinas,
acabam por definir algumas limitac6es desse trabalho. Ainda, a inespecificidade de
marcadores biolégicos de exposi¢ao a pesticidas, limitam muitos estudos a qualificar
a exposicdo apenas através da aplicacdo de questionarios.

Por fim, nossos dados indicam que os pesticidas sao potenciais desreguladores
imunoldgicos em pacientes com cancer de mama. Além disso, tal desequilibrio do
sistema imune foi associado com invasdao em linfonodos das pacientes e com
potencial comprometimento dos mecanismos de controle do crescimento tumoral pela

reducao de citocinas circulantes.
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5.ANEXOS

ANEXO A

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mapeamento do cancer de mama familial no sudoeste do Parana
e estudo de associacdo de risco coma exposicdo ocupacional a agrotoxicos.
Pesquisador: CAROLINA PANIS

Area Tematica: Versdo: 1CAAE: 35524814.4.0000.0107

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 810.501

Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentacdo do Projeto: Neste estudo pretende-se avaliar todas as mulheres
diagnosticadas com cancer de mama, atendidas no Hospital de Cancer de Francisco
Beltrdo (Ceonc), em um periodo de 48 meses. A partir da analise de anotacdes em
prontuarios serdo selecionadas para investigacdo dos genes de interesse aquelas
mulheres com histéria de cancer de mama familial com ou sem exposicdo ocupacional
a agrotoxicos. Atende aos requisitos tedricos, metodoldgicos e éticos.

Objetivo da Pesquisa: Mapear os casos de cancer de mama familial na regido
Sudoeste do Parana e identificar possivel associagcdo a exposi¢cdo ocupacional a
agrotoxicos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios: Nao ha riscos diretos aos sujeitos, uma vez que
serdo estudados materiais coletados durante cirurgias oncoldgicas.

Comentarios e Consideracfes sobre a Pesquisa: 62 Relevante para a area de
oncologia.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria: Todos apresentados.

Recomendac¢fes: Ndo ha recomendacdes.
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Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacfes: Nao ha pendéncias.

Situacéo do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP: Aprovado. O projeto ndo necessita

adequacoes.

CASCAVEL, 29 de setembro de 2014

Assinado por: Jodo Fernando Christofoletti (Coordenador)

Endereco: UNIVERSITARIA Bairro: UNIVERSITARIO CEP: 85.819-110 UF: PR
Municipio: CASCAVEL Telefone: (45)3220-3272 E-mail: cep.prppg@unioeste.br
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Projeto: Mapeamento do cancer de mama familial no Sudoeste do Parana
e estudo de associagao de risco com a exposi¢cdo ocupacional a agrotéxicos.
Pesquisador responsavel: Profa Dra CAROLINA PANIS — Telefones (43)99165316 e
(46) 30571079

Convidamos vocé a participar de nossa pesquisa que tem o objetivo de
identificar os casos de cancer de mama em mulheres que tem historia da doenc¢a na
familia, que moram na regido Sudoeste do Parana. Para isso sera realizada a coleta
de um tubo de sangue (10 mL) e um tubo de saliva (1 mL) para fazer os exames
necessarios para identificar porque alguns tumores de mama levam a doencas téo
agressivas.

Durante a execucéao do projeto também vamos precisar de uma parte do tecido
tumoral que o médico ira remover durante a sua cirurgia ou que foi coletado para o
diagndstico da doenca (na bidpsia). Também precisaremos consultar o prontuario
médico, para saber informacdes sobre sua salde e sua ocupacao de trabalho. Para
algum questionamento, duvida ou relato de algum acontecimento os pesquisadores
poderdo ser contatados a qualquer momento, pelos telefones (43)99165316 e (46)
30553026. Estamos disponiveis para esclarecer quaisquer davidas, a qualquer
momento. Desta forma, vocé
estd contribuindo para a identificacdo de fatores que levam a alta incidéncia de
canceres agressivos na nossa regiao. Este termo sera
entregue em duas vias, sendo que uma ficara com vocé. Vocé ndo pagara nem
recebera para participar do estudo. Seus dados serdo mantidos em sigilo, ou seja,
ninguém além dos 57 pesquisadores ter4d acesso ao material ou informacdes
coletadas. Estes dados serdo utilizados somente para fins cientificos. Vocé podera
cancelar sua participacdo a qualquer momento. Se necessitar de maiores
informacbes, o telefone do comité de ética é 3220-3272 e da pesquisadora
responsavel é 46 30553026. A coleta de material sera feita dentro do Ceonc, portanto

qualquer imprevisto sera resolvido imediatamente no local. Ao término do projeto, se
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a pesquisa identificar que a sua doenca se classifica como cancer familial, vocé sera
chamado ao Ceonc para receber esclarecimentos sobre como proceder no

acompanhamento da doenca nos préximos anos.
Declaro estar ciente do exposto e desejo participar do projeto.
Nome do sujeito de pesquisa ou responsavel:

Assinatura:
CPF:
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ANEXO C

NORMAS DA REVISTA

|GENERAL GUIDELINES

A few requirements apply to all manuscript types; those requirements are listed
below. Consult separate sections for more detailed information on preparing
specific article types.

General Guidance

Manuscripts should be as concise as possible without sacrificing clarity or limiting
reproducibility. When appropriate, use active voice to avoid ambiguity. EHP covers
all disciplines engaged in the broad field of environmental health science.
Therefore, we ask authors to avoid jargon and define any terms that may not be
universally recognized or consistently used.

Line Numbering

Enable continuous line numbering on all manuscripts (i.e., line numbers should
NOT restart at 1 on each page). Manuscripts received without continuous line
numbers will be returned to the author for revision before peer review.

Title Page
Include the following items in the order shown, beginning on the first page of the
manuscript:

e Manuscript title

o Names of the authors, with the first name provided first

« Affiliations of all authors (department, institution, city, state/province, and
country)

« Complete contact information for the corresponding author (name, email
address, and postal address)

o Declaration of conflicts of interest

Symbols and Equations

Use MathType or Word’s Equation Builder tool to generate mathematical
expressions and equations, as well as any equation variables used within the text
itself.

o Place simple expressions and equations in line. Present in-line equations on
one line, and do not stack fractions. Example:

Average air concentration (Cair) was derived using Cair =

Mpas/(RPUF-pPAS X t).
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« Place complex expressions and equations, including those with stacked
fractions, on a separate line, and include a number in brackets (on the same
line, to the right) if needed. Example:

100 x C}
cD=|—""-5
EY, +C}

« Define all nonstandard elements, including superscripts and subscripts.
e Use bold text to represent vectors.

(11

Footnotes
Do not use footnotes in the main manuscript text.

IREVIEWS

Review articles present, contrast, and combine information from previously-published
research to address a specific question or issue related to environmental health.
Although EHP does not publish narrative reviews or reviews based on meetings
(meeting summaries or reports), we may consider a variety of review formats:

State-of-the-science review (also called scoping review): examination of the extent,
range, and nature of evidence on a well-defined environmental health topic or
guestion.

« Provides an overview of the current knowledge base and identifies potential
gaps and priorities for future research.
e May include evidence maps to display study characteristics and results.

Systematic review: comprehensive collection, critical evaluation, and synthesis of
previous studies to address predetermined research question(s).

e Specific requirements vary depending on the goals of the review. Systematic
reviews performed to inform regulatory decision-making processes generally
require an a priori protocol and formal study quality assessment.

e Systematic reviews may include quantitative meta-analyses depending on the
goal(s) of the review and the suitability and extent of the available data.

Regardless of review type, authors are required to integrate and critically analyze
information from previous research. They should identify information gaps, make
recommendations for future research, and draw conclusions based on the stated
purpose of the review.
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Systematic methods, including comprehensive and clearly defined search strategies
and study eligibility criteria, must be used to identify the relevant literature and current
state of knowledge in an unbiased and comprehensive manner.

Note: Before conducting a review, authors should consult appropriate guidelines,
such as PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) and the EQUATOR network, for guidance on planning, executing, and
reporting of systematic reviews and meta-analyses, and scoping reviews.

Suggested Length

The suggested review length is < 10,000 words, excluding the text in the

abstract, references, tables, figure captions, acknowledgments, and Supplemental
Material.

Title

The title should consist of < 300 characters and state the subject of the review
including exposures, outcomes, and evidence types (e.g., epidemiological,
experimental animals, mechanistic, etc.) assessed. The type of review (e.g., state-of-
the science, systematic review) should also be stated, when appropriate. The title
should not be a declarative statement of the study results or conclusions.

Abstract

Authors should include a structured abstract of < 300 words using the following
headings: Background, Objectives, Methods, Results, Discussion. The abstract
should not include references or any information that does not appear in the text of
the manuscript.

We recommend that authors summarize the main takeaways from the review such as
key characteristics of included studies, challenges and limitations of the current
knowledge base and review approach, and recommendations to address potential
knowledge gaps.

Main Text Structure
Sections should appear in the following order:

e Introduction

e Methods

e Results

o Discussion

« References

e Tables

e Figure captions

Concise subheadings (< 8 words each) may be used to designate major topics within
each of these sections. Subheadings should be used to organize information but
should not summarize or interpret results or conclusions.

Introduction
Define the question or problem and provide enough background to allow the reader
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to understand the importance of the review. Provide a rationale based on previous
research and relevant reviews, including how the current review advances upon
previously published reviews. Provide specific aims of the review with reference to
study questions, including relevant population(s) and exposure(s).

Methods
For all types of reviews, provide detailed descriptions and rationales for processes
used to identify the corpus of relevant scientific literature, including but not limited to:

o Protocols: Describe the planning stage of the systematic review process
including links to protocols deposited in online databases (e.g., PROSPERO)
as appropriate.

o Search strategy: Describe the full electronic search strategy, databases
searched, and date of final search, such that the search could be fully
replicated by other researchers.

o Study eligibility criteria: Provide a detailed description of and rationale for all
study inclusion/exclusion criteria, including population(s), exposure(s),
evidence stream(s) (e.g., human observational, experimental animal, in vitro,
etc.), date and language limitations, etc.

o Study selection: Describe the formal screening process used to select
studies, such as number of screeners, conflict resolution, and any computer-
assisted techniques (e.g., machine learning, automated text recognition).

« Data extraction: Indicate the data that were extracted and how meta-data and
results were collected from records.

e Study quality: Describe quality assessments of individual studies, lines of
evidence, or outcomes (e.g., internal validity, risk of bias) as appropriate.
Discuss the strengths/limitations of individual studies, as well as the body of
evidence and any knowledge gaps.

o Meta-analyses (if applicable): Provide all details of statistical analyses used
to quantatatively synthesize data across studies, including summary
measures, consistency measures, and subgroup analyses.

Results

Provide the results of study screening, summaries of extracted data, and any
synthesis measures across studies using tables and figures that allow readers to
draw their own conclusions rather than solely being led by the authors’ narrative.

o Study selection: Provide numbers of studies screened and included in the
review, along with reasons for exclusion at each stage. Flow diagrams
(see PRISMA) are generally most effective and may be included as
Supplemental Material.

e Summary of findings: Present extracted data, justifications for data selection or
exclusion, and any individual study quality ratings along with citations for each
study in summary tables.

o For broad scoping reviews, online interactive visualizations may be
used to complement tables and figures within the main body of the
manuscript.
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o For meta-analyses, include confidence intervals and consistency
measures along with results of any additional analyses. Individual
estimates used to derive summary estimates should also be reported.

Discussion

Summarize the main findings for primary exposures or outcomes, and put them into
context with previous related research and reviews. Discuss any limitations of the
body of evidence at the exposure and/or outcome level as well as any limitations of
the review process.

Conclude with a brief overview of the main objectives and results of the review,
including summaries of the state of the knowledge and potential knowledge gaps.

Acknowledgments

Include sources of funding for the research (if applicable), such as granting agencies,
foundations, private support, etc. Authors may also include (as relevant) specific
author contributions, acknowledgment of other contributors, information about data
sharing, or names of large cohort groups.

IREFERENCES AND CITATIONS

References

Begin the list of references on a new page after the “Discussion” section of the
manuscript. Please provide complete, accurate information for references,
including:

« Author/editor name(s) or authoring agency

e Year of publication

« Full title of article or chapter

« Title of journal or book/proceedings

« For books and meeting reports, city/state/country of publication and name of
publisher

e Volume and inclusive page numbers

e PubMed article identifier (PMID)

« Digital object identifier (DOI)

o For websites and online documents, the URL and date accessed

o For software, the version number

o For data sets or data files, the electronic location or identifier, and version
number or date accessed as appropriate

If you are uncertain whether to include a piece of information, err on the side of
inclusion.
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Number references numerically according to the order in which they first appear in
the main text of the manuscript.

In-Text Citations

Place all in-text citations immediately after the information cited, using superscript
numbers. Place citation numbers outside periods and commas but inside colons
and semicolons, as shown below:

« High sodium intake has been strongly associated with increased risk of
hypertension.! In some coastal areas, highly saline drinking water adds to
people’s sodium intake.?

o Other considerations in water safety include emerging chemicals of concern
that cannot always be removed, such as pharmaceuticals334 and
nanoparticles®3; aging infrastructure under streets and inside homes3*; and
other persistent threats, such as Legionella bacteria.3>-37

When citing an electronic source in the reference list (website/web page/database),
use a direct link to the specific report, document, or fact sheet where possible.
References that direct readers to a generic homepage should be removed from the
reference list and inserted as an in-text citation.

Reference Managers

EHP does not have dedicated reference manager style. If using reference manager
software, select any established style that uses superscripted numbered citations,
such as AMA.

ITABLES

EHP formats tables prior to publication. The editors reserve the right to request that
complex tables be simplified to comply with Section 508 requirements.

Direct questions concerning tables to ehpsubmissions@niehs.nih.gov.

Creating Main Text Tables

« Begin each table on a new page after the list of references.

« Create tables using the Table feature in Microsoft Word. Do not submit tables
as images.

e Number tables using Arabic numerals (e.g., Table 1, 2, 3, etc.) according to
the order in which they are first mentioned in the main text.

o Tables may not contain parts (e.g., Table 1A, 1B, etc.; or Table 1.1, 1.2,
etc.).

« Ensure that all tables are cited in the main text.

« Give each table a title that describes what is shown but does not summarize
results or present conclusions.
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« Adhere to the following guidelines to ensure table readability for readers with
disabilities:

o Avoid using more than three layers of row or column headings.

o Do not change column headings within the body of a table.

o Do not merge cells across rows or across columns within the body of
the table. All columns within the body of a table must comprise the
same number of rows, and all rows must comprise the same number of
columns.

o Do not use shading, color, italics, underlining, or bold type for emphasis
or to denote significance.

o Do not include images or complex equations in tables.

Table Content

o Use the “t” symbol for arithmetic mean and standard deviation or standard
error (e.g., “mean x* SE”) and parentheses for the standard error when
presented with the geometric mean [e.g., “GM (SE)”].

e Present number and percent as “n (%)’ in one column.

o Present confidence intervals in parentheses in the same column as the point
estimate, with the upper and lower bounds separated by a comma [e.g., (0.1,
2.3)].

Table Notes

o List abbreviations, definitions, and general information about the table in a
note immediately under the table.

o Define relevant populations or samples, models, calculations, variables,
and statistical analyses such that the table can be interpreted easily by
the reader without having to read the entire manuscript.

o Indicate numbers of observations (overall and according to subgroups,
as appropriate) used to derive the data shown, after accounting for
missing data

o If p-values are reported:

= Indicate the comparison to which the p-value applies (e.qg.,
“‘compared with untreated controls”)
= Indicate the statistical analysis used to derive the p-value
= Provide numeric p-values for all estimates reported in the table,
instead of using symbols to indicate p-value categories only
« List footnotes after the general note (if one is included) to explain or expand
upon specific elements of the table.

o Begin each footnote on a new line.

o Indicate footnotes using lowercase italicized superscript letters, starting
with “a@” for each table. Lettered footnotes within the table should be
ordered from top left to top right, next row left to right, and so on.

o Do not use footnotes in the table title.
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IFIGURES

EHP does not redraw or format author images prior to publication. It is the authors’
responsibility to ensure appropriate figure numbering, quality, and sizing to avoid
publication delays.

EHP editors reserve the right to request that complex figures (e.qg., figures with
multiple panels showing information in a variety of formats, or that include panels
related to different experiments) be divided into separate figures for publication.
Authors also may be asked to edit figures to comply with Section 508 requirements.

Direct questions concerning figures to ehpsubmissions@niehs.nih.gov.

Creating Main Text Figures

o Number figures according to the order in which they are first mentioned in the
main text.

o Ensure that all figures are cited in the main text.

« Adhere to the following guidelines to ensure figure readability and
accessibility:

o Do not use color as the only means of conveying information; use
contrast, patterns, or symbols instead of color (or in addition to color)
whenever possible.

o Whenever possible, ensure that all images can still be interpreted when
printed in black and white.

o Ensure all words are spelled correctly.

o Clearly label all axes, giving both the measure and the unit of measurement
where applicable.

« Ensure that letters, numbers, and lines are clearly legible and easy to
differentiate and that all text within each image is of similar size, with type
sizes at 6 point (minimum), though preferably at 8 points or above when
reduced to final publication size.

« When possible, ensure that terms are styled the same in figures as they are in
the main text (e.g., subscript the “10” in “PM10” in both the text and the figure
labels/legends).

o Ensure that terms and styles (including symbols and colors) are consistent
across figures. For example, if Figure 1 is a scatterplot and Figure 2 is a bar
graph, you might use a black circle to represent the control in the scatterplot
and a black bar to represent controls in the bar graph.

« For photomicrographs, provide a scale bar on the image or report the original
objective used to take the image. Do not adjust the magnification based on
camera adaptor or eyepiece lenses. If a scale bar is provided, specify the
length in the figure caption (e.g., “bar = 10 um”). You may adjust an image for
brightness and contrast if you apply the change to the entire image. Do not
remove background data of gels and blots. The final image must accurately
represent the original data.

o Graphs used to summarize data should include individual data points in
addition to summary values or regression lines when possible.
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Figure Size

« Figures may be no larger than 7.5 inches in width. Ensure that reducing a
figure to this size does not compromise readability, quality, or interpretability.

e These guidelines also apply to figures with multiple panels. EHP does not
have the ability to rearrange panels within a figure to meet the size
requirement.

Saving and Submitting Figures

e Save and submit each main text figure as an individual file in one of the
following formats:
o PDF (fonts must be embedded)
o PS/EPS (embed fonts, or use system fonts only: Helvetica, Courier,
Arial, Times)
o TIFF (no layers, LZW compression, Interleaved Pixel Order, IBM Byte
Order, minimum 300 dpi, 600 dpi preferred, minimum 8-bit color depth)
o JPG (may be submitted if higher-quality image formats are not
available; minimum 300 dpi, 600 dpi preferred, minimum 8-bit color
depth)
Submit only one version of each figure, but format can vary by figure.
Submit figures with multiple panels as a single file.
Include the figure number in the filename of each figure (e.g., “Figure 1.pdf”).
Do not embed figures in the main text file.

Figure Captions

« Provide main text figure captions on a new page of the main text after tables.

e Include a title for the entire figure and descriptors for each panel [e.g., “Figure
1. Incidence of hepatocellular adenomas (A) and carcinomas (B) in mice
exposed to DEHP”].

« Figure titles should describe the figure and not interpret its meaning or present
conclusions.

o Define all uncommon abbreviations.

« Define relevant populations or samples, models, calculations, observations per
data point, and statistical analyses such that the table can be interpreted
easily by the reader without having to read the entire manuscript.

« Define all elements of the figure, including error bars, confidence intervals,
symbols, whiskers, and lines or bars that are not already defined within the
image itself.

« If statistical significance or p-values are reported, clearly indicate the
comparison(s) to which they apply (e.g., “compared with controls from the
corresponding age group”).

e Provide a credit line for any images reused with permission from the copyright
holder. Present credit lines as the copyright holder requires; do not reword.
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ANEXO D

COMPROVANTE DE SUBMISSAO

em Environmental Health Perspectives

Home Main Menu Submit a Manuscript About v Help v

Author's Decision Thank you for approving “Mechanisms of immune dysregulation induced by pestiode
exposure and their implhcstions for cancer: a systematic review,

Main Menuy

e Environmental Health Perspectives <em@editorialmanager.com>
Para: Vlocé

You are being carbon copied ("cc:'d") on an e-mail “To" "Dalila Moter Benvegnu” dalilabenvegnu@uffs.edu.br

CC: "Stephany Bonin Godinho dos Santos” stephany.bgs@hotmail.com, "Matheus Ryan Noah Sierotta da Silva" matheusryan@alunos.utfpr.edu.br, “Roberta Bonin

Godinho dos Santos” robertaboning@gmail.com, "Maiara Grasiela Rossi" mairossibio@gmail.com, "Gabriela Sandri" gabi-sandri03@hotmail.com, "Carolina Panis"
carolpanis@hotmail.com

Dear Prof. Benvegnu,

Your submission entitled “Mechanisms of immune dysregulation induced by pesticide exposure and their implications for cancer: a systematic review." has been
assigned the following manuscript number: EHP12178.

As corresponding author, you can check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author. The URL is
https://www.editorialmanager.com/ehp/.

**Please note that coauthors will not have access to the manuscript from their account.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Environmental Health Perspectives
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