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RESUMO

O Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) ¢ considerado o primeiro pesticida moderno,
mas seu uso foi banido por ser danoso a0 meio ambiente e representar risco a saide humana. A
possibilidade da exposi¢do continuada ao DDT aumentar o risco de alguns tipos de cancer,
assume relevancia enquanto pergunta cientifica. Estudos observacionais realizados na década
de 1990 sugeriram que a exposic¢ao cronica ao DDT/DDE (diclorodifenildicloroetileno) elevava
o risco de cancer de mama. Meta-analises posteriores, entretanto, ndo evidenciaram uma
associagdo entre a exposicdo ao DDT/DDE e ocorréncia de cancer de mama. Esse estudo se
justifica em razao das altas taxas de cancer de mama, um risco estimado de 61,61 casos novos
a cada 100 mil mulheres no Gltimo triénio. O presente trabalho teve como objetivo analisar as
diferencas entre os estudos observacionais realizados para tentar identificar quais aspectos do
desenho destes estudos poderiam explicar as diferengas entre os achados. Para tanto, foi
realizada uma nova revisao sistematica sobre exposi¢do ao DDT e o risco de cancer de mama
em mulheres, cujo protocolo foi registrado na base PROSPERO sob n® CRD42020209548. A
busca bibliografica foi realizada em quatro bases de dados (Pubmed, Scopus, Web of Science e
BVS/Bireme), abrangendo todo o periodo disponivel até 2022. Foram identificados 556
registros ndo duplicados, cujos resumos foram avaliadosquanto aos critérios de inclusdo e
exclusdo. Foram incluidos na revisao estudos epidemioldgicos observacionais originais que
investigaram a associagdo entre exposi¢ao ao DDT ou seu metaboélito, DDE, e a ocorréncia de
cancer de mama em mulheres adultas. Ao todo, foram elegiveis 58 estudos, sendo todos
considerados de boa qualidade, de acordo com a Declaracao Strobe. Os niveis individuais de
exposicao a DDE foram comparados entre casos e controles em S0estudos, com diferencga
significativa nos niveis medidos em sangue em 10/32 estudos ou em tecido para 10/17 estudos.
Apenas 10 estudos relataram aumento no risco de cancer de mama com niveis de DDE mais
elevados. Destes 3 analisaram niveis teciduais e 7analisaram niveis plasmaticos, sendo 3 com
ajuste da concentracdo em funcao da massa. Entre os 17 estudos que analisaram os niveis de
pp’-DDT, apenas 4 encontraram associagdo com o risco para o cancer de mama, dos quais 2
indicam rela¢do do risco com a idade em que ocorreu a exposi¢cdo. Em conclusdo, a associagao
entre exposicao ao DDT e ocorréncia de cancer de mama parece ser influenciada pela idade em
que ocorreu a exposicdo, e pela espécie quimica usada para avaliagdo da contaminagao

individual.

Palavras-chave: cancer de mama; desreguladores endocrinos; pesticidas; agrotoxicos; DDT.



ABSTRACT

Dichloro-Diphenyl-Trichloroethane (DDT) is considered to be the first modern pesti-
cide, but its use was banned due to its harmful effects to the environment and to human health.
Some observational studies have suggested that chronic exposure to DDT increases the risk
of breast cancer. However, meta-analyses have not been able to demonstrate significant asso-
ciation between individual levels of contamination with DDT and the occurrence of breast
cancer. The lack of consensus in the findings among many studies may be related to diffe-
rences regarding how and when the exposure to DDT or it metabolites occurred or yet regarding
which chemical species of DDT was measured to characterize the individual levels of exposure.
Thus, the present work aimed to perform a comprehensive review of original observational
studies evaluating individual levels of exposure to DDT or its isomers and the occurrence of
breast cancer in women with the perspective of identifying which variables may contribute to
the potential risk association. Therefore, a new systematic review was carried out, registered in
PROSPERO database (CRD42020209548). The literature search was performed in four data-
bases (Pubmed, Scopus, Web of Science and BV S/Bireme), covering the entire period available
until 2022, resulting in the identification of 556 non- duplicated records. First, abstracts were
evaluated for inclusion criteria (studies original observational epidemiological studies investi-
gating the association between individual exposure to DDT/DDE and the occurrence of breast
cancer in adult women). Second, the available full-text records were read for data extraction.
Finally, 58 studies were included for analysis, all of which were considered of good quality
(according strobe statement). Individual levels of exposure to dichlorodiphenyldichloroethylene
(DDE) were compared between cases and controls in 50 studies, with a significant difference
in levels measured in blood in 10/32 studies or in tissue for 10/17 studies. Only 10 studies
reported an increase in breast cancer risk as a function of DDE levels, 3 of which analyzed
tissue levels, whereas the other 7 analyzed plasma levels, 3 of which with concentrations
adjusted to the circulating lipid mass. Among the 17 studies that analyzed the levels of pp'-
DDT, only 4 reported an association of risk for breast cancer, 2 of which indicated a strong
dependence on the age window of exposure. In conclusion, the characterization of the associa-
tion between exposure to DDT and the occurrence of breast cancer seems to be influenced by

the age at which the exposure occurred and by the chemical species of DDT.

Keywords: breast cancer; endocrine disruptors; pesticides; DDT.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas do século XX e nos primeiros 15 anos do século XXI houve
um notavel crescimento do consumo de pesticidas no Brasil e no mundo (ALVES FILHO,
2002; BOMBARDI, 2017). Pesticidas, praguicidas, agroquimicos ou ainda “agrotdxicos”
(termo usado exclusivamente no Brasil a partir da Lei de 1989) sdao “Compostos de
substancias quimicas destinadas ao controle, destruicao ou prevencao, direta ou indireta, de
agentes patogénicos para plantas e animais Uteis e as pessoas” de acordo com a Lei
Federal no 7.802, de 1989, regulamentada pelo Decreto no 4.074, de 2002 (BRASIL,
2002a).

O principal uso (em volume) dessas substidncias ocorre na agricultura
(especialmente monocultura, em grandes extensdes), mas também sao utilizadas em saiude
publica, na eliminagdo e controle de vetores transmissores de doencas endémicas, € no
tratamento de madeira para constru¢do, no armazenamento de grdos e sementes, na
producdo de flores, para combate a piolhos e outros parasitas, na pecudria etc (BRASIL,
1996).

O Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) foi amplamente utilizado como inseticida
sintético na agricultura e no combate a maléria no periodo da 2* guerra e subsequente, tendo
sido de alta eficiéncia e baixo custo (D’AMATO, TORRES E MALM, 2001; FERREIRA,
2002). O livro primavera silenciosa, publicado na década de 60, revela os danos causados
ao meio ambiente com o uso de agrotoxicos (CARSON, 2010). No entanto, o primeiro
artigo que trata da exposi¢do ao DDT e da ocorréncia de cancer de mama em humanos €
publicado na décadade 90 (WOLFF et al., 1993), apds o banimento da substancia em varios
paises do mundo na década de 70. A discussdo das ltimas décadas sobre os desreguladores
endocrinos fomenta essa discussao.

Embora o DDT ndo seja mais utilizado como inseticida na agricultura, e seja
excepcionalmente usado para o controle de vetores em alguns paises, a sua presenga ainda
sefaz sentir pela presenca do seu metabdlito DDE no tecido adiposo de humanos e na biota.
O desaparecimento do DDT e metabolitos do ambiente humano ¢ extremamente lento e a
ocorréncia atual de tumores mamarios pode ter sido influenciada por exposi¢ao ocorrida
décadas atras (ATSDR,2020).

A partir de entdo, varios estudos se dedicaram a demonstrar essa relagdo e sem haver
consenso na literatura até o presente momento. As revisoes feitas, inicialmente com nimero

pequeno de artigos (KEY & REEVES, 1994; ADAMI et al., 1995) e depois com um niimero
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amostral maior (PARK et al., 2014), mas com apenas uma substincia em investigacao, o
DDE e, posteriormente, com analise também de DDT em tamanho amostral maior
(INGBER et al., 2013), ndo incluiram estudos que contemplassem outras fases da vida para
exposicao além da fase adulta. A proposta desse trabalho contempla estudos em outras fases

da vida e inclui DDE, Total DDT e pp’DDT como substancias de analise.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 EXPOSICAO QUIMICA - PESTICIDAS

Nas ultimas décadas do século XX, houve crescimento mundial do consumo de
pesticidas de 4,3 vezes, na ordem de toneladas/ano, comumente interpretado como
associado a revolugdo verde, que teria aumentado substancialmente a produtividade
agricola, particularmente nos paises em desenvolvimento (ALVES FILHO, 2002;
PAUMGARTTEN, 2020).

O Brasil ¢ um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas agricolas. Nos
primeiros 15 anos do século XXI, houve aumento de 135% no consumo de pesticidas no
Brasil na ordem de tonelada/ano (BOMBARDI, 2017). A taxa de crescimento de
importa¢do de produtos formulados pelo pais cresceu 700% a partir de 2008, 90% dos
produtos formulados tém origem em material de outros paises, especialmente da China
(AUGUSTO et al., 2012). Entre 2007 e 2013, houve um aumento de 90,5% na
comercializacao de pesticidas e aumento de 19,5% de area plantada. O mercado nacional
cresce mais que o dobro (190%) do que o crescimento mundial (93%) entre 2000 e 2010
(BRASIL, 2016a). E de grande importancia o Ministério da Satide estabelecer os padrdes
toxicologicos para essas substancias e controlar seus locais de venda (Almeida et al., 1985).

Em relagdo a regulamentacao relacionada aos pesticidas, ha duas dimensdes que se
contrapdem que sao a produgdo agricola de um lado e os impactos ambientais e de satde
publica de outro (MORAES, 2019), conforme demonstrado no modelo teorico da Figura

1 abaixo.
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Figura 1: Modelo teoérico da produgdo, comercio, uso e disposi¢ao depesticidas.

Regulamentacio da producio, comercio, uso e disposicio de pesticidas

14

4

Performance Saude Publica: Meio Ambiente
agroecondmica Politica de alimentagdo e D
l nuirigdo l
— Politica de Sande do Ministério do Meio
I-.-L'J;PA_— Ministério Trabalhador \mbiente
da Agricultura, (IBAMA)
pecuaria e l
abastecimento l
Ministério da Saide
(ANVISA), FIOCRUZ, INCA, Aceszoadgua
ABRASCO, organizacdes de potavel, ar puro e
Eficicia e protecio ao trabalhador, solos saudaveis
seguranca direttos hmns e
agronémica desenvolvimento
Condigdes de sande e seus
determinantes como o3
aspectos socicecondmicos

Fonte: A autora (adaptado a partir de MORAES, 2019).

Em relag@o aos aspectos de satde publica, entre os determinantes de relevancia
para o presente estudo, encontram-se o trabalho rural infantil e da gestante. Segundo dados
da organizacdo internacional do trabalho (OIT) e do Fundo das Nag¢des Unidas para a
Infancia (UNICEF), o trabalho infantil atingiu 160 milhdes de criancas e adolescentes em
todo o mundo em 2020, com aumento de 8,4 milhdes nos ultimos quatro anos (UNICEF e
ILO, 2021).

Trabalhos perigosos, definidos como trabalhos que podem prejudicar a saude,
seguranca ou moral, ou trabalho em atividades ilicitas, como uso para producao e trafico
de entorpecentes, ou em condigdes de escravidao, ou andlogas a escraviddo, em criangas
de 05 a 17 anos chegaram a 79 milhdes em 2020, aumento de 6,5 milhdes de 2016 a 2020
(UNICEF e ILO, 2021). O setor agricola € responsavel por 70% das criangas e adolescentes
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em trabalho infantil. A maior parte (72,1%) das criancas e adolescentes em trabalho infantil
trabalham na sua unidade familiar (UNICEF e ILO, 2021). No contexto brasileiro, a PNAD
(Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios) continua de 2019 apresenta cenario
semelhante: 1, 758 milhao de criancas de 05 a 17 anos em trabalho infantil, 706 mil nas
piores formas. Chegam a 41,9% os que realizam trabalho perigoso no setor agricola. Na
condicdo de trabalhador familiar auxiliar estdo 30,9% (IBGE,2020). No contexto familiar,
cabe destaque também para a trabalhadora rural gestante. Apesar da escassez da literatura,
Marchiori e Ferraz (2016) abordam o tema dos riscos para as gestantes rurais, tangenciando
a tematica no item do risco quimico, sem, no entanto, abordar o uso dos agrotoxicos. Em
relacdo aos trabalhadores em contato potencial com os agrotoxicos nas atividades laborais
destacam- se: os dos setores agropecudrios, os de satide publica, os de firmas de eliminagdo
de insetos, os de transporte e comércio e os de industrias de formulagao e sintese (BRASIL,
1996). Adicionalmente, hé a intoxicac¢do decorrente do uso doméstico de alguns pesticidas,
principalmente inseticidas (AUGUSTO et al., 2012).

Pela Portaria 204 de 17 de fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016b), a intoxicagdo
exogena estd entre as doencas e agravos de notificagdo compulsoéria, no entanto, em virtude
do amplo uso dos pesticidas, permanece a lacuna do nexo causal com o ambiente de
exposicao. Entre as dificuldades para o estabelecimento desse nexo esta odesconhecimento
dos efeitos para a saude associados com a exposicao e a impossibilidade de exclusdo de
outras explicagdes causais, mormente quando se estd diante de um caso particular
(BRASIL, 2001). A contaminacdo direta pode ocorrer no ambiente ocupacional, pela
manipulagdo de preparagdes concentradas dessas substancias; ou ser ambiental (indireta),
quando hé contaminacao de lencdis freaticos, corregos, lagoas, por poluigdo atmosférica,
pulverizag¢do de produtos ou evaporacao de produtos mal estocados ou por contaminacao
do solo, e por via alimentar pela exposicdo a residuos nos alimentos ou a alimentos
acidentalmente contaminados (MOREIRA et al., 2002).

Um estudo estimou que o custo social com intoxicagdes agudas do Parana foi de
149 milhdes de ddlares custo esse que alguns autores alegam que poderia ser reduzido em
25 milhdes de dolares a partir da implementagdo de politicas publicas de incentivo a
agricultura organica (PORTO e SOARES; 2012).

Dados do Sinitox do periodo de 2007 a 2011 informam que os pesticidas sdo o
terceiro grupo mais envolvido com intoxicacdes espontanecamente relatadas (incluindo
principalmente intencionais ou tentativas de suicidio e acidentais) (11,8%), antecedidos

por medicamentos (28,3%) e animais peconhentos (23,7%). Ainda de acordo com essa
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fonte, foram notificados 26.385 casos de intoxicag¢des por pesticidas de uso agricola,
13.922 por produtos de uso doméstico, 5.216 por produtos veterinarios e 15.191 por
raticidas. Em relacao a subnotificacdo, para cada evento de agrotdxico notificado hd 50 nao
notificados. Além da subnotificacdo, ha lacuna de preenchimento nas fichas que alimentam
o sistema, com auséncia de informag¢des importantes para vigilancia epidemiologica, como,
por exemplo, a identificagdo se ¢ exposi¢ao ocupacional (PORTELA e TOURINHO; 2015).

Dados oficiais do Ministério da Saude sobre agentes de combate as endemias
indicam 5024 afastamentos do trabalho entre 2014 e 2018. Dos 319 dbitos, 109 foram
fornecidos pelos familiares desses agentes para fins judiciais e 75 foram identificados ¢
analisados entre 2013 e 2017. Mais de 75% morreram em idade produtiva e precoce em
relacdo a expectativa de vida do brasileiro (FIOCRUZ, 2019). Historicamente, cabe
destacar a exposi¢ao macica desses trabalhadores aos agrotoxicos, em especial e de carater
emblematico, ao DDT. Corrobora com os achados de adoecimento ¢ morte desses
trabalhadores uma biografia relacionada ao combate a maldria no Acre em que relata
também que os cursos, na década de 60-70, ndo alertavam para o perigo da substancia DDT
nem para a necessidade de uso de EPI (Equipamentos de Prote¢ao individual) ao manipula-
lo (MENDONCA, 2019).

Tendo em vista o contexto dos usos dos pesticidas, cabe destacar o historico e os

contextos de uso do DDT.

2.2 DICLORO-DIFENIL-TRICLOROETANO (DDT): HISTORICO E CONTEXTOS DE
USoO

O Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) ¢ um composto organoclorado de baixo
custo, facil sintese, estabilidade, persisténcia prolongada e elevada eficiéncia como
inseticida segundo Agéncia Norte-Americana de Registro de Substancias Toxicas e
Doengas (ATSDR) (TURUSOV et al., 2002; ATSDR, 2020). Tais propriedades, referidas
no combate a maldria, relatadas pelo entomologista suigo Paulo Muller, lhe conferiram o
Prémio Nobel de Medicina em 1939, apesar de ter sido sintetizado por Zeidler em 1874
(OMS, 1982 apud D’AMATO, TORRES E MALM, 2001). Inicialmente foi usado na satde
publica e na agricultura na chamada Revolugio Verde. E um pesticida lipossolavel
amplamente usado ap6s a 2* guerra mundial no combate a dengue e a malaria (TURUSOV

et al., 2002; ATSDR, 2020).



Foi produzido em larga escala na Inglaterra em abril de 1943 e nos Estados Unidos,
um més depois. Inicialmente utilizado para controle de doengas, 0 uso em maior quantidade
no setor agricola ocorreu a partir de 1945, com o uso comercial (HARRISON, 1978 apud
FERREIRA, 2002). Ficou mais amplamente conhecido por causa do livro Primavera
Silenciosa de Rachel Carson que retratou danos ao meio ambiente (CARSON, 2010).
Atualmente ¢ produzido na ndia, sendo comercializado puro ou reformulado para paises
africanos. DDT também ainda ¢ usado como um intermediario na producao do pesticida
dicofol (Kelthane) e de tinta anti-incrustante (IARC, 2018).

O DDT ¢ considerado um Poluente Organico Persistente (POP) e foi banido
internacionalmente na década de 70, embora seu uso em escala limitada tenha sido
posteriormente autorizado pela Convengao de Estocolmo em 2004 (BRANCO, 2016). Os
POPs sdo substancias que abrangem um conjunto de caracteristicas de persisténcia; de
possibilidade de serem transportados por longas distancias; de capacidade de
bioacumulagdo e de toxicidade para organismos vivos, incluindo os seres humanos. Sao
substancias provenientes de atividades antropicas (WHO, 2003). Os POPs reconhecidos na
Convencao de Estocolmo foram divididos em trés grandes grupos: praguicidas; produtos
industriais; e subprodutos da producao, uso ou incineragdo de organohalogenados (YOGUI
et al, 2020).

No Brasil, a Campanha de Erradicacao da Malaria (CEM), que previa o uso do DDT
para dedetizagdes com validade de 06 meses de efeito residual, se iniciou com a lei 4709
de 28-07-1965 e foi findada em 2001 (MENDONCA, 2019). A CEM dispunha, alémde
autonomia administrativa e financeira, de quadro de pessoal e orcamento proprios. A
campanha tinha capacidade técnica e operacional para executar suas acdes de cobertura
integral das medidas de controle em todas as 4reas malaricas do pais (LOIOLA et al., 2002).
Mais tarde, a CEM mudaria seu nome para Superintendéncia de Campanhas de Saude
Publica (SUCAM). A ultima compra efetuada pela Fundagdo Nacional de Satude (atual
FUNASA) foi de 3 mil toneladas em 1991 (MENDONCA, 2019) e a proibi¢do de seu uso
no Brasil foi formalizada pela Lei n°. 11.936 de 14 de maio de 2009 (BRASIL, 2009).

Foram observadas contaminag¢des por DDT em cidade dos meninos, em Duque de
Caxias, Estado do Rio de Janeiro. No local, funcionava o Centro de Promog¢ao Social
Abrigo Cristo Redentor, desde a década de 40, que abrigava internados de 03 a 18 anos de
idade. A partir de 1947, nesse local, passou a funcionar o Instituto de Malariologia,
vinculado ao Ministério da Educagdo e Saude, a época, que sediava uma fabrica de

organoclorados. Entre 1961 e 1965, o estabelecimento foi desativado e cerca de 300 a 400
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toneladas de pesticidas foram deixados no local. A partir de entdo, apesar da auséncia de
informacdes sobre o uso das instalagdes e das sobras de pesticidas, as atividades do Centro
de Promocgdo Social permaneciam. Apenas em 1995, a area ficou sob responsabilidade da
secretaria de assisténcia social. Apenas a partir de 1989, surgiu a preocupagdao com as
questdes de satide e com a contamina¢ao ambiental em funcdo da venda dos inseticidas em
feira livre, noticiados pela imprensa. E essa area tornou-se alvo para estudos sobre
contaminagdo com agrotoxicos organoclorados. Hoje a area compreende 1400 familias,
sendo cerca de 370 a populagdo alvo das pesquisas por estar mais proxima fisicamente dos

depositos dos compostos quimicos (BRASIL, 2003).

2.2.1 Dicloro-Difenil-Tricloroetano, seus isomeros e metabolitos

O termo DDT refere-se ao produto 1,1'-(2,2,2-tricloroetilideno) bis[4-
clorobenzeno]), ou 1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil) etano 14. 0]
diclorodifeniltricloroetano (DDT) é o mais conhecido dentre os inseticidas do grupo dos
organoclorados (D’AMATO et al., 2002). O termo também ¢ aplicado a produtos
comerciais constituidos principalmente pelo isomero p,p'- DDT (Tabela 1), com proporgdes
menores de outros andlogos, como o 0,p’-DDT (Tabela 2) (ATSDR, 2020).

O inseticida DDT ¢ constituido, em geral, pela seguinte formulacdo: p,p'- DDT
(77,1%), o,p'- DDT (14,9%), p,p'- DDD (0,3%), o,p'- DDD (0,1%) e impurezas (3,5%).
Todos os isdmeros sdo substancias solidas, brancas, inodoras e insipidas, com a formula

empirica C14HI9CI15 (D’AMATO et al, 2002).
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2.2.2 Efeitos do Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) em seres humanos

No contexto internacional, o DDT foi classificado pela Agéncia de Protegao
Ambiental dos Estados Unidos (EPA-EUA) como pesticida pertencente a Classe
Toxicoldgica B2, i.e., ele foi capaz de causar cancer em animais de laboratdrio mas ndo ha
evidéncia de carcinogénese em humanos (EPA, 2021). Essa classificacdo foi corroborada
pela TARC, que inseriu no grupo 2B a substancia (IARC, 1991). A substancia p,p’-DDT ¢
a responsavel pelo efeito inseticida (ATSDR,2020).

Apesar das proibigdes de produgdo e de uso, niveis de exposi¢cdo para DDT podem
ser especificados. Nos EUA, o Instituto Nacional de Seguranga Ocupacional e Saude
(NIOSH) emitiu uma recomendacdo de nivel maximo de exposi¢do ponderada no tempo
médio de 0,5 mg/m3. J& a Conferéncia Americana de Higienistas Industriais
Governamentais (ACGIH) destaca outro valor limite, com exposi¢do maxima ponderada
no tempo médio, de 1 mg/m3. Para a comissao européia, o limite maximo de residuos ¢ de
0,05 mg/kg (IARC, 2018). Timokhina, Yaglov e Nazimova, em estudo de revisdo avaliando
a associagdo entre a exposi¢do ao DDT (inclusive pré- e pos-natal) e a ocorréncia de efeitos
na glandula supra-renal em animais, afirma que ndo ha dose segura de consumo do DDT,
mesmo abaixo das doses minimas permitidas nos alimentos, em fun¢ao de seus efeitos nos
processos morfogenéticos (TIMOKHINA, YAGLOV E NAZIMOVA, 2021).

Uma base de dados de propriedades dos pesticidas da Universidade de
Hertfordshire, na Inglaterra (LEWIS et al., 2016), descreve os efeitos do DDT e seus
principais isdmeros na saude humana, como atuantes na carcinogénese, neurotoxicidade,
efeitos negativos na reproducao e desenvolvimento e desregulacao do sistema endocrino.

O DDT tem toxicidade aguda moderada quando administrado por via oral com
LD50 de 250 mg/kg. Apesar de ndo atravessar a pele de mamiferos, ¢ facilmente absorvido
pelo trato gastrointestinal (ATSDR,2020). Em humanos, doses orais de 11-30 mg/Kg/dia
produzem quadros agudos de cefaleia ou nduseas reversiveis e convulsdes ou tremores
reversiveis (ATSDR, 2020).

Os efeitos agudos do DDT envolvem hiperexcitabilidade neuronal que se traduzem
em descargas repetitivas de potenciais de acdo ap6s a estimulacdo sensorial, o que ocasiona
hiper responsividade a estimulos e corresponde aos sintomas de tremores persistentes ou
convulsoes (KLAASSEN, 2008). Sintomas de envenenamento em humanos envolvem

hiperestesia da boca e parte inferior da face, seguida de parestesia da mesma regido e da
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lingua. Ocorrem, também, tonturas, tremores nas extremidades, confusdo e vOmitos,
enquanto as convulsdes ocorrem apenas em envenenamento grave (KLAASSEN, 2008).

Quanto a exposicao cronica, o DDT ¢ lipossoluvel e tende a se depositar no tecido
adiposo (STELLMAN et al.,1998; SCHILDKRAUT et al.,1999). DDT e seus metabolitos
sdo detectados em alimentos em todos os lugares no mundo (WHO, 2003) e o consumo de
alimentos gordurosos de origem animal pode ser fonte de contaminagdo em humanos, ja
que a espécie humana estd no topo da cadeia alimentar (NOREM & MEIRONITE,2000;
HARRIS et al., 2001).

Niveis relativamente altos de DDT e seus metabolitos sdo encontrados em tecido
adiposo humano, lipideos séricos e na fragdo gordurosa do leite humano (BUSSER &
SCHULTZ, 2000). Dados da Organizagdo Mundial da Satde indicam que DDT e DDE
sao encontrados em maior quantidade no leite materno do que no leite de vaca ou outros
alimentos infantis, e sugerem que bebés amamentados podem receber maior exposi¢ao do
que os ndo amamentados (WHO, 2003). Dessa forma, a exposi¢ao lactacional pode ser uma
importante fonte de contaminagao a ser considerada.

O DDT sofre biotransformacdo hepatica, gerando DDE como principal metabolito.
Este, por sua vez, ¢ muito mais lentamente metabolizado do que o DDT (WHO, 1989),
também se acumula nos tecidos gordurosos, e seu estudo ¢ relevante por ser, entre isOmeros
e metabolitos, o que representa a maior carga corporal na populacao geral e individuos
expostos no passado (IARC,1991). A excre¢do de DDT e seus metabolitos pode ocorrer
na bile, na urina e no leite (ATSDR,2020).

Em relagdo aos efeitos em humanos, ha elevado risco de cancer em funcao da
exposicao ao DDT decorrente do degelo que foi analisado em criangas que consomem
peixes de rios da Cordilheira Oriental do Alasca (MINER et al,2018). Greenop et al. (2013)
e Bagazoitia et al. (2018) associaram a exposi¢do a pesticidas diversos ao maior risco de
desenvolvimento de tumores cerebrais em criangas de 0 a 15 anos. DDT esta associado ao
desenvolvimento de cancer de figado, pulmao e linfomas em animas de laboratorio
(RIBEIRO, 2012). Evidéncias sobre a exposicdo ao DDT em humanos ¢ limitada. Ha
associagdo positiva para cancer de figado, testiculo e linfoma nao Hodgkin (IARC,2018).

Ha consisténcia nos estudos de exposicao prolongada a DDT, DDE e DDD
referentes ao aumento do risco de abortos e nascimentos prematuros, aumento de
prevaléncia de sibilo em criangas, aumento de diabetes mellitus tipo 2 e aumento do risco
de cancer de figado. Nao ha consisténcia nas evidéncias para o desfecho de cancer de

pancreas, de endométrio e de mama em mulheres (ATSR, 2020), que € objeto desse estudo.
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2.2.2.1 DDT e efeitos desreguladores endocrinos

De acordo com a Environmental Protection Agency (EPA), desreguladores
endocrinos (DE) sao definidos como “agente exdgeno que interfere com sintese, secregao,
transporte, ligacao, acao ou eliminagao de hormoénio natural no corpo que sao responsaveis
pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”
(EPA, 1997). O Programa Internacional de Seguran¢a Quimica (IPCS), em acordo com o
Japao, os EUA, o Canada, a OECD e a Unido Européia, define os DE como "substancia ou
um composto exdgeno que altera uma ou varias fungdes do sistema enddcrino e tem,
conseqiientemente, efeitos adversos sobre a saude num organismo intacto,sua descendéncia,
ou (sub) populagdes" (CEC,1999).

Alguns pesticidas, inclusive o DDT, sdo tidos como desreguladores endodcrinos
(DE), por serem substancias de amplo alcance, sistémico e intergeracional ao afetarem
células germinativas (GORE et al., 2014). Os DE atuam em receptores especificos, ¢
desencadeiam transcricdo de genes e sintese de proteinas. Pode ocorrer estimulagdo ou
inibi¢do da acdo do hormonio fisioldgico e, também, a alteracdo da atividade das enzimas
que participam da biossintese ou degradacdo de hormoénios esterdides (MEYER et al.,
2003).

As vias de exposi¢do aos DE sdo: respiratéria, transplacentaria, transdérmica ou
digestiva, sendo que ultima opcao ¢ a responsavel por aproximadamente 90% dos meios
de exposicao (WANG et al., 2017). A exposi¢cdo aos DE est4 diretamente associada ao
desenvolvimento de doencas, como obesidade, diabetes mellitus, sindrome metabolica,
alteragdes sexuais, reprodutivas, cardiovasculares e modificagdes neuroldgicas, além de
variacoes na proliferacao celular e carcinogénese (MUSCOGIURI et al., 2017; RODGERS
et al., 2018).

Sao exemplos de efeitos de DE na satide humana e animal, o cancer no sistema
reprodutivo de filhas de mulheres que usaram dietilestilbestrol na gravidez, entre os anos
de 1940 a 1970 (BIRKETT e LESTER, 2003); anomalias no sistema reprodutivo
observadas em jacarés que habitavam um lago na Florida contaminado com o pesticida
DDT e seu metabolito DDE (GUILLETTE et al., 1996) e um estudo na Dinamarca que
relata o declinio da qualidade do s€émen de homens durante aproximadamente 50 anos,
entre os anos de 1938 e 1990 (CARLSEN et al., 1992).

Com relagdo aos possiveis efeitos de desregulacdo endocrina decorrentes da

exposicdo ao DDT ou seus isdmeros, Vafeiadi et al. (2015) reportaram associagdo entre
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niveis de DDE no segundo trimestre de gestacdo e ocorréncia de maior adiposidade em
criangas de quatro anos. De forma semelhante, Tang-Péronard et al. (2014) e Coker et al.
(2018) encontraram associacdo entre niveis de exposi¢cdo a DDE durante o terceiro
trimestre de gestacao e desenvolvimento de obesidade em meninas de sete anos de idade.
Warner et al. (2014) encontraram associagao entre exposicao a DDE na vida uterina, com
gestantes acima de 20 semanas de gestacdo, entre o segundo e o terceiro trimestre, €
obesidade infantil apenas para meninos de nove anos de idade, e ndo meninas. J4 Hoyer et
al. (2014) nao encontraram associagdes entre DDE, comparados o terceiro tercil com o
primeiro (439,4-3122,0 com 5,3-205,2 ng/g lipideos na Groelandia, 471,3-1750,1 com
88,1-302,8 ng/g lipideos na Polonia, 790,5-4835,6 com 147,1-487,8 ng/g lipideos na
Ucrania) em gestantes e valores de IMC (indice de massa corporal), em criancas de cinco
a nove anos, filhos delas, comparados 11845,1-111728,9 com 169,2-4147,2 ng/g lipideos
na Groelandia, 15130,8-51498,9 com 929,1-7653,3 ng/g lipideos na Polonia, 18005,6-
165654,9 com 429,5-8078,2 ng/g lipideos na Ucrania.

Os DE também podem aumentar o risco de carcinogénese por favorecerem
distor¢do da sinalizacdo celular, adulteragdes epigenéticas, alteragdo na conformacio de
proteinas € DNA, contribui¢des indiretas para a instabilidade genética, ampliagdo da
expressao de oncogenes, diminui¢do da expressdao de genes supressores de tumor,
mudangas no ciclo celular e interferéncia em processos como a apoptose (RUTKOWSKA
et al., 2016; LECOMTE et al.,, 2017). Ha estudos relatando que os desequilibrios
provocados pelos DE podem resultar em anormalidade na fase de iniciagdo, promogdo ou
progressao tumoral aumentando significativamente o risco de desenvolvimento de canceres
hormonio-dependentes, sobretudo o cancer de mama (WALKER; GORE, 2011; MACON,;
FENTON, 2013; LEON-OLEA et al., 2014; TAPIA-OROZCO et al., 2017).

O efeito estrogénico do DDT corresponde a puberdade precoce a partir da liberacao
de testosterona (BRYAN et al., 1989), no entanto, mais recentemente, foi comprovado seu
efeito antiandrogénico (KELCE et al.,, 1995). Os efeitos antiestrogénicos incluem
diminui¢do da incidéncia de tumores de mama espontaneos, diminui¢do do peso uterino,
diminui¢do da atividade da peroxidase uterina, diminui¢do dos niveis de estrogénio e
progesterona nos receptores uterinos e inibicao de uma variedade de outras respostas
induzidas por estrogénio. Os efeitos estrogénicos incluem aumento do peso uterino e
cornificagdo do epitélio vaginal (ADAMI et al., 1995). A exposicdo a DEs durante o
desenvolvimento da mama pode modular a suscetibilidade do adulto ao cancer de mama

(HOOVER et al., 2011). O periodo pré-natal e a puberdade sdo janelas criticas para
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exposi¢cdes que alteram o desenvolvimento das glandulas mamarias (RUSSO AND

RUSSO, 2004; RUDEL et al., 2011).

2.3 CANCER DE MAMA

2.3.1 Dados Epidemiologicos

O cancer de mama ¢ o mais incidente em mulheres, representando 11,7% do total
de casos de cancer no mundo, em 2020, com aproximadamente 2,3 milhdes de casos novos
naquele ano. E a quinta causa de morte por cancer em geral (684.996 0bitos) e a causa mais
frequente de morte por cancer em mulheres (SUNG et al., 2021).

Segundo dados da Estimativa de incidéncia de cancer no Brasil, sdo estimados para
cada ano do triénio 2020-2022, 625.000 casos novos de cancer no Brasil, (425.000,
excluindo cancer de pele ndo melanoma), com o cancer de mama entre os mais incidentes,
apos o cancer de pele ndo melanoma. H4 uma estimativa de 66.280 casos novos por ano
durante o referido triénio, € um risco estimado de 61,61 casos novos a cada 100 mil

mulheres (INCA, 2019).

2.3.2 Fisiologia da mama

A mama ¢ constituida por gordura, tecido conectivo e tecido glandular que contem
l6bulos e ductos. Os 16bulos sdo as estruturas que produzem o leite e os ductos o conduz
até o mamilo. O tecido mamario se estende sob a pele até a axila. Um sistema delinfonodos,
principalmente os linfonodos axilares e da cadeira mamaria interna, ¢ responsavel pela
drenagem linfatica da mama (BRASIL, 2013).

Em relagdo a fisiologia da mama, na infancia hé presen¢a de um tecido mamario
rudimentar. Na puberdade, com estimulo dos hormonios foliculo-estimulante e luteinizante
da hipofise, ha produgao de estrogénio pelo ovario e inicio de desenvolvimento das mamas
com multiplicacdo de acinos e lobulos. A progesterona, presente quando os ciclos
menstruais passam a ser ovulatorios, responde pela diferenciagcdo da arvore ducto-lobular.
Na vida adulta, o estimulo desses hormonios, torna a mama tirgida por retenc¢ao de liquido

na fase pré-menstrual. A progesterona, na segunda fase do ciclo ¢ responsavel por



endurecimento e dor por retengdo de liquidos (BRASIL, 2002b). Apoés a menopausa, por
caréncia hormonal, ha atrofia glandular e substituicdo do tecido por gordura (PANDYA &
MOORE, 2011). Apesar de um estudo com 50 mulheres na pés-menopausa nao encontrar
impacto na sobrevida global e na recidiva da doenga, nem de alteragdes no perfil hormonal
e lipidios, nem de alteragdes imunohistoquimicas ¢ de IMC (indice de massa corporal),
comuns na pos-menopausa (ALTINO E SOUZA, 2016), estudo com 463 pacientes,
mostrou que mulheres com mamas densas, com diminuicdo da habitual substituicdo
tecidual por gordura observada na menopausa, ¢ 75% mais frequente a ocorréncia de uma
muta¢do denominada PVULL, que afeta o gene do receptor de estrogeno na mama e
aumenta a a¢do hormonal nesse tecido, que predispde a ocorréncia de cancer de mama
(SOUZA et al., 2013).

No periodo gestacional, o estimulo desses hormonios ¢ maximo em fun¢do da sua
producdo pela placenta que em conjunto com outros hormonios também elevados como
prolactina, hormdnios da tiredide, corticosterdides e lactogénio placentario, promovem a

lactagdo quando atingem sua maturidade funcional (BRASIL, 2002b).

2.3.3 Historia Natural

O cancer de mama ¢ uma proliferagcdo incontrolavel de células anormais que surge
em resposta a alteracdes genéticas, hereditarias ou adquiridas por exposicdo a fatores
ambientais ou fisiologicos (BRASIL,2013).

Em relac@o a sua historia natural, hé a fase pré-clinica que compreende o intervalo
do surgimento da primeira célula maligna e o desenvolvimento do tumor até poder ser
diagnosticado clinicamente e a fase clinica que se sucede a partir desse momento. Admite-
se que o carcinoma passe por uma fase in situ onde estd com a membrana basal preservada,
evoluindo para a ruptura dessa membrana. A disseminagdo ocorre pela via linfatica. Além
da rede linféatica existente ocorrem formacao de novos vasos linfaticos peritumorais. Esses
vasos sdo permeaveis permitindo a entrada das células malignas no interior do vaso, sendo
transportadas pela linfa até o ganglio de drenagem da regido tumoral. Poderdo seguir para
outros linfonodos, principalmente os dos ganglios axilares (BRASIL, 2013).

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea com variadas manifestagdes clinicas
e morfologicas. Ha subtipos mais agressivos, mas a maioria tem caracteristicas de menor

agressividade e melhor prognéstico. Desenvolve-se mais frequentemente nos ductos
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mamarios (carcinoma ductal), podendo se desenvolver nos lobos mamarios. Pode ocorrer
como tumor in situ ou invasivo, o primeiro quando ndo rompeu a membrana basal do tecido
epitelial e o segundo com o rompimento da membrana mesmo que ainda restrito 8 mama.
Carcinoma ductal infiltrante ¢ o tipo histologico mais comum com diversidade no
comportamento bioldgico do tumor, a depender do prognostico (INCA,2021).

O processo de carcinogénese possui trés estagios: a iniciacdo- quando os genes
sofrem agdo de fatores cancerigenos, a promogao- quando genes oncopromotores atuam
na célula ja alterada e a progressao- multiplicacdo descontrolada e irreversivel da célula

(BRASIL, 2013).

2.3.4 Fatores de risco

Entre os fatores de risco para o cancer de mama encontram-se a idade, os fatores
comportamentais ¢ ambientais, a hereditariedade e os fatores endocrinos e a histéria
reprodutiva. Mulheres a partir de 50 anos tem mais chance de desenvolver cancer de mama
em funcdo do actimulo de fatores de risco ao longo da vida e alteragdes provenientes do
envelhecimento. Como fatores comportamentais e ambientais, h4a sobrepeso e obesidade
observados apds a menopausa, ingestdo de bebida alcoolica e exposicdo a radiacao
ionizante decorrente de exames. A hereditariedade ocorre por mutagdo de alguns genes
transmitidos na familia. Nem todo cancer de mama na familia predispde a heranca genética.
Historico de cancer de ovario, varias mulheres na familia com cancer de mama, em idade
jovem e parentes de primeiro grau, e cancer de mama em homem predispoe a heranga. A
exposicao ao hormoénio estrogénio, endogeno ou exogeno (pilulas anticoncepcionais) ¢
considerada risco para cancer de mama. Esse risco também aumenta em funcao de algumas
caracteristicas da vida reprodutiva da mulher: menarca precoce (inicio da menstruagao
antes dos 12 anos), menopausa tardia (apds os 55 anos); nuliparidade (nenhum parto),
primeira gravidez apds os 30 anos, uso de terapia de reposi¢ao hormonal (estrogénio-
progesterona) por mais de cinco anos e uso de contraceptivos orais (estrogénio-

progesterona) (INCA, 2021).

2.4 EXPOSICAO AO DDT E RISCO DE CANCER DE MAMA

2.4.1 Estudos com animais
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Estudos com animais (SCRIBNER, J.D.e MOTTET,N.K.; 1981; DEES et al., 1997;
CRUZ et al., 2020) sugerem que exposi¢des ao longo da vida a altas doses diarias de
DDT pode elevar a incidéncia de cancer de mama em roedores. Outro estudo sugere maior
predisposicao ao cancer de mama na prole a partir da exposi¢do paterna (CRUZ et al.,
2020). Brown e Lamartiniere (1995) destacam alteracdes de diferenciacdo de glandula

mamaria e sua proliferacao celular.

2.4.2 Estudos em humanos

Apesar das evidéncias em animais, ainda ndo ha explicagdo conclusiva sobre os
mecanismos de carcinogenicidade para o DDT. Possiveis explicagdes a toxicidade direta
de p,p’-DDT sdo: a indugdo de enzimas que produzem outros intermediarios genotoxicos
e adutos de DNA, ou a covariancia com outro fator ainda desconhecido (COHN et al.,
2007). As substancias p,p’-DDT e p,p’-DDE foram associadas com danos no DNA in vivo
para mulheres (YANEZ et al.; 2004) e criangas (PEREZ- MALDONADO et al.; 2006),
bem como in vitro (YANEZ et al.,, 2004). O mecanismo de apoptose do DNA, ¢
demonstrado ser induzido, in vitro, por estresse oxidativo (PEREZ-MALDONADO et al.,
2005).

As revisoes sistematicas de estudos em humanos em relacdo a exposi¢cdo ao DDE
e/ou DDT, realizadas entre 1994 e 2014, ndo apontaram aumento significativo da razao de
chance de desenvolvimento de cancer de mama (KEY & REEVES, 1994; ADAMI et al.,
1995; INGBER et al., 2013; PARK et al., 2014).

Key & Reeves (1994) calcularam medida sumario de 06 estudos sobre DDE,
utilizando-se de medida em gordura ou sangue, num conjunto de 301 casos e 412 controles,
com resultado de 1,11 (IC99% 0,97 - 1,26). Resultado semelhante, com medida sumario de
1,08 (IC95% 0,98-1,19) foi encontrado em publicagdo do ano seguinte (ADAMI et al,
1995).

Estudo de revisdo realizou andlise com 46 estudos dos 500 selecionados com
publicacdes a partir de junho de 2012 (INGBER et al., 2013). Foram encontradas como
medidas sumario, OR de 1,04 (IC 95% 0,94 - 1,15) para o DDE e OR de 1,02 (IC 95%
0,92 - 1,13) para o DDT.

De forma semelhante, outro estudo que analisou DDE com 35 casos-controle, com
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total de 8160 casos e 9280 controles, com publicagdes até¢ agosto de 2012, encontraram
como medida sumario OR de 1,03 (IC95% 0,95 - 1,12) ( PARK et al., 2014).

Algumas revisdes (WOLFF, 1995; BRODY et al, 2007; INGBER et al, 2013; PARK
et al, 2014; RODGERS et al,2018; ZEINOMAR et al., 2020) indicam como de interesse
variaveis como a idade de exposi¢do, supondo-se ser mais relevante a exposicao precoce
durante o desenvolvimento do individuo.

Nas ultimas décadas, a discussdo sobre os desreguladores endocrinos alertam para
o alcance sistémico e para a possibilidade dessas substancias afetarem as células
germinativas e as futuras geragdes. Os estudos desenvolvidos a partir de uma unica coorte
na Califérnia, publicados nos anos de 2007, 2015 e 2019, apresentam analises de dados
que corroboram maior risco de desenvolvimento de cancer de mama quando a exposi¢ao
ocorre em idades precoces, antes da puberdade (COHN et al., 2007; COHN et al., 2015;
COHN et al., 2019).
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3. JUSTIFICATIVA

O uso em larga escala do DDT, na agricultura e no controle de vetores, foi banido
no mundo a partir dos anos 1970s, mas continuou a ser usado de forma limitada para fins
de saude publica em alguns paises em desenvolvimento (HERRERA-PORTUGAL et al,
2009; ESQUENAZI et al, 2009). No Brasil, estoques remanescentes de DDT foramusados
pela FUNASA, principalmente no controle da malaria, nas regides Norte e Centro- Oeste,
até fins da década de 1990 (MENDONCA,1999). Entretanto, o metabdlito persistente DDE
continua a circular — através da presenga em alimentos contendo gordura animal — na
populacdo geral até os dias atuais. Os efeitos anti-androgénicos e estrogénicos de isdmeros
e metabolitos do DDT, incluindo o DDE, demonstrados in vitro, podem — em tese —
funcionar como desreguladores endoécrinos (DE) em tecidos que expressam receptores
destes hormonios sexuais. Em fun¢do da susceptibilidade da diferenciagdo celular e o
desenvolvimento do tecido formador das glandulas mamarias a modulagdo hormonal por
estrogenos, ¢ plausivel supor que a exposicao a estes presumidos DE possa determinar
alteragdes epigenéticas que aumentem a susceptibilidade de mulheres expostas nestes
periodos ao cancer de mama na vida adulta (GORE et al., 2014).

Como a ultima revisao sistematica sobre esse tema foi realizada em 2014, um dos
objetivos desse estudo ¢ atualiza-la e destacar o impacto da exposi¢do em janelas criticas
para o desenvolvimento da glandula mamaria.

As taxas de incidéncia de cancer de mama sdo altas e crescentes no mundo, € a
identificacdo de potenciais fatores de risco ambientais para a doenca ¢ de fundamental
relevancia para desenhar estratégias de saude publica voltadas para diminuir a prevaléncia
deste tipo de tumor (FOROUZANFAR et al., 2011; YOULDEN et al.,2012).

No atual contexto de ampliagdo do uso dos pesticidas na agricultura, o foco deste
estudo voltado para as consequéncias do uso do DDT — um pesticida em desuso - cabe
destacar seu histérico de uso e a existéncia de estudos sobre cancer de mama. Trata-se,
portanto, de um estudo sobre os impactos sobre a satide humana de um organoclorado

persistente, com alegadas propriedades de desregulacao enddcrina.
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4. OBJETIVO GERAL

Realizar revisdo sistematica dos estudos observacionais sobre a associagdo entre a
exposi¢do ao DDT ou seus isdmeros e/ou metabdlitos e o risco de desenvolvimento de

cancer de mama.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar criticamente a metodologia das investigacdes sobre a associacdo entre DDT
e cancer de mama para identificar as deficiéncias de desenho do estudo que poderiam
explicar resultados discrepantes e as possiveis limitagdes (fragilidades) das conclu-

soes alcancadas.

e Atualizar a revisdo sistematica e destacar o impacto da exposi¢do em janelas criticas

para o desenvolvimento da glandula mamaria.

e Realizar andlise quantitativa e qualitativa dos artigos encontrados
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5. METODOS

Trata-se de uma revisao sistematica de investigagdes observacionais da associagao
entre exposi¢cdo ao DDT/DDE e cancer de mama, registrada na base PROSPERO sob n°
CRD42020209548, cujo protocolo encontra-se no ANEXO L.

Uma busca foi realizada no PubMed (usando termos gerais ¢ MeSH) a fim de
estabelecer as palavras-chave da pesquisa. Web of Science, Bases de dados eletronicas
Scopus e BVS/BIREME também foram utilizadas, abrangendo o periodo entre o inicio da
base de dados e 2022, que foi o ano da pesquisa. Uma triagem manual de listas de
referéncias de artigos, revisoes e outros documentos também foi realizado para identificar
outros estudos potencialmente elegiveis para revisdo que ndo foram detectados pela busca
eletronica.

Os termos de busca foram construidos com termos MeSH e conectores booleanos
“OR” e “AND”. Foram utilizadas as bases de dados com os seguintes descritores: 1)
PubMed e Web of Science: ("DDT"[Mesh] OR "o.p'-DDT" [Supplementary Concept] OR
"alpha-chloro-DDT" [Supplementary Concept] OR DDT) AND ("Breast Neoplasms"
[Mesh] OR "Unilateral Breast Neoplasms" [Mesh] OR "Triple Negative Breast
Neoplasms" [Mesh] OR "Inflammatory Breast Neoplasms" [Mesh] OR breast cancer); 2)
Scopus: (TITLE-ABS-KEY ("DDT") AND TITLE-ABS-KEY (("Breast Neoplasms"
OR"Unilateral Breast Neoplasms" OR "Triple Negative Breast Neoplasms" OR
"Inflammatory Breast Neoplasms" OR breast AND cancer))); 3) BVS/Bireme: "DDT"

AND ("neoplasias da mama" OR "neoplasias unilaterais da mama" OR cancer de mama).

51  CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdao usados nesta revisdo foram: estudos epidemiologicos
observacionais originais (com desenho caso-controle simples ou aninhado em coortes
prospectivas ou retrospectivas) investigando a associagdo entre a exposi¢ao a isomeros do
DDT e/ou metabolitos durante qualquer fase da vida e a ocorréncia de cancer de mama em

mulheres adultas.

5.2  CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram considerados critérios de exclusdo: falta de confirmacdo laboratorial

(imagem/histopatologia) do diagndstico de cancer de mama; cancer de mama em homens;
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falta de informacao da exposicdo individual ao DDT, isémeros ou metabolitos; texto
completo indisponivel; textos completos em idiomas diferentes de inglés portugués,
espanhol, francés ou alemao.

Todos os estudos identificados na busca foram avaliados quanto a duplicidade e as
duplicatas foram excluidas. Dois pesquisadores (TM e AGB), de forma independente,
aplicaram os critérios de inclusdo e exclusdo pré-definidos selecionando os estudos
potencialmente elegiveis, em etapas sucessivas, considerando inicialmente titulos e
resumos (primeiro passo) e, em seguida, os textos completos do artigo (segundo passo),
conforme fluxograma apresentado na Figura 2. Duvidas a respeito da elegibilidade dos
estudos foram resolvidas preferencialmente por discussdo e consenso e, quando isto ndo
era possivel, pela intervengdo de um terceiro avaliador (RV-J).

A busca identificou 1058 titulos, que apds a retirada de 501 duplicatas, resultou
em 557 documentos. O exame dos titulos e resumos quanto aos critérios pré-estabelecidos
de inclusdo e exclusdo levou a retirada de 499 artigos. Os 58 resumos considerados
elegiveis foram recuperados e lidos na integra. Apods a andlise do texto completo, 37
artigos foram selecionados para analise e elaboracdo da sintese qualitativa e quantitativa.
Além desses, foram incluidos 21 artigos via referéncia cruzada, totalizando 58 artigos

originais, conforme ilustrado no fluxograma (Figura 2).
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Figura 2: Fluxograma descrevendo o processo de identificagdo e selecdo de artigos para
a revisao (Busca até 2022, N=27.538)
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5.3 EXTRACAO DE DADOS

A extracdo dos dados foi feita para cada estudo selecionado e baseou-se nas
recomendacdes da “Declaragio STROBE” (MALTA et al.,2010) de itens que devem ser
incluidos em relatorios de estudos observacionais, também de forma independente, por
trés investigadores (TM, AGB e KS). Um quarto investigador (RV-J) examinou os dados
compilados e os resumos do estudo e resolveu as discrepancias existentes.

Os investigadores trabalharam seguindo protocolo pré-estabelecido, destacando em
planilha os autores ¢ o ano de publicagdo, o local do estudo (pais), o tipo de estudo, as
caracteristicas principais da populagdo (idade, origem e condig¢des de pareamento de casos
e de controles), o tamanho da amostra, a avaliagdo da exposi¢cdo ao DDT e isomeros, a

matriz bioldgica, as medidas de associacdo e as variaveis de ajuste para as analises

54  ANALISE DOS DADOS

5.4.1 Analise de qualidade

Para analise da qualidade (propensao a vieses) dos estudos incluidos empregaremos
a escala de avaliagdo de qualidade Newcastle-Ottawa com as versdes para estudos caso-
controle e de coorte, com énfase nos dominios de selecdo, comparabilidade eexposi¢ao ou
resultados, este ultimo de acordo com o tipo de estudo em questao (WELLS, SHEA &
O’CONNELL, 2021).

Trés revisores realizaram a andlise de forma independente (TM, AGB e VV).
Discordancias foram resolvidas com discussdo e, quando ndo se chegou a um consenso, o
quarto revisor foi consultado (RV-J).

Dois revisores, independentemente, avaliaram a qualidade metodologica dos 58
estudos incluidos nesta revisdo, utilizando os critérios do instrumento STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology). Vinte e dois itens
de avaliacdo receberam uma pontuagao de 0 a 1. Esses itens referem-se ao titulo e resumo
do artigo (item 1), a introducao (itens 2 e 3), aos métodos (itens de 4 a 12), aos resultados
(itens de 13 a 17), a discussao (itens de 18 a 21) e a informacao sobre o financiamento (item
22). Depois da avalia¢do de todos os critérios, cada artigo recebeu uma nota de 0 a 22 de
cada pesquisador. Para a pontuagao final foi realizada uma média das duas notas, sendo

transformada em percentual para melhor avaliar a qualidade dos artigos. Os revisores
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definiram, previamente, que os artigos que atingissem um percentual superior a 50% seriam

considerados satisfatorios.

5.4.2 Revisao da sintese qualitativa

Todos os estudos incluidos com exposicao ao DDT, seus isdmeros e metabolitos
durante periodos especificos de desenvolvimento (pré-natal, puberdade e idade adulta)
foram analisados e sintetizados separadamente, assim como a qualidade das evidéncias e
as lacunas de pesquisa identificadas. Para cada resultado avaliado apresentamos as
caracteristicas e achados de todos os estudos incluidos. Uma sintese qualitativa (narrativa)
da revisdo final resumiu as evidéncias disponiveis para os trés periodos de desenvolvimento
especificos de interesse para este estudo.

Consideramos realizar uma sintese quantitativa para janelas de desenvolvimento
especificas de relevancia para o risco de cancer de mama, meta-analises. Contudo, ndo
foram realizados devido a alta heterogeneidade no desenho e nas caracteristicas dos estudos
incluidos e ao pequeno numero de investigacdes observacionais diferentes daquelas que
avaliam quantitativamente a exposicdo na idade adulta, no momento em que o cancer de
mama foi diagnosticado.

Os dados de razdes de chance (OR) calculados em func¢do dos niveis de exposi¢ao
sanguinea ou tecidual de DDE, DDT total e pp’DDT foram compilados em forma de
gréficos de floresta (Forest plot). Os critérios usados para selecao dos dados foram: valores
de OR ajustados sempre que disponiveis, sendo valores com significancia estatistica, o
valor obtido para a categoria de maior nivel de exposicdo em comparagdo com a categoria

de referéncia.



6. RESULTADOS

A avaliagdo da qualidade e risco de vieses dos artigos incluidos nessa revisao
revela que os estudos em sua maioria sao de boa qualidade. A pontuacao de acordo com a
declaracao strobe variou de 11 (50%) a 21 (95,45%), com valor médio de 17,27. Todos os
58 estudos seguiram desenho de caso-controle, sendo que 14 (24,13%) foram caso-
controle aninhados. Todos os casos sdo pacientes com diagnosticos confirmados para
cancer de mama. Os controles foram recrutados em ambiente de base hospitalar em 32
estudos (53,17%), sendo pacientes com doenga benigna da mama em 14 estudos (43,75%),
com outra doenga em seis estudos (18,75%), sem doenga em 10 estudos (31,25%) e dois
artigos (6,25%) sem descri¢do. O recrutamento de controles em ambiente comunitario
ocorreu em 27 (46,5%) estudos. A taxa de ndo resposta durante o recrutamento ndo foi
informada na maior parte dos estudos (N = 48; 82,7%). Quanto aos 28 estudos em
comunidade, corresponde a um N total de 16.950 participantes, 15 (53,57%) estudos foram
realizados nos Estados Unidos,26 (92,85%) estudos avaliaram amostra em sangue, trés
estudos com significancia estatistica entre casos e controles (RUBIN et al., 2006; TANG et
al., 2014; ROMIEU et al., 2020) e associagdo positiva em seis estudos (WOLFF et al.,
1993; ROMIEU et al., 2000; COHN et al., 2007; TANG et al, 2014; COHN et al., 2015;
COHN et al., 2019). Um estudo teve analise no hospital e na comunidade (DEMERS et al,
2000). Dos 31 estudos em base hospitalar, corresponde um N total de 10.588 participantes,
14 (45,16%) dos estudos nos paises da América do Norte, sendo EUA 6 (19,35%), Canada
5 (16,12%) e México 3 (9,6%); 17 (54,83%) estudos avaliaram amostra em sangue, nove
estudos com diferenca significativa entre exposicao entre casos e controles (DEWAILLY
et al, 1994; OLAYA-CONTRERAS et al., 1998; BAGGA et al., 2000; CHARLIER et al,
2003; PAVUK et al, 2003; CHARLIER et al., 2004; WALISZEWSKI et al, 2005;
ARREBOLA et al, 2015; HUANG et al.,, 2019) e cinco estudos com associacao
significativa positiva (DEWAILLY et al, 1994; CHARLIER et al, 2003; CHARLIER et al.,
2004; WALISZEWSKI et al, 2005; ARREBOLA et al, 2015).

Em relagdo ao tamanho da amostra, os estudos variaram de 37 a 4172 participantes.
Tamanhos de amostra superiores a 200 participantes foram descritos para 45 (77,58%)
dos estudos incluidos. A mediana do tamanho amostral foi de 395,5 (IIQ 160 - 555), com
tamanho amostral total de 27.538 participantes.

Casos e controles foram pareados apenas por uma varidvel em 12 estudos (20,68%),

sendo idade usado em 10 estudos (17,24%) e residéncia em dois estudos (3,44%).
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Pareamento por duas ou mais variaveis foi observado em 35 estudos (60,34%), sendo as
mais frequentes: idade, local de residéncia, status de menopausa, etnia, momento de coleta
de sangue, local de estudo, pratica de amamentacdo e estatisticas vitais. Nao houve
descri¢do de pareamento em 13 estudos (22,41%).

Quanto a idade, em 38 estudos (65,5%), as participantes tinham idade média ou
mediana maior do que 50 anos. Sete estudos (12,06%) tiveram média ou mediana de
idade entre 40 e 50 anos e trés (5,17%) entre 20 e 40 anos. Dois estudos (3,44%) ndo
informaram. Outros oito estudos (13,79%) informaram a idade de forma global para casos
e controles, descrevendo apenas idade minima, o intervalo total de variagdo ou a faixa etaria
majoritaria.

A Tabela 3 descreve as principais caracteristicas dos artigos analisados nessa
revisdo. Amostras de sangue e de tecido foram obtidas em 41 (70,68%) e 17
(29,31%) estudos, respectivamente (um dos estudos analisou sangue e tecido). As
amostras de tecido adiposo foram obtidas a partir da mama (10 estudos)(58,82%), da regido
abdominal (4 estudos)(23,52%), das nadegas (2 estudos) (11,76%) ou de fontes diversas (1
estudo)(5,88%). Em relagdo a substancia de interesse, o DDE foi o metabdlito mais
frequentemente avaliado, tendo resultados de nivel de exposi¢doe/ou de associagdo com o
cancer de mama descritos em 57(98,27%) dos 58 artigos analisados. Apenas um estudo
apresentou achados exclusivamente em fun¢do do DDT total (CHARLIER et al.,
2003). Nos 57 artigos que avaliaram DDE foi possivel verificar que os autores também
incluiram avaliacdo de associagcdo em relacdo ao DDT total (10) ou em relagdo ao pp’-
DDT (17).

As Tabelas 4 e 5 apresentam os artigos que relataram niveis de exposicdo de DDE
em sangue ou tecido, respectivamente, comparando-os entre casos e controles. Houve
grande diversidade de niveis de exposi¢do encontradas, tanto para casos quanto para
controles, com valores de média ou mediana de concentragdo plasmatica variando entre
0,064 ¢ 43 PPB quando medidos em razao M/V, isto €, sem ajuste para a massa lipidica ou
entre 3,9 e 4912 PPB com ajuste para a fragdo lipidica (M/M). Considerando os estudos
que avaliaram os niveis de exposicdo em tecido adiposo, as médias e/ou medianas
concentracoes descritas variaram entre 307 ¢ 4639 PPB.

As figuras 3, 4 e 5 apresentam os graficos em floresta com os valores de razao de
chances de desenvolvimento de cancer de mama pela exposi¢do ao DDE, DDT total e p,p’-
DDT, respectivamente. Entre os 46 estudos que avaliaram a exposi¢ao ao DDE (Figura 3),

apenas 9 (19,56%) encontraram associag@o de risco para a ocorréncia de cancer de mama,
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dos quais 3 (33,33%) analisaram niveis teciduais de DDE (MCCREADY et al., 2004;
WALISZEWSKI et al., 2005, HUANG et al., 2019) ¢ 6 (66,66%) analisaram niveis
plasmaticos (WOLFF et al., 1993; OLAYA-CONTRERAS et al., 1998; ROMIEU et al.,
2000; CHARLIER et al., 2004; TANG et al., 2014; ARREBOLA et al., 2015) sendo 3
(50%) com ajuste da concentragdo em fun¢do da massa lipidica (ROMIEU et al., 2000;
CHARLIER et al., 2004; ARREBOLA et al., 2015) ¢ 3 (50%) sem ajuste, usando a
concentracdo em razao massa/volume (WOLFF et al., 1993; OLAYA- CONTRERAS et al.,
1998,; TANG et al., 2014). Entre os 10 estudos que avaliaram DDT total, apenas 2 (20%)
descreveram associacao significativa de risco (CHARLIER et al., 2003; WALISZEWSKI
et al., 2005), sendo que também haviam achado associagdo em relacdo aos niveis de DDE.
E entre os 17 estudos que analisaram os niveis de p,p’-DDT, apenas 4 (23,52%) relataram
associacdo de risco para o cancer de mama, dos quais 2 (50%) indicam dependéncia da
idade de exposicao. No total,entre os 58 estudos avaliados, apenas 11 (18,96%) estudos
sem estratificacao da populagdo por idade ou periodo de exposi¢ao conseguiram demonstrar
associacdo entre nivel de exposicao ao DDT ou seus isdmeros e risco de cancer de mama
(WOLFF et al., 1993; DEWAILLY et al., 1994, OLAYA-CONTRERAS et al., 1998;
ROMIEU et al., 2000; CHARLIER et al., 2003; CHARLIER et al., 2004, MCCREADY et
al., 2004; WALISEWSKI et al., 2005; TANG et al., 2014; ARREBOLA et al., 2015;
HUANG ET AL., 2019).

Estudo na California informa que altos niveis séricos de p,p” DDT, > 13.90 pg/L,
predizem um risco cinco vezes maior de cancer de mama (OR = 5,4; IC95% 1,7 - 17,1)
em mulheres que tinham menos de 14 anos de idade durante o periodo de exposi¢do ao
DDT em 1945. Mulheres nao expostas antes dos 14 anos de idade nao tiveram associagao
com o cancer de mama (COHN et al., 2007).

Trabalhando com a mesma coorte, outro estudo na Califoérnia, mostrou associacao
de risco para cancer de mama em mulheres cujas maes apresentavam niveis plasmaticos de
0,p’DDT acima de 0,78 ng/ml no periodo perinatal (OR = 3,7; 1C95% 1,5 - 9,0) (COHN
etal., 2015).

Em 2019, a mesma autora e seu grupo observam que a exposi¢ao ao p,p’ DDT, para
todas as idades, esteve associada ao dobro do risco de cancer de mama na poés-menopausa,
em mulheres com idade entre 50 e 54 anos (OR = 1,95 1C95% = 1,34 - 2,83). Esta analise
foi feita em modelo ajustado considerando p,p’DDE, o,p’DDT e pp’DDT indicando que
o pp’-DDT ¢ a espécie responsavel pelo aumento do risco. Os autores ainda indicam que

a exposicdo em idade pré-puberal (< 13 anos) aumenta significativamente o risco de
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desenvolvimento de cancer de mama na pré-menopausa (em idades < 50 anos), enquanto
exposi¢oes ao DDT em idades > 14 anos aumentam o risco de cancer pds-menopausa, em
mulheres com 50 - 54 anos de idade (COHN et al., 2019).

Cabe destacar que para os estudos de mesma coorte na Califéornia (COHN et al.,
2007; COHN et al., 2015; COHN et al., 2019), a coleta de sangue ocorreu no periodo de
maior exposi¢do ao DDT 1959-1967.

Outros estudos que utilizaram a mesma coorte para analise de dados: Programa de
Assisténcia Medica Permanente Kaiser (KRIEGER et al, 1994; BAGGA et al, 2000), sem
significancia estatistica, embora o estudo de 1994 tenha mais que o dobro de participantes,
realizado em comunidade e com coleta de sangue e o estudo de 2000 tenha sido de base
hospitalar e com uso de tecido adiposo. Estudo de saude das enfermeiras (HUNTER et
al., 1997; LADEN et al., 2001), sem significancia estatistica, embora ambos em
comunidade ¢ com coleta de sangue e tamanho amostral cerca de 50% maior em 2001 ;
Hospital de Yale- New Haven (ZHENG et al., 1999; ZHENG et al., 2000), sem
significancia estatistica, ambos de base hospitalar, tamanho amostral maior em 2000, com
coleta de sangue em 2000 e amostra de tecido adiposo em 1999; Estudo do coracdo da
cidade de Copenhagen (HOYER et al., 1998; HOYER et al., 2000; HOYER et al., 2001)
estudos sem significancia estatistica, em 2001 coleta de sangue com ajuste para massa
lipidica, em 1998 e 2000 sem ajuste, tamanho amostral maior em 1998 e similar em 2000

€ 2001, em 2001 estudo de base hospitalar e em comunidade nos outros anos.
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Tabela 3: Principais caracteristicas dos artigos incluidos na revisio sistematica

D ho d Origem/defi Casos/Controles Analise da exposicio Pontuagio
Autores, ano Pais esenho co nicio dos Tecido analisado Strobe
estudo Idade Tamanho Sanguinea  Tecidual OR/RR (%)
controles (Média, anos) ™)
Mussalo-Rauhamaa et al., 1990 Finlandia caso-controle Z%ﬁugéiigz/ 58 44/33 Tecido adiposo mamario _ X _ (59 1039% )
caso-controle  comunidade/ 16
Wolff et al., 1993 EUA aninhado sem doenca 50,7 58/171 Sangue X B X (72.72%)
Dewailly et al., 1994 Canada caso-controle hospital* 54,1/51,2 20/17 Tecido adiposo mamario X X 2z
wailly . - /sem doenca 8 > p _ (54,54%)
. caso-controle  comunidade/ 19
Krieger et al., 1994 EUA aninhado sem doenca 452 150/150 Sangue X _ X (36.36%)
caso-controle  comunidade/ 19
Hunter et al., 1997 EUA aninhado sem doenca 59 236/236 Sangue X _ X (36.36%)
1 *
Lopez-Carrillo et al., 1997 Meéxico caso-controle sl::(r)x?:ilct)ilng/:a ndo informado 141/141 Sangue X B X (9029%% )
1 *
Schecter et al., 1997 Vietna caso-controle s}:r)r?rgggng/;a 423 21/21 Sangue X X (90’29%% )
Vant Veer et al., 1997 :uf:;iiss caso-controle f;;ﬁug;iigz 62,3 265/341 Tecido adiposo das nadegas _ X X © 52415% )
hospital*/ . . - 16
Guttes et al., 1998 Alemanha caso-controle sem doenca 60/48 45/20 Tecido adiposo mamario _ X _ (72,72%)
Hoyer et al., 1998 Dinamarca caso-controle comunidade ndo informado 240/477 Sangue X _ X 18 o
/sem doenga (81,81%)
Moysich et al., 1998 EUA caso-controle Z‘;ﬁugéiigz/ 64,1 154/192 Sangue X B X (86 1396% )
1 *
Olaya-Contreras et al., 1998 Colombia caso-controle sgr(;f%gz;g/a 50 153/153 Sangue X B X (86 1396% )
Dello Iacovo et al., 1999 Italia caso-controle comunidade/ 54,2/ 52,0 170/190 Sangue X _ X 1
sem doenga (50%)
0
caso-controle  comunidade/ 18
Dorgan et al., 1999 EUA aninhado sem doenca 574 105/208 Sangue X _ X (81.81%)
Helzlsouer et al., 1999 EUA cazﬁ;ﬁ(})}zggle er;ugéii(;z/ ndo informado 346/346 Sangue X _ X (9029%% )
. hospital*/ 17
Mendonga et al., 1999 Brasil caso-controle sem doenca 56,9 177/350 Sangue X _ X (77.27%)
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Tabela 3 (Continuacfio): Principais caracteristicas dos artigos incluidos na revisao sistematica

Origem/defi Casos/Controles Andlise da exposicio Pontuacio
. Desenho do o . . Strobe (%)
Autores, ano Pais estudo nicao dos Idade Tamanho Tecido analisado S 3 Tecidual OR/RR o
controles (Média, anos) ™) anguinea ecidua
Zheng et al., 1999 EUA caso-controle hospital™/ 56,3/52,6 304/186 Tecido adiposo mamario X X 15
” sem doenca ’ ’ - (68,18%)
Aronson et al., 2000 Canada caso-controle hospital/ 57,7 217/213 Tecido adiposo mamario X X 18
N ) sem doenca ’ p - (81,81%)18
Bagga et al., 2000 EUA caso-controle hospital®/ 57,5/ 42,7 73/73 Tecido adiposo mamario X X 15
£g ’ sem doenga ’ ’ P - (68,18%)
hospital*/ 18
sem doenga 314/ (81,81%)
Demers et al., 2000 Canada caso-controle  comunidade/ 53 2184305 Sangue X _ X
sem doenga
cam Adnannra
. caso-controle  comunidade/ 18
Hoyer et al., 2000 Dinamarca aninhado sem doenca 54,6 155/274 Sangue X B X (81,81%)
. comunidade/ 19
Millikan et al., 2000 EUA caso-controle sem doenca 50,2/51,5 292/270 Sangue X B X (36.36%)
. . comunidade/ 19
Romieu et al., 2000 Meéxico caso-controle sem doenca 48 /52 126/120 Sangue X B X (86,36%)
e . . ~
Stellman et al, 2000 EUA caso-controle  nospital*/ 51,03/42,06 232/323 Tecido adiposo (ndo X X 1
sem doenga mamario) - (50%)
caso-controle ~ comunidade/ . 19
Ward et al., 2000 Noruega aninhado sem doenca ndo informado 150/150 Sangue X B X (86,36%)
hospital*/ 19
Wolff et al., 2000 EUA caso-controle sem doenca 56 164/341 Sangue X B X (36.36%)
hospital*/ 20
Zheng et al., 2000 EUA caso-controle sem doenca 54,73/ 53,84 475/502 Sangue X _ X (90.90%)
. caso-controle hospital*/ . . 19
Hoyer et al., 2001 Dinamarca aninhado sem doenca ndo informado 161/318 Sangue X _ X (86,36%)
caso-controle ~ comunidade/ 20
Laden et al., 2001 EUA aninhado sem doenca 60 372/372 Sangue X _ X (90.90%)
Woolcott et al., 2001 Canada caso-controle hospital™/ 54 (11) 217/213 Tecido adiposo mamario X X 19
2 sem doenga P - (86,36%)
Gammon et al., 2002 EUA caso-controle comunidade/ ndo informado 643/427 Sangue X _ X 18 o
sem doenga (81,81%)
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Tabela 3 (Continuaciio): Principais caracteristicas dos artigos incluidos na revisio sistematica

Desenho d Origem Casos/Controles Andlise da exposicdo Pontuacio
, esenho do . . Strobe (%)
Aut P T 1
utores, ano als estudo dos ,I‘?ade Tamanho ecido analisado Sanguinea Tecidual OR/RR
controles (Média, anos) o)
Charlier et al., 2003 Bélgica caso-controle hospital 54,21/ 53,29 1597250 Sangue X _ X (63 1610/)
R ()
. Tecido adiposo 16
Muscat et al., 2003 EUA caso-controle hospital 51,95 30/194 mamério X X (72.72%)
Pavuk et al., 2003 Eslovaquia caso-controle hospital 51,5/ 46,0 24/88 Sangue X _ X (68 1158% )
. . . 16
Soliman et al., 2003 Egito caso-controle hospital 39,8/34,2 69/53 Sangue X B X (72.72%)
Tecido adiposo 12
Waliszewski et al., 2003 México caso-controle hospital 50,3 2121 mamario (casos) e B X B (54,54%)
abdominal (controles)
Charlier et al., 2004 Bélgica caso-controle hospital 53,6 /51,7 231/290 Sangue X _ X (77 1277% )
. Tecido adiposo 17
Ibarluzea et al., 2004 Espanha caso-controle hospital 54,8/ 56,8 198/260 mamério e abdominal B X X (77.27%)
i . Tecido adiposo 19
McCready et al., 2004 Canada caso-controle hospital 52,5/ 48,0 70/69 mamério _ X X (86.36%)
Raaschou-Nielsen et al., . caso-controle . Tecido adiposo e das 17
2005 Dinamarca aninhado hospital 57,5 409/409 nédegas B X X (77.27%)
. Fo . Sangue e tecido 15
Siddiqui et al., 2005 India caso-controle hospital 49,7/48,2 25/25 mamério X X B (68.18%)
Tecido adiposo 13 .
Waliszewski et al., 2005 Meéxico caso-controle hospital 48/49/44 1271271127 mamario (casos) e B X X (59,09%)
abdominal (controles)
. comunidad . 17
Rubin et al., 2006 EUA caso-controle . ndo informado 63/63 Sangue X _ X (77.27%)
caso-controle comunidad 21
Cohn et al., 2007 EUA aninhado o 26 129/129 Sangue X _ X (95.45%)
comunidad 20
Gatto et al., 2007 EUA caso-controle . 48,2 /49,7 355/327 Sangue X _ X (90.90%)
Itoh et al., 2008 Japdo caso-controle hospital 53,7/ 53,9 403/403 Sangue X _ X 21

(95,45%)
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Tabela 3 (Continuaciio): Principais caracteristicas dos artigos incluidos na revisio sistematica

D 1o d Origem Casos/Controles Analise da exposicio Pontua%ﬁo
Autores, ano Pais e:::l (;)0 0 dos Idade Tamanho Tecido analisado i . Strobe(%)
controles (Média, anos) N) Sanguinea Tecidual OR/RR
. ~ caso-controle comunidad 19
Iwasaki et al., 2008 Japdo aninhado o 51,8/51,9 139/278 Sangue X B X (86.36%)
Xu et al., 2010 EUA caso-controle  cOmumdad 59 104 8 63/4109 Sangue X X 18
e - (81,81%)
Boada et al., 2012 Espanha caso-controle comunidad 58,0/ 45,3 121/103 Sangue X _ X 15 o
e (68,18%)
hospital 17
Holmes et al., 2014 EUA caso-controle 51 75/95 Sangue X _ X (77.27%)
. comunidad o 14
Tang et al., 2014 China caso-controle . ndo informado 78/72 Sangue X _ X (63,63%)
. . 18
Arrebola et al., 2015 Tunisia caso-controle hospital 49,9/43,9 69/54 Sangue X B X (81.81%)
Cohn etal., 2015 EUA caso-controle - comunidad 26,9 103/315 San X X 19
onnetat, aninhado e ’ angue - (86,36%)
Pastor-B;(r)rll 16150 etal, Espanha caso-controle comuemdad 58,9 186/196 Sangue X _ X 18 (81,81%)
Bachelet et al., 2019 Franga caso-controle °°m“;“dad 57,62/ 54,10 695/1055 Sangue X B X 18 (81,81%)
Cohn et.al., 2019 EUA caso-controle - comunidad 50-54 153/432 S X X Y
ohn et.al., aninhado e - angue - (86,36%)
Huang et al., 2019 China caso-controle hospital 52,00/ 48,64 209/165 Tecido adiposo - X X 18 (81,81%))
mamario ¢ abdominal
14 (
Paydar et al., 2019 Ira caso-controle hospital 49,48/ 45,74 27/27 Sangue X B B 63,63%)

X - Indica avaliagdo presente no artigo; - Indica auséncia de informagéo
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Tabela 5: Artigos que analisaram niveis de exposicio de DDE em tecido adiposo

Niveis de exposi¢io (PPB) Media = DP /

. o Local de
Autores, ano Tamanho(N) Mediana (95%CI) P origem do
Casos/Controles . .
Casos Controles tecido adiposo
Ibarluzea et al., 2004 198/260 326,86 +2,78 307,34 + 3,62 0,57 mama
Stellman et al., 2000 232/323 419,2 374,1 0,2 abdominal
Raaschou-Nielsen et al., 2005 409/409 476,7 507,1 0,29 nadegas
Muscat et al., 2003 30/194 507,7 £390,9 633,9 +£643,2 0,27 mama
Woolcott et al.,2001 150 ER+/213 638 (557 - 730) 596 (530 - 670) mama
Aronson et al., 2000 217/213 693 (615 - 780) 596 (530 — 670) 0,045 mama
Zheng et al., 1999 304/186 736,5 784,1 0,41 mama
Bagga et al., 2000 73/73 800 (657 — 943,4) 709,1 (457,7 — 960,5) 0,006 mama
Guttes et al., 1998 45/20 805 496 0,017 mama
Woolcott et al., 2001 51 ER-/213 906 (682 - 1203) 596 (530 - 670) 0,045 mama
Mussalo'ngggmaa etal, 44/33 960 + 630 980 + 890 0,87 mama
mama(casos) e
Waliszewski et al., 2005 127/127 980 + 627 782 + 282 0,045 abdominal
(controles)
mama (casos)
Waliszewski et al., 2003 21/21 1098 + 379 746 + 269 0,001 e abdominal
(controles)
McCready et al., 2004 70/69 1241,75 + 616,13 + 456,88 0,005 mama
Vant Veer et al., 1997 265/341 135?5(9101)50 - 1510 (1310 -1730) 0,36 subcuténeo
_ mama(casos) e
Huang et al., 2019 209/165 18853’227(35’6 1746,47 (477,52 — 2810,74) 0,008 abdominal
’ (controles)
Dewailly et al., 1994 20/17 2132,2 +£2049,9 765,3 +526,9 0,01 mama
Siddiqui et al., 2005 25/25 3302,76 + 530,86 4639,12 + 698,82 0,045 mama




Figura 3: Gréafico do tipo Forest Plot dos dados de OR e respectivo intervalo de confianca 95% para associagdes entre a exposi¢ao ao DDE e
cancer de mama.
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Fonte: A autora.




Figura 4: Grafico tipo Forest Plot dos OR e intervalos de confianca 95% para associa¢des do DDT total e cancer de mama.
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Figura 5: Gréafico do tipo Forest Plot dos OR e intervalos de confianca 95% para associagdes do p-p’DDT e cancer de mama.
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7. DISCUSSAO

Tendo em vista a alta permanéncia do DDT e seus metabolitos no meio ambiente e

seus possiveis efeitos adversos de longo prazo, particularmente o potencial de desregulacao
enddcrina e suposto aumento do risco de cancer de mama, dé-se a importancia desse trabalho.
A escolha das bases de dados e condugao com palavras-chave parece ter sido adequada com
o resultado de 1058 titulos para serem avaliados e 58 artigos lidos na integra incluidos.
A condugao do trabalho com uso de protocolos para andlise de viés e para extragdode dados,
especificos para estudos observacionais, com uso de planilha tnica de Excel para plotagem
dos dados, permitiu aos pesquisadores uniformizar a extracdo e analise de dados diante do
objeto de estudo e visualizar para melhor avaliar.

Quanto a sele¢do de casos e controles e ao controle de vieses, a qualidade pode ser
considerada boa, uma vez que todos os casos tiveram diagnodstico confirmado, e os controles
foram pareados pelo menos para idade e para a regido geografica de origem, podendo ser
mulheres da mesma comunidade sem diagnostico ou sintomas sugestivos de cancer de mama
ou pacientes hospitalares com avaliacdo diagnoéstica que excluisse lesdes malignas da mama.
Os estudos apresentavam adequada descrigdo de dados de exposi¢do e dos métodos analiticos,
e as analises de associacdo foram feitas com ajustes de variaveis consideradas como fatores
de risco para o cancer de mama, tendo em vista eliminar a interferéncia de varidveis que
possam influenciar na associagdo entre a exposicao e o desfecho. Apesar disso, as variaveis
utilizadas para ajuste das medidas de associagdo variaram bastante. As mais utilizadas foram:
idade, indice de massa corporal, pré-menopausa ou pods-menopausa no momento do
diagnostico, historia familiar de cancer de mama, numero de filhos e idade no nascimento do
primeiro filho ou do nascimento a termo. Outras varidveis contempladas foram: altura, peso,
estado civil, raca, educagdo, ocupacgao, renda, local de estudo ou de residéncia ou hospital de
referéncia, habito de fumar, consumo de alcool, gordura na dieta, vegetais e peixes, més e ano
da coleta de sangue, fragdo lipidica no sangue, niveis séricos de DDT, data do ciclo menstrual,
idade da menarca e da menopausa, ter tido gestacdo pos-termo ou ter ficado gravida, tempo
decorrido desde o primeiro nascimento, histéria de problemas de fertilidade, nimero de anos
férteis, lactagdo ou duracdo da lactagdo ou duragdo da lactacdo no primeiro filho, uso ou
tempo de duracdo da terapia de reposi¢ao hormonal, histéria de doenga benigna da mama,
historico de bidpsia, status de doenca.

Quanto as espécies de DDT analisadas, a maior parte dos trabalhos se baseou nos

niveis de DDE para comparagdo entre casos € controles, bem como para avaliagdo de
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associagdo de risco. Alguns estudos avaliaram também os niveis de p,p’DDT e de DDT total,
mas, de uma maneira geral, os achados nao sugerem associagao de risco quando considerando
todos os casos de cancer de mama, com diagnostico em qualquer idade. Muitos estudos
investiram em caracterizar os niveis de exposi¢ao ao DDT ou seus metabolitos em diferentes
extratos, de forma a avaliar possiveis associacdes de risco em situagdes de maior exposi¢ao.
Contudo, os niveis absolutos de exposi¢ao, com base nos niveis séricos ou teciduais de DDE
principalmente, variaram muito entre os diversos estudos, e, portanto, as formas de
estratificacdo e as categorias avaliadas quanto ao potencial risco foram também muito
diversas. Neste cenario, a realizagdo de metanalises, embora possivel, apresenta muitas
controvérsias quanto a validade e seguranga que se possa atribuir a uma medida sumario.

Em comparagdo com os estudos envolvendo coortes prospectivas, os desenhos de
estudo do tipo caso-controle nao permitem excluir satisfatoriamente a possibilidade de
explicagdes ndo causais (fatores de confundimento, vieses) para as associagdes observadase,
portanto, sdo limitados para inferéncias de causalidade (PAUMGARTTEN, 2020). No
entanto, sdo muito raras as coortes com longo acompanhamento de individuos que foram
expostos ao DDT e mais raras ainda as informagdes sobre exposi¢do em fases precoces da
vida. Nesse sentido, os estudos da coorte da California tém destaque especial por
investigarem uma coorte de longa duragdo, com individuos que tiveram alta exposicao ao
DDT entre 1959 € 1967 (COHN et al., 2007; COHN et al., 2015; COHN et al.; 2019). Muitas
das mulheres dessa coorte que tém sido acompanhadas quanto ao desenvolvimento de cancer
de mama eram criangas ou adolescentes durante o periodo de maior exposicao direta. Essa
exposicao, tendo em vista a proibi¢do de uso da substancia, ndo € mais possivel nos tempos
atuais, onde a exposi¢do € pelo DDE, pela contaminacao a partir da ingesta alimentar.

Por conta dessa vantagem de acompanhar uma coorte de longa duracdo e de ter
informagao sobre a exposi¢do ao DDT em diferentes faixas etérias, os autores puderam avaliar
a associacdo com o desenvolvimento de cancer de mama a partir de janelaspotencialmente
criticas de exposicao, tais como as fases pré-natal ou pré-puberal bem como investigar a
existéncia de associagdo entre as exposi¢des precoces € o desenvolvimento do cancer na pré-
ou na poés-menopausa. Os autores puderam constatar, em modelo ajustado incluindo as trés
principais espécies de DDT, isto ¢, p,p’DDE,0,p’DDT e p,p’DDT, que o p,p’-DDT ¢ a espécie
responsavel pelo aumento do risco (COHN et al., 2007, 2019).

Quanto a contribuicdo da presente revisdo, considerando a existéncia de varias
revisdes publicadas previamente (KEY & REEVES, 1994; ADAMI et al., 1995; INGBER et
al.,, 2013; PARK et al., 2014, ZEINOMAR et al., 2020), destacamos o foco nas janelas
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criticas de exposi¢do, ainda que baseado apenas nos trabalhos da coorte da Califérnia (COHN
et al., 2007; COHN et al., 2015; COHN et al., 2019) e na avaliagdo de associacdo pelas
diferentes espécies de DDT. As revisdes anteriores tiveram énfase na realizacdo de
metanalises e, portanto, de forma geral, basearam-se apenas nos dados de DDE ou
consideraram, indistintamente a exposi¢do a DDE ou DDT total. Apenas a revisao de 2013
(INGBER et al., 2013) apresentou separadamente a investigacao de associagdo considerando
os niveis de DDE e de DDT.

Apos a revisao de 2013 (INGBER et al., 2013), foram publicados mais nove estudos
investigando a possivel associacdo entre exposicdo a DDT e seus metabdlitos e o
desenvolvimento de cancer de mama (HOLMES et al, 2014; TANG et al., 2014,
ARREBOLA et al.,, 2015; COHN et al.,, 2015; PASTOR-BARRIUSO et al., 2016;
BACHELET et al., 2019; COHN et. al., 2019; HUANG et al., 2019; PAYDAR et al.,
2019). Na ultima revisao publicada acerca do tema, (ZEINOMAR et al., 2020), apenas quatro
desses novos estudos foram contemplados (COHN et al., 2015; PASTOR- BARRIUSO et al.,
2016; BACHELET et al., 2019; COHN et. al., 2019). Dois estudos ( PASTOR-BARRIUSO
et al., 2016; BACHELET et al., 2019) avaliaram a exposi¢do a DDE na idade adulta sem
encontrar significancia estatistica.

Restou entdo um subgrupo de cinco novos artigos que foram incorporados no presente
trabalho (HOLMES et al., 2014; TANG et al., 2014, ARREBOLA et al., 2015; HUANG et
al.,2019; PAYDAR et al., 2019). Dentre esses, apenas um avaliou amostras de tecido adiposo
mamario ou abdominal (HUANG et al., 2019), os demais avaliaram a exposi¢do com base
nos niveis sanguineos. Apenas dois desses estudos (ARREBOLA et al., 2015; HUANG et al.,
2019) encontraram significancia em associagoes entre niveis sanguineos (ARREBOLA et al.,
2015) ou teciduais (HUANG et al., 2019) de DDE e a ocorréncia de cancer de mama. Com
relagdo aos achados do estudo com amostra em niveis sanguineos e com significancia
estatistica, embora o valor relatado de razdo de chance (OR = 8,9) seja aparentemente maior
do que os valores relatados por outros autores (variando entre 0,48 e 4,37), o intervalo de
confianga ¢ muito grande (1,81 - 63,3), provavelmente em razdo do baixo tamanho da
populagdo avaliada, com 69 casos e 54 controles (ARREBOLA et al., 2015). Assim, embora
nao tenhamos realizado nova metandlise a partir do conjunto completo de artigos incluidos
na revisao, podemos afirmar que os novos estudos publicados mais recentemente nao parecem
modificar a avaliacdo global de ndo associacdo de risco entre os niveis acumulados de DDE
no organismo e a ocorréncia de cancer de mama em mulheres adultas de qualquer idade.

Em comparagdo entre populagdao de origem comunitaria ou de base hospitalar, pode
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ser observado, na de base hospitalar, maior quantitativo de analises em tecido e maior
quantidade de diferencgas significativas de valores de exposi¢ao.

Por fim, o maior percentual de estudos com diferenca estatisticamente significativana
comparagao entre casos e controles quantos aos valores de exposicao ao DDE considerando
amostras teciduais em vez de sanguineas, sugerem que a forma como ¢ medida pode ser
importante também para as avaliagdes de associagdo de risco para o desenvolvimento do
cancer de mama.

A despeito dos achados desse estudo, o cancer ¢ uma doenca resultante de multiplos
processos, multifatorial e complexa. Nesse contexto, pode ser resultante, também, de
exposi¢cdes ambientais (SHIELDS & HARRIS, 1990). Dessa forma, considerado um
problema de saude publica, destaca-se seu carater intersetorial e, por isso, sdo contemplados
outros setores da sociedade, além do cientifico, com interesses e objetivos antagdnicos.
Assim, o consenso vigente para tomada de decisdes ¢ resultante dessas forcas atuantes e esse
fato apresenta-se narrado para a questdo do DDT e da carcinogénese em relagdo a publicagdo
de Mary Wolff de 1993 e do livro “O futuro roubado” de 1996. A clausa Delaney, que ¢ uma
regulamentacdo de protecdo a saude, também se orienta por evidéncias cientificas que ndo

aparecem tendo em vista a falta de consenso no setor (CONIS, 2022).
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8. CONCLUSOES

Esta revisdo ndo encontrou evidéncias de aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de mama em associagao a exposi¢ao ao DDT, quando a exposi¢ao foi avaliada na idade
adulta. Ha entretanto, poucos estudos, sobre a exposicao durante o desenvolvimento do tecido
mamario, pré-puberais, ou ainda durante a vida intrauterina. Os niveis sanguineos ou teciduais
de DDE apresentam grande variabilidade dependendo de fatores como peso corporal e o
material biologico analisado. A heterogeneidade das avaliagdes de exposicdo compromete a

realizacdo de meta-analises e, em consequéncia, achados conclusivos de auséncia de efeito.
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ANEXO I - PROTOCOLO PROSPERO

N I H R | Matiaral Institute PROSPERO
for Health Research International prospective register of systematic reviews

Prenatal, pre-pubertal and later exposures to DDT, its isomers and/or metabolites and risk of breast
cancer development

To enable PROSFERO o focus on COVID-19 submissions, this registration record has undergone basic automated
checks for eligibility and is published exactly as submitted. PROSPERO has never provided peer review, and usual
checking by the PROSPERO team does not endorse content. Therefore, automatically published records should be
treated as any other PROSPERO registration. Further detail is provided here.

Citation
Rosane Vianns-Jorge, Francisco Paumgartten, Tatiana Meneses, Victoria Vieira, Ana Gabricla Brito. Prenatal, pre-
pubertal and later exposures to DDT, it isomers andfor metabolites and risk of breast cancer development. FROSFERQ

2020 CROE2020209548 Available from:
hitps:faraw crd. york.ac.ok/prosperoddisplay_record. php?TD=CR DG 2020209548

Review question

Doz prenatal andfor prepubertal anddor Later lifetime exposures to DDT isomers andfor metabolites increase risks of
breast cancer?

Searches

A gystematic search will be performed in PubMed, Web of Science, BVS/Bireme and Scopus/ScienceDirect electronic
bibliographic datshaces

Types of study to be included
Observational studics (including prospective of retrospective cohort studies and case-control studies).
1} Original Paperss (full articles) of any publication year, written in English, Portuguese, Spanish, French or German.

2} Papers reporting exposure to DDT somers andfor metabolites during prenatal andfor prepubertal andfor a later
period of development in humans.

3} Papers reporting cases of female breast cancer.

Exclusion criteria:

1} Papers reporting non-original data, literature reviews, comment, Opinion, Case-report, case serics
2} Papers reporting data obtained from studies in animals or with cell lines.

3} Papers lacking information on exposurs o DDT

4} Papers reporting descriptive (non-analytical) studies
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NIHR | National nstitute PROSPERO
for Health Research International prospective register of systematic reviews
Condition or domain being studied

Female breast cancer

Participants/population

Women with a confirmed diagnosis of breast cancer of any histopathological type (ductal or lobular carcinoma), any
grade and at any stage.

Intervention(s), exposure(s)

- blood levels of DDT, its isomers or metabolites (DDE) expressed by volume (whole blood, plasma serum) or blood fat
(lipids)

- levels in body tissues and/or adipose tissue

Comparator(s)/control

Breast cancer in women not exposed or less exposed during the prenatal and/or pre-pubertal and/or later periods

Context

Epidemiological studies regarding the association between DDT exposure and breast cancer development

Main outcome(s)
Female breast cancer of any histopathological type (ductal or lobular carcinoma), of any grade and at any stage.
Measures of effect

relative risks and odds ratios

Additional outcome(s)
None
Measures of effect

Not applicable

Data extraction (selection and coding)

A systematic search will be conducted in PubMed, Web of Science, Scopus and BVS/Bireme eletronic databases.

Titles, Abstracts and full text of articles will be independently screened by two reviewers to identify studies that
potentially meet the inclusion criteria.

Two reviewers will independently assess the full texts of potentially eligible studies. Any disagreement over the eligibility
of particular studies will be resolved through discussion or if no consensus is reached by a third reviewer.

A pre-plotted form will be used to extract data from the included studies for assessment of the study quality and for the
evidence synthesis.

Extracted information will include items of STROBE Statement checklist applied for observational studies such as study
design, period of exposure assessed, levels of exposure, how exposure was assessed, isomers measured participant
variables, main results, limitations.
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NIHR | National nstitute PROSPERO
for Health Research International prospective register of systematic reviews
Two reviewers will independently extract the data. Discrepancies in data extraction will be resolved through discussion

(with a third review author whenever necessary).

Risk of bias (quality) assessment

The methodological quality of the observational study will be assessed with an adapted version of the Newcastle-Ottawa
scale (for cohort and case-control designs).

The methodological quality assessment will be done (independently) by two reviewers. Disagreement between them over

the risk of bias in particular studies will be resolved by discussion, and, if a consensus is not reached, a third reviewer
will be consulted for clarification.

Strategy for data synthesis

We will provide a narrative synthesis of the findings from the included studies, structured around the times/period of
exposure to DDT assessed (prenatal, pre-pubertal and adulthood), the levels of exposure and the age of diagnosis.

If feasible, we will provide summaries of exposure effects for each study by calculating risk ratios.

Depending on the number, quality and homogeneity of included studies, we will also pool the results using a random-
effects meta-analysis with risk ratios, and calculate 95% confidence intervals.

Analysis of subgroups or subsets

Additional associations will be analyzed if there are data available.
1) Sub-analyses for different time-periods of exposure

2) Sub-analyses for different levels of exposure

Sensitivity analysis will be done for:

1) Different types of confounders

2) For methodological quality (Newcastle Ottawa scale)

Comparisons will be made with the results of the studies included in the systematic review and the results of already
existing reviews of the literature.

Contact details for further information

Rosane Vianna-Jorge

rosanevj@gmail.com

Organisational affiliation of the review

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Review team members and their organisational affiliations
Professor Rosane Vianna-Jorge. Universidade Federal do Rio de Janeiro
Professor Francisco Paumgartten. FIOCRUZ

Tatiana Meneses. ENSP-FIOCRUZ
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for Health Research

Victoria Vieira. UFRJ

Ana Gabriela Brito. UFRJ

Type and method of review

Narrative synthesis, Systematic review

Anticipated or actual start date

01 October 2020

Anticipated completion date

31 July 2022

Funding sources/sponsors
CNPq

Grant number(s)

PROSPERO
International prospective register of systematic reviews

State the funder, grant or award number and the date of award

310580/2018-8

Conflicts of interest

Language
English

Country

Brazil

Stage of review

Review Ongoing

Subject index terms status

Subject indexing assigned by CRD

Subject index terms

Breast Neoplasms; DDT; Female; Humans; Pregnancy; Prenatal Exposure Delayed Effects; Puberty

Date of registration in PROSPERO
16 October 2020
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NIHR | National nstitute PROSPERO
for Health Research International prospective register of systematic reviews
Date of first submission

15 September 2020

Stage of review at time of this submission

Stage Started Completed
Preliminary searches Yes No
Piloting of the study selection process Yes No
Formal screening of search results against eligibility criteria Yes No
Data extraction No No
Risk of bias (quality) assessment No No
Data analysis No No

The record owner confirms that the information they have supplied for this submission is accurate and complete and they
understand that deliberate provision of inaccurate information or omission of data may be construed as scientific

misconduct.

The record owner confirms that they will update the status of the review when it is completed and will add publication

details in due course.

Versions

16 October 2020
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Abstract

Dichloro-Diphenyd-Trichloroethans (DOT) = considered to be the first modern pesticide, but its use was
banned due to its harmful effects to the emvironment and to human heslth. Some cbservational studies
have suggested that chronic exposure to OOT  increases the risk of breast cancer. Howeyver, mets-
anslyses have ot been shle fo demonstrafe significant associsfion befween individual leyels of
contamination with DOT and the ggpurrence of breast cancer. This study is justified by the high rates of
breast cancer, an estimated risk of 31,61 new cases per 100,000 wormen in the last three years. The Jack
of consensus in the findings. smong many studies ey be related to differences regarding b and when
the exposure to DOT gr it metsbalites gocumead ar yet ragarding which chemical species of DOT was
measured to characiedze the individusl levels of exposure. Thus. the present work aimed to pedfomm a
comprehensive review of original cheervational studies eyalualing individual levels of exposure to DDT gr
it= ispmers and the gopumence of breast cancer in women with the perspective of jdentifying which
yariahles.may cantribute o the potential nsk assaciafion. Thersforz, a new systematic review was carned
out, whose profecol was registered in the PROSPERD database under number CRO42020202548. The
liferature seanch was pefommed in four databases (Fubmed. Scopys, Web of Science and BVE/Birems).
gqvanng the anfirs pericd avaiable yofll 2022, raguliing in the idantification of 558 non- duplicaled records,
First. abstracts wens evaluated for inclusion crteds (studies original observational epidemiclogical studies
investigating the assoristion bahyean individual exposure to DOTDDE (dichiorndiphemddichlametmdans)
and the gecurrence of bresst cancer in adult women). Second. the gyailable full-text records were resd for
data extraction. Eipalky. 58 studies were included for ansbgsis. all of which wers considerad of gnod quality
[according to the  strobe  statement  score). Individusl  fewels  of exposure to
dishloradiphenyldichlomethylene (DDE) were compared hetween cases and conbgls in 50 studies, with =
significant difference in levels megsured in bload in 10032 studies or in tissue for 10017 studies. Ooly ten
studies repored an incregse in breast cancer fisk 2= a fupglion of ODE Jevels, three of which analyzed
fissue leyels, whesess the other seven analyzed plasma leyels, theee of which with concentrations
adjusted to the cirgulating lipid mass. &mong the 17 studies that gnaglyzed the levels of pp'-0D0T, goby fiour
repoted an assnsiation of sk for breast cancer, fyp, of which indicsted = sinong depsndsnce oo the age
windooy of exposure. In conclysion, the charscierzatinn of the association befween exposure to DOT and
the goourrengs of breast cancer ssems to be influsneged by the age st which the exposure gopurmed and
by the chemical species of DOT.
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Introduction

In the last 30 years, the notion that exposure to DDT might constitute a risk factor for development
af breast cancer in pre- and post-menopausal women was challenged by several observational studies,
the overall evidence of which was synthesized in various systematic reviews, either with or without
metanalysaes. As of 1983, concerns on the cancer risks posed by DDOT, its isomers and metabalites, have
been considerably raised by a strong association found between DDE serum levels and breast cancer
found by a case-controd study nested in a large cohort of New York City women (WOLF et al.,1983).
Further studies aither comoborated (DEWAILY et al,1984) or refuted (KRIEGER at al,1994; HUNTER &t
al,19497) this hypothesis, and the results from the metanalyses generally failed to detact an excess of risk
of breast Cancer among Women presenting higher fat or serum levels of DDE (KET & REEVES, 1994;
ADAMI et al., 1985; INGBER et al., 2013; PARK et al., 2014).

The fact that levels of DOT/DDE were determined (ganerally in case-control studies) at a time point
not far from that when the outcome (breast cancer diagnosis) was assessed is 8 major drawback shared
by maost of the studies combined in these metanalyses. lis plausible to think that exposures that modulate
the risk of chronic health conditions such as cancer are past exposures that ook place a long time befora
the adwerse health outcome came to light and was detected by the investigators. In this case, relevant
exposures certainly are not those measured at the time of breas! cancer diagnostic, but possibly those
occurring much eadier during in ulero mammary gland tissue differentiation. or at the puberty or near it
when dormant mammary gland stem cells are awakened by hormonal stimuli. Unless DOT/DDE levels in
adults reliably predict past exposures covering the critical periods of mammary tissua devalopment. they
should be regarded as flawed exposure indicators to clarify whether DDT/DDE might be indead a risk
factor for breast cancer. The main objective of this study was to answer a public health question of
relevance: |s there epidemiclogic evidence indicating that exposure to DDT, its isomers or melabolites
(e.g. DDE) enhances the risk of breast cancer in pre- andlor postmeanopausal women? I not, are thare

research gaps regarding the exposure to DOT/DDE during specific periods of mammary gland

development that preclude reaching a definitive answer o this question?
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The present systematic review adds fo existing ones due fo its research question focused on
spadcific developmental periods and because it is updated and reviewed a greater number of observational

that were critically appraised for their methodological limitations.

Material and Methods

This review of obsarvational studies on the association of exposure to DDT during developmant
andlor adulthood and breast cancer was performed according to the recommendations of the Preferred
Reporiing tems for Systematic Reviews and Mela-Analyses (PRISMA) (PAGE et al, 2021). The

sysiematic review protocol was registered with the PROSPERO (ID: CRD42020209548).

Search sirafegy

A search was performaed on PubMed (using both general and MeSH terms). Web of Scienca.
Scopus and BVS/BIREME elecironic datsbases. cowering the period between the inception of the
database and 2022. which was the year of the search. A manual screening of lists of references of articles.
reviews and other documents was also conducted to identify other studies potentially eligible for reviewing
that were not detected by the electronic search.

Thie search strings combined specific searching terms using Boolean connectors as follows: 1)
PubMed and Web of Science ("DDT [Mesh] OR "o.p'-DOT" [Supplementary Concept] OR "alpha-chloro-
DOT" [Supplementary Concept] OR DOT) AMND ("Breast Meoplasms® [Mesh] OR "Unilateral Breast
Neoplasms” [Mesh] OR "Triple Megalive Breast Neoplasms” [Mesh] OR "Inflammatory Breast Meoplasms”™
[Mesh] OR breast cancer); 2) Scopus (TITLE-ABS-KEY ("DOT") AND TITLE-ABS-KEY (("Breast
Meoplasms® OR "Unilateral Breast Neoplasms” OR "Triple Megative Breast Meoplasms”™ OR "Inflammatory
Breast Meoplasms™ OR breast AND cancer])); 3) BVS/BIREME. “DDOT™ AMD (“neoplasias da mama™ OR

"neoplasias unilalerais da mama” OR cancer de mama).
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Study salpction

Inciusion criteria

Original obsarvational studies (prospective or retrospective cohorts, case-control studies) were
aligible for inclusion in this review if they evaluate associations between exposure to pp'-DOT, its isomers
andior metabolites and occumrence of breast cancer of any type diagnosed in pre- or postmenopausal
WOmen.

Exclusion criteria

Articles/studies were not aligible for reviewing i they met any of the exclusion criteria defined as
follows: lack of a laboratory (image [ histopathology) confirmation of breast cancer diagnosis, non-
malignant fumars of breast, breast lumors diagnosed in males, non-observational study designs, in vivo
studies conducted in animals, in vitrafex-vivo investigations. ecologic and non-analylic epidemioclogy
studies, pravalence (cross-sectional) studies, studies not assessing individual exposures to DDT isomers
or metabolites; arlicles reporling descriptive (non-analylical) studies, case-reports, case-series, latlers,
edilorials, reviews of any type, metanalyses, noles, comments, clinical guidelines, opinion papers, full-
paper nof available and articles in any language other than English, Portuguase, Spanish, Garman or
French.

After elimination of duplicates, the selection of studies was a two-step screening process: the
refrieved articles were first screened by titles and abstracts and i potentially eligible. Full taxis were then
refrieved and read. Two investigators (TM and AGB) independently screaned the articles for eligibility and
if they failed to reach a consensus, a third investigator (RVJ) was asked lo resolve il

The selection of studies for inclusion in the review is illusirated by the PRISMA diagram daepicled

in Figure 1.

Data extraction and management

The extraction of data from studies selected for reviewing was based on the STROBE statement
chiacklist of items that should ba included in reports from observational studies (MALTA et al, 2010). The
extracted data included first author's name, publication year, geographic location, the time period when

the study was conducied andfor or the year when it was published, sample size, the assessment of
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exposure io DDT(isomers or metabolites), the biological matrix and analytical method used for measuring
DDT levels, the time when exposure was assessed relative to the time of breast cancer diagnostic,
sirengths and limilations of the study, variables matched in case control studies findings, outcome with
risk estimates and 95% confidence intervals (85%Cl), adjusted confounders and study conclusions.

Data ware indepandantly extracted by three investigators (TM. AGB and KS). A fourth investigator

(RV-J) examined the compiled data and study summaries and resolwed existing discrepancies.

Assassment of the methodalogical quality (risk of bias) of included studies

The risk of bias or the methodological quality of each individual study was assessed amploying
an adapted version of the Newcastle-Ottawa scale (for cohort and case-control designs) (WELLS et al,
2021). Three reviewars performed the analysis ndependently (TM, AGB and VV). Disagreements were

resolved by discussion and when a consensus was nol reached an fourth reviewer was consulied (RV-J).

Review qualitative synthesis

Findings from all included studies covering exposure to DOT during specific developmental parods
(prenatal, puberty and adulthood) were separately analyzed and synthesized and so were the quality of
the evidence and the research gaps ideniified. For each oulcome evalualed, we present the
charactaristics and findings of all included studies. A final review gualitative (narrative) synthesis
summarized the evidence available for the three specific developmental periods of interest for this study.
The overall gualitative synthesis took inlo account not only the results of the reviewed sludies but also
their mathodological limitations and residual confounding. We considered undertaking a quantilative
synthesis for specific developmental windows of relevance for breast cancer risk. Mela-analyses, however,
ware not parformed because of the high helerogeneity in design and characteristics of the included studies
and the small number of observational investigations other than those assessing guantitatively the
axposure in adulthood at the time when the breast cancer was diagnosed.

Results

Bibliographic search, study selection and quality evaluation
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The bibliographic search whose steps are described in a flowchart (Figura1) resulted in 58 ariginal
studies that were identified as evaluating the association between sysiemic accumulation of DDT or its
isomers and the development of breast cancer. Table 1 shows the main characteristics of the retrieved
studies. In brief, all arficles refemed to case-control studies, 14 of which wera nested inlo a previous cohord.

The score according lo the sirobe statement ranged from 11 (50%) to 21 (95.45%), with a mean
value of 17.27. All cases are patients with confirmed diagnoses of breast cancer. Controls were recruited
in a hospital-based setting in 32 studies (53.17%), with patients with benign breast disease in 14 studies
(43.75%).

Regarding the sample size, the studies ranged from 37 o 4172 parlicipants. Sample sizes greater
than 200 participants were described for 45 (77.58%) of the included studies. The median sample size
was 3955 (IOR 180 - 555), with a tofal sample size of 27.538 parficipants.

Blood and tissue samples were oblained from 41 (70.68% ) and 17 (28.31%) studies, respectively
(one of the studies analyzed blood and tissue). Adipose lissue samples ware obiained from the breast in
ten studies(58.82%), the abdominal region in four studies (23.52%), the buttocks in two studies (11.76%)
or from different sources in one study (5.88%). Reganding the substance of interest, DDE was the most
frequently evaluated medtabolite, with results of exposure level andior association with breast cancer
describad in 57 (88.27%) of the 58 arlicles analyzed. Only one study presented findings exclusivaly in

terms of total DOT (CHARLIER et al., 2003).

Tables 2 and 3 present the aricles that reported DDE exposura lewels in blood or tissue,
respactivaly, comparing them between cases and controls. There was a great diversity of exposure levals
found, both for cases and for controls, with mean or median plasma concentration values ranging between
0.084 and 43 PPB when measured in MM ratio, that is, without adjustment for lipid mass or betwean 3.9

and 4912 PPB with adjustmeant for lipid fraction (M/M).

Figures 2, 3 and 4 show the forest graphs with the odds ratio values for developing breast cancer
by exposure to DDE, total DOT and pp'-DDT, respectively. Among the 48 sludies that evaluated exposura
to DDE (Figure 3), only nine (19.58%) found a risk association for the occurrence of breast cancer, of

which 3 (33.33%) analyzed tissue levels of DDE ( MCCREADY et al., 2004; WALISZEWSK] et al., 2005,
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HUANG et al., 2019) and six (66.66%) analyzed plasma levels (WOLFF et al, 1983; OLAYA-
CONTRERAS et al., 1998; ROMIEU et al., 2000; CHARLIER et al., 2004; TANG ot al., 2014; ARREBOLA
at al., 2015) with threa (50%) adjusting the concentration as a function of lipid mass (ROMIEU et al., 2000;
CHARLIER et al., 2004; ARREBOLA of al., 2015) and three (50%) without adjusiment, using the
massivolume ratio concentration (WOLFF et al., 1983; OLAYA- CONTRERAS et al., 1998; TANG «t al.,
2014). Among the ten studies that evaluated total DDT, only two (20%) described a significant risk
association (CHARLIER et al., 2003; WALISZEWSK] et al., 2005), and they had also found an association
with DDE levels. And among the 17 studies that analyzed p.p'-DOT levels, only four (23.52%) reporbed an
association with risk for breast cancer, of which two (50%) indicate dependence on age of exposura. In
total, among the 58 studies evaluated, only 11 (18.96%) studies without stratifying the population by age
or pariod of exposure were able o demonstrale an association between the level of exposure to DDT or
its isomers and the risk of breast cancer (WOLFF et al, 1983; DEWAILLY et al, 1884; OLAYA-
CONTRERAS et al., 1998; ROMIEU et al., 2000; CHARLIER et al., 2003; CHARLIER et al., 2004,
MCCREADY at al., 2004; WALISEWSKI et al., 2005; TANG at al., 2014; ARREBOLA et al., 2015; HUANG

atal., 2018).

Discussion

In view of the high parmanence of DOT and its metaboliles in the environment and its possible
long-lerm adverse effects, particularly the potential for endocrine disruption and a supposed increase in
the risk of breast cancer, this work is important.

As for the analyzed DDT species, most studies weare based on DDE levels for comparison
betwesan cases and controls, as well as for risk association assessment. Some studies also evaluated the
levels of p, p'DOT and iotal DOT, but, in general, the findings do not suggest a risk association when
considering all cases of breast cancer, diagnosed at any age. Many studies have invested in chamaclerizing
the levels of exposure to DDT or its metabolites in different extracts, in order o assess possible risk

associations in situations of greater exposure. However, the absolute levels of exposure, mainly based on
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serum or tissue levels of DDE, varied a lof batween the different studies, and therafore, the ways of
siratification and the calegories evaluated regarding the potential risk were also very diverse. In this
scenario, performing meta-analyses, although possible, presants many controversies regarding the
validity and safety that can be altributed to a summary measure.

The California cohort studies are particularly noteworthy for investigating a long-term cohort, with
individuals who had high exposure to DOT betwean 1859 and 1967 (COHN et al., 2007; COHN et al.,
2015; COHN et al.; 2019 ). Many of the women in this cohort who have been followed for the development
of breast cancar werne children or adolescents during the period of greatest direct exposura. This axposure,
in view of the ban on the use of the substance, i no longer possible nowadays, where exposure is by
DDE, by contamination from food intake.

Duea to this advaniage of following a long-term cohort and having information on exposume o
DDT in different age groups, the authors were able io assess the association with the development of
breast cancer from potentially critical windows of exposure, such as the prenatal or prepubarial phases,
as well as to investigate the existence of an association between early exposures and the development of
pre- or postmenopausal cancer. The authors wera able to werify, in an adjusted model including the three
main species of DOT, that is, p,pDDE, o,pDODT and p,p'DOT, that pp'-DD0T is the species responsible for
the increase in risk (COHM at al., 2007, 20189).

As for the contribution of this review, considering the existence of several previously published
reviews (KEY & REEVES, 1904; ADAMI et al., 1995; INGBER et al., 2013; PARK et al., 2014, ZEINOMAR
at al. 2020), we highlight the focus on critical exposure windows, although based only on the work of the
California cohort (COHM et al., 2007; COHN et al., 2015; COHM et al., 2019) and on the assessment of
association babween different species of DOT. Previous reviews have emphasized performing mela-
analyses and therefore have generally relied only on DDE data or have considered DDE or tolal DOT
axposure interchangeably. Only the 2013 review (INGBER et al., 2013) separately presented the

association investigation considering DDE and DOT levels.
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Finally, the highest percentage of studies with a statistically significant difference in the
comparison between cases and confrols in terms of DDE exposure values considering tissue samples
instead of blood samples, suggest that the way in which it is measured may also be imporant for
evaluations of the association of risk for daveloping breast cancar.

Despite the findings of this shudy, cancer is a disease resulting from mulliple processes,
multifaciorial and complex. In this context, it can also result from environmeantal exposures (SHIELDS &
HARRIS, 1980). Thus, considering it a public health problem, its intersectoral characier slands out and,
therefore, other seclors of society are contemplated, in addition to the scientific secior, with antagonistic
interests and objectives. Thus, the current consensus for decision-making is the result of these adlive
forces and this fact is narrated for the isswe of DOT and carcinogenesis in relation to the publication of
Mary Wolff in 1983 and the book “Tha Stolen Fubure™ in 1896. Clausa Delaney, which is a health protection
regulation, is also guided by scientific evidence thal does nol appear in view of the lack of consensus in

the sector (CONIS, 2022).

Conclusion

This review found no evidence of an increased risk of developing breast cancer in association
with exposure io DDOT when exposure was assessed in adulthood. Thare are, howaver, few studies on
exposure during breast lisswe development, prepubertal, or even during intrauterine life. Blood or tissue
levels of DOE show great variability depanding on faciors such as body weight and the biological material
analyzed. The heterogensaity of exposure assessments compromises the perfformance of meta-analyses

and, consaguently, conclusive findings of absence of effect.
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Table 2: DDE Blood Exposuns

Exposure levels (PPE) Mean + 5D | Median (95%C1)

Authors. year cﬁiﬂﬂ eanes contrate Pvalue Ratio
Faydar el al, 2018 o 0170 = 0048 0072 = D024 oosz WV
Tang et al., 2014 TETZ 0118 (00471 - 1.782) 0.064 {0.0095 - 1.162) < MV

Pasior-Barriuso et al., 2016 18E/196 2452 4.42 260504 0.56 MV
Olaya-Contreras et al., 1998 153153 1302412 250+ 1.60 002 MV
Holmes o al., 2014 75/85 3,856 {3.103 —4.868) 3.044 (3220 -4 817) 0.81 MM
Wollf =t al, 2000 184/341 41£306 43287 NS MV
Hunter et al.. 1957 236/236 B.01 £ 4.56 8.97 £ 5.00 0.14 MV
Pwasaki e &l 2008 135278 7.04 8.08 0.42 MV
Reubin et al., 2006 BVE3 8.43 (7.80 - 10.80) 7.56 (.32 - B.96) 0.02 MV
Dello lacove et al., 1389 17080 8,55 £ 5.42 .98 + .17 0038 MV
Wollf et al., 1993 SBIMT1 11.028.1 77168 0031 MWV
Moysich et al., 15936 1547192 1147 £ 10,48 10.77 = 10,64 0.54 MM
Siddiqui & al, 2005 25125 11,60+ 329 20,66 + B24 NS MV
Schecter et al., 1997 2121 12.17 £ 241 16.67 24.14 NS WV
Soliman et al, 2003 BE/53 12.7 £ 203 16.6 = 30.1 0.4 MV
Krieger ef al . 1504 1500150 4332759 431s287 NS M
Boada et al, 2012 121103 387.4 £ 326.0 196.0 £ 207.5 <000 MM
ltoh et al., 2008 403403 360 {190 - 620) 370 (220 - 680) 0.10 MM
Bachelel ot al., 2013 EA5/1055 3742 3423 NI MM
Arrebala et al., 2015 fB4 381.97 21608 DO0E MM
Zheng e al, 2000 475502 S0B.2 (404.2 —633.8) 456.2 {420.5 — 495.5) 0.80 MM
Demers ef al, 2000 314/21B+305 508.9 & 481.1 4B2.T 2 447 T heraplaly 0.38 MM
4804 + 4D8 1 commurily
Loper-Carrilio o al_, 1957 1417141 562 48 & BTE.1B 505.48 & 567.22 0444 MM
Charfier et al., 2004 2317290 580 £ 580 310 £ 350 <0000 MM
Gammon el &, 2002 BAT4ZT 671.96+ 275 B45.74 + 2.50 0.52 MM
Laden o al, 2001 I7AITR 768 817 0.28 MM
Ward et al., 2000 1501150 1260 1230 0.54 MM
Gafio et al., 2007 I55/327 1400 = 1540 1250 £ 1260 0.14 MM
Helzisauer of al . 1599 S4R/IEE 16988 + 520 3 16203 +1408.0 0.2 MM
Milikan &t &l 2000 2921270 1960 & 2200 1680 £ 1700 0.28 MM
Risnieu o2 al, 2000 128128 140 = 5880 2810 2 1970 <08 MM
Parvul ot al. 7003 20m8 a1z nm L wu
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Table 3: DDE Tissus Exposwre
Exposure levels (PPB) Mean t 50/ Median [95%CT) Source of
Authors, year [ St "'r e | adipose
Capta/Comivals Cases Controls tissue
Ibarizes et al., 2004 19B/260 32686 4 2.78 307.34 £ 3.62 0.57 breast
Sisliman e al.. 2000 232323 4182 374 0.2 abdominal
Raaschau-Mielsen of al, 2005 40808 4767 5071 029 bubiock
Muscal g al, 200G 301104 507.7 £ 390.9 £33.0% 6432 0.27 breast
Wioalcolt et al., 2001 150 ER#/213 B3E {557 - 730) 546 (530 - E70) breast
Aronson et al, 2000 T3 93 (15 — TRO) S96 (530 — BT0) 0.045 breast
Zheng et al., 1999 3041186 7385 7B4.1 041 breast
Bagga ef al., 2000 THTI B0 [B5T - B43.4) T08.1 (457.7 - SBOLE) {0006 breast
Guttes et al., 1958 48120 BOS 496 0T breast
Woolcott et al., 2001 §1 ER- /213 906 (682 - 1203) S0 (530 - BT 0.045 breast
Mml:ﬂ:gl{;ﬂﬂ'ﬂﬂa elal, 44/33 960 = 630 480 + BOD 0LE7 breast
breast
Waliszewski et al., 2008 127127 980 = 627 TE2 + 282 0.045 | (cases)and
abdaominal
{controks)
breast
Waliszewski et al., 2003 2 1098 £ 378 T46 = 268 0.001 | | yees) and
[ | abdominal
McCroady ef al., 2004 TONES 1244.76 2 1544.90 £16.13 £ 456,88 0.005 breast
want Vesr el al,, 1997 2851341 1350 (1150 - 1580) 1510 {1310 -1730) 0.38 | subcilarecus
. breast
Huang &t al., 2018 2080168 1BB5.04 [915.6 - J467.45) """;:n‘f;";ﬂ 0.008 | (cases)and
abdominal
Dwwailly ot al., 1994 2017 2132.2 £ 2043.9 TEE.3 £ B26.9 0.0 breast
Siddiqui et al., 2008 28125 330:2.76 £ 53088

4B30.12 + BOEED ||m|u-| breast
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