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RESUMO 

O leite humano é a primeira fonte de nutrição de um recém nascido, a 

amamentação fornece compostos bioativos como caseína, ácido linoléico 

conjugado, vitamina C e E, entre outras. Por outro lado, a literatura reporta que 

em vários países incluindo o Brasil foi detectada a contaminação do leite 

humano por resíduos de pesticida de várias classes químicas incluindo os 

Piretróides na qual a Cipermetrina faz parte. O inseticida Alfa Cipermetrina já 

foi muito estudado no que tange seus potencias mutagênicos, carcinogênico e 

teratogênico tanto in vivo como in vitro. Portanto, o objetivo deste estudo foi 

verificar se o leite humano exerce atividade antimutagenica em interação com a 

cipermetrina. O Teste do Micronúcleo foi realizado usando sangue periférico de 

Camundongos Swiss albino com peso médio de 30 g, as lâminas foram 

coradas com Panótico Rápido sendo contados 2000 Eritrócitos 

Normocromáticos Circulantes por animal. Foram estabelecidos cinco grupos 

experimentais, sendo dois de exposição aguda e dois de exposição crônica e 

um grupo controle veículo, todos os animais foram tratados via gavagem; 

tratamento (I) 25 mg/kg de cipermetrina, tratamento (II) 25 mg/kg de 

cipermetrina acompanhada de leite humano meia hora depois, tratamento (III) 

10 mg/kg de cipermetrina durante 5 dias, tratamento (IV) 10 mg/kg de 

cipermetrina durante 5 dias, acompanhado do leite humano meia hora depois, 

tratamento (V) água destilada. Para analise estatística foi realizado a ANOVA e 

o Teste de Tukey (α=0,05). Constatou-se que houve atividade antimutagênica 

do leite humano tanto no grupo de exposição aguda quanto na exposição 

crônica. 

 

Palavras-Chaves: Resíduos de pesticida, Leite humano, Quimioprevenção, 

Micronucleos, Swiss albin 
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ABSTRACT 

Human milk is the first nutritional source of the infants; Breastfeeding provide 

bioactive compounds like casein, conjugated linoleic acid, several vitamin and 

other. There are reports pesticide residues that have been found in milk of 

lactating mothers from several countries, mainly the chemical class of 

Pyrethroids, in which Cypermethrin is included. The insecticide alpha-

cypermethrin has been widely studied about mutagenic, teratogenic and 

carcinogenic effects both in vivo and in vitro. The aim of this study was to 

determine if human milk has antimutagenic activity against alpha-cypermethrin. 

The Micronucleus Test was carried out by peripheral blood of Swiss albino mice 

with average weight of 30 g. The slides were stained with Panotic and were 

counted 2000 Normochromatic Circulanting Erithrocyte per animal.  Five 

experimental groups with six animals orally treated during five days were 

established; treatment (I) 25 mg/kg cypermethrin; treatment (II) 25 mg/kg 

cypermethrin followed by human milk thirty minutes later, treatment (III) 10 

mg/kg cypermethrin during five days; treatment (IV) 10 mg/kg cypermethrin 

during five days, followed by human milk thirty minutes later; treatment (V) 

distilled water. For data analysis were used ANOVA and Tukey Test (α=0,05). It 

was observed that human milk exerted antimutagenic effect in acute exposure 

and, simultaneously in chronic exposure human milk still exerted this latter. 

 

Keywords: Pesticide Residues, Human Milk, Chemoprevention, Micronucleus, 

Swiss albino 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, são muitos os agentes mutagênicos presentes no meio 

ambiente, causando na comunidade científica crescente preocupação com 

estudos de mutágenos bem como métodos de detecção de mutagênese. 

Inversamente, há grande interesse na pesquisa por agentes antimutagênicos, 

que uma vez detectados tornam-se alvos de atenção de especialistas como 

algo capaz de proporcionar prevenção de efeitos indesejáveis ou controle da 

iniciação e progressão tumoral. 

O DNA reage facilmente com uma variedade de compostos químicos e 

alguns agentes físicos, a maioria presente no meio ambiente. Alguns desses 

são produtos do metabolismo ou decomposição de nutrientes da alimentação. 

Outros, precisamente nas décadas recentes são frutos da industrialização e 

contribuem vertigionosamente para alterações no DNA desaguando em 

consequencias hereditárias ou fisiológicas. Essas mudanças na estrutura 

molecular são chamadas de DNA damage (danos ao DNA), pode ser 

espontânea e ambiental (FRIEDBERG et al., 1995). 

Os agentes mutagênicos alteram a sequência das bases no DNA 

podendo acelerar ou aumentar o aparecimento de mutações que estão 

associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Após passar por varias 

divisões, uma célula poderá acumular mutações que, se em número elevado, 

poderão determinar a perda do controle de sua divisão, determinando assim o 

aparecimento do câncer (RIBEIRO et al., 2003). 

A observação de muitas substâncias, algumas delas pertencentes aos 

constituintes da dieta natural, podem diminuir tumorigênese em animais e pelas 

implicações epidemiológicas em humanos, tem levado a idéia de que o 

consumo delas poderia prevenir o câncer e até mesmo desacelerar sua 

progressão. Inúmeras substâncias têm sido testadas em animais de laboratório 

e inúmeros testes clínicos foram, estão e serão realizados em todo mundo 

(RUDDON, 2010). 

Algumas dessas substâncias como exemplo, a selenio-metionina que 

exerce efeito antimutagênico em interação com o quimioterápico Doxorrubicina 

em linfócitos humanos (SANTOS; TAKAHASHI, 2008), leite de camelo diminui 
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a indução de micronúcleos e aberrações cromossômicas causada pela 

Cisplatina em medula óssea de ratos (SALWA; LINA, 2010), vitamina C e 

extrato aquoso de alho diminuem a indução de micronúcleo e aberrações 

cromossômicas pela Cipermetrina em medula óssea de ratos (ASSAYED et al., 

2010), extrato metanólico da casca do caju diminui aberrações cromossômicas 

em células V79 de Hamster Chinês (BARCELLOS et al., 2007), 

proantocianidinas de sementes de Vitis vinifera L. protege células somáticas de 

Drosophila melanogaster contra Doxorrubicina (REZENDE et al., 2009). 

Devido à importância do leite humano na nutrição de um recém nascido 

e pesquisas que mostram a capacidade do leite humano em destruir células 

cancerígenas e também pelo fato de o leite humano conter proteínas com 

atividades antimutagênicas tanto in vivo como in vitro, segundo pesquisas já 

realizadas. Por outro lado, também foi detectada a presença de inúmeras 

classes químicas de agrotóxico no leite de lactantes em vários países, dentre 

elas estão os Piretróides na qual a Cipermetrina faz parte.  

O objetivo deste estudo é avaliar se o leite humano diminui a indução de 

micronúcleos pela Alfa Cipermetrina em sangue periférico de camundongos. O 

presente trabalho é inédito, a literatura não reporta estudos sobre a relação do 

leite humano e quimioprevenção contra agrotóxicos, justificando o interesse em 

estudar a possível propriedade antimutagênica do leite humano in vivo em 

interação com a alfa cipermetrina. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Cipermetrina 

 

Alfa – ciano – 3 - fenoxibenzil – 3- 2,2 – diclorovinil - 2,2 - dimetil 

ciclopropano carboxilato (Cipermetrina), é o piretróide do Tipo II mais usado, um 

inseticida biodegradável de largo espectro, funciona também como uma 

neurotoxina de ação rápida, absorvida diretamente no estômago, ataca abelhas, 

pragas do algodão, das frutas e de várias culturas vegetais. De natureza 

lipofílica a cipermetrina já foi encontrada em vários tecido do corpo de indivíduos 

contaminados tais como adipócitos, pele, fígado, rins, glândulas adrenais, 

ovários e cérebro (TIAN et al., 2008). 

No Brasil cipermetrina deve ser usada nas culturas do Algodão, Café, 

Fumo, Milho, Soja e Tomate, atacam algumas pragas como o bicudo 

(Anthonomus grandis), largata-rosa (Agrotis ipsilon) e o bicho meineiro do café 

(Leucoptera coifeella) (AGROFIT). 

A cipermetrina pertence a classe química dos Piretróides, estes são 

derivados sintéticos das piretrinas, ésteres tóxicos isolados das flores das 

espécies de Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas. 

(SPENCER et al., 2001; NASUTI et al., 2003) As piretrinas foram utilizadas 

como inseticidas durante muitos anos, devido a sua ação sob uma vasta 

variedade de insetos e à baixa toxicidade em mamíferos, quando em 

circunstâncias de uso adequado. Entretanto, as piretrinas naturais apresentam 

grande instabilidade à luz solar e ao ar, o que diminui a sua eficácia no controle 

de pragas da agricultura e de outros insetos (SANTOS et al., 2007). 

O uso dos piretróides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de 

70 após mudança estrutural introduzida nas piretrinas, para modificar a 

estrutura química com o intuito de se obter substâncias com maior estabilidade 

e potencial inseticida. Assim, a inclusão de átomos de nitrogênio, enxofre e 

átomos de halogênios às piretrinas solucionou os problemas de estabilidade 

relacionados às substâncias naturais, enquanto manteve relativamente baixa a 

toxicidade aguda em mamíferos (HEUDORF; ANGERER, 2001). 
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Dentre os piretróides que circulam no mercado, destacam a Ciflutrina, 

Beta Ciflutrina, cipermetrina, Deltametrina e Permetrina, há vários estudos 

focando o potencial mutagênico dessas substancias. Bhunya e Pati (1988) 

observaram que a cipermetrina induzia aberrações cromossômicas e ao 

mesmo tempo micronúcleos em medula óssea de rato. Surrallés et al (1995) 

estudaram 5 inseticidas piretróides, cipermetrina, deltametrina, fenpropatina, 

fenvalerato e a permetrina, testaram a capacidade em induzir micronúcleos em 

culturas de sangue periférico e leucócitos humano usando o método de 

bloqueio de citocinese com 6 μg/ml de citocalasina B, concluíram que CPM, 

deltametrina e fenpropatina possuem fraca atividade genotóxica in vitro e 

fenvalerato e permetrina não possuem atividades mutagênicas na mesma 

situação supracitada. Os estudos de Patel et al (2006) com o Teste do Cometa 

mostram que a cipermetrina causou danos ao DNA em vários órgãos e a 

ordem por grau de danos do maior para o menor foi cérebro, baço, rim, medula 

óssea e fígado.  

Por outro lado existem estudos mostrando a ausência de 

mutagenicidade da CPM em linfócitos de sangue periférico humano (PUIG et 

al., 1989), nas células testiculares de ratos (EL-ASMAWY et al., 1993) e por 

micronúcleos e aberrações cromossômicas em medula óssea de ratos 

(INSTITÓRIS et al 1999). 

 

2.2 Leite Humano 

 

O leite humano contém anticorpos contra bactérias e vírus, incluindo 

concentrações relativamente altas de IgA secretora, que impedem a aderência 

de microorganismo à mucosa intestinal (VAN DE PERRE, 2003; CONWAY et 

al., 2003). Os macrófagos normalmente presentes no colostro e leite humanos 

são capazes de sintetizar complementos, lisozima e lactoferrina. A lactoferrina 

é membro da família da transferrina, esta glicoproteína transfere íons Fe (3+), 

sendo a única proteína polifuncional que influencia a proliferação e 

diferenciação celular. Ela é capaz de regular a granulopoiese e a síntese de 

DNA em algumas células e pode interagir com DNA, RNA e polissacarídeos 

(KANYSHKOVA et al., 2001). 
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O colostro do leite humano é um do mais potente antioxidante e imuno 

estimulador conhecido nas pesquisas em nutrição. É uma fonte de 

componentes antioxidantes, nutrientes e contêm mais proteínas, 

imunoglobulinas, proteínas não nitrogenadas, lipídios e minerais que o leite 

comum. Estudos indicam que o colostro é carregado com leucócitos 

polimorfonuclear e macrófagos, linfócitos T, linfócitos B, células do plasma e 

células epiteliais (KASAPOVIC et al., 2005). 

Nas fases de transição e maduro o leite humano é uma fonte rica em 

nutrientes e contém moléculas biologicamente ativas que são essenciais para 

funções antioxidantes específicas (BUESCHER et al, 1989; ALBERTI-FIDANZA 

et al, 2002). Ele possui o potencial para ajudar a reconstituir o sistema 

imunológico, reforçando simultaneamente o crescimento celular e reparação 

tecidual. Colostro e leite humano maduro são excelentes suplementos 

nutricionais, um alimento que protege e promove o desenvolvimento, 

diferenciação e crescimento (ALBERTI-FIDANZA et al, 2002) 

Alfa lacto albumina humana letal para células tumorais (HAMLET) é um 

complexo lipoprotéico capaz de matar células tumorais (HAKANSSON et al., 

1995; SVENSSON et al., 2000) e mostra atividade promissora in vivo (FISHER 

et al., 2004; MOSSBERG et al., 2007). Infusão intra cranial de HAMLET 

prolongou a sobrevivência de ratos que continham xenoenxertos de 

glioblastoma humano (FISHER et al., 2004) e inoculações intra vesicular de 

HAMLET em pacientes de câncer de bexiga causou rápido desaparecimento 

de células tumorais e redução do tamanho do tumor (MOSSBERG et al., 2007). 

Aplicação tópica de HAMLET removeu papilomas dermais em um grupo 

placebo de estudos clínicos (GUSTAFSSON et al., 2004). 

O leite humano contém substâncias comuns ao leite bovino e ao leite de 

camelo, a vitamina C, por exemplo, já foi testada in vivo e in vitro quanto aos 

potenciais antimutagênico e anticlastogênico contra a mitomicina C (KRISHNA 

et al., 1986), bleomicina (PORVIK; AUSTIN, 1991; ANDERSON et al., 1995) 

radiação (CASTILLO et al., 2000) e rifampicina (ALY; DONYA, 2002). O 

potencial antimutagênico da caseína foi investigado por Van Boeckel et al 

(1993) apud Salwa e Lina (2010) usando vários mutágenos dos quais 
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benzopireno e N-metil nitrosourea, segundo o mesmo autor a hidrólise da 

pepsina aumenta o potencial antimutagênico da caseína. Salwa e Lina (2010) 

verificaram que o leite de camelo exercia atividade antimutagênica contra a 

cisplatina pelo teste do micronúcleo em ratos e uma melhoria no índice mitótico 

das células da medula óssea dos mesmos animais. 

Existem trabalhos que reportam a contaminação do leite humano por 

resíduos de agrotóxicos, Waliszewski et al (2001) reportaram analise feite em 

mulheres no México e aferiu que pesticidas Organoclorados circulavam no soro 

sanguíneo, leite humano na fase colostro e maduro e tecido adiposo, pode 

também transpor a barreira placentária, Skaare e Polder (1990), estudaram a 

presença de bifenóis Policlorados e pesticidas organoclorados em mulheres 

lactantes da Noruega, Hopper et al (1997) encontraram pesticidas 

organoclorados no leite de mulheres do sudoeste do Cazaquistão, Schinas et al 

(2000) reportaram algo semlhante na Grécia, Bouwman et al (2006) 

encontraram organoclorados e piretróides em Kwazulu-natal cidade da África 

do Sul, ainda de acordo com o último autor o Limite Residual Máximo permitido 

pela World Health Organization (WHO) é de 50 µg/l wm e Jozini na Africa do 

Sul os resíduos de cipermetrina no leite das mulheres ultrapassou o limite 

residual máximo. 

2.3 Quimioprevenção 

 

A quimioprevenção no sentido literal da palavra seria a prevenção do 

câncer com drogas, neste contexto droga teria seu conceito ampliado para 

suplementos da dieta como, vitaminas, sais minerais, ácidos graxos essenciais.  

Segundo Brenner (2005), quimioprevenção pode ser definida como “o uso da 

intervenção como fármacos, vitaminas, minerais ou outras substâncias que 

reduzem a incidência de câncer”. Os agentes quimiopreventivos podem ser 

classificados como antimutagênicos, agentes bloqueadores de carcinógenos, 

antiproliferativos e antioxidantes, mas há uma sobreposição entre os agentes 

dessas categorias, pois devem ter mais de um mecanismo de ação. 

Uma substância antioxidante pode ser definida como uma substância 

química que inibe o processo de oxidação, ou, quando presente em baixa 
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concentração comparada a do substrato oxidável, diminui ou inibe 

significativamente a oxidação daquele substrato (OLGA et al.,2008) Os 

compostos antioxidantes do ponto de vista biológico protegem os sistemas 

vivos contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou reações que 

promovam a oxidação de macromoléculas ou estruturas celulares. 

Há um sistema de defesa antioxidante que atua em diferentes níveis; a 

primeira linha de defesa é formada por substancias que impedem a formação 

de espécies reativas de oxigênio, ou sequestram-nas de maneira a impedir sua 

interação com alvos celulares, isto é, bloqueia a etapa de iniciação da cadeia 

radicalar. Neste nível atuam enzimas antioxidantes, quelantes e proteínas, 

como a transferrina, ceruplasmina, catalase, superóxido dismutase, glutationa 

redutase e, por fim substâncias não enzimáticas como o urato, ascorbato, 

albumina, billirrubina e carotenóides. A segunda linha é formada por compostos 

fenólicos ou aromáticos que bloqueiam a propagação da cadeia radicalar, 

tocoferóis, tocotrienóis, flavanóides, entre outros, e finalmente os sistemas de 

reparo de DNA removem as lesões oxidativas (RIBEIRO et al., 2003; DUFFUS; 

WORTH, 2006). 

Antiproliferativos são substâncias que inibem a divisão celular, 

interferindo nas proteínas do ciclo celular, induzindo a apoptose, alquilando 

regiões de transcrição no DNA e alteração na polimeralização dos 

microtúbulos. Alguns exemplos dessas substâncias são retinóides e 

carotenóides, antihormônios como finasterida e tamoxifeno, antinflamatórios 

como aspirina, curcumina, ibuprofeno (RUDDON, 2010), ecteinaiscidina 743 

(GAJATE, 2002; KUREK, 2005) extrato de Litopenaeus vannamei (WILSON-

SANCHEZ et al., 2010), extratos de plantas medicinais como Ononis hirta, 

Inula viscosa, Salvia pinardi, Verbascum sinaiticum e Ononis sicula (TALIB; 

MAHANESH, 2010) entre outras. 

Goeptar et al., (1997) sugerem que a estrutura molecular de uma 

proteína determina o efeito quimioprotetor contra mutágeno. Segundo o mesmo 

autor a quimioproteção parece ter correspondência como a ausência de 

estrutura terciária e secundária. Estes achados abriram janelas para investigar 

a prevenção de mutagêneses e ou carcinogêneses pelos compostos presente 

nos alimentos. 
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2.4 Teste do Micronúcleo 

 

            O Teste do Micronúcleo é o bioensaio in vivo mais usado para 

avaliação de agentes clastogênicos conhecidos por quebrarem cromossomos, 

figura 1, e de agentes aneugênicos que induzem aneuploidia ou segregação 

cromossômica anormal, figura 2, este teste foi inicialmente desenvolvido em 

eritrócitos de medula óssea de camundongo, mas também é realizado em 

ratos. 

 

Figura1. Formação do micronúcleo por clastogênese  (RIBEIRO et al., 2003). 
 

 
Figura 2. Formação do micronúcleo por aneugênese (RIBEIRO et al., 2003) 

 
O procedimento original foi desenvolvido por Schmid e colaboradores 

em 1971 e, subseqüentemente, modificado por Heddle (1983). Os 

micronúcleos aparecem nas células filhas, em decorrências de danos induzidos 

nos Eritroblastos, então fragmentos cromossômicos resultantes de quebras são 

incorporados no núcleo das células filhas após a mitose, assim uma membrana 

nuclear se formará em volta do fragmento cromossômico o qual será visível 

como um pequeno núcleo separado do núcleo principal e durante a 
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diferenciação o núcleo principal é expelido enquanto que o micronúcleo fica 

retido (RIBEIRO et al., 2003). 

Os micronúcleos são analisados em Eritrócitos Policromáticos de 

medula óssea de camundongos ou ratos. Alternativamente, em camundongos, 

os micronúcleos podem ser analisados em Eritrócitos Normocromáticos 

Circulantes, uma vez que o baço dos camundongos não remove eritrócitos 

contendo micronúcleos. 

O teste do micronúcleo é amplamente aceito pelas agências 

internacionais e instituições governamentais, como parte da bateria de testes 

recomendada para se estabelecer a avaliação e o registro de novos agentes 

químicos e farmacêuticos que entram no mercado mundial e, com a mesma 

confiabilidade é utilizada para avaliar compostos mutagênicos, o teste de 

micronúcleo tem sido empregado para avaliar o potencial antimutagênico de 

vários compostos (CHOY, 2001 apud RIBEIRO et al., 2003). 

De acordo com Surrallés e Natarajan (1997), as principais vantagens da 

análise de células micronucleadas são a velocidade e a facilidade com que 

este tipo de estudo pode ser efetuado, especialmente quando são aplicados 

em roedores em estudos in vivo, além de permitir a inferência de processos de 

aneugênese e clastogênese. 

As principais vantagens da utilização do sangue periférico para a análise 

de micronúcleos são; um mesmo animal pode fornecer várias amostras de 

material, a simplicidade da preparação das amostras e a abundância e 

uniformidade da população. Com a mesma confiabilidade que é utilizada para 

avaliar compostos mutagênicos, o teste de micronúcleo tem sido empregado 

para avaliar o potencial antimutagênico de vários compostos. 
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3 OBJETIVOS 
 

 Detectar possível atividade antimutagênica do leite humano em 

interação com a alfa cipermetrina in vivo. 

 Verificar se o leite humano diminui a indução de micronúcleos pela alfa 

cipermetrina (50% DL50) em camundongos sob exposição aguda. 

 Verificar se o leite humano diminui a indução de micronúcleos pela alfa 

cipermetrina (20% DL50) em camundongos sob exposição crônica. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos Éticos 

O presente Estudo foi avaliado pela Comissão de Ética em Uso Animal–

CEUA/FCM Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) e 

aprovado nº 005/220611, anexo 1, e também pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual da Paraíba – 

CEP/UEPB e aprovado CAAE 0161.0.133.000-11, anexo 2. 

4.2 Local do Trabalho 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Ecologia Aquática-LEAq, os 

animais foram cedidos gentilmente pelo Centro de Répteis da Caatinga e foram 

mantidos em caixas de polipropileno, com tampa-grade, durante o período de 

tratamento, com água e alimento ad libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e 

temperatura de 23 ± 2 ºC.  

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino) 

com média de 30g de peso corpóreo, os animais foram divididos em 5 grupos 

de 6, sendo 3 machos e 3 fêmeas. O leite humano de fase maduro, figura 8, foi 

cedido no Instituto de Saúde Elpídio de Almeida – ISEA na cidade de Campina 

Grande –PB, anexo 3. 

 

Figura 3. Leite humano cedido pelo Instituto de Saúde Elpídio de Almeida – ISEA. Arquivo 

pessoal, 2011. 
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4.3 Delineamento Experimental 

 

A montagem do experimento foi conduzida baseando-se nos trabalhos 

de Assayed et al., (2010) e Sankar et al., (2010), o delineamento foi do tipo 

bloco casualizado. As doses dadas aos animais foram baseada nos trabalhos 

de Luty et al., (2000), na qual foram usados 25 mg/kg (1/2 DL50) e 10 mg/kg 

(1/5 DL50), cada camundongo recebeu o leite humano e a Alfa cipermetrina via 

gavagem, num volume máximo de 0,1 mL para cada 10g de peso corpóreo. 

 

Tratamento 1: administração de 50% da DL50 da alfa cipermetrina. 

 

Tratamento 2: administração de 50% da DL50 da alfa cipermetrina seguido do 

leite humano após meia hora. 

 

Tratamento 3: administração de 20% da DL50 da alfa cipermetrina, durante 

cinco dias.   

 

Tratamento 4: administração 20% DL50 da alfa cipermetrina seguido do leite 

humano após meia hora, durante cinco dias. 

 

Tratamento 5: administração de água destilada como controle veículo. 

 

4.4 Aplicação do Teste do Micronúcleo 

 

Trinta horas após a aplicação via oral, figura 4, com agulha de gavagem, 

figura 5, em cada grupo experimental, com o auxílio de uma tesoura cirúrgica a 

parte terminal da cauda dos animais foi cortada, coletou-se 5 μL de sangue 

através do tubo capilar, ao qual fora, anteriormente, adicionado Ácido 

Etilenodiamino Tetra Acético-EDTA e, logo em seguida, foram realizado os 

esfregaços sanguíneos nas lâminas de borda fosca, após 24h as lâminas, 

figura 6, foram coradas com Panótico Rápido, figura 7.  
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Figura 4. Aplicação via oral com a agulha de gavagem. Arquivo Pessoal, 2011. 

         

Figura 5. Agulha de gavagem. Arquivo pessoal, 2011. 

 

Figura 6. Lâminas não corada e corada com Panótico Rápido.  Arquivo Pessoal, 2001. 
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Posteriormente as lâminas foram secas durante 25 minutos em 

temperatura ambiente e, por fim foram analisadas com auxílio de um 

microscópio óptico (OLYMPUS CX21) em lentes objetivas de 100x. Foram 

contados 2000 Eritrócitos Normocromáticos Circulantes por animal e anotadas 

as médias de Eritrócitos Normocromáticos Circulantes Micronucleado, figura 8. 

 

 

Figura 7. Kit de coloração Panótico Rápido. Arquivo pessoal, 2011. 

 

   

Figura 8. Eritrócito Normocromático Circulante Micronucleado. Arquivo Pessoal, 2011. 
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4.5 Eutanásia 

 

A eutanásia foi realizada logo após os animais receberem os 

tratamentos, em cada grupo, descrito abaixo, com o auxílio de um médico 

veterinário cadastrado no CRM conforme a declaração de colaboração, anexo 

4. Foram seguidas as diretrizes da American Veterinary Medicine Association 

(AVMA) do ano de 2007 na qual foram aplicada de acordo com o peso 

corpóreo individual Cetamina associada a Xilazina (0,1ml/10g cada uma), via 

intraperitoneal, a fim de causar a perda rápida da consciência e, logo após, 

uma solução supersaturada de Cloreto de Potássio para obter a parada 

cardiorrespiratória via intracardiaca. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

Após a análise citológica das lâminas foram anotadas as médias de 

Eritrócitos Normocromáticos Circulantes Micronucleados e, em seguida foi 

realizado a Analise de Variância de Bloco Casualizado e o Teste de Tukey 

(α=0,05). 
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5 RESULTADOS 

O resultado do teste de micronúcleos visto sob Análise de Variância 

(α=0,05) mostra que há diferença entre as médias dos tratamentos, tabela 1. 

Tabela 1. Resumo da análise de variância referente à comparação de média entre os 

tratamentos e blocos 

 GL SQ QM F p 

 
Tratamentos 

 
Bloco 

 
Resíduos 

 

 
4 
 

5 
 

20 

 
135,54 

 
38,71 

 
21 

 
33,88 

 
7,74 

 
1,05 

 
32,26** 

 
0,000 

Total 29 195,25    
1. **Significativo a 5% de probabilidade. 

No grupo de exposição aguda T1 e T2, figura 9, a alfa cipermetrina 

induziu significativamente a formação de micronúcleos em relação ao grupo 

veículo controle T5 e, o leite humano diminuiu a indução de micronúcleos pela 

alfa cipermetrina, apresentando atividade antimutagênica,  

No grupo de exposição crônica T3 e T4, figura 9, a alfa cipermetrina 

induziu a formação de micronúcleos em relação ao veículo controle T5 e, o leite 

humano diminuiu a indução de micronúcleos pela alfa cipermetrina 

discretamente, no entanto o Teste de Tukey mostra-se significante, figura 9. 

Não houve diferença estatística significante entre os grupos onde a alfa 

cipermetrina foi aplicada sem o leite humano, T1 e T3, figura 9, tornando mais 

evidente a atividade mutagênica da alfa cipermetrina. A diferença estatística 

entre os grupos T2 e T4, figura 9, na qual o leite humano fora aplicado após a 

alfa cipermetrina, deve se ao tempo de exposição já mencionado. 
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Figura 9. Valores Médios dos Eritrócitos Normocromáticos Circulantes Micronucleados em 

função do tratamento. 
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6 DISCUSSÃO 

No presente estudo os efeitos quimiopreventivo do leite humano na 

mutagenicidade induzida pela alfa cipermetrina foi avaliada pelo teste de 

micronúcleos, essencialmente este ensaio detecta danos persistentes pelo 

menos em ciclo mitótico. Os dados desde estudo e de alguns semelhantes já 

citados indicam claramente que a alfa cipermetrina interage e causa interações 

com o DNA celular de mamíferos in vivo, como já fora mencionado há uma 

correlação consistente de mutagenicidade e carcinogenicidade entre os vários 

piretróides validando a presente investigação citogenética. 

Os resultados mostram que a exposição crônica de alfa cipermetina 

parece ter baixa toxicidade em relação à exposição aguda, estes resultados 

poderiam ser explicados pelo fato que a cipermetrina, como um piretróide 

sintético, não ter tendência a se acumular no corpo do animal (SANTOS et al., 

2007). Portanto ½ DL50 foi mais efetiva na geração de micronúcleos, a figura 4 

mostra-nos uma diferença significativa entre as médias.  

Talvez esta dose tenha enfraquecido a capacidade dos mecanismos de 

reparo no intervalo de 30h. Enquanto isto, a exposição crônica de 1/5 DL50 não 

causou uma quantidade considerável de micronúcleos, tal redução na 

mutagenicidade supõe-se ser devido aos mecanismos de reparo das células 

trabalharem de maneira mais favorável e eficiente. Adicionalmente no caso de 

doses repetidas o intervalo de 30 h é longo suficiente para muitas das células 

danificadas sofrerem apoptose (ASSAYED et al., 2010). 

 Rabello-Gay et al. (1991) consideram normal uma freqüência de três 

Eritrócitos Policromáticos Micronucleados a cada 1000 em ratos. Witt (2008) 

comparou teste de micronúcleo com corante Acridine Orange em microscopia 

de fluorescência e fluxo de citomeria para verificar a acurácia de ambos na 

detecção de reticulócitos micronucleados (eritrócitos imaturos) em medula 

óssea e sangue periférico de ratos Fisher 344 e camundongos B6C3F1 e 

observou que não há diferença significativa na mensuração de reticulócitos 

micronucleados entre ambos. 
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Segundo Kishi et al., (1992), em estudos comparativos entre a técnica 

convencional de coloração por Giemsa de células da medula óssea de 

camundongos e a técnica de coloração por Acridine Orange não houve 

divergência nos resultados, sendo que, a última técnica utilizada mostrou-se 

tão sensível quanto a primeira. A coloração das lâminas no presente trabalho 

foi realizada usando Panótico Rápido, corante hematológico de pH neutro 

como o Giemsa, permitindo a interação com componentes nucleares.  

Como já fora mencionado, não há estudo sobre a relação agrotóxico e 

leite humano na perspectiva aqui apresentada, mas há um paralelo entre os 

resultados deste estudo com outros que revelam substancia que apresentam 

atividade quimioprotetora contra cipermetrina. Sankar et al., (2010) 

descobriram que a Curcumina protegia contra a indução de micronúcleos em 

ratos pela cipermetrina e no Teste do Cometa (Comet Assay) também houve 

atividade quimioprotetora, Assayed et al., (2010) verificaram que tanto no teste 

do micronúcleo quanto nos ensaios das aberrações cromossômicas que o alho 

e a vitamina C exerciam atividades antimutagenica tanto isolados quanto 

associados, sendo que o alho mostrou-se mais eficaz que a vitamina C, o leite 

de camelo diminui a indução de micronúcleos e aberrações cromossômicas 

causada pela Cisplatina em medula óssea de ratos (SALWA; LINA, 2010) 

Existem estudos que podem explicar a atividade antimutagênica do leite 

humano apresentada no presente estudos. Vitamina C e E, retinal e beta 

caroteno, lactoferrina e glutationa, catalase, superoxido dismutase e glutationa 

peroxidase, são conhecidas por desempenharem papel específico na 

peroxidação dos lipídios e, adicionalmente há evidências que o leite humano já 

exerce atividade antioxidante desde nos primeiros dias de nascimento através 

da mensuração dos níveis de 8-hidroxidoxiguanosina quando o recém nascido 

apresenta baixo peso (SHOJI et al., 2004; KASAPOVIC et al., 2005). 

O potencial antimutagênico da caseína foi investigado por Van Boekel et 

al. (1993) apud Salwa e Kudi (2010) usando vários mutágenos. Eles 

descobriram que pré incubação aumenta o potencial antimutagênico da 

caseína em interação com a N_nitroquinolina_ 1_óxido (NQQ) e 

adicionalmente o potencial antimutagenico da caseína aumenta com a hidrólise 

da pepsina, Goeptar et al., (1997) descobriram que a caseína do leite exercia 
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efeito antimutagênico contra o N-metil-N-nitrosogauinidina (MNNG) em 

camundongos BALB/c. Bosselaers et al. (1994) reporta que a pepsina 

hidrolisada inibia a indução de Troca de Cromátides Irmãs por NQQ e MNNG 

concluindo que a caseína e os produtos oriundo da hidrolise da pepsina  

protegiam células de mamíferos contra certos compostos genotóxicos e 

levantando a hipótese de que as proteínas agem como um agente bloqueador 

pela interação química ou física com os mutágenos.  

Ácido Linoléico Conjugado (ALC) foi identificado como um componente 

do leite e produtos alimentícios há muito tempo, é formado como um 

intermediário no curso da conversão de ácido linoléico em ácido oléico no 

sistema digestório. ALC serve como um importante antioxidante presente nos 

alimentos fornecendo valores adicionais do seu potencial bioativo na prevenção 

de doenças (BARD EL-DIN; OMAYE, 2007). Liew et al. (1995) sustentam que o 

ALC está envolvido em um mecanismo de inibição de carcinógenos e não na 

interação direta com pró carcinógenos, nem seqüestrando eletrófilos ou mesmo 

na indução seletiva da Fase I na destoxificação. 

A Acidez Dornic do Leite Humano ordenahado cru (LHOc) doado pelo 

ISEA foi de 1,8 ºD, isto diz respeito a acidez do leite provocado por ácido lático 

ou até mesmo ácido cítrico, diferenciando da acidez aparente que é mensurada 

pelo potencial hidrogeniano (pH). Sendo a concentração de ácido láctico 

invariável à baixa temperatura, a acidez Dornic poderá ser diretamente 

influenciada pela concentração de ácidos graxos não esterificados de cadeia 

longa, por exemplo, ácido linoléico (HAMOSH et al., 1996; MORERA-PONS et 

al., 1995).  

Segundo Cavalcante et al., (2005) o leite humano ordenhado cru, se não 

utilizado de imediato, deve ser armazenado a 4ºC por até 12 horas ou a -10 a -

18oC por no máximo 15 dias. A amostra de leite humano cedida pelo o ISEA 

para realização do experimento tinha um valor calórico de 69 kcal, 1,8 ºD e foi 

estocado em geladeira comum, como tais eletrodomésticos possuem apenas 

termostato, seria impossível afirmar que o frasco com LHOc permaneceu com 

as temperaturas recomendadas (4ºC/24 horas ou 10ºC  a 18°C/15 dias). 

Considera-se que quanto maior a concentração de lipídios menor é o pH 

do LHOc e maior é a acidez titulável, porém Cavalcante et al., (2005) 
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verificaram que essa tendência não é confiável, usando o teste de acidez 

titulável e observando teores de creme, gordura total e valor energético. Os 

autores supracitados chegaram a conclusão de que ºD acima de 7 não é 

recomendado para neonatos, pois há redução no teor energético e gorduras 

totais, indicando que a acidez dornic mensurada no LHOc usado nos 

experimentos pode explica os resultados obtidos associados a baixa 

capacidade e bioacumulação da alfa cipermetrina exceto em tecido adiposo 

como já fora relatado. 
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7 CONCLUSÃO  

 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, observou-se 

que o leite humano diminuiu a indução de micronúcleos pela alfa cipermetrina 

em camundongos sob exposição aguda (50% DL50) e crônica (20% DL50) 

concomitantemente, portanto, o referido leite usado neste trabalho nas 

condições de 69 kcal, 1,8 ºD e fase Maduro, apresenta atividade 

antimutagênica. 

Sugere-se que mais estudos sejam realizados no sentido de trazer 

resultados mais conclusivos tanto in vivo quanto in vitro para a perspectiva 

abordada no presente trabalho. O teste do micronúcleo é de grande 

credibilidade nos meios científicos, mas aqui serviu como uma primeira 

abordagem neste estudo, o Teste do Cometa, por exemplo, poderia responder 

se ocorrem lesões no DNA, trazendo informações sobre a cinética e o tipo de 

lesão a ser reparada (RIBEIRO et al., 2003).  
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