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RESUMO

O leite humano é a primeira fonte de nutricdo de um recém nascido, a
amamentacdo fornece compostos bioativos como caseina, &cido linoléico
conjugado, vitamina C e E, entre outras. Por outro lado, a literatura reporta que
em varios paises incluindo o Brasil foi detectada a contaminacdo do leite
humano por residuos de pesticida de varias classes quimicas incluindo os
Piretroides na qual a Cipermetrina faz parte. O inseticida Alfa Cipermetrina ja
foi muito estudado no que tange seus potencias mutagénicos, carcinogénico e
teratogénico tanto in vivo como in vitro. Portanto, o objetivo deste estudo foi
verificar se o leite humano exerce atividade antimutagenica em interacdo com a
cipermetrina. O Teste do Micronucleo foi realizado usando sangue periférico de
Camundongos Swiss albino com peso médio de 30 g, as laminas foram
coradas com Pandtico Rapido sendo contados 2000 Eritrocitos
Normocromaticos Circulantes por animal. Foram estabelecidos cinco grupos
experimentais, sendo dois de exposicdo aguda e dois de exposi¢cao cronica e
um grupo controle veiculo, todos os animais foram tratados via gavagem;
tratamento (I) 25 mg/kg de cipermetrina, tratamento (lI) 25 mg/kg de
cipermetrina acompanhada de leite humano meia hora depois, tratamento (l11)
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) agua destilada. Para analise estatistica foi realizado a ANOVA e
o Teste de Tukey (a=0,05). Constatou-se que houve atividade antimutagénica
do leite humano tanto no grupo de exposicdo aguda quanto na exposicao

cronica.

Palavras-Chaves: Residuos de pesticida, Leite humano, Quimioprevencao,

Micronucleos, Swiss albin



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 () 25 mg/kg
cypermethrin followed by human milk thirty minutes later, treatment (Ill) 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 (a=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 INTRODUCAO

Atualmente, sdo muitos 0s agentes mutagénicos presentes no meio
ambiente, causando na comunidade cientifica crescente preocupac¢do com
estudos de mutdgenos bem como métodos de deteccdo de mutagénese.
Inversamente, ha grande interesse na pesquisa por agentes antimutagénicos,
gue uma vez detectados tornam-se alvos de atencdo de especialistas como
algo capaz de proporcionar prevencdo de efeitos indesejaveis ou controle da
Iniciagéo e progressao tumoral.

O DNA reage facilmente com uma variedade de compostos quimicos e
alguns agentes fisicos, a maioria presente no meio ambiente. Alguns desses
sado produtos do metabolismo ou decomposicédo de nutrientes da alimentacéo.
Outros, precisamente nas décadas recentes sdo frutos da industrializacdo e
contribuem vertigionosamente para alteracbes no DNA desaguando em
consequencias hereditarias ou fisiolégicas. Essas mudancas na estrutura
molecular sdo chamadas de DNA damage (danos ao DNA), pode ser
espontanea e ambiental (FRIEDBERG et al., 1995).

Os agentes mutagénicos alteram a sequéncia das bases no DNA
podendo acelerar ou aumentar o aparecimento de mutacbes que estdo
associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Apds passar por varias
divisbes, uma célula podera acumular mutacdes que, se em numero elevado,
poderdo determinar a perda do controle de sua divisdo, determinando assim o
aparecimento do cancer (RIBEIRO et al., 2003).

A observacdo de muitas substancias, algumas delas pertencentes aos
constituintes da dieta natural, podem diminuir tumorigénese em animais e pelas
implicacbes epidemiolégicas em humanos, tem levado a idéia de que o
consumo delas poderia prevenir o cancer e até mesmo desacelerar sua
progressado. Inumeras substancias tém sido testadas em animais de laboratorio
e inumeros testes clinicos foram, estdo e serdo realizados em todo mundo
(RUDDON, 2010).

Algumas dessas substancias como exemplo, a selenio-metionina que
exerce efeito antimutagénico em interagdo com o quimioterapico Doxorrubicina

em linfécitos humanos (SANTOS; TAKAHASHI, 2008), leite de camelo diminui
14



a inducdo de micronucleos e aberragbes cromossdmicas causada pela
Cisplatina em medula 6ssea de ratos (SALWA; LINA, 2010), vitamina C e
extrato aquoso de alho diminuem a indugdo de micronucleo e aberragbes
cromossbmicas pela Cipermetrina em medula 6ssea de ratos (ASSAYED et al.,
2010), extrato metandlico da casca do caju diminui aberracfes cromossémicas
em células V79 de Hamster Chinés (BARCELLOS et al., 2007),
proantocianidinas de sementes de Vitis vinifera L. protege células somaticas de
Drosophila melanogaster contra Doxorrubicina (REZENDE et al., 2009).

Devido a importancia do leite humano na nutricdo de um recém nascido
e pesquisas que mostram a capacidade do leite humano em destruir células
cancerigenas e também pelo fato de o leite humano conter proteinas com
atividades antimutagénicas tanto in vivo como in vitro, segundo pesquisas ja
realizadas. Por outro lado, também foi detectada a presenca de inUmeras
classes quimicas de agrotoxico no leite de lactantes em varios paises, dentre
elas estdo os Piretroides na qual a Cipermetrina faz parte.

O objetivo deste estudo é avaliar se o leite humano diminui a inducéo de
micronucleos pela Alfa Cipermetrina em sangue periférico de camundongos. O
presente trabalho € inédito, a literatura ndo reporta estudos sobre a relacdo do
leite humano e quimioprevencao contra agrotoxicos, justificando o interesse em
estudar a possivel propriedade antimutagénica do leite humano in vivo em

interacdo com a alfa cipermetrina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cipermetrina

Alfa — ciano — 3 - fenoxibenzil — 3- 2,2 — diclorovinil - 2,2 - dimetil
ciclopropano carboxilato (Cipermetrina), é o piretréide do Tipo Il mais usado, um
inseticida biodegradavel de largo espectro, funciona também como uma
neurotoxina de acédo rapida, absorvida diretamente no estbmago, ataca abelhas,
pragas do algoddo, das frutas e de varias culturas vegetais. De natureza
lipofilica a cipermetrina ja foi encontrada em vérios tecido do corpo de individuos
contaminados tais como adipécitos, pele, figado, rins, glandulas adrenais,
ovarios e cérebro (TIAN et al., 2008).

No Brasil cipermetrina deve ser usada nas culturas do Algodao, 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 quimica dos Piretréides, estes sao
derivados sintéticos das piretrinas, ésteres toxicos 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 acdo sob uma vasta
variedade de insetos e a baixa toxicidade em mamiferos, quando em
circunstancias de uso adequado. Entretanto, as piretrinas naturais apresentam
grande instabilidade a luz solar e ao ar, o que diminui a sua eficacia no controle
de pragas da agricultura e de outros insetos (SANTOS et al., 2007).

O uso dos piretroides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de
70 apb6s mudanca estrutural introduzida nas piretrinas, para modificar a
estrutura quimica com o intuito de se obter substancias com maior estabilidade
e potencial inseticida. Assim, a inclusdo de atomos de nitrogénio, enxofre e
atomos de halogénios as piretrinas solucionou os problemas de estabilidade
relacionados as substéncias naturais, enquanto manteve relativamente baixa a
toxicidade aguda em mamiferos (HEUDORF; ANGERER, 2001).
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Dentre os piretréides que circulam no mercado, destacam a Ciflutrina,
Beta Ciflutrina, cipermetrina, Deltametrina e Permetrina, ha varios estudos
focando o potencial mutagénico dessas substancias. Bhunya e Pati (1988)
observaram que a cipermetrina induzia aberracbes cromossémicas e ao
mesmo tempo microndcleos em medula 6ssea de rato. Surrallés et al (1995)
estudaram 5 inseticidas piretroides, cipermetrina, deltametrina, fenpropatina,
fenvalerato e a permetrina, testaram a capacidade em induzir microndcleos em
culturas de sangue periférico e leucécitos humano usando o método de
bloqueio de citocinese com 6 ug/ml de citocalasina B, concluiram que CPM,
deltametrina e fenpropatina possuem fraca atividade genotdxica in vitro e
fenvalerato e permetrina ndo possuem atividades mutagénicas na mesma
situacao supracitada. Os estudos de Patel et al (2006) com o Teste do Cometa
mostram que a cipermetrina causou danos ao DNA em varios 0rgaos e a
ordem por grau de danos do maior para o menor foi cérebro, baco, rim, medula
Ossea e figado.

Por outro lado existem estudos mostrando a auséncia de
mutagenicidade da CPM em linfocitos de sangue periférico humano (PUIG et
al., 1989), nas células testiculares de ratos (EL-ASMAWY et al., 1993) e por
micronicleos e aberracdes cromossémicas em medula Ossea de ratos
(INSTITORIS et al 1999).

2.2 Leite Humano

O leite humano contém anticorpos contra bactérias e virus, incluindo
concentracdes relativamente altas de IgA secretora, que impedem a aderéncia
de microorganismo a mucosa intestinal (VAN DE PERRE, 2003; CONWAY et
al., 2003). Os macrofagos normalmente presentes no colostro e leite humanos
sao capazes de sintetizar complementos, lisozima e lactoferrina. A lactoferrina
€ membro da familia da transferrina, esta glicoproteina transfere ions Fe (3+),
sendo a Unica proteina polifuncional que influencia a proliferacdo e
diferenciacdo celular. Ela é capaz de regular a granulopoiese e a sintese de
DNA em algumas células e pode interagir com DNA, RNA e polissacarideos
(KANYSHKOVA et al., 2001).

17



O colostro do leite humano é um do mais potente antioxidante e imuno
estimulador conhecido nas pesquisas em nutricdo. E uma fonte de
componentes  antioxidantes, nutrientes e contém mais proteinas,
imunoglobulinas, proteinas ndo nitrogenadas, lipidios e minerais que o leite
comum. Estudos indicam que o colostro € carregado com leucocitos
polimorfonuclear e macrofagos, linfécitos T, linfocitos B, células do plasma e
células epiteliais (KASAPOVIC et al., 2005).

Nas fases de transicdo e maduro o leite humano é uma fonte rica em
nutrientes e contém moléculas biologicamente ativas que sao essenciais para
funcBes antioxidantes especificas (BUESCHER et al, 1989; ALBERTI-FIDANZA
et al, 2002). Ele possui o potencial para ajudar a reconstituir o sistema
imunologico, reforcando simultaneamente o crescimento celular e reparacao
tecidual. Colostro e leite humano maduro sao excelentes suplementos
nutricionais, um alimento que protege e promove o desenvolvimento,
diferenciacao 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). Infusdo intra cranial de HAMLET
prolongou a sobrevivéncia de ratos que continham xenoenxertos de
glioblastoma humano (FISHER et al., 2004) e inoculacdes intra vesicular de
HAMLET em pacientes de cancer de bexiga causou rapido desaparecimento
de células tumorais e reducdo do tamanho do tumor (MOSSBERG et al., 2007).
Aplicacao topica de HAMLET removeu papilomas dermais em um grupo
placebo de estudos clinicos (GUSTAFSSON et al., 2004).

O leite humano contém substéncias comuns ao leite bovino e ao leite de
camelo, a vitamina C, por exemplo, ja foi testada in vivo e in vitro quanto aos
potenciais antimutagénico e anticlastogénico contra a mitomicina C (KRISHNA
et al.,, 1986), bleomicina (PORVIK; AUSTIN, 1991; ANDERSON et al., 1995)
radiacdo (CASTILLO et al., 2000) e rifampicina (ALY; DONYA, 2002). O
potencial antimutagénico da caseina foi investigado por Van Boeckel et al

(1993) apud Salwa e Lina (2010) usando varios mutagenos dos quais
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benzopireno e N-metil nitrosourea, segundo o mesmo autor a hidrélise da
pepsina aumenta o potencial antimutagénico da caseina. Salwa e Lina (2010)
verificaram que o leite de camelo exercia atividade antimutagénica contra a
cisplatina pelo teste do micronucleo em ratos e uma melhoria no indice mitético

das células da medula 6ssea dos mesmos animais.

Existem trabalhos que reportam a contaminacdo do leite humano por
residuos de agrotoxicos, Waliszewski et al (2001) reportaram analise feite em
mulheres no México e aferiu que pesticidas Organoclorados circulavam no soro
sanguineo, leite humano na fase colostro e maduro e tecido adiposo, pode
também transpor a barreira placentaria, Skaare e Polder (1990), estudaram a
presenca de bifendis Policlorados e pesticidas organoclorados em mulheres
lactantes da Noruega, Hopper et al (1997) encontraram pesticidas
organoclorados no leite de mulheres do sudoeste do Cazaquistdo, Schinas et al
(2000) reportaram algo semlhante na Grécia, Bouwman et al (2006)
encontraram organoclorados e piretréides em Kwazulu-natal cidade da Africa
do Sul, ainda de acordo com o ultimo autor o Limite Residual M&ximo permitido
pela World Health Organization (WHO) € de 50 pg/l wm e Jozini na Africa do
Sul os residuos de cipermetrina no leite das mulheres ultrapassou o limite

residual maximo.

2.3 Quimioprevencao

A quimioprevencdo no sentido literal da palavra seria a prevengédo do
cancer com drogas, neste contexto droga teria seu conceito ampliado para
suplementos da dieta como, vitaminas, sais minerais, acidos graxos essenciais.
Segundo Brenner (2005), quimiopreveng¢ao pode ser definida como “o uso da
intervencdo como farmacos, vitaminas, minerais ou outras substancias que
reduzem a incidéncia de cancer’. Os agentes quimiopreventivos podem ser
classificados como antimutagénicos, agentes bloqueadores de carcin6genos,
antiproliferativos e antioxidantes, mas ha uma sobreposicdo entre os agentes
dessas categorias, pois devem ter mais de um mecanismo de acéo.

Uma substancia antioxidante pode ser definida como uma substancia

quimica que inibe o processo de oxidacdo, ou, quando presente em baixa
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concentracdo comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe
significativamente a oxidacdo daquele substrato (OLGA et al.,2008) Os
compostos antioxidantes do ponto de vista biologico protegem os sistemas
vivos contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou reagdes que
promovam a oxidacao de macromoléculas ou estruturas celulares.

Ha um sistema de defesa antioxidante que atua em diferentes niveis; a
primeira linha de defesa € formada por substancias que impedem a formacao
de espécies reativas de oxigénio, ou sequestram-nas de maneira a impedir sua
interacdo com alvos celulares, isto €, bloqueia a etapa de iniciacdo da cadeia
radicalar. Neste nivel atuam enzimas antioxidantes, quelantes e proteinas,
como a transferrina, ceruplasmina, catalase, superoxido dismutase, glutationa
redutase e, por fim substancias ndo enzimaticas como o urato, ascorbato,
albumina, billirrubina e carotendides. A segunda linha é formada por compostos
fendlicos ou aromaticos que bloqueiam a propagacdo da cadeia radicalar,
tocoferdis, tocotriendis, flavanoides, entre outros, e finalmente os sistemas de
reparo de DNA removem as lesdes oxidativas (RIBEIRO et al., 2003; DUFFUS;
WORTH, 2006).

Antiproliferativos s&o substancias que inibem a divisdo celular,
interferindo nas proteinas do ciclo celular, induzindo a apoptose, alquilando
regides de transcricio no DNA e alteracdo na polimeralizacdo dos
microtubulos. Alguns exemplos dessas substancias sdo retindides e
carotenoides, antihormdnios como finasterida e tamoxifeno, antinflamatérios
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
proteina determina o efeito quimioprotetor contra mutageno. Segundo o mesmo
autor a quimioprotecdo parece ter correspondéncia como a auséncia de
estrutura terciaria e secundaria. Estes achados abriram janelas para investigar
a prevencao de mutagéneses e ou carcinogéneses pelos compostos presente
nos alimentos.
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2.4 Teste do Micronucleo

O Teste do Micronicleo é o bioensaio in vivo mais usado para
avaliacdo de agentes clastogénicos conhecidos por quebrarem cromossomaos,
figura 1, e de agentes aneugénicos que induzem aneuploidia ou segregacao
cromossOmica anormal, figura 2, este teste foi inicialmente desenvolvido em
eritrécitos de medula éssea de camundongo, mas também é realizado em

ratos.

TRATAMENTO QUBSICO

& CELULA FRMA NORIMAL

a NTERFASE b METAFASE . TELOF ASE

& CELULA FILHA MICRONUCLEADA

Figural. Formacao do micronucleo por clastogénese (RIBEIRO et al., 2003).
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€. CELULA FILHA MICRONUCLEADA

Figura 2. Formacéo do micronicleo por aneugénese (RIBEIRO et al., 2003)

O procedimento original foi desenvolvido por Schmid e colaboradores
em 1971 e, subsequentemente, modificado por Heddle (1983). Os
microndcleos aparecem nas células filhas, em decorréncias de danos induzidos
nos Eritroblastos, entdo fragmentos cromossémicos resultantes de quebras sdo
incorporados no nucleo das células filhas apds a mitose, assim uma membrana
nuclear se formara em volta do fragmento cromossémico o qual sera visivel

como um pequeno nucleo separado do nucleo principal e durante a
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diferenciacdo o nucleo principal é expelido enquanto que o micronucleo fica
retido (RIBEIRO et al., 2003).

Os micronucleos sdo analisados em Eritrécitos Policromaticos de
medula 6ssea de camundongos ou ratos. Alternativamente, em camundongos,
0S micronucleos podem ser analisados em Eritrocitos Normocromaticos
Circulantes, uma vez que o baco dos camundongos ndo remove eritrocitos
contendo micronucleos.

O teste do micronicleo é amplamente aceito pelas agéncias
internacionais e instituicGes governamentais, como parte da bateria de testes
recomendada para se estabelecer a avaliagdo e o registro de novos agentes
quimicos e farmacéuticos que entram no mercado mundial e, com a mesma
confiabilidade é utilizada para avaliar compostos mutagénicos, o teste de
micronucleo tem sido empregado para avaliar o potencial antimutagénico de
varios compostos (CHOY, 2001 apud RIBEIRO et al., 2003).

De acordo com Surrallés e Natarajan (1997), as principais vantagens da
analise de células micronucleadas sdo a velocidade e a facilidade com que
este tipo de estudo pode ser efetuado, especialmente quando sé&o aplicados
em roedores em estudos in vivo, além de permitir a inferéncia de processos de
aneugénese e clastogénese.

As principais vantagens da utilizacdo do sangue periférico para a analise
de micronucleos sdo; um mesmo animal pode fornecer varias amostras de
material, a simplicidade da preparacdo das amostras e a abundancia e
uniformidade da populacdo. Com a mesma confiabilidade que é utilizada para
avaliar compostos mutagénicos, o teste de microndcleo tem sido empregado

para avaliar o potencial antimutagénico de varios compostos.
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3 OBJETIVOS

Detectar possivel atividade antimutagénica do leite humano em

interacdo com a alfa cipermetrina in vivo.

Verificar se o leite humano diminui a indu¢do de micronucleos pela alfa
cipermetrina (50% DLsp) em camundongos sob exposi¢gédo aguda.

Verificar se o leite humano diminui a inducédo de micronucleos pela alfa

cipermetrina (20% DLsp) em camundongos sob exposi¢ao crénica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1Aspectos Eticos

O presente Estudo foi avaliado pela Comissdo de Etica em Uso Animal—
CEUA/FCM Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) e
aprovado n° 005/220611, anexo 1, e também pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual da Paraiba -
CEP/UEPB e aprovado CAAE 0161.0.133.000-11, anexo 2.

4.2Local do Trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Ecologia Aquéatica-LEAqQ, os
animais foram cedidos gentilmente pelo Centro de Répteis da Caatinga e foram
mantidos em caixas de polipropileno, com tampa-grade, durante o periodo de
tratamento, com agua e alimento ad libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura de 23 + 2 °C.

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino)
com média de 30g de peso corpéreo, os animais foram divididos em 5 grupos
de 6, sendo 3 machos e 3 fémeas. O leite humano de fase maduro, figura 8, foi
cedido no Instituto de Saude Elpidio de Almeida — ISEA na cidade de Campina

Grande —PB, anexo 3.

3l
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- VIRGiL1e> BRASILEIRO

5

Figura 3. Leite humano cedido pelo Instituto de Saude Elpidio de Almeida — ISEA. Arquivo
pessoal, 2011.
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4.3Delineamento 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 DLso) e 10 mg/kg
(1/5 DLsp), cada camundongo recebeu o leite humano e a Alfa cipermetrina via

gavagem, num volume maximo de 0,1 mL para cada 10g de peso corpoéreo.

Tratamento 1: administracdo de 50% da DLsg da alfa cipermetrina.

Tratamento 2: administracdo de 50% da DLs da alfa cipermetrina seguido do

leite humano apés meia hora.

Tratamento 3: administragdo de 20% da DLsy da alfa cipermetrina, durante

cinco dias.

Tratamento 4: administracdo 20% DLsp da alfa cipermetrina seguido do leite

humano apds meia hora, durante cinco dias.

Tratamento 5: administracdo de agua destilada como controle veiculo.

4.4 Aplicacdo do Teste do Micronucleo

Trinta horas apos a aplicacao via oral, figura 4, com agulha de gavagem,
figura 5, em cada grupo experimental, com o auxilio de uma tesoura cirdrgica a
parte terminal da cauda dos animais foi cortada, coletou-se 5 uL de sangue
através do tubo capilar, ao qual fora, anteriormente, adicionado Acido
Etilenodiamino Tetra Acético-EDTA e, logo em seguida, foram realizado os
esfregacos sanguineos nas laminas de borda fosca, ap0s 24h as laminas,

figura 6, foram coradas com Panético Rapido, figura 7.
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Figura 4. Aplicacao via oral com a agulha de gavagem. Arquivo Pessoal, 2011.

Figura 6. LAminas ndo corada e corada com Panético Rapido. Arquivo Pessoal, 2001.
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Posteriormente as laminas foram secas durante 25 minutos em
temperatura ambiente e, por fim foram analisadas com auxilio de um
microscopio oOptico (OLYMPUS CX21) em lentes objetivas de 100x. Foram
contados 2000 Eritrocitos Normocromaticos Circulantes por animal e anotadas

as médias de Eritrocitos Normocromaticos Circulantes Micronucleado, figura 8.
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Figura 7. Kit de coloracdo Panético Rapido. Arquivo pessoal, 2011.

Figura 8. Eritrécito Normocromatico Circulante Micronucleado. Arquivo Pessoal, 2011.
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4 5Eutanasia

A eutanasia foi realizada logo apés o0s animais receberem o0s
tratamentos, em cada grupo, descrito abaixo, com o auxilio de um médico
veterinario cadastrado no CRM conforme a declaracdo de colaboracdo, 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
corporeo individual Cetamina associada a Xilazina (0,1ml/10g cada uma), via
intraperitoneal, a fim de causar a perda rapida da consciéncia e, logo apos,
uma solucdo supersaturada de Cloreto de Potdssio para obter a parada

cardiorrespiratéria via intracardiaca.
4.6 Analise Estatistica

Apo6s a andlise citologica das laminas foram anotadas as médias de
Eritrécitos Normocromaticos Circulantes Micronucleados e, em seguida foi

realizado a Analise de Variancia de Bloco Casualizado e o Teste de Tukey
(a=0,05).
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5 RESULTADOS

O resultado do teste de micronuUcleos visto sob Analise de Variancia

(a=0,05) mostra que ha diferenga entre as médias dos tratamentos, tabela 1.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia referente a comparacdo de média entre os
tratamentos e blocos

GL SQ QM F P
Tratamentos 4 135,54 33,88 32,26** 0,000
Bloco 5 38,71 7,74
Residuos 20 21 1,05
Total 29 195,25

1. **Significativo a 5% de probabilidade.

No grupo de exposicdo aguda T1 e T2, figura 9, a alfa cipermetrina
induziu significativamente a formacdo de micronucleos em relacdo ao grupo
veiculo controle T5 e, o leite humano diminuiu a inducdo de micronucleos pela
alfa cipermetrina, apresentando atividade antimutagénica,

No grupo de exposicao crbnica T3 e T4, figura 9, a alfa cipermetrina
induziu a formacao de micronucleos em relacéo ao veiculo controle T5 e, o leite
humano diminuiu a inducdo de micronlcleos pela alfa cipermetrina
discretamente, no entanto o Teste de Tukey mostra-se significante, figura 9.

N&o houve diferenca estatistica significante entre os grupos onde a alfa
cipermetrina foi aplicada sem o leite humano, T1 e T3, figura 9, tornando mais
evidente a atividade mutagénica da alfa cipermetrina. A diferenca estatistica
entre 0s grupos T2 e T4, figura 9, na qual o leite humano fora aplicado apos a

alfa cipermetrina, deve se ao tempo de exposi¢ado jA mencionado.
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Teste de Tukey
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Figura 9. Valores Médios dos Eritrécitos Normocromaticos Circulantes Micronucleados em

funcédo do tratamento.

30



6 DISCUSSAO

No presente estudo os efeitos quimiopreventivo do leite humano na
mutagenicidade induzida pela alfa cipermetrina foi avaliada pelo teste de
microndcleos, essencialmente este ensaio detecta danos persistentes pelo
menos em ciclo mitético. Os dados desde estudo e de alguns semelhantes ja
citados indicam claramente que a alfa cipermetrina interage e causa interacoes
com o DNA celular de mamiferos in vivo, como ja fora mencionado ha uma
correlacdo consistente de mutagenicidade e carcinogenicidade entre 0s Varios
piretréides validando a presente investigacao citogenética.

Os resultados mostram que a exposi¢cdo cronica de alfa cipermetina
parece ter baixa toxicidade em relacdo a exposicdo aguda, estes resultados
poderiam ser explicados pelo fato que a cipermetrina, como um piretroide
sintético, nao ter tendéncia a se acumular no corpo do animal (SANTOS et al.,
2007). Portanto ¥2 DLsg foi mais efetiva na geracao de micronucleos, a figura 4

mostra-nos uma diferenca significativa entre as médias.

Talvez esta dose tenha enfraquecido a capacidade dos mecanismos de
reparo no intervalo de 30h. Enquanto isto, a exposicéo cronica de 1/5 DLsy ndo
causou uma quantidade consideravel de microndcleos, tal reducdo na
mutagenicidade supfe-se ser devido aos mecanismos de reparo das células
trabalharem de maneira mais favoravel 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 freqiéncia de trés
Eritrécitos Policromaticos Micronucleados a cada 1000 em ratos. Witt (2008)
comparou teste de microndcleo com corante Acridine Orange em microscopia
de fluorescéncia e fluxo de citomeria para verificar a acuracia de ambos na
deteccdo de reticulécitos micronucleados (eritrocitos imaturos) em medula
O0ssea e sangue periférico de ratos Fisher 344 e camundongos B6C3F1 e
observou que ndo ha diferenca significativa na mensuracédo de reticuldcitos

micronucleados entre ambos.
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Segundo Kishi et al., (1992), em estudos comparativos entre a técnica
convencional de coloragdo por Giemsa de células da medula éssea de
camundongos e a técnica de coloracdo por Acridine Orange nao houve
divergéncia nos resultados, sendo que, a ultima técnica utilizada mostrou-se
tdo sensivel quanto a primeira. A coloracdo das laminas no presente trabalho
foi realizada usando Panoético Répido, corante hematologico de pH neutro
como o Giemsa, permitindo a interagcdo com componentes nucleares.

Como ja fora mencionado, ndo ha estudo sobre a relacdo agrotoxico e
leite humano na perspectiva aqui apresentada, mas ha 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 inducdo de micronucleos 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 micronucleo quanto nos ensaios das aberracées cromossémicas 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 indugdo de microndcleos e aberracbes cromossémicas
causada pela Cisplatina em medula 6ssea de ratos (SALWA, LINA, 2010)

Existem estudos que podem explicar a atividade antimutagénica do leite
humano apresentada no presente estudos. Vitamina C e E, retinal e beta
caroteno, lactoferrina e glutationa, catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, sdo conhecidas por desempenharem papel especifico na
peroxidacao dos lipidios e, adicionalmente ha evidéncias que o leite humano ja
exerce atividade antioxidante desde nos primeiros dias de nascimento através
da mensuracgdo dos niveis de 8-hidroxidoxiguanosina quando o recém nascido
apresenta baixo peso (SHOJI et al., 2004; KASAPOVIC et al., 2005).

O potencial antimutagénico da caseina foi investigado por Van Boekel et
al. (1993) apud Salwa e Kudi (2010) usando varios mutadgenos. Eles
descobriram que pré incubacdo aumenta o potencial antimutagénico da
caseina em interacdo com a N_nitroquinolina_ 1 oxido (NQQ) e
adicionalmente o potencial antimutagenico da caseina aumenta com a hidrolise
da pepsina, Goeptar et al., (1997) descobriram que a caseina do leite exercia
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efeito antimutagénico contra o N-metil-N-nitrosogauinidina (MNNG) em
camundongos BALB/c. Bosselaers et al. (1994) reporta que a pepsina
hidrolisada inibia a inducao de Troca de Cromatides Irmés por NQQ e MNNG
concluindo que a caseina e os produtos oriundo da hidrolise da pepsina
protegiam células de mamiferos contra certos compostos genotoxicos e
levantando a hipétese de que as proteinas agem como um agente bloqueador
pela interacdo quimica ou fisica com os mutagenos.

Acido Linoléico Conjugado (ALC) foi identificado como um componente
do leite e produtos alimenticios ha muito tempo, é formado como um
intermediario no curso da conversdo de &cido linoléico em &cido oléico no
sistema digestorio. ALC serve como um importante antioxidante presente nos
alimentos fornecendo valores adicionais do seu potencial bioativo na prevencéao
de doencas (BARD EL-DIN; OMAYE, 2007). Liew et al. (1995) sustentam que o
ALC esté envolvido em um mecanismo de inibicdo de carcinégenos e ndo na
interagdo direta com pré carcindégenos, nem sequestrando eletréfilos ou mesmo
na inducao seletiva da Fase | na destoxificacao.

A Acidez Dornic do Leite Humano ordenahado cru (LHOc) doado pelo
ISEA foi de 1,8 °D, isto diz respeito a acidez do leite provocado por acido latico
ou até mesmo acido citrico, diferenciando da acidez aparente que é mensurada
pelo potencial hidrogeniano (pH). Sendo a concentracdo de acido lactico
invariAvel a baixa temperatura, a acidez Dornic poderd ser diretamente
influenciada pela concentracdo de &cidos graxos nao esterificados de cadeia
longa, por exemplo, &cido linoléico (HAMOSH et al., 1996; MORERA-PONS et
al., 1995).

Segundo Cavalcante et al., (2005) o leite humano ordenhado cru, se né&o
utilizado de imediato, deve ser armazenado a 4°C por até 12 horas ou a -10 a -
180C por no maximo 15 dias. A amostra de leite humano cedida pelo o ISEA
para realizagdo do experimento tinha um valor cal6rico de 69 kcal, 1,8 °D e foi
estocado em geladeira comum, como tais eletrodomésticos possuem apenas
termostato, seria impossivel afirmar que o frasco com LHOc permaneceu com
as temperaturas recomendadas (4°C/24 horas ou 10°C a 18°C/15 dias).

Considera-se que quanto maior a concentracdo de lipidios menor € o pH

do LHOc e maior € a acidez titulavel, porem Cavalcante et al., (2005)
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verificaram que essa tendéncia ndo € confiavel, usando o teste de acidez
titulavel e observando teores de creme, gordura total e valor energético. Os
autores supracitados chegaram a conclusdo de que °D acima de 7 nao é
recomendado para neonatos, pois ha reducédo 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 bioacumulacdo da alfa cipermetrina exceto em tecido adiposo

como ja fora relatado.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, observou-se
que o leite humano diminuiu a inducdo de micronudcleos pela alfa cipermetrina
em camundongos sob exposicdo aguda (50% DL50) e crbnica (20% DL50)
concomitantemente, portanto, o referido leite usado neste trabalho nas
condicdbes de 69 kcal, 1,8 °D e fase Maduro, apresenta atividade
antimutagénica.

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 micronicleo é de grande
credibilidade nos meios cientificos, mas aqui serviu como uma primeira
abordagem neste estudo, o Teste do Cometa, por exemplo, poderia responder
se ocorrem lesdes no DNA, trazendo informacdes sobre a cinética e o tipo de
leséo a ser reparada (RIBEIRO et al., 2003).
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abela 2

©0 Analise de Varidncia (Anova) * Vieira

Valores de F para o nivel de significdncia de 5% segundo o ntimero de
graus de liberdade do numerador e do denominador.

N de
graus de N¢ de graus de liberdade do numerador
Eberdade .
~do deno-
minador 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 161 200 216 225 230 234 237 239 241
2 EEEENI00 | 192 | 192 |+19,3 [ 193 | 194 |. 19,4 {5194
3 EER0:55 19,28 | 9,12 | 9,01 | 894 | 889 | 885 | 881
- EEEEIR694 | 659 | 6,39 | 6,26 | 616 | 6,09°| 6,04 | 6,00
5 661 | 579 | 541 | 519 | 505 | 495 | 488 | 482 | 4,77
6 S 141 4,76 | 4,53 6439 | 428 | 421 | 415 | 410
7 SO 174 435 | 412 7397 | 3,87 |- 3,79 | 3,73 3,68
8 9952 | 446 | 407 | 384 | 369 | 3,58 | 350 | 344 | 3,39
9 SRt 00 | 3.86::1. - 3.68| /8148 | 3,37+ 829 | 323 | 3718
10 ORI 00 ST 3,48 3133 | 3,22414:3, 14| 3,07 - .3,02:
11 8L 2398 3,59 ' 336 | 3,20 | 3,09 | 3,00 [ 295 | 2,90
12 g ORI a.89 13,49, 11 '3.26%7(--3,11 | 7-3,00¢ |* 12,917 |85 15280
13 a8l 341 ) 3,18 1303 | 292 { 283 |- isd il
14 SRS 740334 | 3,11 | 296 | 285 .| 276 | LIS IEs
15 454 ) 3,66 | 3,29 | 3,06 290 | 279 | 2,71 | 2,64 |+ 2:59
16 AA0EIE3,63 1 13,24 |193,01 |5:2,85 | 2,74 |52;66 | 2,597 @254
17 43 3:59 1 53,20, 1.2:96 P 281 |" 270 | - 2,61 2 55 SeMC
18 4 41E=R3055 V(53,16 1|7°2,9851 2,77 | 2,665 | 52,58 52251 * [E52/46
19 a8 3,521 98,13 1 .2,9001:2,74 |+ 2,63 | 2;547 248" | #2342
20 @35 | 3491 310 | 287 | 271 | 260 | 251 | 245 | 239
F 2 g 3.47 °| ~3,07 | 2,84 |--2,68: | 257|249 | 242 2,37
E 2 430815344 | 3,05 | 282 | 2,66 | 255 | 246 | 240 |:234
23 381342 | 303" 280 | 264 | 253 | 244 | 237 | 232
24 426 | 340 | 301 | 278" 262 | 251 | 242 | 236 | 230
25 BR300 122,99 149,76, [l112,60.]] 249 | 240 [ 2,34 | 2,28
26 a7 | 298 | 274 | 259 | 247 | 239 | 232 | 227
27 B 55 06 | 2,73 | 257 246 | 237 | 231 | 225
28 B 8.34 102,95 1 2,71 | 2,56 | 245 1 2,36 | 2,29 | 224
2 B S 3 RN003 | 2,708 2555|2430 12,35 [2.28° 2,22
30 S 32 15292 | 269 |°2537| 242 | 233 | 227 | 221
o 408 | 323 | 284 | 261 | 245 | 234 | 225 2485 2 12
60 B S AS 276 | 2,53 ) 237 4 225 217 | 210 | 204
_ 120 RS ATIESSOIGRL | - 245 SE9NeNIE N7 | 9 00 oM EaleA
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