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Resumo

O uso de defensivos agricolas no Brasil tem se intensificado através dos anos, de
forma que desde 2009 vem sendo classificado como o maior mercado de agrotdxicos do
mundo. A consequéncia do uso desse grande volume de praguicidas ¢, naturalmente a
contaminacdo difusa do ambiente com um numero crescente de substancias quimicas de
diferentes classes, origens ¢ modos de agdo. Pouco se sabe sobre a agdo de praguicidas na
saide humana em situagdes de co-exposicao. Os possiveis efeitos toxicos ndo atingem apenas
trabalhadores agricolas e industriais, mas também a populacdo em geral, que pode estar
exposta continuamente a seus residuos nos alimentos e na dgua. Ainda que, nesses meios, 0s
praguicidas estejam em baixas doses, deve-se considerar que possiveis efeitos cumulativos ou
sinérgicos podem ocorrer quando ha exposicdo concomitante e/ou prolongada a dois ou mais
destes agentes, que podem levar a agravos subclinicos de manifestacdo tardia, as vezes
irreversiveis. O objetivo especifico do presente trabalho foi verificar o efeito promotor da
carcinogénese de uma mistura de praguicidas em baixas doses e analisar os fendmenos de
proliferacdo celular e apoptose em figado de ratos.

Foram utilizados 50 ratos Lewis machos divididos em 5 grupos, durante 8§ semanas,
em modelo de hepatocarcinogénese de média duracao. Os pesticidas de trés classes diferentes
(dieldrin, dicofol, endossultam, diclorvos e permetrina), cujos residuos foram detectados pela
ANVISA, no periodo de 2001 a 2005 nas culturas de tomate, foram adicionados a ragdo dos
ratos iniciados para hepatocarcinogénese com dietilnitrosamina (DEN- 200mg/kg i.p.). Foram
utilizadas duas misturas diferentes, uma nas doses sem efeito toxicologico (MEX1), referentes
a NOEL (no- observed-effect level) e outra nas doses LOEL/LEL/LOAEL (Lowest-observed-
effect level/ Lowest-effect level/ Lowest-observed-adverse-effect level), visando instalacao
de efeitos adversos (MEX2), derivadas de estudos cronicos. Todos os animais sofreram
hepatectomia parcial na 3* semana. A distribui¢do dos grupos experimentais foi a seguinte:
controle negativo, DEN, MEX1, DEN + MEX1 e DEN + MEX2 . Os animais foram
eutanasiados na 8 semana, e seus figados coletados. Cortes histoldgicos obtidos do figado
dos animais foram imunomarcados com anticorpo monoclonal anti-antigeno Ki-67, para
avaliar a proliferacdo celular, e anticorpo anti-caspase-3 clivada, para avaliar a apoptose, € em
seguida as laminas foram contra coradas com hematoxilina.

O indice de proliferagcdo celular (IM) foi estimado pela quantificagdo de ntcleos de
hepatdcitos positivos para Ki-67 em microscopio Optico convencional com a utilizagdo de

uma grade milimetrada. Foram analisados 50 campos sob aumento 400x, dessa forma cada
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grade correspondeu a 0,25 mm?. O IM foi determinado dividindo a quantidade de hepatdcitos
Ki-67 positivos total pela quantidade de campos multiplicada pela 4rea da grade milimetrada.
Dessa forma, obteve-se a quantidade de hepatdcitos/mm?. A andlise estatistica para o indice
de proliferagdo celular foi feita com o teste de Tukey e nao evidenciou diferenca entre o grupo
iniciado com DEN (6,152 + 2,608) e iniciado com DEN + MEX1 (7.100 + 2.778), mostrando
que a mistura de praguicidas em baixas doses ndo induziu o aumento da proliferacdo celular
hepatica. O tratamento com DEN + MEX2 (8.389 + 3.340) apresentou aumento significativo
do indice de proliferagdo quando comparado ao grupo apenas iniciado, mostrando que a
MEX?2 induziu a proliferacao celular.

Em relacdo a apoptose, o indice foi estimado pela quantificagdo dos hepatdcitos
imunomarcados dividido pela area dos fragmentos. As areas foram medidas no programa de
analise de imagens KS300 (CarlZeiss®) e as laminas foram analisadas em microscopio optico
convencional. Assim o indice apoptotico foi obtido em hepatdcitos imunomarcados/mm?,
assim como para a proliferagdo celular. Os grupos apresentaram baixo indice de apoptose,
sendo o menor o grupo 1 (0.156 £ 0.370) e o maior o grupo 2 (0.653 + 0.963), sem diferengas

estatisticamente significantes.



Abstract

The use of pesticides in Brazil has intensified over the years. And since 2009 it was
ranked as the largest market for pesticides worldwide. The consequential diffuse
contamination of the environment is therefore due to the increasing number of chemicals of
different classes, origins and modes of action. Little is known about the action of pesticides
on human health in situations of co-exposure. Possible toxic effects are not restricted to
agricultural and industrial workers, but also the general population that may be exposed
continuously to its residues in food and water. Although these pesticides are mostly present in
the environment at low doses, it must be considered that possible cumulative or synergistic
effects may occur when there are concurrent or sustained exposure for two or more of these
agents, which can lead to late manifestation of subclinical damages, sometimes irreversible.
Thus, the specific objective of this study was to assess the effect of carcinogenesis promotion
of a mixture of pesticides at low doses and analyze the phenomena of cell proliferation and
apoptosis in rat liver.

A total of 50 male Lewis rats was separated into 5 groups for 8 weeks in a medium
term hepatocarcinogenesis model. The three different classes of pesticides (dieldrin, dicofol,
endosulfan, dichlorvos and permethrin), whose residues were detected by ANVISA during
the period from 2001 to 2005 in tomatoes cultures, were added to the feed of rats initiated to
hepatocarcinogenesis with diethylnitrosamine (DEN- 200mg/kg ip). We used two different
mixtures, one with no toxic effects at doses (MEX1) referring to the NOEL (no-observed-
effect level) and another at doses LOEL / LEL / LOAEL (Lowest-observed-effect level /
Lowest-effect level / Lowest -observed-adverse-effect level), to the installation of adverse
effects (MEX2), derived from chronic studies. All animals underwent partial hepatectomy at
week 3. The distribution of the experimental groups were as follows: negative control, DEN,
MEX1, DEN + MEX1 and DEN + MEX2. All animals were euthanized at the 8th week, and
their livers collected. Histological sections obtained from the liver of animals were
immunostained with monoclonal antibody anti-Ki-67 antigen to assess cell proliferation, and
antibody anti-cleaved caspase-3, to evaluate apoptosis, and the slides were then counter
stained with hematoxylin.

The cell proliferation index was estimated by the quantification of hepatocyte nuclei
positive for Ki-67 in conventional optical microscope using a millimeter grid. It were
examined 50 fields under magnification 400x, so each grid corresponded to 0.25 mm?. The

index was determined by dividing the overall number of Ki-67 positive hepatocytes by field,
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multiplied by the area of the millimeter grid. Then, was obtained an amount of
immunostained hepatocytes/mm?. Statistical analysis for the cell proliferation index was made
with the Tukey test and showed no difference between the group initiated with DEN (6,152 +
2,608) and initiated with DEN + MEX1 (7.100 + 2.778), showing that the mixture of
pesticides in low doses did not induce an increase in hepatic cell proliferation. Treatment with
DEN + MEX2 (8.389 + 3.340) showed a significant increase in proliferation index when
compared to the group just initiated, showing that MEX2 induced cell proliferation.

The apoptosis index was estimated by quantified immunostained hepatocytes divided
by the area of the fragments. The area were measured at the KS300 image analysis software
(CarlZeiss ®) and the slides were analyzed in conventional optical microscope. Thus the
apoptotic index was obtained in immunostained hepatocytes/mm?, as well as cell
proliferation. The groups showed a low rate of apoptosis, the lowest was group 1 (0.156 +

0.370) and the largest group 2 (0.653 + 0.963), no statistically significant differences.
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Praguicidas no Brasil

O Brasil encontra-se entre os maiores consumidores de agrotdoxicos. Com uma area
cultivada de 68,1 milhdes de hectares e com a expansdo estimada para o setor agricola, o
Brasil ¢ considerado o pais que mais deve crescer nesse setor nos proximos anos (IBGE,
2011; OECD/FAO, 2010) (Figura 1). Para atender a demanda da producdo em massa de
alimentos, a utiliza¢ao de agrotoxicos vem se tornando maior a cada década. Por outro lado, a
liberagdo destes compostos quimicos no ambiente, leva ao seu possivel acimulo no solo, rios,
lengdis freaticos, além de seus residuos serem encontrados nos alimentos consumidos. Sem
os devidos cuidados de utilizagdo, podem levar ao aumento do risco de seus efeitos nocivos
ndo apenas nos trabalhadores agricolas, que estdo expostos continuamente de modo
ocupacional, mas também da populagdo em geral, que se expde a residuos na alimentagao.
Ainda que seja em baixas doses, este tipo de exposi¢do cronica e involuntaria gera questdes

sobre quais € como podem ser os seus efeitos nocivos a saide humana.
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Figura 1 — Produgédo agricola de paises selecionados. O Brasil € o pais cujo setor agricola cresce mais
rapido, mais de 40% até 2019, quando comparado ao periodo base 2007-2009. OECD-FAO
Agricultural Outlook 2010-2019.

Para que o risco de causar danos a populacdo, a partir da exposi¢do alimentar, seja
minimizado, a Organiza¢do Mundial de Satde (WHO) e a Organizacdo de Alimentos e
Agricultura das Nagdes Unidas (FAO) estabelecem indices de referéncia que objetivam
exposi¢coes seguras. Assim, a ingestdo diaria aceitdvel (IDA) de residuos de determinado
praguicida ¢ um valor que, baseado em conhecimento toxicoldgico atualizado sobre aquele
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agente quimico, indica que ¢ improvavel que a exposicdo a residuos de determinados
defensivos agricolas represente qualquer risco a saide humana, mesmo se ingeridos pelos
individuos durante toda sua vida. A IDA de determinado pesticida ¢ geralmente obtida a partir
do NOAEL (no-observed-adverse-effect-level, nivel sem efeito adverso observavel),
parametro toxicoldgico estimado em estudos de toxicidade com animais de laboratério e
corrigido, para os seres humanos, por fatores de seguranca que podem variar de 10 a 2.000
vezes (WHO,1962; Lu, 1988; 1991).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desenvolve o
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), que avalia residuos
de praguicidas em alimentos frescos a disposi¢do da populagdo. Entre julho de 2001 e
dezembro de 2004, o PARA pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura (alface, banana,
batata, cenoura, laranja, ma¢d, mamao, morango ¢ tomate), coletados em 12 estados da
Federagdo. Do total de amostras analisadas, 3.271 apresentaram algum tipo de residuo de
praguicidas, sendo que 931 (28,5%) continham niveis acima dos Limites Méaximos de
Residuos (LMR) ou continham residuos de produtos ndo-autorizados para aquele tipo de
cultura.As culturas com maior freqiiéncia de irregularidades foram as de tomates, magas e
morangos. Particularmente nos tomates, foram detectados residuos de seis praguicidas ndo-
autorizados (dicofol, dieldrin, endossulfam, monocrotofos, clorpirifés e diclorvos) e de cinco
praguicidas permitidos, mas cujos niveis estavam acima do LMR (metamidofos, permetrina,
triazofos, ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA, 2005)

Dentre os praguicidas encontrados pela ANVISA como contaminantes naquele
momento, trés sdo organoclorados (dicofol, dieldrin e endossulfam), cinco sdo
organofosforados (diclorvos, monocrotofos, clorpirifés, metamidofoés e triazofos) e dois
pertencem a classe dos piretroides (permetrina e cialotrina). Embora o potencial cancerigeno
dos praguicidas organoclorados seja controverso (devido a grande variedade de substancias
pertencentes a este grupo e as diferencas entre protocolos epidemioldgicos e experimentais, e
espécies animais utilizadas para estudar este potencial), existem inimeras evidéncias
associando-os a promogdo da carcinogénese (Flodstrom et al., 1990 in liver; Grimalt et al.,
1994; Savitz, 1994; Hoyer et al., 1998; Aronson et al., 2000; Ward et al., 2000), inclusive
evidéncias epidemioldgicas relacionando cancer de mama a uma mistura de organoclorados
(Boada et al, 2012).

Por outro lado, os praguicidas diclorvos e permetrina s3o apontados pela Agéncia de

Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como apresentando evidéncias sugestivas



de potencial cancerigeno, quando testados em roedores (USEPA, 2004). A avaliacdo do
perigo e da exposi¢do aos diferentes tipos de praguicidas ¢ complexa e devemos considerar
que possiveis efeitos cumulativos ou sinérgicos podem ocorrer quando ha exposicao
concomitante e ou prolongada a dois ou mais destes agentes.

No presente estudo foram utilizados cinco praguicidas cujos residuos foram
encontrados com irregularidades em tomates. O diclorvos ¢ um inseticida organofosforado
que apresenta baixa persisténcia, meia-vida de sete dias no solo e quatro dias na agua. E
bastante volatil e seus residuos sdo degradados para metabdlitos menos toxicos no ar e agua.
(CETESB, 2012). E classificado no grupo 2B, possivel cancerigeno humano, pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC), pela suspeita de formag¢do de tumores de
estomago e leucemia em roedores expostos ao inseticida, ainda que esses estudos sejam
controversos. (IARC, 1991; Koutros et al., 2008; Ishmael et al., 2006)

O Dieldrin ¢ um organoclorado sintético persistente, por isso, pode ser encontrado até
hoje no ambiente mesmo nio sendo mais utilizado. E altamente lipossoliivel que, juntamente
com a alta persisténcia, faz com que possua uma grande capacidade de bioacumulagdo e
biomagnificagcdo. As intoxicagdes cronicas geralmente ocorrem por exposi¢ao simultdnea ao
aldrin, dieldrin e endrin e foram associadas ao aumento de cancer hepatico e biliar, ainda que o
estudo apresentasse limitacdes como a auséncia de informagdes sobre os niveis de exposicao
(ATSDR, 2002). O endossulfam ¢ um inseticida organoclorado persistente, que tem seu uso
proibido ou restringido em varios paises (USEPA, 2010). No Brasil, o registro de nove
produtos a base de endossulfam foram cancelados e foi estabelecida uma retirada programada
do ingrediente ativo do mercado brasileiro, com o cancelamento da comercializa¢do de todos
os produtos formulados a base de endossulfam para julho de 2013 (ANVISA, 2010).
Pesquisas recentes sugerem que o endossulfam pode causar algumas alteragdes
histopatoldgicas no figado de ratos, mas os dados ndo sdao conclusivos. (Alva et al., 2012;
Uboh et al., 2011)

O dicofol ¢ um acaricida organoclorado persistente, cuja estrutura ¢ similar ao DDT.
Em estudos com camundongos, apresentou aumento na incidéncia de adenomas e carcinomas
no figado de machos, em doses de 260 ¢ 530 mg/kg. Em estudo com ratos, ndo apresentou
carcinogenicidade em doses até¢ 250 mg/kg (WHO/FAO, 1996). No entanto, estudos mostram
que esse pesticida pode levar a indugdo de citocromo P450 e aumentar a atividade da
glutationa-S-transferase e da superdxido dismutase no figado, em doses de 10 e 25 mg/kg

(Chan et al, 2009).



A permetrina ¢ um piretroide sintético de amplo espectro, listado como de uso restrito
pela USEPA devido a sua alta toxicidade a organismos aquaticos. E classificado como
provavel carcinbgeno humano por via oral baseado em tumores benignos de pulmao e figado

em camundongos e evidéncias de carcinogenicidade em ratos (USEPA, 2006).

Mistura de praguicidas em baixas doses

Durante todo o periodo de vida dos seres humanos, a exposi¢ao a varias substancias
quimicas ocorre de forma nao intencional ou acidental e concomitante (Yang, 1998). Isso
difere das condigdes artificiais dos estudos com animais de experimentacdo, que sao
realizados com substancias individuais, com alto nivel de pureza, para identificacdo de efeitos
toxicos potenciais (sist€émicos, neuroldgicos, comportamentais, cancerigenos, reprodutivos,
etc.) e por periodos determinados (Viau, 2002). Como resultado, hd relativamente pouca
informacao epidemiologica e experimental sobre se, € como, a co-exposicao pode afetar a
saide humana e animal (Carpenter et al., 1998). Isto também ocorre em virtude do nimero
significativo de fatores que complicam a avaliagdo das misturas quimicas. Por exemplo, dois
ou mais compostos podem ter efeitos aditivos, sinérgicos ou antagdnicos sobre um mesmo
orgdo ou sistema-alvo, do mesmo modo que podem resultar em grande numero de
subprodutos, gerando novos metabdlitos toxicos (Yang, 1998).

Assim, o estudo de co-exposicdo quimica sobre organismos superiores € uma area
complexa e relevante de pesquisa, devido ao seu impacto na avaliagdo do risco das
populagdes humanas expostas aos multiplos contaminantes quimicos ambientais. A
disponibilidade de modelos animais ja bem estabelecidos para ensaios de toxicidade, em
particular os de carcinogénese quimica, adicionados de técnicas sensiveis para sua avaliagdo,
permite o estudo e a caracterizacdo consistente dos efeitos das misturas quimicas, tal como ¢
necessario nesta area de avaliagdo do impacto dos contaminantes ambientais sobre a saude

humana (Suk et al., 2002).

Carcinogénese quimica de multiplas etapas em figado de ratos

(modelos experimentais)

A caracterizacdo das multiplas etapas da carcinogénese, denominadas iniciagdo,

promogao e progressdo (Rous e Kidd, 1941; Beremblum e Shubick, 1947; Pitot e Dragan,
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1991; Pitot, 1993), representou um passo importante nos estudos em carcinogénese quimica,
pois permitiu analisar o desenvolvimento das neoplasias de modo seqiiencial, bem como
elaborar protocolos experimentais que possibilitam a identificacdo do potencial cancerigeno
de agentes quimicos em cada uma destas fases (Shirai, 1997; Ito et al., 1988; 2003).

A iniciagdo caracteriza-se pela alteragdo do genoma induzida por um agente
genotoxico. Posteriormente, a divisdo celular “fixa” essas lesdes, dando origem a mutacdes
nas células filhas (Cayama et al., 1978; Kaufmann et al., 1991). Essas mutagdes podem
ocorrer em seqiiéncias criticas do genoma, como em oncogenes, genes supressores de tumores
(relacionados a regulacdo de processos de proliferagdo, apoptose e diferenciagdo celular) e
genes relacionados ao reparo do DNA, entre outros (Bos e Kreijil, 1992; Afshari e Barret,
1993). A etapa de promogao envolve a selecdo e proliferacao clonal das células ja “iniciadas”.
Os agentes promotores podem ser genotoxicos ou ndo, agindo de maneira variada para
aumentar a proliferacdo celular. Esta ¢ uma etapa reversivel e sua manutencdo depende da
dose e do intervalo entre as exposi¢gdes a substancia promotora (Pitot, 1993). Finalmente, a
progressdo € caracterizada por instabilidade gendmica, que culmina no surgimento de
aberragdes cromossomicas (Pitot, 1993). Em conseqiiéncia, ha divisdo celular descontrolada e
continua, com actmulo sistematico de erros genéticos. Nesta etapa sdo observadas
aneuploidias nas células neoplasicas, expansdo seletiva de clones mais agressivos e
manifestagdo do carater maligno da neoplasia (invasao local e metastases).

A carcinogénese quimica de multiplas etapas pode ser bem demonstrada no figado de
ratos, onde € caracterizada pelo aparecimento sucessivo de focos de hepatdcitos alterados
(FHA), nédulos proliferativos, e tumores malignos (hepatocarcinomas). Em tltima analise, os
FHA sao lesdes préneoplasicas, marcadores histologicos do desenvolvimento potencial de
futuras neoplasias (Farber e Sarma, 1987; Bannasch et al, 2002). Esse processo ¢
parcialmente devido ao desequilibrio entre os fendmenos de proliferagdo celular e de apoptose
(Schulte-Hermann et al., 1995; Goldsworthy et al., 1996). Por isto, a avaliacdo quali-
quantitativa dos fendmenos de proliferagdo e apoptose em modelos experimentais de
carcinogénese constitui importante ferramenta para compreensdo do modo de acdo dos
cancerigenos quimicos.

Durante a década de 1970, foram propostos varios modelos de hepatocarcinogénese
quimica no rato (Kuhn et al., 1990). Dentre eles destacou-se o protocolo de Solt e Farber
(1976), que permite detectar e quantificar separadamente e em tempo relativamente curto as

atividades iniciadoras e promotoras dos hepatocancerigenos. Em 1988, Ito e cols., baseando-
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se no modelo de Solt e Farber (1976), propuseram um protocolo de oito semanas de duragdo.
O parametro final desse protocolo ¢ o desenvolvimento de FHA que expressam a enzima
glutationa-S-transferase forma placentaria (GST-P), excelente marcadora de lesdes pré-
neoplasicas hepaticas (Tatematsu et al., 1987; Tsuda et al., 2003). Os aumentos do nimero e
tamanho dos focos nos grupos tratados com a substancia teste em relagdo aos grupos controle
negativo sdo usados para documentar o potencial cancerigeno promotor da substincia
avaliada. Este modelo experimental, delineado inicialmente para deteccao do potencial
hepatocancerigeno de uma unica substancia, ja foi utilizado para o estudo da exposicao a
misturas em baixas doses de 20 e 40 praguicidas de classes quimicas variadas, no entanto
nestes protocolos ndo foram explorados aspectos referentes a0 modo de agcdo no processo de
hepatocarcinogénese, como os fendmenos de proliferacdo e morte celular (Ito et al., 1998a;

1998b).

Proliferacao Celular e Morte Celular (Apoptose)

A proliferacdo celular ¢ uma das caracteristicas mais importantes das células
cancerigenas. Tecidos normais controlam cuidadosamente a producao e liberagdo de sinais
que promovem o crescimento e instruem na entrada e progressao no ciclo de crescimento de
divisdo celular, assim garantindo a homeostase do nimero de células e manutengdo da
arquitetura e func¢do do tecido normal. As células cancerigenas tem esses sinais desregulados,
de forma que sua proliferagdo ¢ aumentada. No entanto, uma célula cancerigena nao tem
apenas a proliferacdo desregulada, sdo necessarias outras alteracdes para a transformacao
maligna da célula, mas o aumento da proliferacio ¢ um parametro que pode identificar a
maior propensdo ao desenvolvimento do cancer. Agentes quimicos que tem a capacidade de
aumentar a proliferacdo celular significativamente também s3o considerados agentes
promotores da carcinogénese (Hanahan et al., 2011).

O Ki-67 ¢ uma proteina que esta presente no ntcleo das células quando elas estdo nas
fases G1, S, G2 e na mitose do ciclo celular, mas ndo estd presente quando a célula esta
quiescente, ou seja, quando ndo esta proliferando. Por isso, o Ki-67 ¢ um excelente marcador
para células proliferativas. Sua funcao no ciclo celular ainda ndo ¢ muito bem conhecida, mas
parece estar relacionada a transcricdo de RNA ribossomal. (Scholzen et al, 2000;
Rahmanzadeh et al., 2007)

A morte celular programada ou apoptose relaciona-se a carcinogénese de forma que

um aumento na quantidade de apoptose sugerem danos as células, que eventualmente podem
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ndo ser letais e se a célula se proliferar, teremos uma célula iniciada. Mas também pode se
relacionar ao cancer quando h4 uma diminui¢do da morte celular, sugerindo que as células de
alguma forma estdo escapando da apoptose, que ¢ uma das caracteristicas de células
cancerigenas. O processo de apoptose precisa ser muito bem controlado, pois defeitos na
maquinaria apoptética levardo a célula a um maior tempo de vida e podem contribuir para a
expansao da célula neopléasica. A sobrevivéncia extendida da célula também cria um ambiente
permissivo para a instabilidade genética e acimulo de mutagdes. (Andreeff et al., 2000)

A apoptose pode ocorrer por duas vias: a extrinseca, ou via do recetor de morte, ¢ a
intrinseca, ou via mitocondrial. Essas vias também estdo ligadas, entdo moléculas de uma via
podem influenciar a outra, e no final, convergem para um mesmo caminho, a via de execugao.
A via de execugdo ¢ iniciada pela clivagem da caspase 3 e resulta em fragmentagdo do DNA,
degradacao do citoesqueleto e proteinas nucleares, formagao de corpos apoptoticos, expressao
de ligantes para receptores de c€lulas fagociticas e finalmente sdo fagocitadas. Por ser comum
as duas vias da apoptose e por ser uma molécula precoce na apoptose, a caspase 3 clivada ¢é

um marcador bastante utilizado para apoptose. (Elmore, 2007)
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Objetivo Geral

Avaliar o efeito promotor da carcinogénese de uma mistura de cinco praguicidas em

um modelo de iniciacdo-promog¢ado da hepatocarcinogénese.

Objetivo Especifico

Analisar os indices de proliferacdo celular e apoptose através de imunohistoquimica
em figado de ratos Lewis expostos a uma mistura de cinco praguicidas em niveis de NOEL e

LOAEL/LOEL (diclorvos, dicofol, dieldrin, endossulfam e permetrina).
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Materiais e Métodos
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Reagentes

1) O reagente utilizado para iniciagdo da hepatocarcinogénese foi a N dietilnitrosamina

(DEN) (Sigma Chemical Company, USA, Catalogo No. 0756; 2)

2) Reagentes principais utilizados na marca¢do imunoistoquimica: Anticorpo Ki-67 (clone
SP6, Abcam). Caspase-3 clivada, anticorpo Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA).

3) Pesticidas:

Dicofol (C14H9Cl160) CAS 115-32-2. Produto técnico com concentraciao do

ingrediente ativo (IA) de 96,3%; (Milenia Agrociéncias S/A, Londrina, PR. (Anexo 1)
Diclorvos (C4H7CI204P), CAS 62-73-7. Produto analitico com concentracdo do IA de
98,8%; (Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA). (Anexo 2)

Permetrina, mistura de isomeros cis e trans (C21H20CI1203), CAS 52645-53-1, produto
analitico com concentracdo do IA de 98,0%; (Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA). (Anexo 3)
Endossulfam, mistura de isomeros alfa e beta (COH6CI603S), CAS 115-29-7, produto
técnico com concentragdo do IA de 98,0 %; (Bayer CropScience S/A, Belford Roxo, RJ).
(Anexo 4)

Dieldrin (C12H8CI160), CAS 60-57-1, produto técnico com concentragdo do IA de 90%
(Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA).

Animais e ambiente de experimentacao

Ratos isogénicos machos da linhagem Lewis, provenientes do Biotério do CEMIB,
UNICAMP, com peso médio de 220 g e a idade aproximada de oito semanas, foram mantidos
no Biotério do Departamento de Patologia da FMB sob condi¢cdes ambientais controladas
detemperatura (22+20C), umidade relativa do ar (55£10%), ciclo de luz (12 horas claro/12
horas escuro) e circulagdo continua de ar. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (04 animais/gaiola), forradas com maravalha de pinho branco autoclavada e
fechadas com grades de inox, trocadas e limpas trés vezes por semana. O periodo de

aclimatagao foi de duas semanas.
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Avaliacdao dos animais durante o experimento

Os animais foram pesados e submetidos a avaliacdo clinica semanal. Todas as

alteragdes foram registradas em fichas individuais.

Adicao dos praguicidas a racdo e tratamento dos animais

A ragdo semipurificada em pé foi produzida pela nutricionista Nadia Fatima Gibrim
Pereira Dias (Campinas, SP), com formulacdo livre de residuos de praguicidas, e constituida
segundo a ragao AIN-93M do Instituto Americano de Nutricdo (Reeves et al., 1993).A racao
em po foi acrescida da mistura de praguicidas, homogeneizada e peletizada no dietario
experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Os diferentes tipos de rac¢do
foram identificados, embalados e conservados sob refrigeragdo a -20°C. As concentracdes dos
praguicidas nas ragdes dependeram dos respectivos NOEL ou LOEL/LEL/LOAEL, tal como
determinados em ensaios cronicos com ratos (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 1989;
1996, EPA, 1992; 1993). Estas doses criticas foram transformadas em concentragoes,
baseadas na estimativa de 20g/rato/dia como o consumo de racdo pelo animal adulto, que
definiram as quantidades de praguicidas adicionados as ragdes. Desta maneira, dependendo
das concentragdes dos praguicidas, foram constituidas duas misturas: a MEXI1, na qual os
praguicidas foram misturados em nivel de seus respectivos NOEL/NOAEL e a MEX2, na
qual as substancias foram misturadas conforme seus respectivos LEL/LOEL/LOAEL.

O consumo didrio de ragdo foi avaliado pela diferenca de peso entre o oferecido e o
restante, apos 48 horas. O consumo de agua, medido pelo peso dos bebedouros ao

fornecimento e apds 48 horas.

Protocolo Experimental

Os figados que tiveram seus indices de proliferacdo e morte celular avaliados foram
derivados de experimento prévio, que consistiu de um estudo de iniciacdo e promogao da
hepatocarcinogénese com duracdo de 8 semanas. Foram utilizados 50 ratos, distribuidos ao

acaso em cinco grupos com 10 animais (Figura 2)
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Figura 2. Delineamento do Experimento.

Grupo 1: Controle negativo. Solu¢do NaCl 0,9% i.p. na 1a semana, hepatectomia parcial (HP)
na 3:semana ¢ alimenta¢do com rac¢do semipurificada basal, ad libitum, da 2:a 8:semana.
Grupo 2: Controle de inicia¢do da carcinogénese. Solugdo de DEN, 200 mg/kg i.p. na la
semana, HP na 3:semana e ra¢ao basal ad libitum, da 2:a 8:semana.

Grupo 3: Grupo ndo iniciado para carcinogénese e tratado com a mistura experimental de
cinco praguicidas (MEX1). Solucdao de NaCl 0,9% i.p. na la semana, hepatectomia parcial
(HP) na 3: semana e ragdo MEXI: dicofol 0,22mg/kg, endossulfam 0,15mg/kg, dieldrin
0,025mg/kg, permetrina 5 mg/kg e diclorvos 0,23mg/kg, ad libitum, da 2: & 8 semana. As
concentragdes dos praguicidas na MEX1 correspondem aos NOEL ou doses sem efeito
toxicoldgico dos respectivos praguicidas para ratos (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970,
1989; 1996, EPA, 1992; 1993).

Grupo 4: Grupo iniciado para carcinogénese com DEN, 200 mg/kg, i.p. na 1: semana, HP na

3:semana e racdo com a MEX1, conforme item anterior a partir da 2% semana.
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Grupo 5: Controle positivo. Grupo iniciado para carcinogénese com DEN, 200 mg/kg, i.p. na
I: semana e HP na 3: semana, alimentado com uma mistura MEX2 visando instalacao de
efeitos adversos: dicofol 2,5mg/kg, endossulfam 2,9mg/kg, dieldrin 0,05mg/kg, permetrina 25
mg/kg e diclorvos 2,3mg/kg ad libitum, da 2: a 8 semana. As concentragdes da MEX2
correspondem aos LOAELs (lowest observed level adverse effect = menor nivel de efeito
adverso observavel) dos praguicidas dieldrin e endossulfam, ao LOEL (lowest observed effect
level) para o dicofol e aos LELs (lowest effect level) do diclorvos ¢ permetrina (FAO/WHO,
1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996, EPA, 1992; 1993).

Hepatectomia Parcial (HP)

Para expansao clonal e fixagdo das lesdes causadas pela dietilnitrosamina, foi feita a
retirada de 2/3 do figado. A HP foi realizada apo6s anestesia com 40 mg/kg i.p. de
pentobarbital sodico 4%. Apos incisdo na linha abdominal mediana, foram retirados os lobos
lateral esquerdo e mediano do figado (2/3 do 6rgdo). A sutura da musculatura e pele da parede
abdominal foi feita com fio de sutura n° 30, em pontos simples isolados. No pds-operatdrio os
animais foram aquecidos por fonte de luz até retorno da anestesia, recebendo soro fisiologico
pelos bebedouros, por 24 horas. A cicatrizagdo da incisdo cirargica e a condicdo geral dos

animais foi acompanhada por médico veterindrio.

Eutanasia e coleta do figado

Em ambos os experimentos, os animais foram eutanasiados ao final da 8* semana de
tratamento pela sec¢ao dos vasos da base do coragdo apds narcose induzida em camara de
CO;. O figado foi coletado, pesado e ap6s o exame macroscopico fragmentos representativos
foram fixados em formalina 10% tamponada por 48 horas, lavados com agua e conservados

em alcool 70%. A seguir, os fragmentos foram processados para inclusdo em parafina.

Processamento do figado para marcacdao imunoistoquimica

Para cada imunohistoquimica foram obtidos cortes histologicos de 3 micra de

espessura sobre laminas silanizadas (HDA, USA) que foram submetidas a imunomarcagao
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com os anticorpos: monoclonal anti-antigeno de proliferacdo celular Ki-67 (clone SP6,
diluicdo 1:100, ABCAM), e anticorpo anti-caspase-3 clivada (dilui¢do 1:100; Cell Signaling

Technology, Beverly, MA). As laminas foram contracoradas com hematoxilina.

Para a imunohistoquimica anti-Ki-67 foi feito o seguinte procedimento:
Desparafiniza¢do da lamina em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratagdo. Em seguida
foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena em agua oxigenada 3% e recuperagdo antigénica
em acido citrico 0,21% pH 6.0 em camara de pressao (PASCAL) a 120° C por 3 minutos.
Incubagdo com o anticorpo primario (KI-67 - clone SP6 - 1:100 - ABCAM) em sistema
overnight. No dia seguinte, foi feita a incubacdo com o anticorpo secundério (LSAB - LINK -
K0609 - DAKO) por 30 minutos. Incubag@o com o anticorpo terciario (LSAB - Streptavidina
— K0609 - DAKO) por 30 minutos. Revelacao com 3,3-Diaminobenzidina (K3468 - DAKO)
por 5 minutos. Contra-coloragdo com hematoxilina e finalmente, desidratagdo em etanol

absoluto, diafaniza¢do em xilol e montagem em resina sintética.

Para a imunohistoquimica anti caspase 3 clivada foi feito o seguinte procedimento:
Desparafinizacdo da lamina em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratagdao. Em seguida
foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena em agua oxigenada 3% e recuperacdo antigénica
em 4acido citrico 0,21%) em forno microondas por 15 minutos, na poténcia maxima.
Incubacao com o anticorpo primario anti caspase-3 clivada (diluigao 1:100; Cell Signaling
Technology, Beverly, MA) por 30 minutos. Em seguida incubagdo com Sistema LSAB —
DAKO, pronto para uso, por 30 minutos. Revelacdo com 3,3-Diaminobenzidina (K3468 -
DAKO) por 5 minutos. Contra-coloracdo com hematoxilina e finalmente, desidratagdo em

etanol absoluto, diafanizacdo em xilol e montagem em resina sintética.

Analise e quantificacao da proliferacao celular e apoptose

Para estimativa do indice de proliferagdo nos fragmentos de figado, as laminas
imunomarcadas com o anti-Ki-67 foram analisadas em microscopio Optico convencional com
uma das oculares contendo uma gradicula milimetrada (Eyepiece Micrometer Olympus®,
Japan) que no aumento de 400x corresponde a 0,25 mm?. Foram analisados 50 campos em

cada lamina resultando em uma darea total analisada de 12,5 mm? A quantidade total de
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marcagdes positivas para Ki-67 foi dividida pela area total analisada, gerando assim, a
quantidade de hepatocitos/mm?.

Para estimativa do incide de morte celular por apoptose, as laminas imunomarcadas
com anti caspase-3 clivada tiveram a darea dos fragmentos determinada pelo programa de
analise de imagens KS300 (CarlZeiss®). Em seguida, toda a extensdo dos fragmentos foi
examinada em microscopio Optico convencional para quantificagdo dos hepatdcitos marcados
positivamente para caspase-3 clivada. A quantidade de hepatdcitos marcados foi dividida pela

area total do fragmento, gerando o indice de apoptose, em hepatdcitos marcados/mm?.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita pela Analise de varidncia e em seguida foi feito o teste de

Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos P<0,05.
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Proliferacao Celular

Os hepatdcitos mostraram-se bem marcados facilitando a visualizagdo e contagem.
Os grupos 2, 4 e 5 apresentaram mais marcagdes Ki-67 positivas em relacdo aos grupos 1 e

3 (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Grupo 1 (Controle negativo). Poucos hepatocitos marcados positivamente
para Ki-67. Aumento 400x.

N

Figura 4. Grupo 4. Hepatocitos marcados positivamente para Ki-67. Aumento
400x.

O indice de proliferagdo celular apresentou-se aumentado no grupo 5, que foi

iniciado e recebeu a ragdo nos niveis LOAEL/LEL, seguido pelos grupos 4, que foi iniciado
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e recebeu a racdo NOEL e grupo 2, apenas iniciado Os grupos ndo iniciados - controle
negativo- e 3-ragdo NOEL- apresentaram os indices mais baixos de proliferagdo celular.

Tabela 1. indice de Proliferagdo Celular hepatico avaliado ao final da 8* semana (média +
desvio padrdo).

Grupo Tratamento NuUmero de Animais indice de Proliferagéo Celular
Gl Controle Negativo 12 3.840 + 1.271
G2 DEN 10 6.152 +2.608
G3 MEX1 11 3.909 £2.079
G4 DEN + MEX1 12 7.100 £2.778
G5 DEN + MEX2 11 8.389 +£3.340 *

DEN: Dietilnitrosamina; MEX1: dicofol 0,22mg/kg, endossulfam 0,15mg/kg, dieldrin 0,025mg/kg,
permetrina 5 mg/kg e diclorvos 0,23mg/kg; MEX2: dicofol 2,5mg/kg, endossulfam 2,9mg/kg, dieldrin
0,05mg/kg, permetrina 25 mg/kg e diclorvos 2,3mg/kg. indice de Proliferacdo Celular: hepatécitos Ki-67
positivos/mm?.

No entanto, apenas o grupo 5 apresentou um aumento significativo na proliferagao

celular em relag@o ao grupo apenas iniciado pela DEN.

Morte Celular (Apoptose)

Como os fenomenos de retracdo celular e formacdo de corpos apoptdticos sdao
rapidos e os fragmentos sdo rapidamente fagocitados, a apoptose € um evento raro de se
observar, especialmente em tecidos normais, de forma que, nestes,um numero pequeno de
células imunomarcadas ¢ observado. No processo de andlise, ¢ necessaria muita ateng¢do para
identificar as poucas células positivas. Além disso, a marcagao citoplasmatica da Caspase 3
¢ bem mais sutil e delicada que a marcagdo para Ki-67, exigindo mais atencao por parte do
examinador, para identificar e contar os hepatocitos corretamente. Alguns hepatdcitos
podem apresentar uma leve marcagdo inespecifica que pode ser confundida com a marcacao
imunohistoquimica para caspase 3 clivada que normalmente deve ser citoplasmatica, forte e
homogénea. Além disso, a morfologia da célula deve ser analisada juntamente com a
marcacdo (Figura 5). Para corroboragdo da expressao, ,devem ser adicionadas caracteristicas
nucleares tipicas do processo apoptdtico, como condensagdo, picnose, fragmentagdo e
aproximacao destes fragmentos a face interna da carioteca (Figura 7). A membrana celular
também pode apresentar protrusoes, chamadas blebs, prosseguindo para a divisao em varios
corpos apoptoticos. A combinacdo da marcagdo para caspase 3 clivada com as
caracteristicas nucleares nas diferentes fases da apoptose (picnose ou cariorréxis), ou a

persisténcia da marcagdo apos a formagdo dos corpos apoptdticos que contenham, ou nao,
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fragmentos da cromatina sd3o as caracteristicas mais contundentes para determinacdo da

positividade (Ziegler et al., 2004).

Figura 5. Grupo 1. Hepatocito imunomarcado para caspase 3 clivada, apresentando também
nicleo condensado caracteristico de apoptose. Aumento 400x, contracolora¢do de
hematoxilina.

Alguns hepatocitos ndo apresentam marcacdo muito forte, mas pelas alteragdes

morfoldgicas caracteristicas da apoptose foi possivel identifica-los (Figura 6).

Figura 6. Grupo 2. Hepatocito imunomarcado positivamente para Caspase 3 clivada,
apresentando cromatina condensada na membrana nuclear. Aumento 400x,
contracoloracdo de hematoxilina.
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Figura 7. Hepat6cito imunomarcado para Caspase 3 clivada, apresentando nicleo no inicio
do processo de fragmentagdo . Aumento 400x, Contracoloracdo de hematoxilina.

O indice de apoptose hepatico apresentou-se baixo em todos os grupos e nao houve

diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos.

Tabela 2. indice de Apoptose hepatico avaliado ao final da 8* semana (média + desvio
padrdo).

Grupo Tratamento Numero de Animais indice de Apoptose
Gl Controle Negativo 12 0.156 +0.370
QG2 DEN 10 0.653 = 0.963
G3 MEX1 11 0.178 £0.325
G4 DEN + MEX1 12 0.335+0.578
G5 DEN + MEX2 11 0.300 £0.374

DEN: Dietilnitrosamina; MEX1: dicofol 0,22mg/kg, endossulfam 0,15mg/kg, dieldrin 0,025mg/kg,
permetrina 5 mg/kg e diclorvos 0,23mg/kg; MEX2: dicofol 2,5mg/kg, endossulfam 2,9mg/kg,
dieldrin 0,05mg/kg, permetrina 25 mg/kg e diclorvos 2,3mg/kg. indice de Apoptose: hepatocitos
caspase 3 clivada positivos/mm?,

Um dos animais tratados apenas com a dietilnitrosamina apresentou como alteracdo

atipica a hiperplasia dos ductos biliares (Figura 8), ndo sendo incluso a analise estatistica

(outlier).
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Figura 8. Grupo tratado com DEN apresentando hiperplasia de ductos biliares (animal
outlier). Aumento 400x. (Setas indicando os ductos biliares hiperplasicos, Contracoloragdo
de hematoxilina)
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Discussao

Nos relatdrios mais recentes do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA) algumas mudancas ocorreram em relagdo aos Programas anteriores. No
PARA de 2010, a variedade de alimentos analisados dobrou, em relagdo ao periodo de 2001 a
2004, no qual baseou-se o presente estudo. Foram 18 alimentos monitorados: abacaxi, alface,
arroz, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijao, laranja, mac¢d, mamao, manga,
morango, pepino, pimentdo, repolho e tomate. A escolha dessas culturas baseou-se em dados
de consumo obtidos pelo Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), na
disponibilidade destes alimentos nos supermercados das diferentes unidades da Federagao e
no uso intensivo de agrotoxicos nestas culturas. Dessas variedades de alimentos tiveram 2488
amostras analisadas, sendo que em 37% nao foram detectados residuos de agrotoxicos, 35%
apresentaram residuos abaixo do LMR estabelecido, e 28% foram consideradas insatisfatorias
por apresentarem residuos de produtos ndo autorizados ou, autorizados, mas acima do LMR.
Esses resultados ndo diferem muito dos encontrados na andlise de 2001 a 2004, que tiveram
28,5% das amostras insatisfatorias (ANVISA, 2011).

No entanto, em relacdo aos residuos encontrados, nos tomates ndo mais foram
detectados os residuos irregulares dos organoclorados dicofol e dieldrin, apenas os
organofosforados diclorvos, metamidofés e clorpirifés, o piretréide permetrina, além do
fungicida pirazof6s. Um fator importante ¢ que residuos do endossulfan tem se mostrado
recorrentes, apesar de resolugdes que antecipam a proibicdo de seu uso a partir de 2013
(ANVISA, 2010). Desta forma, entre os organoclorados, o endossulfam foi o que apresentou
mais irregularidades, como ingrediente ativo nao autorizado em diversas culturas, sendo o 8°
ingrediente ativo em maior nimero de amostras insatisfatorias. Nas outras culturas, residuos
irregulares de dieldrin também ndo foram encontrados e os residuos de dicofol apareceram
apenas como ingrediente ativo ndo autorizado em pimentdes disponiveis para consumo
(ANVISA, 2011).

O papel dos agentes quimicos liberados no ambiente como causa potencial do cancer ¢
estudado ha décadas (Beremblum and Shubik, 1947; Wong et al., 1976). A dificuldade de se
estabelecer evidéncias primdrias por estudos epidemiologicos advém da enorme variedade de
substancias presentes no ambiente, gerando diferentes padrdes de exposicdo com relagdo a
dose, periodo e outros fatores que podem impossibilitar a associacdo de causalidade. Por
isso, juntamente com as evidéncias epidemioldgicas, deve-se somar as evidéncias
experimentais que ocorrem em laboratorio e possuem condigdes mais bem controladas. No
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entanto, mesmo em condi¢des controladas, o reconhecimento de uma associa¢do causal ¢é
cheio de incertezas, porque ela depende de intimeros fatores. Por exemplo, dependendo da
suscetibilidade do organismo exposto (caracteristicas genéticas, idade, estado de higidez) os
efeitos de um agente quimico podem ser diferentes. (de Camargo e Barros, 2011)

A avaliacdo do risco toxicoldgico ¢ importante para subsidiar o gerenciamento do uso
e exposicdo as substancias de origem industrial e seus derivados, de modo a maximizar os
beneficios e minimizar os efeitos nocivos a saide humana e ambiental. Para isso, baseia-se
em quatro componentes essenciais: a identificacdo do risco, a avaliagdo da dose-resposta, a
avaliacdo da exposi¢cdo e a caracterizagao do risco. A identificacdo do risco e a avaliagao da
dose-resposta acontecem simultaneamente, pois normalmente baseiam-se em fontes de
informa¢cdo comum, no entanto, a identificagdo do risco ¢ uma avaliagdo qualitativa e a
avaliagdo da dose-resposta é quantitativa. A partir dessas duas informagdes, segue-se o estudo
da avaliacdo da exposicao e da caracterizacdo do risco. Entretanto, deve ser verificada a
relevancia que os resultados dos sistemas experimentais tem para a espécie humana. Em geral,
nos estudos com animais de experimentacao sao utilizadas doses maiores que as exposigdes
humanas reais, assim, sao necessarios dois tipos de extrapolagao: das doses mais altas para as
mais baixas — extrapolagdo entre doses, ¢ a extrapolacdo de animais para o homem -
extrapolagdo entre espécies. Nesse processo, que € uma das fases mais criticas da avaliagdo de
risco, assume-se que a espécie humana ¢ a mais sensivel a substancia de interesse, garantindo
assim niveis realmente seguros de exposi¢ao. (de Camargo e Barros, 2011)

Este quadro se complica ainda mais quando diz respeito ao estudo das co-exposigoes e
seu efeito sobre a satide humana. Neste sentido, os estudos experimentais sdo a alternativa
viavel para a compreensdo de se ou como exposigdes a misturas de substancias quimicas de
relevancia epidemioldgica podem exercer efeito sobre varios fendomenos celulares como
respostas degenerativas, adaptativas, citotoxicidade e carcinogenicidade.O presente estudo
teve como objetivo avaliar a proliferacio celular e apoptose hepatica em ratos submetidos a
um modelo de iniciacdo e promog¢do de hepatocarcinogénese. Os parametros para estimar a
quantidade destes fenomenos foram os indices de proliferacdo de hepatdcitos Ki-67 positivos
por area e numero de hepatocitos e de apoptose por marcagao da Caspase 3 clivada por area.

Os resultados obtidos mostram que apenas a MEX2 aumentou a proliferacao celular
dos hepatdcitos de forma significante. Este aumento provavelmente ¢ devido a agdo indutora
de enzimas microssomais, ja conhecida para os componentes da mistura (Flodstrom et al.,

1990; Dubois et al., 1996; Coumoul et al., 2002; Abdou et al., 2010) que podem levar a
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anormalidades hepatociticas e proliferacdo celular em resposta a doses mais elevadas de
agentes indutores (Maronpot et al.,2010). No entanto, a mesma mistura, quando analisada em
relacdo ao numero e area de focos GST-P positivos, neste mesmo protocolo, ndo apresentou
aumento significativo nestes parametros quando comparada aos demais tratamentos (Controle
negativo, DEN e DEN+MEX1). A MEX1, por sua vez, ndo apresentou aumento significativo
da proliferacdo celular, sendo que no grupo 4 o aumento do indice de proliferagdo celular foi
devido ao tratamento com a DEN. Dessas forma,, nas condigdes estudadas, a co exposi¢ao aos
praguicidas diclorvos, dieldrin, endossulfam, dicofol e permetrina, nas doses NOEL nao
apresentou agdo sobre a proliferacdo celular dos hepatdcitos iniciados quimicamente. Em
relacdo a apoptose, todos os grupos apresentaram baixos indices e ndo houve diferenca
significativa entre eles, sugerindo que as misturas MEX1 e MEX2 ndo apresentaram

diferencas quanto a acao sobre este evento.
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