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O uso de defensivos agrícolas no Brasil tem se intensificado através dos anos, de 

forma que desde 2009 vem sendo classificado como o maior mercado de agrotóxicos do 

mundo. A consequência do uso desse grande volume de praguicidas é, naturalmente a 

contaminação difusa do ambiente com um número crescente de substâncias químicas de 

diferentes classes, origens e modos de ação. Pouco se sabe sobre a ação de praguicidas na 

saúde humana em situações de co-exposição. Os possíveis efeitos tóxicos não atingem apenas 

trabalhadores agrícolas e industriais, mas também a população em geral, que pode estar 

exposta continuamente a seus resíduos nos alimentos e na água. Ainda que, nesses meios, os 

praguicidas estejam em baixas doses, deve-se considerar que possíveis efeitos cumulativos ou 

sinérgicos podem ocorrer quando há exposição concomitante e/ou prolongada a dois ou mais 

destes agentes, que podem levar a agravos subclínicos de manifestação tardia, às vezes 

irreversíveis. O objetivo específico do presente trabalho foi verificar o efeito promotor da 

carcinogênese de uma mistura de praguicidas em baixas doses e analisar os fenômenos de 

proliferação celular e apoptose em fígado de ratos.  

 Foram utilizados 50 ratos Lewis machos divididos em 5 grupos, durante 8 semanas, 

em modelo de hepatocarcinogênese de média duração. Os pesticidas de três classes diferentes 

(dieldrin, dicofol, endossulfam, diclorvos e permetrina), cujos resíduos foram detectados pela 

ANVISA, no período de 2001 a 2005 nas culturas de tomate, foram adicionados à ração dos 

ratos iniciados para hepatocarcinogênese com dietilnitrosamina (DEN- 200mg/kg i.p.). Foram 

utilizadas duas misturas diferentes, uma nas doses sem efeito toxicológico (MEX1), referentes 

à 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 instalação 

de efeitos adversos (MEX2),  derivadas de estudos crônicos. Todos os animais sofreram 

hepatectomia parcial na 3ª semana. A distribuição dos grupos experimentais foi a seguinte: 

controle negativo, DEN, MEX1, DEN + MEX1 e DEN + MEX2 . Os animais foram 

eutanasiados na 8ª semana, e seus fígados coletados. Cortes histológicos obtidos do fígado 

dos animais foram imunomarcados com anticorpo monoclonal anti-antígeno Ki-67, para 

avaliar a proliferação celular, e anticorpo anti-caspase-3 clivada, para avaliar a apoptose, e em 

seguida as lâminas foram contra coradas com hematoxilina.  

O índice de proliferação celular (IM) foi estimado pela quantificação de núcleos de 

hepatócitos positivos para Ki-67 em microscópio óptico convencional com a utilização de 

uma grade milimetrada. Foram analisados 50 campos sob aumento 400x, dessa forma cada 
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grade correspondeu a 0,25 mm². O IM foi determinado dividindo a quantidade de hepatócitos 

Ki-67 positivos total pela quantidade de campos multiplicada pela área da grade milimetrada. 

Dessa forma, obteve-se a quantidade de hepatócitos/mm². A análise estatística para o índice 

de proliferação celular foi feita com o teste de Tukey e não evidenciou diferença 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 não induziu o aumento da proliferação celular 

hepática.  O tratamento com DEN + MEX2 (8.389 + 3.340) apresentou aumento significativo 

do índice de proliferação quando comparado ao grupo apenas iniciado, mostrando que a 

MEX2 induziu a proliferação celular.  

Em relação a apoptose, o índice foi estimado pela quantificação dos hepatócitos 

imunomarcados dividido pela área dos fragmentos. As áreas foram medidas no programa de 

análise de imagens KS300 (CarlZeiss®) e as lâminas foram analisadas em microscópio óptico 

convencional. Assim o índice apoptótico foi obtido em hepatócitos imunomarcados/mm², 

assim como para a proliferação celular. Os grupos apresentaram baixo índice de apoptose, 

sendo o menor o grupo 1 (0.156 ± 0.370) e o maior o grupo 2 (0.653 ± 0.963), sem diferenças 

estatisticamente significantes. 
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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 mm². 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/mm². 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/mm², 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 agrotóxicos. Com uma área 

cultivada de 68,1 milhões de hectares  e com a expansão estimada para o setor agrícola, o 

Brasil é considerado o país que mais deve crescer nesse setor nos próximos anos (IBGE, 

2011;  OECD/FAO, 2010) (Figura 1). Para atender a demanda da produção em massa de 

alimentos, a utilização de agrotóxicos vem se tornando maior a cada década. Por outro lado, a 

liberação destes compostos químicos no ambiente, leva ao seu possível acúmulo no solo, rios, 

lençóis freáticos, além de  seus resíduos serem encontrados nos alimentos consumidos. Sem 

os devidos cuidados de utilização, podem levar ao aumento do risco de seus efeitos nocivos 

não apenas nos trabalhadores agrícolas, que estão expostos continuamente de modo 

ocupacional, mas também da população em geral, que se expõe a resíduos na alimentação. 

Ainda que seja em baixas doses, este tipo de exposição crônica e involuntária gera questões 

sobre quais e como podem ser os seus efeitos nocivos à saúde humana. 

 
Figura 1 – Produção agrícola de países selecionados. O Brasil é o país cujo setor agrícola cresce mais 
rápido, mais de 40% até 2019, quando comparado ao período base 2007-2009. OECD-FAO 
Agricultural Outlook 2010-2019. 
 

Para que o risco de causar danos à população, a partir da exposição alimentar, seja 

minimizado, a Organização Mundial de Saúde (WHO) e a Organização de Alimentos e 

Agricultura das Nações Unidas (FAO) estabelecem índices de referência que objetivam 

exposições seguras. Assim, a ingestão diária aceitável (IDA) de resíduos de determinado 

praguicida é um valor que, baseado em conhecimento toxicológico atualizado sobre aquele 
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agente químico, indica que é improvável que a exposição à resíduos de determinados 

defensivos agrícolas represente qualquer risco à saúde humana, mesmo se ingeridos pelos 

indivíduos durante toda sua vida. A IDA de determinado pesticida é geralmente obtida a partir 

do NOAEL (no-observed-adverse-effect-level, nível sem efeito adverso observável), 

parâmetro toxicológico estimado em estudos de toxicidade com animais de laboratório e 

corrigido, para os seres humanos, por fatores de segurança que podem variar de 10 a 2.000 

vezes (WHO,1962; Lu, 1988; 1991). 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) desenvolve o 

Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA), que avalia resíduos 

de praguicidas em alimentos frescos à disposição da população. Entre julho de 2001 e 

dezembro de 2004, o PARA pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura (alface, banana, 

batata, cenoura, laranja, maçã, mamão, morango e tomate), coletados em 12 estados da 

Federação. Do total de amostras analisadas, 3.271 apresentaram algum tipo de resíduo de 

praguicidas, sendo que 931 (28,5%) continham níveis acima dos Limites Máximos de 

Resíduos (LMR) ou continham resíduos de produtos não-autorizados para aquele tipo de 

cultura.As culturas com maior freqüência de irregularidades foram as de tomates, maçãs e 

morangos. Particularmente nos tomates, foram detectados resíduos de seis praguicidas não-

autorizados (dicofol, dieldrin, endossulfam, monocrotofós, clorpirifós e diclorvos) e de cinco 

praguicidas permitidos, mas cujos níveis estavam acima do LMR (metamidofós, permetrina, 

triazofós, ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA, 2005) 

Dentre os praguicidas encontrados pela ANVISA como contaminantes naquele 

momento, três são organoclorados (dicofol, dieldrin e endossulfam), cinco são 

organofosforados (diclorvos, monocrotofós, clorpirifós, metamidofós e triazofós) e dois 

pertencem à classe dos piretróides (permetrina e cialotrina). Embora o potencial cancerígeno 

dos praguicidas organoclorados seja controverso (devido a grande variedade de substâncias 

pertencentes a este grupo e às diferenças entre protocolos epidemiológicos e experimentais, e 

espécies animais utilizadas para estudar este potencial), existem inúmeras evidências 

associando-os à promoção da carcinogênese (Flodström et al., 1990 in liver; Grimalt et al., 

1994; Savitz, 1994; Hoyer et al., 1998; Aronson et al., 2000; Ward et al., 2000), inclusive 

evidências epidemiológicas relacionando câncer de mama a uma mistura de organoclorados 

(Boada et al, 2012). 

Por outro lado, os praguicidas diclorvos e permetrina são apontados pela Agência de 

Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como apresentando evidências sugestivas 
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de potencial cancerígeno, quando testados em roedores (USEPA, 2004). A avaliação do 

perigo e da exposição aos diferentes tipos de praguicidas é complexa e devemos considerar 

que possíveis efeitos cumulativos ou sinérgicos podem ocorrer quando há exposição 

concomitante e ou prolongada a dois ou mais destes agentes. 

No presente estudo foram utilizados cinco praguicidas cujos resíduos foram 

encontrados com irregularidades em tomates. O diclorvós é um inseticida organofosforado 

que apresenta baixa persistência, meia-vida de sete dias no solo e quatro dias na água. É 

bastante volátil e seus resíduos são degradados para metabólitos menos tóxicos no ar e água. 

(CETESB, 2012). É classificado no grupo 2B, possível cancerígeno humano, pela Agência 

Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC), pela suspeita de formação de tumores de 

estômago 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 é um organoclorado sintético persistente, por isso,  pode ser encontrado até 

hoje no ambiente mesmo não sendo mais utilizado. É altamente lipossolúvel que, juntamente 

com a alta persistência, faz com que possua uma grande capacidade de bioacumulação e 

biomagnificação. As intoxicações crônicas geralmente ocorrem por exposição simultânea ao 

aldrin, dieldrin e endrin e foram associadas ao aumento de câncer hepático e biliar, ainda que o 

estudo apresentasse limitações como a ausência de informações sobre os níveis de exposição 

(ATSDR, 2002). O endossulfam é um inseticida organoclorado persistente, que tem seu uso 

proibido ou restringido em vários países (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 comercialização de todos 

os produtos formulados à base de endossulfam para julho de 2013 (ANVISA, 2010). 

Pesquisas recentes sugerem que o endossulfam pode causar algumas alterações 

histopatológicas no fígado de ratos, mas os dados não são conclusivos. (Alva et al., 2012; 

Uboh et al., 2011) 

O dicofol é um acaricida organoclorado persistente, cuja estrutura é similar ao DDT. 

Em estudos com camundongos, apresentou aumento na incidência de adenomas e carcinomas 

no fígado de machos, em doses de 260 e 530 mg/kg. Em estudo com ratos, não apresentou 

carcinogenicidade em doses até 250 mg/kg (WHO/FAO, 1996). No entanto, estudos mostram 

que esse pesticida pode levar a indução de citocromo P450 e aumentar a atividade da 

glutationa-S-transferase e da superóxido dismutase no fígado, em doses de 10 e 25 mg/kg 

(Chan et al, 2009). 
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A permetrina é um piretróide sintético de amplo espectro, listado como de uso restrito 

pela USEPA devido a sua alta toxicidade a organismos aquáticos. É classificado como 

provável carcinógeno humano por via oral baseado em tumores benignos de pulmão e fígado 

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

 
 

Mistura de praguicidas em baixas doses 

Durante todo o período de vida dos seres humanos, a exposição a várias substâncias 

químicas ocorre de forma não intencional ou acidental e concomitante (Yang, 1998). Isso 

difere das condições artificiais dos estudos com animais de experimentação, que são 

realizados com substâncias individuais, com alto nível de pureza, para identificação de efeitos 

tóxicos potenciais (sistêmicos, neurológicos, comportamentais, cancerígenos, reprodutivos, 

etc.) e por períodos determinados (Viau, 2002). Como resultado, há relativamente pouca 

informação epidemiológica e experimental sobre se, e como, a co-exposição pode afetar a 

saúde humana e animal (Carpenter et al., 1998). Isto também ocorre em virtude do número 

significativo de fatores que complicam a avaliação das misturas químicas. Por exemplo, dois 

ou mais compostos podem ter efeitos aditivos, sinérgicos ou antagônicos sobre um mesmo 

órgão ou sistema-alvo, do mesmo modo que podem resultar em grande número de 

subprodutos, gerando novos metabólitos tóxicos (Yang, 1998). 

Assim, o estudo de co-exposição química sobre organismos superiores é uma área 

complexa e relevante de pesquisa, devido ao seu impacto na avaliação do risco das 

populações humanas expostas aos múltiplos contaminantes químicos ambientais. A 

disponibilidade de modelos animais já bem estabelecidos para ensaios de toxicidade, em 

particular os de carcinogênese química, adicionados de técnicas sensíveis para sua avaliação, 

permite o estudo e a caracterização consistente dos efeitos das misturas químicas, tal como é 

necessário nesta área de avaliação do impacto dos contaminantes ambientais sobre a saúde 

humana (Suk et al., 2002). 

 

Carcinogênese química de múltiplas etapas em fígado de ratos 

(modelos experimentais) 

A caracterização das múltiplas etapas da carcinogênese, denominadas iniciação, 

promoção e progressão (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 carcinogênese química, 

pois permitiu analisar o desenvolvimento das neoplasias de modo seqüencial, bem como 

elaborar protocolos experimentais que possibilitam a identificação do potencial cancerígeno 

de agentes químicos em cada uma destas fases (Shirai, 1997; Ito et al., 1988; 2003). 

A iniciação caracteriza-se pela alteração do genoma induzida por um agente 

genotóxico. Posteriormente, a divisão celular “fixa” essas lesões, dando origem a mutações 

nas células filhas (Cayama et al., 1978; Kaufmann et al., 1991). Essas mutações podem 

ocorrer em seqüências críticas do genoma, como em oncogenes, genes supressores de tumores 

(relacionados à regulação de processos de proliferação, apoptose e diferenciação celular) e 

genes relacionados ao reparo do DNA, entre outros (Bos e Kreijil, 1992; Afshari e Barret, 

1993). A etapa de promoção envolve a seleção e proliferação clonal das células já “iniciadas”. 

Os agentes promotores podem ser genotóxicos ou não, agindo de maneira variada para 

aumentar a proliferação celular. Esta é uma etapa reversível e sua manutenção depende da 

dose e do intervalo entre as exposições à substância promotora (Pitot, 1993). Finalmente, a 

progressão é caracterizada por instabilidade genômica, que culmina no surgimento de 

aberrações cromossômicas (Pitot, 1993). Em conseqüência, há divisão celular descontrolada e 

contínua, com acúmulo sistemático de erros genéticos. Nesta etapa são observadas 

aneuploidias nas células neoplásicas, expansão seletiva de clones mais agressivos e 

manifestação do caráter maligno da neoplasia (invasão local e metástases).  

A carcinogênese química de múltiplas etapas pode ser bem demonstrada no fígado de 

ratos, onde é caracterizada pelo aparecimento sucessivo de focos de hepatócitos alterados 

(FHA), nódulos proliferativos, e tumores malignos (hepatocarcinomas). Em última análise, os 

FHA são lesões préneoplásicas, marcadores histológicos do desenvolvimento potencial de 

futuras neoplasias (Farber e Sarma, 1987; Bannasch et al., 2002). Esse processo é 

parcialmente devido ao desequilíbrio entre os fenômenos de proliferação celular e de apoptose 

(Schulte-Hermann et al., 1995; Goldsworthy et al., 1996). Por isto, a avaliação quali-

quantitativa dos fenômenos de proliferação e apoptose em modelos experimentais de 

carcinogênese constitui importante ferramenta para compreensão do modo de ação dos 

cancerígenos químicos.  

Durante a década de 1970, foram propostos vários modelos de hepatocarcinogênese 

química 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 hepatocancerígenos. 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 duração. 

O parâmetro final desse protocolo é o desenvolvimento de FHA que expressam a enzima 

glutationa-S-transferase forma placentária (GST-P), excelente marcadora de lesões pré-

neoplásicas hepáticas (Tatematsu et al., 1987; Tsuda et al., 2003). Os aumentos do número e 

tamanho dos focos nos grupos tratados com a substância teste em relação aos grupos controle 

negativo são usados para documentar o potencial cancerígeno promotor da substância 

avaliada. Este modelo experimental, delineado inicialmente para detecção do potencial 

hepatocancerígeno de uma única substância, já foi utilizado para o estudo da exposição a 

misturas em baixas doses de 20 e 40 praguicidas de classes químicas variadas, no entanto 

nestes protocolos não foram explorados aspectos referentes ao modo de ação no processo de 

hepatocarcinogênese, como os fenômenos de proliferação e morte celular (Ito et al., 1998a; 

1998b). 

 

Proliferação Celular e Morte Celular (Apoptose) 

A proliferação celular é uma das características mais importantes das células 

cancerígenas. Tecidos normais controlam cuidadosamente a produção e liberação de sinais 

que promovem o crescimento e instruem na entrada e progressão no ciclo de crescimento de 

divisão celular, assim garantindo a homeostase do número de células e manutenção da 

arquitetura e função do tecido normal. As células cancerígenas tem esses sinais desregulados, 

de forma que sua proliferação é aumentada. No entanto, uma célula cancerígena não tem 

apenas a proliferação desregulada, são necessárias outras alterações para a transformação 

maligna da célula, mas o aumento da proliferação é um parâmetro que pode identificar  a 

maior propensão ao desenvolvimento do câncer. Agentes químicos que tem a capacidade de 

aumentar a proliferação celular significativamente também são considerados agentes 

promotores da carcinogênese (Hanahan et al., 2011). 

O Ki-67 é uma proteína que está presente no núcleo das células quando elas estão nas 

fases G1, S, G2 e na mitose do ciclo celular, mas não está presente quando a célula está 

quiescente, ou seja, quando não está proliferando. Por isso, o Ki-67 é um excelente marcador 

para células proliferativas. Sua função no ciclo celular ainda não é muito bem conhecida, mas 

parece estar relacionada a transcrição de RNA ribossomal. (Scholzen et al., 2000; 

Rahmanzadeh et al., 2007) 

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

um aumento na quantidade de apoptose sugerem danos às células, que eventualmente podem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rahmanzadeh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17531085
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não ser letais e se a célula se proliferar, teremos uma célula iniciada. Mas também pode se 

relacionar ao câncer quando há uma diminuição da morte celular, sugerindo que as células de 

alguma forma estão escapando da apoptose, que é uma das características de células 

cancerígenas. O processo de apoptose precisa ser muito bem controlado, pois defeitos na 

maquinaria apoptótica levarão a célula a um maior tempo de vida e podem contribuir para a 

expansão da célula neoplásica. A sobrevivência extendida da célula também cria um ambiente 

permissivo para a instabilidade genética e acúmulo de mutações. (Andreeff et al., 2000) 

A apoptose pode ocorrer por duas vias: a extrínseca, ou via do recetor de morte, e a 

intrínseca, ou via mitocondrial. Essas vias também estão ligadas, então moléculas de uma via 

podem influenciar a outra, e no final, convergem para um mesmo caminho, a via de execução. 

A via de execução é iniciada pela clivagem da caspase 3 e resulta em fragmentação do DNA, 

degradação do citoesqueleto e proteínas nucleares, formação de corpos apoptóticos, expressão 

de ligantes para receptores de células fagocíticas e finalmente são fagocitadas. Por ser comum 

às 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 carcinogênese de uma mistura de cinco praguicidas em 

um modelo de iniciação-promoção da hepatocarcinogênese. 

 

 

 

Objetivo Específico 

Analisar os índices de proliferação celular e apoptose através de imunohistoquímica  

em fígado de ratos Lewis expostos a uma mistura de cinco praguicidas em níveis de NOEL e 

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

1) O reagente utilizado para iniciação da hepatocarcinogênese foi a N dietilnitrosamina 

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

 

2) Reagentes principais utilizados na marcação imunoistoquímica: Anticorpo Ki-67 (clone 

SP6, Abcam). Caspase-3 clivada, anticorpo Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA). 

 

3) Pesticidas:  

Dicofol (C14H9Cl6O) CAS 115-32-2. Produto técnico com concentração do 

ingrediente ativo (IA) de 96,3%; (Milenia Agrociências S/A, Londrina, PR. (Anexo 1) 

Diclorvos (C4H7Cl2O4P), CAS 62-73-7. Produto analítico com concentração do IA de 

98,8%; (Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA). (Anexo 2) 

Permetrina, mistura de isômeros cis e trans (C21H20Cl2O3), CAS 52645-53-1, produto 

analítico com concentração do IA de 98,0%; (Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA). (Anexo 3)  

Endossulfam, mistura de isômeros alfa e beta (C9H6Cl6O3S), CAS 115-29-7, produto 

técnico com concentração do IA de 98,0 %; (Bayer CropScience S/A, Belford Roxo, RJ). 

(Anexo 4) 

Dieldrin (C12H8Cl6O), CAS 60-57-1, produto técnico com concentração do IA de 90% 

(Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA). 

 

Animais e ambiente de experimentação 

Ratos isogênicos 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 condições ambientais controladas 

detemperatura (22±20C), umidade relativa do ar (55±10%), ciclo de luz (12 horas claro/12 

horas escuro) e circulação contínua 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 três vezes por semana. O período de 

aclimatação foi de duas semanas. 
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Avaliação dos animais durante o experimento 

Os animais foram pesados e submetidos à avaliação clínica semanal. Todas as 

alterações foram registradas em fichas individuais. 

 

Adição dos praguicidas à ração e tratamento dos animais 

A ração semipurificada em pó foi produzida pela nutricionista Nádia Fátima Gibrim 

Pereira Dias (Campinas, SP), com formulação livre de resíduos de praguicidas, e constituída 

segundo a ração AIN-93M do Instituto Americano de Nutrição (Reeves et al., 1993).A ração 

em pó foi acrescida da mistura de praguicidas, homogeneizada e peletizada no dietário 

experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Os diferentes tipos de ração 

foram identificados, embalados e conservados sob refrigeração a -20ºC. As concentrações dos 

praguicidas nas rações dependeram dos respectivos NOEL ou LOEL/LEL/LOAEL, tal como 

determinados em ensaios crônicos com ratos (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 

1996, EPA, 1992; 1993). Estas doses críticas foram transformadas em concentrações, 

baseadas na estimativa de 20g/rato/dia como o consumo de ração pelo animal adulto, que 

definiram as quantidades de praguicidas adicionados as rações. Desta maneira, dependendo 

das concentrações dos praguicidas, foram constituídas duas misturas: a MEX1, na qual os 

praguicidas foram misturados em nível de seus respectivos NOEL/NOAEL e a MEX2, na 

qual as substâncias foram misturadas conforme seus respectivos LEL/LOEL/LOAEL. 

O consumo diário de ração foi avaliado pela diferença de peso entre o oferecido e o 

restante, após 48 horas. O consumo de água, medido pelo peso dos bebedouros ao 

fornecimento e após 48 horas. 

 

Protocolo Experimental 

Os fígados que tiveram seus índices de proliferação e morte celular avaliados foram 

derivados de experimento prévio, que consistiu de um estudo de iniciação e promoção da 

hepatocarcinogênese com duração de 8 semanas. Foram utilizados 50 ratos, distribuídos ao 

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

 

Grupo 1: Controle negativo. Solução NaCl 0,9% i.p. na 1a semana, hepatectomia parcial (HP) 

na 3ª semana e alimentação com ração semipurificada basal, ad libitum, da 2ª à 8ª semana. 

Grupo 2: Controle de iniciação da carcinogênese. Solução de DEN, 200 mg/kg i.p. na 1a 

semana, HP na 3ª semana e ração basal ad libitum, da 2ª à 8ª semana. 

Grupo 3: Grupo não iniciado para carcinogênese e tratado com a mistura experimental de 

cinco praguicidas (MEX1). Solução de NaCl 0,9% i.p. na 1a semana, hepatectomia parcial 

(HP) na 3ª semana e ração MEX1: dicofol 0,22mg/kg, endossulfam 0,15mg/kg, dieldrin 

0,025mg/kg, permetrina 5 mg/kg e diclorvos 0,23mg/kg, ad libitum, da 2ª à 8ª semana. As 

concentrações dos praguicidas na MEX1 correspondem aos NOEL ou doses sem efeito 

toxicológico dos respectivos praguicidas para ratos (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 

1989; 1996, EPA, 1992; 1993). 

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

3ª semana e ração com a MEX1, conforme item anterior a partir da 2ª. semana. 
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Grupo 5: Controle positivo. Grupo iniciado para carcinogênese com DEN, 200 mg/kg, i.p. na 

1ª semana e HP na 3ª semana, alimentado com uma mistura MEX2 visando instalação 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 2ª à 8ª semana. As concentrações da MEX2 

correspondem aos LOAELs (lowest observed level adverse effect = menor nível de efeito 

adverso observável) dos praguicidas dieldrin e endossulfam, ao LOEL (lowest observed effect 

level) para o dicofol e aos LELs (lowest effect level) do diclorvos e permetrina (FAO/WHO, 

1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996, EPA, 1992; 1993). 

 

Hepatectomia Parcial (HP) 

 

Para expansão clonal e fixação das lesões causadas pela dietilnitrosamina, foi feita a 

retirada de 2/3 do fígado. A HP foi realizada após anestesia com 40 mg/kg i.p. de 

pentobarbital sódico 4%. Após incisão na linha abdominal mediana, foram retirados os lobos 

lateral esquerdo e mediano do fígado (2/3 do órgão). A sutura da musculatura e pele da parede 

abdominal foi feita com fio de sutura nº 30, em pontos simples isolados. No pós-operatório os 

animais foram aquecidos por fonte de luz até retorno da anestesia, recebendo soro fisiológico 

pelos bebedouros, por 24 horas. A cicatrização da incisão cirúrgica e a condição geral dos 

animais foi acompanhada por médico veterinário. 

 

Eutanásia e coleta do fígado 

 

Em ambos os experimentos, os animais foram eutanasiados ao final da 8ª semana de 

tratamento pela secção dos vasos da base do coração após narcose induzida em câmara de 

CO2. O fígado foi coletado, pesado e após o exame macroscópico fragmentos representativos 

foram fixados em formalina 10% tamponada por 48 horas, lavados com água e conservados 

em álcool 70%. A seguir, os fragmentos foram processados para inclusão em parafina. 

 

Processamento do fígado para marcação imunoistoquímica 

 

Para cada imunohistoquímica foram obtidos cortes histológicos de 3 micra de 

espessura sobre lâminas silanizadas (HDA, USA) que foram submetidas à imunomarcação 
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com os anticorpos: monoclonal anti-antígeno de proliferação celular Ki-67 (clone SP6, 

diluição 1:100, ABCAM), e anticorpo anti-caspase-3 clivada (diluição 1:100; Cell Signaling 

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

 

Para a imunohistoquímica anti-Ki-67 foi feito o seguinte procedimento: 

Desparafinização da lâmina em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratação. Em seguida 

foi feito o bloqueio da peroxidase endógena em água oxigenada 3%  e recuperação antigênica 

em ácido cítrico 0,21% pH 6.0 em câmara de pressão (PASCAL) a 120º C por 3 minutos. 

Incubação com o anticorpo primário (KI-67 - clone SP6 - 1:100 - ABCAM) em sistema 

overnight. No dia seguinte, foi feita a incubação com o anticorpo secundário (LSAB - LINK - 

K0609 - DAKO) por 30 minutos. Incubação com o anticorpo terciário (LSAB - Streptavidina 

– K0609 - DAKO) por 30 minutos. Revelação com 3,3-Diaminobenzidina (K3468 - DAKO) 

por 5 minutos. Contra-coloração com hematoxilina e finalmente, desidratação em etanol 

absoluto, diafanização em xilol e montagem em resina sintética. 

 

Para a imunohistoquímica anti caspase 3 clivada foi feito o seguinte procedimento: 

Desparafinização da lâmina em xilol, passagem em etanol absoluto e hidratação. Em seguida 

foi feito o bloqueio da peroxidase endógena em água oxigenada 3%  e recuperação antigênica 

em ácido cítrico 0,21%) em forno microondas por 15 minutos, na potência máxima. 

Incubação com o anticorpo primário anti caspase-3 clivada (diluição 1:100; Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA) por 30 minutos. Em seguida incubação com Sistema LSAB – 

DAKO, pronto para uso, por 30 minutos. Revelação com 3,3-Diaminobenzidina (K3468 - 

DAKO) por 5 minutos. Contra-coloração com hematoxilina e finalmente, desidratação em 

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

 

 

Análise e quantificação da proliferação celular e apoptose 

 

Para estimativa do índice de proliferação nos fragmentos de fígado, as lâminas 

imunomarcadas com o anti-Ki-67 foram analisadas em microscópio óptico convencional com 

uma das oculares contendo uma gradícula milimetrada (Eyepiece Micrometer Olympus®, 

Japan) que no aumento de 400x corresponde a 0,25 mm². Foram analisados 50 campos em 

cada lâmina resultando em uma área total analisada de 12,5 mm². A quantidade total de 
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marcações positivas para Ki-67 foi dividida pela área total analisada, gerando assim, a 

quantidade de hepatócitos/mm².  

Para estimativa do incide de morte celular por apoptose, as lâminas imunomarcadas 

com anti caspase-3 clivada tiveram a área dos fragmentos determinada pelo programa de 

análise de imagens KS300 (CarlZeiss®). Em seguida, toda a extensão dos fragmentos foi 

examinada em microscópio óptico convencional para quantificação dos hepatócitos marcados 

positivamente para caspase-3 clivada. A quantidade de hepatócitos marcados foi dividida pela 

área total do fragmento, gerando o índice de apoptose, em hepatócitos marcados/mm². 

 

Análise Estatística 

  

A análise estatística foi feita pela Análise de variância e em seguida foi feito o teste de 

Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos P<0,05. 
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Proliferação Celular 
Os hepatócitos mostraram-se bem marcados facilitando a visualização e contagem. 

Os grupos 2, 4 e 5 apresentaram mais marcações Ki-67 positivas em relação aos grupos 1 e 

3 (Figuras 3 e 4). 

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

 
 

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

 
O índice de proliferação celular apresentou-se aumentado no grupo 5, que foi 

iniciado  e recebeu a ração nos níveis LOAEL/LEL, seguido pelos grupos 4, que foi iniciado 
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e  recebeu a ração NOEL  e grupo 2, apenas iniciado  Os grupos não iniciados - controle 

negativo- e 3-ração NOEL- apresentaram os índices mais baixos de proliferação celular. 
Tabela 1. Índice de Proliferação Celular hepático avaliado ao final da 8ª semana (média ± 
desvio padrão). 

Grupo Tratamento Número de Animais Índice de Proliferação Celular 

G1 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. Índice de Proliferação Celular: hepatócitos Ki-67 
positivos/mm². 
 

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

celular em relação ao grupo apenas iniciado pela DEN. 

 
Morte Celular (Apoptose) 

Como os fenômenos de retração celular e formação de corpos apoptóticos são 

rápidos e os fragmentos são rapidamente fagocitados, a apoptose é um evento raro de se 

observar, especialmente em tecidos normais, de forma que, nestes,um número pequeno de 

células imunomarcadas é observado. No processo de análise, é necessária muita atenção para 

identificar as poucas células positivas. Além disso, a marcação citoplasmática da Caspase 3 

é bem mais sutil e delicada que a marcação para Ki-67, exigindo mais atenção por parte do 

examinador, para identificar e contar os hepatócitos corretamente. Alguns hepatócitos 

podem apresentar uma leve marcação inespecífica que pode ser confundida com a marcação 

imunohistoquímica para caspase 3 clivada que normalmente deve ser citoplasmática, forte e 

homogênea. Além disso, a morfologia da célula deve ser analisada juntamente com a 

marcação (Figura 5). Para corroboração da expressão, ,devem ser adicionadas características 

nucleares típicas do processo apoptótico, como condensação, picnose, fragmentação e 

aproximação destes fragmentos à face interna da carioteca (Figura 7). A membrana celular 

também pode apresentar protrusões, chamadas blebs, prosseguindo para a divisão em vários 

corpos apoptóticos. A combinação da marcação para caspase 3 clivada com as 

características nucleares nas diferentes fases da apoptose (picnose ou cariorréxis), ou a 

persistência da marcação após a formação dos corpos apoptóticos que contenham, ou não, 
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fragmentos da cromatina são as características mais contundentes para determinação da 

positividade  (Ziegler et al., 2004). 

 
Figura 5. Grupo 1. Hepatócito imunomarcado para caspase 3 clivada, apresentando também 
núcleo condensado característico de apoptose.  Aumento 400x, contracoloração de 
hematoxilina. 

 
Alguns hepatócitos não apresentam marcação muito forte, mas pelas alterações 

morfológicas características da apoptose foi possível identificá-los (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Grupo 2. Hepatócito imunomarcado positivamente para Caspase 3 clivada, 
apresentando cromatina condensada na membrana nuclear. Aumento 400x, 
contracoloração de hematoxilina. 
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Figura 7. Hepatócito imunomarcado para Caspase 3 clivada, apresentando núcleo  no início 
do processo de fragmentação . Aumento 400x, Contracoloração de hematoxilina. 

 

O índice de apoptose hepático apresentou-se baixo em todos os grupos e não houve 

diferença estatisticamente significante entre os tratamentos. 

 
     Tabela 2. Índice de Apoptose hepático avaliado ao final da 8ª semana (média ± desvio 
padrão). 

Grupo Tratamento Número de Animais Índice de Apoptose 

G1 Controle Negativo 12 0.156 ± 0.370 

G2 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. Índice de Apoptose: hepatócitos 
caspase 3 clivada positivos/mm². 

 

Um dos animais tratados apenas com a dietilnitrosamina apresentou como alteração 

atípica a hiperplasia dos ductos biliares (Figura 8), não sendo incluso à análise estatística 

(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 hiperplásicos, Contracoloração 
de hematoxilina) 
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Discussão 

Nos relatórios mais recentes do Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em 

Alimentos (PARA) algumas mudanças ocorreram em relação aos Programas anteriores. No 

PARA de 2010, a variedade de alimentos analisados dobrou, em relação ao período de 2001 a 

2004, no qual baseou-se o presente estudo. Foram 18 alimentos monitorados: abacaxi, alface, 

arroz, batata, beterraba, cebola, cenoura, couve, feijão, laranja, maçã, mamão, manga, 

morango, pepino, pimentão, repolho e tomate. A escolha dessas culturas baseou-se em dados 

de consumo obtidos pelo Intituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), na 

disponibilidade destes alimentos nos supermercados das diferentes unidades da Federação e 

no uso intensivo de agrotóxicos nestas culturas. Dessas variedades de alimentos tiveram 2488 

amostras analisadas, sendo que em 37% não foram detectados resíduos de agrotóxicos, 35% 

apresentaram resíduos abaixo do LMR estabelecido, e 28% foram consideradas insatisfatórias 

por apresentarem resíduos de produtos não autorizados ou, autorizados, mas acima do LMR. 

Esses resultados não diferem muito dos encontrados na análise de 2001 a 2004, que tiveram 

28,5% das amostras insatisfatórias (ANVISA, 2011). 

No entanto, em relação aos resíduos encontrados, nos tomates não mais foram 

detectados os resíduos irregulares dos organoclorados dicofol e dieldrin, apenas os 

organofosforados diclorvós, metamidofós e clorpirifós, o piretróide permetrina, além do 

fungicida pirazofós. Um fator importante é que resíduos do endossulfan tem se mostrado 

recorrentes, apesar de resoluções que antecipam a proibição 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 não autorizado em diversas culturas, sendo o 8º 

ingrediente ativo em maior número de amostras insatisfatórias. Nas outras culturas, resíduos 

irregulares de dieldrin também não foram encontrados e os resíduos de dicofol apareceram 

apenas como ingrediente ativo não autorizado em pimentões disponíveis para consumo 

(ANVISA, 2011). 

O papel dos agentes químicos liberados no ambiente como causa potencial do câncer é 

estudado há décadas (Beremblum and Shubik, 1947; Wong et al., 1976). A dificuldade de se 

estabelecer evidências primárias por estudos epidemiológicos advém da enorme variedade de 

substâncias presentes no ambiente, gerando diferentes padrões de exposição com  relação a 

dose,  período  e outros fatores que podem impossibilitar a associação de causalidade. Por 

isso, juntamente com as evidências epidemiológicas, deve-se somar as evidências 

experimentais que ocorrem em laboratório e possuem condições mais bem controladas. No 
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entanto, mesmo em condições controladas, o reconhecimento de uma associação causal é 

cheio de incertezas, porque ela depende de inúmeros fatores. Por exemplo, dependendo da 

suscetibilidade do organismo exposto (características genéticas, idade, estado de higidez) os 

efeitos de um agente químico podem ser diferentes. (de Camargo e Barros, 2011) 

A avaliação do risco toxicológico é importante para subsidiar o gerenciamento do uso 

e exposição às substâncias de origem industrial e seus derivados, de modo a maximizar os 

benefícios e minimizar os efeitos nocivos à saúde humana e ambiental. Para isso, baseia-se 

em quatro componentes essenciais: a identificação do risco, a avaliação da dose-resposta, a 

avaliação da exposição e a caracterização do risco. A identificação do risco e a avaliação da 

dose-resposta acontecem simultaneamente, pois normalmente baseiam-se em fontes de 

informação comum, no entanto, a identificação do risco é uma avaliação qualitativa e a 

avaliação da dose-resposta é quantitativa. À partir dessas duas informações, segue-se o estudo 

da avaliação da exposição e da caracterização do risco. Entretanto, deve ser verificada a 

relevância que os resultados dos sistemas experimentais tem para a espécie humana. Em geral, 

nos estudos com animais de experimentação são utilizadas doses maiores que as exposições 

humanas reais, assim, são necessários dois tipos de extrapolação: das doses mais altas para as 

mais baixas – extrapolação entre doses, e a extrapolação de animais para o homem – 

extrapolação entre espécies. Nesse processo, que é uma das fases mais críticas da avaliação de 

risco, assume-se que a espécie humana é a mais sensível à substância de interesse, garantindo 

assim níveis realmente seguros de exposição. (de Camargo e Barros, 2011) 

Este quadro se complica ainda mais quando diz respeito ao estudo das co-exposições e 

seu efeito sobre a saúde humana. Neste sentido, os estudos experimentais são a alternativa 

viável para a compreensão de se ou como exposições a misturas de substâncias químicas de 

relevância epidemiológica podem exercer efeito sobre vários fenômenos celulares como 

respostas degenerativas, adaptativas, citotoxicidade e carcinogenicidade.O presente estudo 

teve como objetivo avaliar a proliferação celular e apoptose hepática em ratos submetidos a 

um modelo de iniciação e promoção de hepatocarcinogênese. Os parâmetros para estimar a 

quantidade destes fenômenos foram os índices de proliferação de hepatócitos Ki-67 positivos 

por área e número de hepatócitos e de apoptose por marcação da Caspase 3 clivada por área.  

Os resultados obtidos mostram que apenas a MEX2 aumentou a proliferação celular 

dos hepatócitos de forma significante. Este aumento provavelmente é devido à ação indutora 

de enzimas microssomais, já 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 hepatocíticas e proliferação celular em resposta à doses mais elevadas de 

agentes indutores  (Maronpot et al.,2010). No entanto, a mesma mistura, quando analisada em 

relação ao número e área de focos GST-P positivos, neste mesmo protocolo, não apresentou 

aumento significativo nestes parâmetros quando comparada aos demais tratamentos (Controle 

negativo, DEN e DEN+MEX1). A MEX1, por sua vez, não apresentou aumento significativo 

da proliferação celular, sendo que no grupo 4 o aumento do índice de proliferação celular foi 

devido ao tratamento com a DEN. Dessas forma,, nas condições estudadas, a co exposição aos 

praguicidas diclorvós, dieldrin, endossulfam, dicofol e permetrina, nas doses NOEL não 

apresentou ação sobre a proliferação celular dos hepatócitos iniciados quimicamente. Em 

relação a apoptose,  todos os grupos apresentaram baixos índices e não houve diferença 

significativa entre eles, sugerindo que as misturas MEX1 e MEX2 não apresentaram 

diferenças quanto a ação sobre este evento. 
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