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RESUMO 

 

A doença de Parkinson (DP) atinge aproximadamente 1-2% da população mundial 

acima dos 60 anos. Os principais sintomas da DP são alterações motoras (rigidez, 

tremores e bradicinesia) que se manifestam quando 60-70% dos neurônios 

dopaminérgicos da via nigroestriatal estão degenerados. A depressão, além de ser 

um sintoma não motor, é a principal comorbidade da DP, podendo ter início anos antes 

do aparecimento dos sintomas motores, afetando entre 35-40% dos pacientes, sendo 

a sua prevalência superior em mulheres. Além disso, a exposição a contaminantes 

ambientais, como o fungicida dimetilditiocarbamato de sódio (dibam), aumenta os 

riscos do desenvolvimento da DP e a sua administração intranasal (i.n.) em roedores 

induz prejuízos motores e neurodegenação dopaminérgica semelhantes aos 

observados na DP. O objetivo principal do presente estudo foi investigar a influência 

do sexo sobre o desenvolvimento de alterações motoras e emocionais em 

camundongos induzidas pelo dibam. Camundongos Swiss adultos machos e fêmeas 

receberam a administração i.n. de dibam (1 mg/narina) em dois dias consecutivos e 

foram submetidos durante 14 dias a duas baterias de testes comportamentais (grupos 

independentes de animais) para a avaliação de alterações motoras (testes do escore 

neurológico de severidade, campo aberto, haste vertical e rotarod) e emocionais 

(testes da suspensão pela cauda, preferência por sacarose e nado forçado). Os 

resultados indicam que o protocolo utilizado de tratamento com dibam não alterou a 

função motora e os comportamentos do tipo-hedônicos dos animais, independente do 

sexo destes. Por outro lado, foi observada uma maior vulnerabilidade das fêmeas ao 

desenvolvimento de comportamentos do tipo-depressivo avaliados no teste do nado 

forçado. O presente estudo é pioneiro em demonstrar a influência do sexo sobre o 

desenvolvimento de sintomas não motores da DP em camundongos expostos ao 

dibam pela via i.n.. Os resultados obtidos reforçam a importância da utilização de 

fêmeas no estudo dos sintomas depressivos em modelos animais da DP. 

 

Palavras-chave: Dibam; Intranasal; Sexo; Macho; Fêmea; Camundongo; Depressão; 

Doença de Parkinson. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) affects approximately 1-2% of the world population over 60 

years. The main symptoms of PD are motor impairments (resting tremors, rigidity and 

bradykinesia) that manifest when about 60-70% of dopaminergic neurons in the 

nigrostriatal pathway are degenerated. Depression is a non-motor symptom and the 

main comorbidity of PD that can begin many years before the onset of motor 

symptoms, affecting about 35-40% of patients, with a higher prevalence in women. In 

addition, exposure to environmental contaminants, such as the sodium 

dimethyldithiocarbamate fungicide (dibam), increases the risks of developing PD and 

the intranasal (i.n.) administration of dibam in rodents induces motor deficits and 

dopaminergic neurodegeneration similar to those seen in PD. The main objective of 

the present study was to investigate the influence of sex on the development of motor 

and emotional changes in mice induced by dibam. Adult Swiss male and female mice 

received i.n. administration of dibam (1 mg / nostril) on two consecutive days and 

during 14 days the animals were submitted to two batteries of behavioral tasks 

(independent groups of animals) for the evaluation of motor (neurological severity 

score, open field, pole and rotarod tests) and emotional (tail suspension, sucrose 

preference and forced swimming tests) alterations. The results indicate that the current 

protocol of dibam exposure did not alter the motor function and the hedonic-like 

behaviors of the animals, regardless of their sex. On the other hand, a higher 

vulnerability of females to the development of depressive-like behaviors was observed 

in the forced swimming test. The present study is the pioneer in demonstrating the 

influence of sex on the development of non-motor symptoms of PD in mice exposed 

to dibam. These results reinforce the importance of using females in the study of 

depressive symptoms in animal models of PD. 

Keywords: Dibam; Intranasal; Sex; Male; Female; Mouse; Depression; Parkinson's 

disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.2 A DOENÇA DE PARKINSON 

 

1.1.1 Breve histórico  

 

A doença de Parkinson (DP) foi uma das primeiras doenças neurológicas a ser 

descrita. Em 1817, o médico inglês James Parkinson realizou a primeira 

caracterização da doença como um distúrbio neurológico no estudo intitulado “Ensaio 

da paralisia agitante” (do inglês, “An assay on the shaking palsy”). O estudo consistiu 

no relato de seis pacientes com a percepção e funções cognitivas normais, porém, 

com sintomas motores semelhantes entre si, incluindo a lentidão nos movimentos 

(bradicinesia), perda da autonomia na execução dos movimentos, tremores em 

repouso nos membros superiores, disfunção postural e marcha festinante. Parkinson 

também postulava que a paralisia descrita tinha sua possível origem à partir de 

traumatismos na coluna cervical, especificamente na junção com a medula oblonga 

(PARKINSON, 2002; TEIVE, 1998). Ao longo da história, acompanhando os avanços 

da investigação científica até os dias atuais, muitos estudos revelaram a complexidade 

da doença, descrevendo novas características como manifestações clínicas, 

alterações neuropatológicas, sistêmicas e biomoleculares.  

No final no século XIX, cinquenta anos após a descrição pioneira realizada por 

James Parkinson, o médico francês Jean-Martin Charcot, considerado um dos 

fundadores da neurologia moderna, em um de seus vários estudos sobre as doenças 

do sistema nervoso central (SNC), fez a primeira distinção da DP em relação à 

esclerose múltipla, que também causava sintomas semelhantes. Charcot observou 

que os tremores dos pacientes com a DP eram de maior amplitude na condição de 

repouso, enquanto que na esclerose múltipla os temores eram constantes 

(CHARCOT, 1886). Charcot ainda viria a contribuir com o estudo da doença notando 

que alguns pacientes com suspeita da DP também apresentavam características 

atípicas como a postura ereta ao invés de curvada e ausência de tremor. Também 

propôs o primeiro tratamento farmacológico para a DP através do uso de extratos da 

planta Atropa belladona, que possui dentre os seus princípios ativos a atropina, uma 

substância com efeitos anticolinérgicos, ou seja, apresenta ação antagonista dos 

receptores muscarínicos para acetilcolina (CHARCOT, 1886). Seu estudo levou tanto 
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à compreensão da multiplicidade de mecanismos patológicos quanto à existência de 

prejuízos cognitivos e estabeleceu a caracterização de sinais cardinais da doença, 

como a bradicinesia, tremor de repouso e rigidez muscular, que são utilizados até a 

atualidade no diagnóstico clínico da DP (PRZEDBORSKI, 2017; TEIVE, 1998).  

Em 1894, o neurologista Édouard Brissaud (1852 – 1909), um dos alunos e 

sucessores de Charcot no Departamento de Neurologia do Hospital La Salpêtrière em 

Paris, sugeriu pela primeira vez em uma de suas palestras que a substância negra 

poderia estar envolvida na fisiopatologia da DP (BRISSAUD, 1899; MARQUES, et al., 

2018). Esta suposição teve como base um estudo neuropatológico conduzido em 

1893 por Paul Blocq (1860 – 1896) e Georges Marinesco (1863 – 1938) num paciente 

com Parkinsonismo unilateral sob a supervisão de Charcot, onde encontraram um 

tuberculoma encapsulado na região contralateral do mesencéfalo, lesionando parte 

da substância negra (BLOCQ; MARINESCO, 1893; HOLDORFF, 2019). Esta 

afirmação viria a ser confirmada vinte e cinco anos depois na tese de doutorado de 

Konstantin Trétiakoff (1892 – 1958) através de uma análise anatomopatológica post 

mortem de 54 encéfalos de pacientes com doenças neurológicas no laboratório do La 

Salpêtrière sob a supervisão de professor Pierre Marie (1853 – 1940), outro ex-aluno 

de Charcot. Foi observada uma diminuição significativa da região pigmentada da 

substância negra (Figura 1, A e B) e também a presença de corpos de Lewy 

(TRETIAKOFF, 1919). Estas estruturas neurofibrilares foram descritas pioneiramente 

pelo neurologista alemão Fritz Henrich Lewy (1885 – 1950) em 1912, que as observou 

no citoplasma de neurônios do núcleo dorsal do nervo vago e substância inominada 

(LEWY, 1912). Embora tenha citado a observação dessas estruturas em pacientes 

Parkinsonianos, não atentou para o fato de que a presença dos corpos de Lewy 

poderiam representar um marcador neuropatológico da DP (HOLDORFF, 2019; 

PRZEDBORSKI, 2017). 

Estas descobertas feitas no Hospital Salpêtrière no final do século XIX e início 

do século XX foram decisivas para a compreensão das principais características 

neuropatológicas da DP. A substância negra parte compacta (SNpc) é uma região rica 

em neurônios dopaminérgicos contendo neuromelanina, um subproduto resultante da 

atividade catecolaminérgica (BOGERTS, 1981). Estes neurônios se destacam das 

demais regiões adjacentes pela sua coloração particularmente escura (Figura 1, A). 

Na DP, ocorre a perda de neurônios dopaminérgicos na SNpc, diminuindo também a 

sua pigmentação (SCHAPIRA, 2009). 
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Figura 1 – Representação anatomopatológica da substância negra em indivíduos com 
e sem o diagnóstico da doença de Parkinson. 

 

Legenda: A despigmentação de neurônios dopaminérgicos contendo neuromelanina pode ser 

observada através da comparação entre as fatias transversais da SNpc de uma pessoa saudável (A) e 

de um indivíduo com diagnóstico da DP. Nos quadros C ao E podem ser observadas fatias com 

marcações imuno-histoquímicas seletivas para tirosina hidroxilase (TH), enzima essencial para síntese 

de dopamina, indicando a distribuição normal de neurônios dopaminérgicos em um indivíduo saudável 

(C) e a neurodegeneração em diferentes estágios da doença (D-E). Imunomarcações para os corpos 

de Lewy podem ser observados em forma intracelular no quadro F (flecha) com pequenos pontos 

granulares mais difusos do mesmo conteúdo ao redor (F-G). Os corpos de Lewy também podem se 

distribuir pelos axônios, como observado na figura H. Fonte: (BEAR, 2017; POEWE et al., 2017). 

 

Na década de 1950, chamada de “era de ouro” da psicofarmacologia, com o 

avanço nos estudos sobre sinapses químicas e o desenvolvimento de drogas com 

ação monoaminérgica (LOPEZ-MUNOZ; ALAMO, 2009), um trabalho conduzido pelo 

farmacologista sueco Arvid Carlsson (1923-2018) e colaboradores apontou pela 

primeira vez a dopamina como um neurotransmissor de fato, não apenas como um 

precursor na síntese de noradrenalina. No mesmo estudo foi demonstrada a 

correlação entre atividade dopaminérgica no SNC e atividade motora através da 

injeção intravenosa de reserpina (5 mg/kg), um inibidor do transportador vesicular de 

monoaminas (VMAT) que leva a depleção de dopamina no estriado destes animais, 

resultando em hipolocomoção, sendo esta revertida através da administração de L-

diidroxifenilanina (L-DOPA), um precursor da dopamina (CARLSSON, 1959). 
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Posteriormente, este precursor foi utilizado pelo médico grego George Cotzias (1918 

– 1977) para o tratamento dos sintomas motores dos pacientes Parkinsonianos, 

obtendo bons resultados e consolidando a L-DOPA como o principal fármaco usado 

no tratamento da DP (GOETZ, 2011).  

 

1.1.2 Fisiopatologia  

 

Atualmente é conhecido que a neurotransmissão dopaminérgica em estruturas 

que compõem os núcleos da base apresenta um papel chave no controle dos 

movimentos voluntários, sendo que a redução nos níveis de dopamina no estriado 

está diretamente envolvida no aparecimento dos sintomas motores da DP. A SNpc 

envia projeções neuronais dopaminérgicas para os núcleos da base que modulam a 

execução dos movimentos voluntários e estão divididas em três vias principais: direta, 

indireta e hiperdireta. Na via direta, a facilitação do movimento se dá pela ativação do 

tálamo que envia sinais excitatórios ao córtex. Esta sinalização é estimulada pela 

ativação de receptores dopaminérgicos estriatais do tipo D1. Na via indireta, os sinais 

excitatórios no estriado vindos do tálamo são inibidos através da ativação dos 

receptores D2 para dopamina. A via hiperdireta envia sinais do córtex diretamente 

para o núcleo subtalâmico (NST) onde, assim como na via indireta, a execução do 

movimento é inibida (BLANDINI et al., 2000; NAMBU et al., 1996). 

Quando ocorre a degeneração de neurônios dopaminérgicos na DP, as vias 

direta e indireta são as mais afetadas. Na via direta, os sinais talâmicos excitatórios 

são reduzidos e na via indireta ocorre a redução dos neurônios inibitórios via 

receptores D2, levando a uma ativação excessiva da substância negra parte reticulata 

(SNpr), resultando em déficits motores (Figura 2). 
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Figura 2 - Representação esquemática dos núcleos da base responsáveis pelo 

controle motor em condição normal e na doença de Parkinson. 

 

 

Legenda: Funcionamento normal dos núcleos da base representados pelo desenho esquemático à 

esquerda. Os neurônios dopaminérgicos aferentes da substância negra parte compacta (SNpc) se 

conectam e ativam neurônios GABAérgicos com expressão majoritária de receptores dopaminérgicos 

do tipo D1, que inibem os neurônios com maior expressão dos receptores D2. Esta estrutura no estriado 

(Str) após ser ativada pela SNpc, se projeta de forma direta (seta vermelha) ao globo pálido interno 

(GPi) provocando a inibição desta estrutura e favorecendo a atividade motora, pois o GPi mantém um 

sinal de inibição tônica (seta verde) do tálamo (Th). Na via indireta, as projeções estriatais contendo 

neurônios com expressão de receptores inibitórios D2 (seta azul) se conectam ao globo pálido externo 

(GPe). Esta estrutura mantém a inibição tônica do núcleo subtâlamico (NST) e quando recebe sinais 

inibitórios do estriado, libera o NST que ativa o GPi para manter a inibição tônica do tálamo. Na 

representação do circuito de um paciente com a DP ao lado direito, a diminuição do aporte de dopamina 

na via direta, diminui o sinal de inibição do estriado ao GPi que resulta em um sinal mais robusto de 

inibição do tálamo. Enquanto na via indireta a baixa disponibilidade de dopamina nos receptores D2 no 
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estriado resulta em maior sinal de inibição ao GPe, consequentemente, o sinal de inibição ao NST 

enfraquece, fazendo com que a estrutura ative o tálamo de forma mais intensa. Esta alteração promove 

o aparecimento de movimentos involuntários. Fonte: Adaptado de (PRZEDBORSKI, 2017; 

SUBRAMANIAM; FEDEROFF, 2017). 

 

Vários mecanismos intracelulares estão envolvidos no processo de morte 

celular na DP. A formação dos corpos de Lewy, que apesar de não ser um marcador 

específico para a DP, pois também são observados em idosos sadios, está entre os 

principais mecanismos de neurodegeneração da doença. Os agregados de proteínas 

que formam os emaranhados são compostos principalmente por α-sinucleína e 

ubiquitina que se acumulam na DP devido à falhas nos mecanismos de homeostase 

proteica celular, que podem ocorrer pelo déficit no processo de degradação, 

superprodução, ou pela má formação destas proteínas (EMMANOUILIDOU; 

STEFANIS; VEKRELLIS, 2010; SOLDNER et al., 2016; SPILLANTINI et al., 1997). 

O processo de degradação da α-sinucleína é realizado pelo sistema ubiquitina-

proteassoma e autofagia lisossomal (BRUNDIN et al., 2008). Diversas evidências 

apontam para a existência de um ciclo vicioso entre disfunção mitocondrial e 

alterações nos sistemas de degradação proteica, que levam ao acúmulo desta 

proteína. As alterações nas cadeias de transporte de elétrons induzem ao stress 

oxidativo mitocondrial, resultando na liberação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) que interagem com os sistemas de manutenção da proteostase no citoplasma. 

(PARK; DAVIS; SUE, 2018; SCHAPIRA, 2007). O aumento de EROs pode também 

iniciar o processo de morte celular por meio da ativação de caspases que, por sua 

vez, ativam a micróglia que atua de forma ambivalente, eliminando os detritos gerados 

pela apoptose dos neurônios dopaminérgicos, mas por outro lado, liberando 

mediadores imunes e citocinas inflamatórias que ampliam o processo 

neurodegenerativo (ROCHA; DE MIRANDA; SANDERS, 2018).  

 

1.1.3 Epidemiologia 

 

Com o aumento da expectativa de vida da população mundial também vêm 

crescendo as taxas de doenças associadas ao envelhecimento. A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) indica que a expectativa de vida populacional entre os anos 

2000 e 2016 aumentou em média 5,5 anos (WHO, 2018a). Na população brasileira, 

até 2030, é esperado um número de aproximadamente 35 milhões de pessoas acima 



21 
 

dos 65 anos de idade (IBGE, 2020). Atualmente, estima-se que a prevalência da DP 

pode chegar a 0,3% na população mundial, chegando a 1-2% em indivíduos acima 

dos 65 anos de idade (LEE; GILBERT, 2016). Estudos epidemiológicos destacam a 

DP como a segunda doença neurodegenerativa mais comum relacionada a idade no 

mundo, ficando atrás apenas da doença de Alzheimer (RAY DORSEY et al., 2018). 

Quanto a sua incidência, a doença varia de 5 a 35 novos casos para cada 100 mil 

habitantes. A estimativa entre o ano de 2007 e 2030 é de que dobre o número de 

pessoas com a DP (DORSEY et al., 2007). No Brasil, um estudo realizado em 2006 

em uma cidade do interior do estado de Minas Gerais, mostrou que 3,3% de indivíduos 

acima dos 65 anos preencheram critérios diagnóstico para DP (BARBOSA et al., 

2006). Devido à diferentes populações estudadas e desenhos metodológicos nos 

estudos, é comum ocorrer este tipo de variação (TWELVES; PERKINS; COUNSELL, 

2003). 

Entre subgrupos, a DP idiopática é rara nos indivíduos abaixo dos 50 anos, 

com maior incidência apenas em casos de origem genética (POEWE et al., 2017). A 

chance de mortalidade não aumenta nos primeiros 10 anos após o início da doença, 

porém, o risco aumenta significativamente a partir da segunda década (PINTER et al., 

2015). A incidência pode variar entre grupos étnicos, genótipos e regiões geográficas, 

entre os sexos, sendo que tanto a incidência quanto a prevalência da doença é maior 

em homens a partir dos 65-70 anos, com a incidência podendo ser até duas vezes 

maior nos homens do que nas mulheres (Figura 3). Existem duas grandes hipóteses 

(não excludentes) para a atribuição dessa discrepância: (i) hormônios femininos como 

o estrogênio poderiam atuar com ação neuroprotetora nas mulheres; (ii) homens estão 

mais susceptíveis à exposição ocupacional à agentes tóxicos como pesticidas 

(POEWE et al., 2017; VAN DEN EEDEN, 2003). 
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Figura 3 – Taxas de incidência e prevalência da doença de Parkinson em homens e 

mulheres. 

 

Legenda: Prevalência da doença de Parkinson por idade em mulheres e homens a cada 100.000 

pessoas (A). Incidência da doença de Parkinson entre os sexos a cada 100.000 pessoas (B). Fonte: 

Adaptado de (POEWE et al., 2017).  

 

1.1.4 Etiologia 

 

Apesar do grande número de estudos sobre a DP realizados nos últimos 

duzentos anos, a sua etiologia primária permanece desconhecida. Este fato expõe a 

complexidade da doença, onde o envelhecimento é o principal fator de risco 

(ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016). Atualmente, é aceita a hipótese de que a DP 

seja uma doença multifatorial (JOHNSON et al., 2019). A combinação de fatores 

genéticos, epigenéticos, ambientais e a interação destes fatores entre si, parecem 

estar relacionados com o seu desenvolvimento (GORECKI et al., 2020; JOHNSON et 

al., 2019; LILL, 2016). 

 

1.1.4.1 Genética 

 

As pesquisas sobre os genes que participam ativamente na fisiopatologia da 

DP remontam há apenas pouco mais de duas décadas, quando foi descrita pela 

primeira vez  uma mutação no gene autossômico dominante SNCA, responsável pela 
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codificação da α-sinucleína (POLYMEROPOULOS, 1997). Desde então, foram 

descritas diversas variantes nucleotídicas envolvidas na DP (KLEIN; 

WESTENBERGER, 2012). 

Mutações associadas ao alto risco de desenvolvimento da doença são 

chamadas de monogênicas e são responsáveis por até 10% dos casos da DP, que 

em sua maioria têm início precoce antes dos 50 anos de idade (ASCHERIO; 

SCHWARZSCHILD, 2016). O espectro das variantes genéticas está entre sequências 

raras penetrantes até sequências mais comuns de efeito moderado, com variação de 

sintomas e fisiopatologia (LILL, 2016). Desta maneira, cada variante pode apresentar 

mecanismos específicos. Por exemplo, o gene SNCA leva à produção da proteína α-

sinucleína malformada e, por consequência, problemas de degradação proteica (KIM; 

ALCALAY, 2017). 

Os fatores epigenéticos fazem parte de uma das propostas atuais nas 

pesquisas sobre a DP. Estão relacionados com a interação entre a expressão gênica 

e a interação do indivíduo com seu ambiente. Nestes casos, a hipótese é a de que 

genes não responsáveis pelos casos monogênicos, porém ligados à DP, podem sofrer 

mudanças epigenéticas através de fatores ambientais (MARSIT, 2015). 

 

1.1.4.2 Ambientais 

 

Quando James Parkinson fez o primeiro relato de pacientes com sintomas 

motores da doença na Inglaterra, o país passava pela primeira revolução industrial, 

com milhares de pessoas em jornadas exaustivas de trabalho e expostas a diversos 

tipos de insalubridade. A hipótese de que isso possa ter alguma correlação com o 

aparecimento de indivíduos com sintomas motores ou ser apenas uma coincidência, 

ainda precisa ser elucidada. Com o aumento significativo da produção industrial e 

agrícola, a humanidade passou a ficar mais exposta às toxinas ambientais, seja de 

forma passiva, autoinduzida (consumo de medicamentos, produtos cosméticos e de 

higiene, alimentos ultraprocessados, entre outros) ou ocupacional.  

Estudos epidemiológicos indicam que fatores ambientais estão fortemente 

ligados ao aumento do risco para o desenvolvimento da DP, sendo que 

aproximadamente 90% dos casos da doença não possuem causa genética 

identificável (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016; KLEIN; WESTENBERGER, 

2012). 
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Alguns tipos de parkinsonismo podem ser induzidos através da intoxicação 

aguda por substâncias. Determinados fármacos bloqueadores de canais de cálcio 

(como fármacos antivertiginosos) ou que diminuem o subsídio dopaminérgico (como 

alguns antipsicóticos e antieméticos), podem levar ao aparecimento do parkinsonismo 

farmacológico de efeito transitório (GRANDI; DI GIOVANNI; GALATI, 2018; 

KLIVENYI; VECSEI, 2011). 

Dentre as causas ambientais, a hipótese de que a exposição à agentes 

químicos e pesticidas aumentaria o risco para desenvolvimento da DP é estudada 

desde a década de 1980. Na Califórnia, usuários de um tipo modificado de heroína 

passaram a apresentar sintomas motores da doença, os quais eram revertidos após 

a administração de L-dopa. Posteriormente, identificou-se que nesta heroína existia 

um contaminante, o 1-metil,4-fenil,1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), que ao 

atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) é metabolizado pelos astrócitos através 

da monoamina oxidase (MAO), formando MPP+, um metabólito tóxico seletivo para 

transportadores de dopamina. Uma vez no meio intracelular, o MPP+ induz efeito 

oxidativo, capaz de induzir disfunção sináptica, neurodegeneração dopaminérgica e, 

consequente, parkinsonismo em humanos, sendo amplamente usado como modelo 

animal para estudo da DP (CICCHETTI; DROUIN-OUELLET; GROSS, 2009; 

LANGSTON et al., 1983).  

Estudos epidemiológicos têm mostrado uma associação positiva entre a  

exposição crônica (20-30 anos) a diversos tipos de metais pesados, como mercúrio, 

chumbo, manganês, cobre, ferro, alumínio, bismuto, titânio e zinco, e o 

desenvolvimento da DP (BJORKLUND et al., 2018; GORELL et al., 1999; KUHN et 

al., 1998). Cada metal possui sua forma singular de interação nas células do SNC, 

além disso, diferentes metais podem interagir de forma sinérgica entre si ou em 

combinação com outras substâncias como os pesticidas (PAPP et al., 2006; PENG et 

al., 2007). No entanto, a maioria das interações resultam em consequências deletérias 

ligadas ao estresse oxidativo, efeito do qual os neurônios dopaminérgicos são 

particularmente sensíveis, pois no SNC o processo de metabolização e clearence da 

dopamina está mais propenso a geração de EROs (BJORKLUND et al., 2018; GUO 

et al., 2018). 

Diversos estudos têm relacionado o convívio e trabalho em área rural e 

exposição ocupacional a pesticidas com o aumento do risco para o desenvolvimento 

da DP (BRECKENRIDGE et al., 2016; GUNNARSSON; BODIN, 2019; YAN et al., 
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2018). Alguns pesticidas têm seu efeito conhecido em neurônios dopaminérgicos e 

são utilizados como modelos animais para o estudo da DP, como o paraquat, a 

rotenona e o maneb (etileno bis-ditiocarbamato de manganês) (CICCHETTI; DROUIN-

OUELLET; GROSS, 2009). 

A rotenona é uma toxina relativamente antiga, usada na pesca por índios da 

Amazônia que utilizam macerações de raízes de plantas comuns das regiões tropicais 

contendo o princípio ativo, diluindo o conteúdo em cursos d'água, para intoxicar e 

imobilizar peixe e assim facilitar a pesca (CLARK, 1929). Atualmente é utilizada como 

inseticida na agricultura, seu mecanismo de toxicidade consiste em inibir o complexo 

I da cadeia respiratória mitocondrial e, por consequência, desencadeia um processo 

de estresse oxidativo, liberando espécies reativas no meio intracelular e causando 

efeitos deletérios (Fig. 4) (BISBAL; SANCHEZ, 2019). 

O paraquat é um herbicida não seletivo de contato, comumente empregado no 

combate de plantas daninhas em lavouras e dessecagem de cultivos para antecipação 

de colheitas, visando manter a qualidade das sementes. O herbicida age na planta 

através do bloqueio da cadeia de transporte de elétrons no cloroplasto, impedindo o 

processo de redução do NADP+ para NADPH₂ levando ao acúmulo de radicais livres 

na organela (KAPPES et al., 2012). 

Em células humanas, o paraquat também age de forma tóxica favorecendo 

processos oxidativos. Possui estrutura molecular semelhante ao MPP+ e, 

possivelmente, atravessa a BHE através de transportadores de aminoácidos, sendo 

carreado para dentro de neurônios de maneira sódio-dependente (SHIMIZU et al., 

2001). Uma vez no interior da célula, o paraquat age no ciclo redox causando 

indiretamente a disfunção mitocondrial (MILLER, G. W., 2007). Outro estudo também 

mostrou que a neurotoxicidade do paraquat envolve a indução da via apoptótica 

através da proteína Bak (FEI et al., 2008). Estudos mostram que a administração 

sistêmica de paraquat é capaz de induzir a degeneração em neurônios 

dopaminérgicos na SNpc e, consequente, disfunção motora em camundongos 

(BASTÍAS-CANDIA; ZOLEZZI; INESTROSA, 2018). 

O maneb é um fungicida não específico de ação múltipla da classe dos 

ditiocarbamatos. No SNC, já foi demonstrado que este composta provoca disfunção 

mitocondrial através da inibição do complexo III da organela (ZHANG et al., 2003). O 

maneb é capaz de causar morte de neurônios dopaminérgicos (BARLOW et al., 2005) 

e em roedores foi observada a diminuição da atividade locomotora após a 
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administração aguda via intraperitoneal (i.p.) do pesticida (MORATO; LEMOS; 

TAKAHASHI, 1989).  

Quando administrado em concomitância com o paraquat, o potencial 

neurotóxico do maneb em neurônios dopaminérgicos é potencializado, mostrando um 

efeito sinérgico entre os dois pesticidas (THIRUCHELVAM et al., 2000). Um estudo 

recente realizado no Departamento de Análises Clínicas da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC) demonstrou que a exposição ao maneb e paraquat durante o 

período neonatal e na vida adulta de camundongos induziu neurodegeneração da 

SNpc, bem como déficits motores nos animais (COLLE et al., 2020).  

Além do maneb, existem outros compostos químicos na classe dos 

ditiocarbamatos, entre eles estão os dimetilditiocarbamatos (DMDC), que possuem 

estrutura molecular muito semelhantes (Fig. 5). Estes compostos são produzidos a 

partir do ácido carbâmico, como o dimetilditiocarbamato de zinco (ziram) e 

dimetilditiocarbamato de sódio (dibam), sendo utilizados na agricultura devido as suas 

propriedades antifúngicas (AZEVEDO, 2017). 

A ação antifúngica destes compostos ocorre a partir da formação de uma 

camada protetora na superfície vegetal, privando o fungo de metais essenciais para 

sua sobrevivência, podendo ser empregado de forma preventiva ou combativa. 

Apresentam como mecanismo comum a formação de quelatos com metais, tendo 

como principal característica a formação de complexos metálicos, no caso do maneb 

com íons de manganês e o ziram com íons de zinco (AZEVEDO, 2017; RODRIGUES, 

2006). 
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Figura 4 – Principais efeitos deletérios neuronais causados por alguns pesticidas em 

comparação com o MPTP. 

 

Legenda: Ilustração esquemática dos mecanismos de neurotoxicidade de algumas das toxinas mais 

utilizadas para reproduzir mecanismos que também ocorrem na doença de Parkinson. Os mecanismos 

exatos pelos quais essas toxinas atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) ainda não são 

totalmente esclarecidos. Devido a sua elevada lipossolubilidade, a rotenona atravessa a BHE por 

difusão lipídica, enquanto o paraquat utiliza transportadores de aminoácidos e transportadores 

dependentes de sódio. Pouco se sabe sobre a capacidade do maneb de atravessar a BHE, porém, 

muitos estudos comprovam seu efeito no SNC através da aplicação sistêmica. O MPTP, utilizado neste 

esquema para fim de comparação com os efeitos dos pesticidas, pode ser considerado uma pró-

neurotoxina, pois a sua molécula precisa ser metabolizada pela monoaminooxidase (MAO) nos 

astrócitos, produzindo o MPP+, que ao entrar no neurônio através de transportadores de dopamina 
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(DAT), exerce seus efeitos tóxicos. Com exceção do paraquat, todas as outras toxinas têm como alvo 

os complexos mitocondriais. A rotenona é mais seletiva para o complexo I, enquanto o maneb possui 

maior afinidade para o complexo III. A disfunção mitocondrial exercida pelo paraquat pode ser um efeito 

secundário resultante de seu efeito redox no citosol. Fonte: Adaptado de (CICCHETTI; DROUIN-

OUELLET; GROSS, 2009). 

 

 

Figura 5 – Moléculas de ditiocarbamatos capazes de formar complexos metálicos 

com efeitos deletérios em funções celulares. 

 

 

Fonte: Adaptado de (DENNIS; VALENTINE, 2015; UVERSKY, 2004). 

 

Em humanos e animais, o contato com estes pesticidas pode ser nocivo, pois 

os metais acumulados a partir de suas reações podem ser transportados para dentro 

da célula, este aumento das concentrações metálicas intracelulares desencadeia 

processos de estresse oxidativo interferindo na atividade da enzima E1 ligase 

(DENNIS; VALENTINE, 2015). Esta enzima participa no processo de poliubiquitinação 

que precede a degradação de proteínas pelo proteassoma. Já foi observado que o 

ziram leva ao aumento nos níveis de α-sinucleína em neurônios dopaminérgicos, 

todavia, sem levar à formação dos agregados e corpos de Lewy (CHOU et al., 2008a). 

 Também é conhecido o mecanismo pró-oxidativo apresentado pelo ziram 

através da inibição da enzima aldeído desidrogenase (ALDH), enzima essencial para 

a detoxificação de diversos aldeídos através da oxidação dependente de NADP+. 
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Entre os substratos da ALDH está o 3,4-diidroxifenil acetaldeído (DOPAL), um 

metabólito tóxico formado pela MAO e, posteriormente, convertido em ácido 3,4-

diidroxifenilacético (DOPAC), no processo de metabolização da dopamina, o qual 

possui menor toxicidade. O resultado da inibição da ALDH é o acúmulo de DOPAL, 

que é capaz de promover a produção de EROs, modificação, acúmulo e agregação 

de proteínas e dano mitocondrial liberando metabólitos altamente reativos. Pelo fato 

do DOPAL ser um metabólito bastante presente em neurônios dopaminérgicos, o 

acúmulo deste metabólito pode estar relacionado com a morte destes neurônios e a 

patogênese da DP (CASIDA et al., 2014; DOORN et al., 2013; GOLDSTEIN et al., 

2013). 

Apesar da semelhança com a molécula e alguns efeitos do ziram, a reação do 

dibam é mais abrangente. O íon de Na+ é trocado pelo metal de afinidade mais 

próximo disponível em seu meio, sendo que o íon de cobre apresenta maior afinidade 

pela molécula. O primeiro registro de produto contendo dibam é de 1949, desde então 

vem sendo utilizado no controle populacional de várias espécies de bactérias, fungos, 

nematódeos e moluscos. Através de seu efeito quelante, o composto também pode 

ser utilizado em estações industriais de tratamento de água residual, absorvendo 

metais pesados e na fabricação da borracha, como catalizador no processo de 

vulcanização (ABDOLLAHI; KHAKSAR, 2014; AZEVEDO, 2017; DANIEL, KENYON, 

2007). 

Resíduos de dibam e outros ditiocarbamatos podem ser detectados em 

produtos à base de látex em contato com a pele, como luvas, preservativos e 

equipamentos médicos. Testes in vitro com estes resíduos comprovaram o potencial 

mutagênico destas substâncias, apesar deste efeito ainda ser inconclusivo nos testes 

in vivo (TINKLER; GOTT; BOOTMAN, 1998). 

Assim como outros ditiocarbamatos, o dibam pode exercer seus efeitos tóxicos 

através de diversos mecanismos. Em um estudo com células HEK293 foi observado 

que o dibam aumenta as concentrações intracelulares de cobre, o que pode 

desencadear processos oxidativos e consequente inibição das vias de degradação 

proteica, como a atividade da enzima E1 ligase (DENNIS; VALENTINE, 2015). 

Além da toxicidade sistêmica do dibam, o potencial neurotóxico também foi 

observado. Testes realizados in vivo por um grupo de pesquisa da Califórnia 

identificaram anormalidades motoras causadas por disfunção na via nigroestriatal em 
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camundongos C57BL6 tratados diariamente por duas semanas via i.p. com o pesticida 

(CHOU et al., 2008a). 

 

Figura 6 – Representação esquemática dos mecanismos de ação do dibam em um 

neurônio dopaminérgico. 

 

Legenda: (A) No ambiente, as moléculas de dibam são capazes de trocar o íon de Na+ por íons de 

outros metais, sendo o cobre com mais afinidade, formando complexos com pontes metálicas de 

ligação. (B) Estes complexos metálicos são capazes de atravessar a membrana celular, acumulando 

os íons metálicos que acabam oxidando no citosol. (C) Dentro da célula, a molécula de dibam é capaz 

de inibir o transportador de Na+ / Ca+, como consequência, o cálcio acumulado promove o stress 

oxidativo celular. (D) A molécula de dibam também promove a inibição da enzima aldeído 

desidrogenase (ALDH), esta enzima é responsável pela neutralização de metabólitos tóxicos 

resultantes das reações intracelulares, como a metabolização de dopamina onde são produzidos o 3,4-

diidroxifenil acetaldeído (DOPAL), mais tóxico e 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), menos tóxico. Com 

a atividade reduzida da ALDH, há um maior acúmulo de DOPAL, favorecendo os processos oxidativos 

e disfunção mitocondrial. (E) Com o acúmulo de espécies reativas de oxigênio decorrentes das reações 

desencadeadas pelo Dibam, o processo de ubiquitinação, responsável pela degradação proteica, fica 

defasado, favorecendo processos apoptóticos e morte celular. Fonte: O autor. 
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A toxicidade do dibam foi também descrita por Wang e colaboradores após a 

exposição subaguda de Caenohrhabditis elegans ao dibam. Neste estudo foi 

observado que concentrações acima de 1 mg/L de dibam associado ao cobre 

mostrou-se mais tóxica do que a exposição a apenas quelatos de cobre, chumbo ou 

ditiocarbamato associado ao chumbo, causando alterações de sobrevivência, 

crescimento, comportamento locomotor e níveis de EROs nos nematódeos (WANG et 

al., 2020). 

 

1.1.5 Sintomas 

 

A DP em seus mais de 200 anos de história clínica sempre foi considerada 

como uma doença do movimento, pois a principal característica associada ao paciente 

envolve a redução dos seus movimentos voluntários e a perda da autonomia para 

executá-los. Esta condição é decisiva para o diagnóstico clínico e o foco dos seus 

principais tratamentos (POEWE et al., 2017). 

A manifestação dos principais sintomas motores, no entanto, só acontece 

quando a degeneração dopaminérgica nigroestriatal atinge 60-70% da via, ao passo 

que no estriado, o conteúdo de dopamina está depletado em 70-80% (BRAAK, et al., 

2004). Enquanto os sintomas motores não se tornam evidentes até uma degeneração 

dopaminérgica pronunciada, o processo neurodegenerativo ocorre muitos anos antes 

em outros sistemas de neurotransmissores, como em neurônios serotonérgicos do 

núcleo dorsal da rafe, neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus, neurônios 

colinérgicos do núcleo basal de Meynert, sistema GABAérgico, glutamatérgico, núcleo 

dorsal do vago e outras regiões como o bulbo olfatório, córtex pré-frontal, hipocampo 

e amígdala (BRAAK, et al., 2003; BRAAK; GHEBREMEDHIN; TREDICI, 2004; 

TREDICI; BRAAK, 2013). 

A primeira caracterização da DP feita por James Parkinson descreveu sintomas 

motores sem prejuízo cognitivo pelos pacientes acometidos. Esta afirmação foi 

refutada posteriormente por Charcot, onde incluiu alguns déficits em funções 

cognitivas, como a memória (GOETZ, 2011). No início do século XXI, uma nova 

compreensão sobre o curso temporal da DP foi introduzida por Braak e colaboradores. 

Nesta caracterização a dinâmica dos sintomas acompanha o decurso temporal e 

espacial da distribuição dos corpos de Lewy no SNC, sendo classificada em seis 
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estágios. Estas alterações se iniciam com sintomas olfatórios, evoluindo para 

alterações cognitivas como a memória operacional, passando para alterações 

emocionais, manifestando sintomas de ansiedade e depressão, até o aparecimento 

dos sintomas motores. Esta caracterização temporal é comumente relatada na 

literatura científica como “Hipótese de Braak”, onde o processo patológico decorre em 

áreas distintas do SNC subjacentes de cada estágio (BRAAK et al., 2003; BRAAK; 

GHEBREMEDHIN; TREDICI, 2004; CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006). 

A degeneração de neurônios dopaminérgicos na DP não ocorre 

exclusivamente na via nigroestriatal, se estende também para as vias mesolímbica e 

mesocortical, que por sua vez projetam conexões com diversas estruturas cerebrais, 

como a amígdala, o hipocampo e o córtex pré-frontal (BRAAK; GHEBREMEDHIN; 

TREDICI, 2004). Estas áreas participam da regulação de funções cognitivas e 

emocionais (GOLDMAN; SIEG, 2020). 

Nas fases iniciais, o processo neurodegenerativo também se estende para 

outras áreas além das vias dopaminérgicas, acometendo outros sistemas 

neurotransmissores e, por consequência, o aparecimento dos sintomas não motores. 

Dentre estes se destacam os distúrbios do sono (BHATTACHARYA et al., 2020; 

RIEDEL et al., 2010), alterações olfatórias (DOTY, 2012) e cognitivas (prejuízos na 

aprendizagem, memória e atenção) (GOLDMAN; SIEG, 2020; HANAGASI; 

TUFEKCIOGLU; EMRE, 2017) e os transtornos de ansiedade e humor, principalmente 

depressão (SCHRAG; TADDEI, 2017). Estes sintomas caracterizam a fase 

prodrômica da doença, onde um dos grandes desafios no manejo clínico é a 

percepção destes sintomas pela equipe de saúde, familiares e pelo próprio paciente. 

Este fato deve ser levado em conta, a qualidade de vida de muitos pacientes começa 

a ser afetada nesta fase (MARTINEZ-MARTIN, 2011). 

Entre as alterações da fase prodrômica da DP, a depressão representa um dos 

sintomas não motores e ao mesmo tempo comorbidade mais frequente 

(CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006).  

 

1.2 DEPRESSÃO: SINTOMA E COMORBIDADE NA DP 

 

O diagnóstico da depressão, tanto como sintoma, como comorbidade, baseia-

se em grupos de sintomas clínicos tendo como referência os critérios estabelecidos 

pelo Manual Diagnóstico da Sociedade Americana de Psiquiatria (DSM-5). Segundo 
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estes critérios, um indivíduo para ser diagnosticado com depressão deve apresentar 

pelo menos 5 sintomas em uma lista de 10 sintomas com duração mínima de 15 dias, 

durante a maior parte do dia. A lista de sintomas inclui:   

1) humor deprimido evidente;  

2) diminuição no interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades;   

3) diminuição ou aumento no apetite, associado com alterações no peso sem 

dieta alimentar aparente;  

4) insônia ou hipersonia; 

5) agitação ou retardo psicomotor;  

6) sensação de fadiga;  

7) sentimento excessivo de inutilidade ou culpa;  

8) diminuição na capacidade de concentração e tomada de decisões;  

9) pensamentos recorrentes de morte ou ideação suicida. 

 

É necessário que ao menos um dos dois primeiros sintomas da lista esteja 

presente e que o conjunto de sintomas causem prejuízos no contexto social do 

indivíduo e que estes critérios não estejam incluídos em conjunto com outro transtorno 

psiquiátrico como a esquizofrenia ou transtorno de humor bipolar (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). 

A primeira hipótese com evidência sólida sobre a neurobiologia da depressão 

levou em conta o sistema monoaminérgico como fundamental no aparecimento de 

sintomas depressivos. Esta hipótese surgiu na década de 1950 após a observação de 

que a reserpina, que era utilizada como um fármaco anti-hipertensivo, causava entre 

seus efeitos adversos alguns sintomas depressivos (FREIS, 1954). A hipótese 

monoaminérgica foi ainda reforçada com o desenvolvimento dos fármacos 

antidepressivos que atuam aumentando os níveis de monoaminas no SNC, com os 

antidepressivos tricíclicos, inibidores seletivos da receptação de serotonina (ISRS) e 

inibidores da monoaminaoxidase (iMAO) (PEREIRA; HIROAKI-SATO, 2018). 

Atualmente, já está bem estabelecido que o transtorno depressivo maior pode 

ser resultado de disfunção de circuitarias que modulam o humor e as emoções, 

incluindo o hipocampo, o córtex pré-frontal e a amígdala (MAYBERG, 2003). 

A disfunção no sistema dopaminérgico (principal sistema acometido na DP) 

também tem papel central na depressão, sendo que em indivíduos não deprimidos a 

via dopaminérgica mesocortical atua na predição e realização de recompensa 
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(SCHULTZ, 1998). A dopamina é necessária para a atribuição da saliência para um 

incentivo motivacional transformando a percepção ligada à recompensa em um 

comportamento motivado (BERRIDGE; ROBINSON, 1998). O sistema mesocortical 

dopaminérgico é ativado durante a excitabilidade motivacional e responsividade para 

um estímulo motivacional condicionado. Além disso, fármacos neurolépticos (ex: 

haloperidol) utilizados para o tratamento de esquizofrenia atuam bloqueando os 

receptores dopaminérgicos e que costumam ter o parkinsonismo como efeito 

colateral, também atenuam seletivamente a excitação motivacional direcionada, 

resultando no embotamento do comportamento motivado à um objetivo, geralmente 

induzidos por reforçadores ambientais  (SALAMONE et al., 2003; WISE, 1982). O 

comportamento motivado embotado é uma característica muito comum da anedonia, 

sintoma bastante presente tanto no transtorno depressivo maior quando na DP 

(SZCZYPIŃSKI; GOLA, 2018). 

Sintomas depressivos como a anedonia juntamente com a dificuldade de tomar 

decisões, sentimento de tristeza e desamparo e a falta de sono são sintomas comuns 

em pacientes com a DP (BROWN; MACCARTHY, 1990; FARABAUGH et al., 2012; 

LEENTJENS et al., 2003; MAYEUX et al., 1986). Estes sintomas precisam ser levados 

em consideração durante o tratamento, pois são os fatores de maior impacto na 

qualidade de vida dos pacientes (MARTINEZ-MARTIN, 2011). 

Existem duas linhas que investigam o aparecimento da depressão como 

comorbidade na DP. Uma delas traz à tona a maneira de enfrentamento do paciente 

com relação à mudança no estilo de vida ocasionado pela doença, onde a perda de 

qualidade de vida e desmoralização do paciente frente ao estigma social são as 

principais causas (ALTHAUS et al., 2008; ZHU et al., 2021).  

 Outra linha que investiga os sintomas depressivos nas primeiras fases da DP 

indica que estes podem ser resultado das alterações neuroanatômicas e 

neuroquímicas que ocorrem devido à neurodegeneração subjacente à doença 

(MCDONALD; RICHARD; DELONG, 2003; OSSOWSKA; LORENC-KOCI, 2013). 

Mesmo com a alta prevalência da depressão em pacientes com a DP (40 a 50%), 

caracterizando-a como o sintoma não motor mais prevalente, esta condição 

frequentemente tem seu diagnóstico e tratamento deixado em segundo plano 

(MARTINEZ-MARTIN, 2011). A neurobiologia da depressão na DP é complexa, pois 

assim como no espectro dos transtornos de humor, esta resulta de alterações na 
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neurotransmissão dopaminérgica, noradrenérgica e serotoninérgica causadas pelo 

processo neurodegenerativo (MAYEUX, 1990; SAGNA; GALLO; PONTONE, 2014).  

Para o diagnóstico da depressão na DP são adotados os mesmos critérios do 

espectro do transtorno depressivo maior. Esta prática na clínica dificulta a 

compreensão e o tratamento da comorbidade, pois não leva em conta as 

características singulares da comorbidade resultante do déficit do funcionamento das 

vias dopaminérgicas.  

A fisiopatologia da depressão na DP pode ser diferente dos mecanismos que 

são responsáveis pelos sintomas depressivos observados na população em geral 

(LIEBERMAN, 2006). A combinação de apatia, anedonia e alterações no lobo frontal 

do cérebro podem contribuir para o diagnóstico da depressão na DP. Também já foi 

postulada a hipótese de que a anedonia e a depressão são de fato dois sintomas não 

motores independentes na DP (ERRO et al., 2015; MATHEUS et al., 2016). 

Os modelos animais baseados em exposição à toxinas podem oferecer 

evidências importantes no estudo de aspectos não motores da DP (MADIHA; 

HAIDER, 2019; OLIVEIRA DE CARVALHO et al., 2018; TANG et al., 2020). O 

comportamento tipo-depressivo pode ser observado em animais após a exposição 

sistêmica ao MPTP ou em lesões específicas com a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

(FUJITA et al., 2020; MARQUES et al., 2019). Porém, a lesão seletiva na via 

nigroestriatal, comumente utilizada em modelos animais da DP, pode não induzir o 

comportamento tipo-depressivo (DRUI et al., 2014). A disfunção dos sistemas 

dopaminérgico e serotoninérgico observados tanto no transtorno depressivo maior 

quanto na DP pode também ser observada em modelos animais utilizando a 6-OHDA 

e MPTP (TAYLOR et al., 2009). 

O risco do desenvolvimento de depressão é maior em mulheres, em indivíduos 

com idade entre 40-69 anos, em pacientes tratados com L-DOPA por longos períodos 

e em pacientes com a função cognitiva prejudicada (BECKER et al., 2011; 

TANDBERG et al., 1997). 

 Diversos estudos em modelos animais já investigaram as diferenças entre 

machos e fêmeas. Um estudo que utilizou a administração i.p. de altas doses de MPTP 

(10 mg/kg) durante 5 dias resultou em uma maior taxa de mortalidade de 

camundongos C57BL/6 fêmeas em comparação aos machos. Nesse estudo também 

foi demonstrado que as fêmeas estão susceptíveis a prejuízos motores com a 

aplicação de doses menores (1 mg/kg) de MPTP administradas cronicamente 
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(ANTZOULATOS et al., 2011). Por outro lado, um estudo do nosso laboratório 

demonstrou que camundongos C57BL/6 fêmeas são mais sensíveis que machos ao 

desenvolvimento de comportamentos não motores relacionados a anedonia e 

depressão após a administração intranasal (i.n.) de MPTP (SCHAMNE et al., 2018). 

 

 

1.3 EXPOSIÇÃO INTRANASAL A XENOBIÓTICOS E A HIPÓTESE DA 

VETORIZAÇÃO OLFATÓRIA NA DOENÇA DE PARKINSON 

 

O contato humano com substâncias exógenas ao organismo (xenobióticos) é 

bastante comum. Diariamente fazemos uso de produtos industrializados, dos quais 

muitos deles entram em contato direto com o corpo. São diversas as maneiras pelas 

quais os xenobióticos podem entrar e interagir com o organismo, seja pela via oral, 

gastrintestinal, respiratória, dérmica ou i.n. Através da via sistêmica a concentração e 

a toxicidade podem ser controladas e reduzidas através da função metabólica do 

fígado (DOTY, 2012). 

O acesso dessas substâncias ao SNC é controlado pela BHE que dificulta a 

entrada de muitos desses xenobióticos. Na medida em que as funções protetivas do 

organismo são reduzidas com o envelhecimento ou de algumas doenças como a DP, 

a BHE pode ter sua vulnerabilidade aumentada (BARTELS et al., 2009; KORTEKAAS 

et al., 2005).  

Entre os principais sistemas sensoriais, a olfação é um dos mais antigos do 

ponto de vista evolutivo. A ramificação dos nervos do bulbo olfatório é complexa, pois 

se conecta a diferentes estruturas do SNC, como o trato olfatório, núcleo olfatório 

anterior, córtex piriforme, amígdala e hipotálamo, as quais desempenham diferentes 

papéis no processamento e percepção do olfato. A substância negra também está 

conectada ao sistema olfativo, enviando projeções dopaminérgicas para o bulbo 

olfatório (HÖGLINGER et al., 2015; SMITH; BHATNAGAR, 2019). 

O declínio da capacidade olfativa pode estar relacionado com o avanço da 

idade (DOTY; KAMATH, 2014), porém a perda da capacidade olfatória também está 

associada ao processo neurodegenerativo observado em diversas doenças como 

Alzheimer, Parkinson e Huntington. Neurotoxinas como o MPTP também estão 

associadas à disfunção olfatória, comportamento do tipo depressivo e prejuízos de 
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memória e aprendizagem em roedores, após a sua administração i.n., corroborando 

a hipótese da vetorização olfatória (PREDIGER et al., 2012,  2006).  

Segundo a hipótese da vetorização olfatória, a via de administração i.n. de 

substâncias é um método eficaz para a administração de medicamentos e toxinas com 

o objetivo de atingir o SNC. O transporte de substâncias da via i.n. para o SNC é feito 

através de nervos, vasos sanguíneos, fluido cerebrospinal e o sistema linfático (Fig. 

7), que contornam os obstáculos da BHE (DHURIA; HANSON; FREY, 2010). Ainda 

não está bem estabelecido o mecanismo pelo qual as substâncias conseguem 

acessar o SNC através da cavidade nasal, porém sabe-se que algumas estruturas 

estão envolvidas nesta via de acesso. Entre estas estruturas estão o nervo olfatório, 

o nervo trigêmeo, vasos de irrigação sanguínea, líquido cefalorraquidiano e sistema 

linfático local. 

 

Figura 7 - Ilustração das vias de condução de xenobióticos ao SNC após a exposição 

intranasal. 

 

Legenda: Xenobióticos podem acessar o SNC através da via vascular, entrando em contato direto 

com o sangue, via aérea, passando pelos pulmões e percorrendo o sangue, e pela via neurológica, 

percorrendo os neurônios do bulbo olfatório até chegar nas vias centrais. Fonte:(PREDIGER et al., 

2012). 

 

1.3.1 Exposição aos pesticidas como fator de risco para a DP 

 

O uso de pesticidas para o controle fitossanitário na agricultura nacional é 

bastante comum. Segundo o boletim anual do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e 
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dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), de produção, importação, exportação e 

vendas de pesticidas no Brasil, durante o ano de 2016 foram comercializadas 

462.811,57 toneladas de 325 agentes ativos no mercado nacional (IBAMA, 2016). Os 

trabalhadores rurais, principalmente de baixa renda, representam a população mais 

exposta aos efeitos tóxicos dos pesticidas. Estudos apontam que este efeito seja 

resultante da inadequação da indústria agroquímica para a estrutura geral das 

unidades produtivas de agricultura familiar, fazendo com que os produtos sejam 

transportados, armazenados e aplicados de maneira inadequada, aumentando assim 

os riscos de intoxicação aguda e crônica (ABREU; ALONZO, 2016). 

Acompanhando a alta taxa de consumo dos pesticidas agrícolas, o número de 

casos de intoxicação por estas substâncias no ano de 2015 chegou a 3337 com 97 

óbitos. A maior taxa de óbitos entre casos registrados de exposição aguda humana 

por agentes tóxicos, segundo o Sistema Nacional de Informações Tóxico-

Farmacológicas (SINITOX, 2015). Entre as mais variadas causas de intoxicação por 

pesticidas, a OMS reconhece a ingestão destes agentes como a principal forma de 

tentativas de suicídio (WHO, 2018b). 

A intoxicação aguda ou crônica por pesticidas e alterações na saúde mental 

dos agricultores têm sido alvo de estudos epidemiológicos que apontam para um 

maior risco no desenvolvimento de processos neurodegenerativos e doenças 

psiquiátricas nesta população (BESELER et al., 2006; BLANC-LAPIERRE et al., 

2012). 

Na Europa, através do decreto n° 2012-665 de 4 de maio de 2012, o governo 

francês reconheceu a DP como consequência direta da exposição ocupacional de 

trabalhadores agrícolas aos pesticidas em um período de pelo menos 10 anos 

(ELBAZ; MOISAN, 2016; FRANÇA, 2012). 

No sul do Brasil, um estudo descritivo conduzido no estado do Paraná relatou 

um número expressivo de pacientes Parkinsonianos que exerceram atividades na 

agricultura e tiveram contato direto ou indireto com pesticidas, sem uso de 

equipamentos de proteção individual (EPI), sendo a forma mais comum de aplicação 

do produto com máquina costal (VASCONCELLOS et al., 2019). 

No estado do Rio Grande do Sul, um estudo observacional que acompanhou 

150 pacientes com DP por 6 anos relatou diferenças entre o grupo de pacientes com 

histórico de exposição por pelo menos 10 anos aos pesticidas com relação aos demais 

grupos expostos a outros tipos de substâncias como álcool, cigarro e cafeína. Os 
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pacientes expostos aos pesticidas tiveram maior pontuação na escala UPDRS – III 

que avalia sintomas da DP, além da taxa de mortalidade nesse grupo ser duas vezes 

maior em comparação com os demais (SCHNEIDER MEDEIROS et al., 2020). 

A exposição aos pesticidas pela via i.n. pode induzir prejuízos neurobiológicos 

e comportamentais mais leves em comparação a aplicação de outras toxinas como a 

6-OHDA, lipopolissacarídeo (LPS) e MPTP diretamente em estruturas do SNC. 

Porém, estudos com exposição aos pesticidas por esta via têm demonstrado efeitos 

em comum de alguns pesticidas quando aplicados pela via i.n. sendo importantes para 

o entendimento dos mesmos. Déficit em comportamentos de locomoção e memória, 

aumento de marcadores para stress oxidativo e alterações do imunoconteúdo para 

TH foram observadas em diversas estruturas do SNC, como demonstrado no sumário 

de resultados no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Sumário de estudos apresentando efeitos de diferentes tipos de pesticidas administrados pela via intranasal em 

roedores. 

Pesticida Espécie Método de exposição Resumo de resultados Referência 

Rotenona Camundongo 

C57BL/6 

macho 

Aplicação i.n. de 

6,26 mg/ml para dose de 

2,5 mg/kg em um volume 

de 10μ durante 30 dias. 

Não foram observadas 

alterações na atividade locomotora, 

níveis de dopamina e TH. 

(ROJO et al., 

2007) 

Rotenona Camundongo 

BALB/c fêmea 

Aplicação i.n. de 

0,35 mg/kg em narina 

direita com uma 

micropipeta.  

Déficit olfatório no teste de 

esquiva do ácido butírico. Diminuiu a 

modulação inibitória de células mitrais. 

Reduziu o imunoconteúdo positivo para 

TH e também induziu estresse 

mitocondrial no bulbo olfatório. 

(SASAJIMA et 

al., 2015) 

Glifosato Camundongo 

CF-1 macho 

Aplicação i.n. de 1 

mg/narina em um volume 

de 10 μl por dia, 3 dias por 

semana durante 4 

semanas. 

Queda na atividade locomotora 

no teste do campo aberto. Maior 

comportamento tipo-ansioso no teste do 

labirinto em cruz elevado e aumento de 

tigmotaxia. Prejuízo na memória de 

reconhecimento no teste de 

reconhecimento de objeto. 

(BAIER et al., 

2017) 
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Rotenona Camundongo 

BALB/c fêmea 

Aplicação i.n. de 

0,35 mg/kg em narina 

direita com uma 

micropipeta.  

Além de reproduzir o observado 

no estudo anterior, como déficit olfatório 

no teste de esquiva do ácido butírico, 

redução da atividade inibitória das 

células mitrais e redução de conteúdo 

positivo para TH no bulbo olfatório, 

também reduziu imunomarcação para 

TH no estriado e SN e diminuiu 

projeções dendríticas no bulbo olfatório. 

(SASAJIMA et 

al., 2017) 

Rotenona Ratos Wistar 

machos 

Aplicação i.n. de 2,5 

mg/kg em um volume de 

10μl por narina em dias 

alternados, durante 14 

dias. 

Diminuição na densidade de 

neurônios dopaminérgicos e astrócitos 

nos bulbos olfatórios, ativação da 

microglia na camada glomerular, 

aumento da fosforilação de α-sinucleína 

e seu acúmulo nos corpos da camada 

mitral. 

(VORONKOV et 

al., 2017) 

Glifosato Camundongo 

CF-1 macho 

Aplicação i.n. de 1 

mg/narina em um volume 

de 10 μl por dia, 3 dias por 

semana durante 4 

semanas. 

Sem alterações no consumo de 

água e comida e nos parâmetros 

comportamentais de bem-estar, 

seguindo uma tabela de observação 

funcional. Em animais expostos ao 

(GALLEGOS et 

al., 2020) 
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glifosato ocorreu aumento de astrócitos 

no núcleo olfatório anterior, prejuízo no 

balanço redox e alteração nas 

atividades de enzimas envolvidas nas 

vias colinérgicas e glutamatérgicas em 

diferentes áreas do SNC. 

Paraquat Camundongo 

C57BL/6 

macho 

Aplicação i.n. de 25, 

50, 75 mg/ml para dose de 

10, 20, 30mg/kg, 

respectivamente em um 

volume de 10μ durante 30 

dias. 

Não foram observadas 

alterações na atividade locomotoras, 

níveis de dopamina e TH. 

(ROJO et al., 

2007) 

Deltametrina Ratos Wistar 

machos 

Aplicação i.n. de 0,5 

mg/ml em um volume de 

50 µg/narina, uma vez por 

semana durante 3 

semanas. 

Prejuízo em memória aversiva 

condicionada ao contexto e de 

reconhecimento de objeto, redução de 

imunoreatividade para TH na SNpc e 

VTA, aumento de imunoreatividade para 

TH no estriado dorsal, sem alterações 

motoras em teste de catalepsia e campo 

aberto. 

(SOUZA et al., 

2018) 
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Dibam Camundongos 

Swiss machos 

Aplicação i.n. de 1 

mg/ml em um volume de 

10 µl/narina durante 1, 2 e 

4 dias consecutivos. 

• 1 aplicação: não foram observadas 

alterações comportamentais. 

• 2 aplicações: observado déficit 

neurológico transitório na primeira 

semana pós-aplicação, com remissão 

na segunda semana. 

• 4 aplicações: observados déficits 

motores e neurológicos induzidos por 

até 7 dias, aumento de EROs no BO, 

2 h após as aplicações, aumento do 

imunoconteúdo para TH no estriado, 

aumento no metabolismo de 

serotonina e noradrenalina no BO 1 

dia após as aplicações. Tratamento 

com L-DOPA e Apomorfina 

melhoraram o déficit locomotor 

induzido pelo dibam. 

 

 

(MACK, et al., 

2018) 
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Dibam Camundongos 

Swiss machos 

Tratamento com 

melatonina i.p. (3, 10, 30 

mg/kg), 1 h antes da 

aplicação i.n. de dibam, 1 

mg/ml em um volume de 

10 µl/narina durante 4 dias 

consecutivos. 

Melatonina protegeu contra 

déficit motor e neurológico induzido pelo 

dibam. Previniu aumento de marcadores 

de stress oxidativo e alterações no 

imunoconteúdo de TH no estriado, 

também protegeu contra o aumento de 

de 4-hidroxinonenal, TNF, marcadores 

de estresse oxidativo e inflamação no 

bulbo olfatório. 

(MACK,  et al., 

2020) 

Rotenona Camundongos 

C57BL/6J 

machos 

Aplicação i.n. de 

0,35 mg/kg na narina 

direita durante 7 dias. 

Foram observados, prejuízo na 

memória de aversão ao sabor amargo, 

prejuízo na depressão de longa duração 

(LTD), porém sem afetar a potenciação 

de longa duração (LTP) em neurônios 

piramidais da camada V do córtex 

insular, na mesma região, sinais 

inibitórios espontâneos e sinais GABA 

inibitórios tônicos foram diminuídos. 

Sinais de LTD foram restaurados em 

camundongos tratados com agonista do 

receptor GABAA, muscimol.  

(TOYODA et al., 

2020) 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

Existe uma vasta literatura demonstrando que a exposição a xenobióticos 

aumenta os riscos para o desenvolvimento da DP e que a administração i.n. de 

diferentes pesticidas promove alterações comportamentais e moleculares 

semelhantes àquelas observadas na DP. Além disso, já está estabelecido que existem 

diferenças epidemiológicas, sintomáticas e neuropatológicas tanto na depressão 

como comorbidade da DP quanto no espectro dos transtornos depressivos entre 

mulheres e homens.  

Diante deste cenário, é de grande relevância científica que se possa estudar 

aspectos relacionados ao desempenho motor e comportamento tipo-depressivo em 

modelos animais da DP através da exposição i.n. aos pesticidas. Sendo assim, 

hipotetizamos que camundongos fêmeas sejam mais susceptíveis ao 

desenvolvimento de alterações em resposta comportamentais relacionadas à 

depressão após a administração i.n. do dibam.   

 

3 OBJETIVOS 

 

1.1 3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influência do sexo sobre o 

desenvolvimento de sintomas motores e emocionais da DP induzidos pela 

administração i.n. de dibam em camundongos.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

•  Investigar os possíveis prejuízos motores causados pela administração i.n. de 

dibam em camundongos fêmeas e machos avaliados através dos testes: escore 

neurológico de severidade, campo aberto, haste vertical e rotarod. 

• Investigar os possíveis comportamentos do tipo depressivo causados pela 

administração i.n. de dibam em camundongos fêmeas e machos avaliados 

através dos testes: consumo de sacarose, borrifagem com sacarose e nado 

forçado. 



46 
 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS 

 

Todos os procedimentos realizados neste trabalho passaram pela avaliação e 

aprovação da Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da UFSC, sob o 

protocolo número 3325270918. 

O presente estudo foi realizado utilizando camundongos Swiss (Mus musculus) 

fêmeas e machos, com idade entre 90 e 100 dias, pesando 40 a 60 g fornecidos pelo 

biotério central da UFSC. Os animais foram alojados em gaiolas plásticas retangulares 

com dimensões de 49 x 34 x 16 cm em até 10 animais por gaiola com o grupo exposto 

e controle na mesma caixa, separados por sexo e mantidos em gabinetes ventilados 

(Insight, Ribeirão Preto, Brasil), onde era fornecido livre acesso a comida e água. O 

biotério exclusivo para camundongos foi mantido a 23 ± 2ºC, com ciclo claro escuro 

de 12 horas e acendimento automático das luzes às 7 horas. 

 

4.2 ADMINISTRAÇÃO I.N. DO DIBAM 

 

A administração i.n. do dibam foi realizada de acordo com o protocolo 

previamente padronizado por Mack et al. (2018). O dibam (dimetilditiocarbamato de 

sódio, D156604 Sigma-Aldrich) foi dissolvido em solução de NaCl 0,9% em uma 

concentração de 100 mg/mL. Logo após os animais serem anestesiados com 

isofluorano 0.96%, um tubo de polietileno (PE10) foi introduzido aproximadamente 7 

mm em uma das narinas com o animal em decúbito ventral. Com o auxílio de uma 

microseringa de 10 μl, acoplada a uma bomba de infusão, o dibam foi aplicado em um 

volume de 10 µL com 100 mg/mL, que corresponde a uma dose de 1 mg/narina ou 

controle (NaCl 0,9%), sendo aplicado a uma taxa de infusão de 10 µL/min. O mesmo 

procedimento foi realizado na narina contralateral após o animal recuperar a função 

cardiorrespiratória normal, após um intervalo de 5 min (MACK et al., 2018). Este 

procedimento foi repetido após 24 h, totalizando duas administrações de dibam em 

cada narina.  
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 O presente estudo foi dividido em dois protocolos experimentais, sendo estes realizados com o objetivo de avaliar a influência 

do sexo dos animais sobre os efeitos da administração i.n. do dibam sobre as funções motoras (protocolo 1) e emocional (protocolo 

2).   

 

Figura 8 – Linha do tempo experimental do protocolo 1 utilizado para a avaliação motora. 

 

Legenda: Representação gráfica da linha do tempo com as avaliações de comportamento motor. Os animais foram submetidos a duas administrações de 

dibam (1 mg/narina) por dois dias consecutivos (dias -2 e -1) foram consideradas avaliações de efeito agudo, os testes realizados nos primeiros 5 dias após 

as administrações e avaliações de efeito tardio, os testes realizados a partir do dia 8. 
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Figura 9 – Linha do tempo experimental do protocolo 2 utilizado para a avaliação dos comportamentos tipo-depressivo e anedônico. 

 

 

Legenda: Representação gráfica da linha do tempo com as avaliações relacionadas aos comportamentos tipo-depressivo, anedônico e ansioso, e avaliação 

de aptidão motora. Os animais foram submetidos a duas administrações consecutivas de dibam (1 mg/narina). Foram consideradas avaliações de efeito agudo, 

os testes realizados nos primeiros 5 dias após as administrações e avaliações de efeito tardio, os testes realizados a partir do dia 8. 
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4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

Com o objetivo de reduzir possíveis vieses e conduzir a exposição dos grupos 

aos mesmos fatores de forma homogênea, algumas medidas foram adotadas. Assim 

como em trials clínicos, em pesquisas com animais, a randomização dos grupos é 

uma importante iniciativa em busca da reprodutibilidade, assim como reduz o possível 

viés de escolha do pesquisador, proporcionando maior qualidade ao experimento 

(HIRST et al., 2014; SCHULZ et al., 1995). Para a triagem dos grupos, os animais 

foram enumerados com uma fita adesiva na cauda, logo após, os números foram 

digitados na plataforma random.org em forma de lista, que atribuiu de forma 

automática e randômica, os números aos grupos (controle e dibam). Para que os 

animais fossem expostos de forma homogênea aos mesmos fatores estressantes 

decorrentes do manuseio, o n amostral de cada grupo foi dividido pela metade, desta 

forma foi logisticamente possível conduzir os procedimentos com todos os grupos no 

mesmo dia, com diferença de uma semana entre cada metade dos grupos. 

Todos os testes comportamentais foram realizados no período diurno, em salas 

adequadas com isolamento acústico, e controle de temperatura (25 ± 2℃) e 

luminosidade (10 lux, com exceção do escore neurológico de severidade e teste do 

campo aberto que foram executados em 75 lux). 

 

4.4.1 Rotarod 

 

O aparato do teste é composto por um cilindro metálico ligado a um motor de 

passo programado para trabalhar em diferentes velocidades. O cilindro possui um 

padrão de ranhuras que favorecem a aderência nas patas dos animais. O cilindro é 

separado em 4 baias de acrílico fosco com medidas iguais, dimensionadas para o 

tamanho dos camundongos.  

A avaliação do rotarod consistiu em um teste basal de aptidão motora ao 

aparelho, 24 h antes das administrações. Foram incluídos no estudo os animais que 

conseguiram permanecer no aparato durante 5 min a uma velocidade constante de 5 

rpm com até 3 tentativas (nenhum animal necessitou ser excluído na avaliação basal 

do rotarod). Nas avaliações realizadas nos dias 8 e 15 após as administrações utilizou-

se uma velocidade inicial de 5 rpm com aceleração constante de 0,1 revolução/s , 



50 
 

chegando a uma velocidade máxima de 40 rpm com uma latência de 300 s para a 

queda (SHIOTSUKI et al., 2010). 

 

4.4.2 Escore neurológico de severidade (ENS) 

 

O ENS consiste na avaliação de 10 parâmetros clínicos neurológicos 

individuais, onde são observadas algumas características motoras, fisiológicas e 

estado de alerta, que refletem o estado neurológico do animal. O ENS foi desenvolvido 

a partir da Escala de Glasgow, que é amplamente utilizada para avaliar o estado 

neurológico de pacientes que sofreram um traumatismo cranioencefálico (TCE).  

Os 10 parâmetros avaliados no teste demonstram-se de maneira sensível e 

representativa das tarefas com maior importância e comprometimento em casos de 

TCE (FLIERL et al., 2009). Com base na descrição de Flier e colaboradores, no ano 

de 2010 foi padronizado no Laboratório Experimental de Doenças 

Neurodegenerativas (LEXDON, UFSC), um protocolo de ENS que se aplica à 

camundongo, utilizando os aparatos ilustrados na figura 7 (SCHWARZBOLD et al., 

2010).  

Escores de 1 ponto são atribuídos ao animal que apresente a ausência de 

comportamento ou a inaptidão de realizar alguma das tarefas descritas na tabela 1. 

Assim, a pontuação máxima de 10 pontos neste teste indica maior comprometimento 

neurológico do animal. 
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Tabela 1 - Avaliação através do ENS  

 Pontuação 

Parâmetros Apto Inapto 

Sair do círculo (até 3 min) 0 1 

Comportamento exploratório 0 1 

Agarrar na grade da caixa (paresia) 0 1 

Andar em linha reta 0 1 

Andar na trave de 3 cm (até 1 min) 0 1 

Andar na trave de 2 cm (até 1 min) 0 1 

Andar na trave de 1 cm (até 1 min) 0 1 

Equilíbrio em trave de 0,7 cm (até 10 s) 0 1 

Equilíbrio em trave redonda (até 10 s, 3 tentativas) 0 1 

Reflexo de sobressalto 0 1 

Escore máximo 10 

Fonte: (SCHWARZBOLD et al., 2010) 

 

Para considerar que o animal obteve sucesso nas tarefas de equilíbrio, o 

camundongo deve se apoiar na haste com ambas as patas anteriores e possuir seu 

tronco e patas posteriores próximas a haste. Apenas “segurar” a haste com uma ou 

ambas as patas anteriores, é considerada uma falha no teste. São dadas três 

tentativas para que se avalie o cumprimento das tarefas, pois representa a o desafio 

mais difícil para o camundongo durante o teste. 
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Figura 8 – Aparato de avaliação do estado neurológico de severidade. 

 

Legenda: Ilustração com as medidas utilizadas no aparato de avaliação do escore 

neurológico de severidade. Fonte: (SCHWARZBOLD et al., 2010). 

 

4.4.3 Teste do campo aberto 

 

Para avaliar a atividade locomotora dos animais foi utilizado o teste do campo 

aberto, que consiste em uma arena cercada de bordas opacas contendo uma área 

central que geralmente é aversiva para os animais. O aparato é constituído de acrílico, 

com a base na cor cinza, nas medidas de 40 cm x 40 cm x 30 cm. No dia 4 após a 

segunda administração i.n. de dibam, os animais foram expostos de forma individual 

ao campo aberto para explorar livremente em um período de 5 minutos. A atividade 

locomotora foi monitorada por uma câmera posicionada acima das arenas para 

monitorar a atividade dos animais e coletar imagens para posterior análise dos índices 

de distância total percorrida (em metros), tempo de imobilidade (em segundos) e 

número de entradas no centro, no software AnyMaze®. 

 

4.4.4 Teste da haste vertical 

 

Este teste é comumente utilizado para avaliar o comportamento motor de 

bradicinesia em modelos animais da DP observando o giro que o animal realiza para 

descer uma haste, este comportamento é muito sensível às alterações na função 

nigroestriatal, uma vez que pacientes com a DP também possuem dificuldade de 

realizar um giro no próprio eixo. O aparato consiste em uma haste de madeira com 1 

cm de diâmetro e 50 cm de altura conectada à uma plataforma preenchida com 

maravalha. O animal foi posicionado no topo da haste com a cabeça para cima, onde 
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ao soltar a cauda do animal, o tempo para formar um giro de 180º com a cabeça para 

baixo e descer foram registrados (OGAWA et al., 1985).  

 

4.4.5 Borrifagem com sacarose 

 

O teste da borrifada com sacarose é utilizado para avaliar alguns aspectos do 

comportamento de autolimpeza dos animais após a borrifada de uma solução de 

sacarose a 10% em seu dorso. O gatilho de motivação ao comportamento de limpeza 

acontece devido à viscosidade da solução de sacarose, onde o pelo do animal fica 

viscoso/molhado. Ao iniciar a limpeza, o animal percebe a palatabilidade da solução 

borrifada, reforçando este comportamento (WILLNER, 2005) 

 O teste ocorreu em uma sala acusticamente isolada, com iluminação de cor 

vermelha onde os animais foram posicionados de maneira individual em tubos de 

acrílico onde a solução de água com sacarose a 10% foi borrifada duas vezes no 

dorso dos animais. Os animais foram testados em duplas e todo o procedimento foi 

monitorado e gravado em um sistema digital de gravação de vídeo. 

Foram analisados o tempo que o animal levou para iniciar a autolimpeza e o 

tempo total gasto nesse comportamento foi registrado manualmente com a análise 

dos vídeos em uma janela de 5 minutos. 

 

4.4.6 Suspensão pela cauda 

 

Neste teste os animais foram suspensos pela parte final da cauda em uma 

bancada a 60 cm do chão, com uma fita adesiva durante 6 minutos (STERU et al., 

1985). No procedimento, os animais foram alocados em trios e separados 

individualmente por uma baia de papelão onde as patas foram posicionadas em frente 

a câmera de monitoramento. Os parâmetros foram analisados posteriormente através 

das gravações de vídeo onde o tempo de imobilidade foi registrado manualmente.  

 

4.4.7 Teste de preferência pela sacarose 

 

O procedimento consistiu em duas etapas. Na etapa de treino, após os animais 

serem alocados individualmente em caixas moradia, dois bebedouros de água foram 

apresentados em lados opostos da grade. Passadas 24 h após esta etapa, um dos 
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bebedouros foi substituído por outro contendo sacarose na concentração de 2% em 

250 ml, onde o volume foi aferido pela pesagem do bebedouro com água. Após 24 h 

da substituição do bebedouro, as suas posições foram invertidas e o volume aferido, 

passado outro período de 24 h o conteúdo de cada bebedouro foi medido e comparado 

com a pesagem inicial para estimar o consumo de cada uma delas e os animais 

realocados para suas caixas de origem (GOSHEN et al., 2008; TADAIESKY et al., 

2010).  

 

Figura 10 - Ilustração representando a troca de garrafas no teste de preferência pela 
sacarose. 

Legenda: A troca de soluções no teste foi realizada entre os dias 8 ao 11 após a exposição ao dibam. 

No dia 8 os animais foram isolados em caixas com dois bebedouros contendo água, no dia 9, um dos 

bebedouros de água foi substituído por sacarose e aferido seu peso para determinar o volume. No dia 

10, as garrafas foram aferidas novamente e trocadas de lado na caixa, no dia 11 as garrafas foram 

retiradas e aferidas, animais realocados para suas caixas de origem e o volume das soluções entre 

os dias 10 e 11 foram contabilizados no o teste. Fonte: O autor 

 

4.4.8 Nado forçado 

 

Consiste em um cilindro de acrílico com 60 cm de altura que é preenchido com 

água a 25 ± 1 °C até a altura de 40 cm onde o animal é posicionado e seus movimentos 

são registrados em vídeo para posterior análise manual. O teste em camundongos 

teve a duração de 6 minutos onde os primeiros dois minutos foram considerados 
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tempo de treino, enquanto nos 4 minutos restantes foi avaliado o parâmetro de tempo 

de imobilidade (PORSOLT et al., 1977). O comportamento de imobilidade foi 

considerado quando os animais ficaram flutuando sem movimentos ou realizando o 

mínimo de atividade necessária para manter sua cabeça para fora da água.  

 

4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os dados coletados nos parâmetros comportamentais passaram pelo 

teste de distribuição amostral Kolmogorov-Smornov (K-S), no qual a função de 

distribuição do n amostral é comparada a uma função de distribuição teórica (RANI 

DAS, 2016). Para acatar a hipótese de normalidade amostral, níveis de significância 

menores do que 0,05 (p < 0,05) foram considerados. As amostras com distribuição 

normal passaram pelo teste de Grubb’s para identificação de valores individuais 

discrepantes da distribuição amostral (outliers). Apenas o parâmetro de tempo no 

centro do teste de campo aberto no dia 14 apresentou 1 outlier, o qual foi removido 

da amostra. Para identificar possíveis diferenças significativas entre estas amostras, 

foram submetidas a análise de variância (ANOVA) seguida de teste post-hoc de Tukey 

para comparação entre os grupos, onde se incluíram a distância total percorrida no 

campo aberto realizado no dia 4, rotarod do dia 8 e todos os parâmetros do campo 

aberto no dia 14, sendo expressos graficamente pela média ± erro padrão da média 

(EPM). Amostras que não passaram no teste de normalidade foram analisadas 

através do teste não paramétrico Kruskal-Wallis com as múltiplas comparações 

realizadas através do teste de Dunn, estas análises foram feitas nos dados de ambos 

os escores neurológicos de severidade (dias 3 e 9), nos parâmetros de entradas e 

tempo no centro do campo aberto aplicado no dia 4, teste da haste vertical e rotarod 

aplicado no dia 15, que foram expressos através da mediana ± intervalo interquartil. 

Quanto ao protocolo de testes de comportamento tipo-depressivo, para a 

análise de distribuição amostral, identificação de outliers e possíveis diferenças 

estatísticas entre os grupos de acordo com seus respectivos tipos de distribuições, 

bem como suas representações gráficas, foram adotados os mesmos critérios 

descritos no protocolo de testes motores. 

Os parâmetros de tempo no centro do teste do campo aberto e consumo de 

sacarose do teste de preferência pela sacarose apresentaram, respectivamente, 1 e 

2 outliers. Quanto à distribuição, passaram no teste de normalidade os parâmetros 
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latência para a autolimpeza e tempo total de autolimpeza no teste da borrifagem com 

sacarose, distância total percorrida e entradas no centro do teste do campo aberto, e 

consumo de sacarose no teste de preferência pela sacarose, restando os parâmetros 

de tempo no centro do teste do campo aberto, tempo de imobilidade no teste de 

suspensão pela cauda e nado forçado que apresentaram distribuição anormal. Todos 

os dados foram registrados e armazenados utilizando o Excel® (pacote Office 365®), 

as análises estatísticas foram realizadas no software Prism® versão 8.2.1. 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 AVALIAÇÃO MOTORA 

 

A exposição i.n. por dois dias consecutivos não alterou (p>0,05) aspectos 

neurológicos gerais dos camundongos (independente do sexo) no terceiro dia após a 

exposição (Fig. 11A). Também não foram observadas alterações (p>0,05) de 

aspectos relacionados à mobilidade e locomoção espontânea medidos através da 

distância total percorrida no teste do campo aberto (Fig. 11B) e de diferenças no 

comportamento tipo-ansioso verificado através do número de entradas e tempo no 

centro do campo aberto realizado no dia 4 após a exposição (Fig. 11C e D, 

respectivamente).  

Não houve diferença (p>0,05) entre os grupos nos parâmetros motores 

observados através da latência para o giro e tempo de descida na haste vertical, 5 

dias após a exposição (Fig. 11E e F).  

Quanto aos resultados obtidos no rotarod no oitavo dia do protocolo, também 

não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos e sexo no tempo 

de latência para a queda do cilindro em rotação do aparato (Fig. 11G) 
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Figura 11 – Efeitos dos primeiros 8 dias após a exposição ao Dibam, no estado 

neurológico geral, aspectos motores e comportamento tipo ansioso de camundongos 

fêmeas e machos. 

 

Legenda: Gráficos representando dados de parâmetros comportamentais de camundongos Swiss 

fêmeas e machos (n= 13-17/grupo) expostos ao Dibam ou solução salina via i.n, conforme descrito 

acima. Após a exposição ao Dibam, os animais foram avaliados pelo escore neurológico de severidade 
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no dia 3, (A) com dados representados em mediana ± intervalo interquartil, teste do campo aberto no 

dia 4, onde os dados da distância total percorrida (B) estão representados em média ±EPM, o número 

de entradas e tempo no centro (C-D) estão representados como mediana ± intervalo interquartil. 

Também foram submetidos ao teste da haste vertical no dia 5, com os dados da latência para realizar 

o giro e o tempo de descida (E-F) estão representados como mediana ± intervalo interquartil e o rotarod 

no dia 8 com a latência para a queda (G) representada em média ±EPM. 

 

Ainda com os mesmos grupos, três testes foram aplicados pela segunda vez 

para avaliação de possíveis efeitos tardios. O escore neurológico de severidade foi 

realizado no dia 9 (Fig. 12A) onde, assim como na primeira avaliação, também não 

foram observadas diferenças entre os grupos (p>0,05).  

O teste do campo aberto realizado no dia 13, sendo que os grupos expostos 

ao dibam não apresentaram diferenças significativas com relação ao controle (p>0,05) 

nos parâmetros de distância total percorrida, número de entradas no centro e tempo 

de permanência no centro (Fig. 12 B-D). Entre os animais submetidos ao rotarod no 

dia 14 (Fig. 12E) não foram observadas diferenças em comparação aos grupos 

controle (p>0,05) na latência para a queda. 
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Figura 12 – Efeitos tardios a partir do dia 9 após a exposição ao Dibam, no estado 

neurológico geral, aspectos motores e comportamento tipo ansioso de camundongos 

fêmeas e machos.  

 

Legenda: Gráficos representando dados de parâmetros comportamentais de camundongos Swiss 

fêmeas e machos (n= 13-17/grupo) expostos ao dibam ou solução salina via i.n. Os animais foram 

reavaliados pelo escore neurológico de severidade no dia 9, (A) com dados representados em mediana 

± intervalo interquartil, teste do campo aberto, reavaliado no dia 14, onde os dados da distância total 

percorrida, número de entradas no centro e tempo no centro (B-D) estão representados em média 

±EPM. A reavaliação do rotarod no dia 15 (E) estão apresentadas como mediana ± intervalo interquartil. 
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5.2 AVALIAÇÃO EMOCIONAL 

 

Após dois dias consecutivos de exposição i.n. ao dibam, não foram observadas 

diferenças significativas (p>0,05) dos grupos expostos com relação aos seus 

respectivos grupos controle no teste de borrifagem com sacarose aplicado no segundo 

dia após as exposições, tanto nos critérios de latência para a autolimpeza (Fig. 13A) 

quanto no tempo total de autolimpeza (Fig. 13B). Com relação ao teste do campo 

aberto, nos parâmetros de distância total percorrida (Fig. 13C), entradas no centro 

(Fig. 13D) e tempo no centro (Fig. 13E), os grupos expostos ao dibam não 

apresentaram diferenças significativas com relação aos grupos controle (p>0,05). No 

tempo de imobilidade (Fig. 13F) avaliado pelo teste de suspensão pela cauda, também 

não houve diferença (p>0,05) entre os grupos expostos e os grupos controle. 
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Figura 13 – Efeitos dos primeiros 7 dias após a exposição ao dibam em parâmetros 

relacionados ao comportamento tipo-depressivo e ansioso, além de aspectos 

locomotores.  

 

Legenda: Gráficos representando dados de parâmetros comportamentais de camundongos Swiss 

fêmeas e machos (n= 7-10/grupo) expostos ao dibam ou solução salina via i.n. Os animais foram 

avaliados através do teste de borrifagem com sacarose no dia 2 com dados da latência para 
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autolimpeza (A) e tempo total de autolimpeza (B) representados em média ±EPM, teste do campo 

aberto no dia 4, com dados da distância total percorrida (C) e entradas no centro representados (D) em 

média ±EPM e tempo no centro (E) representado em mediana ± intervalo interquartil, teste de 

suspensão pela cauda no dia 5 com o tempo de imobilidade representado em mediana ± intervalo 

interquartil. 

 

Na segunda metade do protocolo de testes, 8 dias após a exposição ao dibam, 

não houve diferença significativa de preferência pela sacarose (Fig. 14A) no 

respectivo teste (p>0,05). Em uma avaliação mais tardia, foi observado maior tempo 

de imobilidade em fêmeas expostas ao pesticida (Fig. 14B) no teste do nado forçado, 

com diferença significativa (p>0,05) em relação ao seu grupo controle. 

 

Figura 14  – Efeitos tardios da exposição ao dibam em parâmetros relacionados ao 

comportamento tipo-depressivo.  

 

Legenda:  Gráficos representando dados de parâmetros comportamentais de camundongos Swiss 

fêmeas e machos (n= 7-10/grupo) expostos ao dibam ou solução salina via i.n. Os animais foram 

avaliados através do teste de preferência pela sacarose aplicado no dia 8 com a porcentagem relativa 

de consumo de sacarose (A) representada em média ±EPM e teste do nado forçado aplicado no dia 14 

com o tempo de imobilidade (B) representado em mediana ± intervalo interquartil. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Mesmo com a incidência comum de acidentes envolvendo intoxicação aguda 

por pesticidas e efeitos colaterais de curto e médio prazo, é de grande importância o 

entendimento da relação entre a exposição crônica à pesticidas com a prevalência de 

algumas doenças persistentes a longo prazo, tendo em vista que a classificação de 

toxicidade para a saúde humana dos pesticidas atuais é baseada somente em estudos 

com exposição aguda (BRASIL, 2002).  

Um dos primeiros estudos de neurotoxicidade do dibam demonstrou a 

toxicidade de sua administração crônica pela via sistêmica. Chou e colaboradores 

avaliaram camundongos C57BL/6 machos na haste vertical após duas semanas de 

aplicação subcutânea diária de 50 mg/kg, onde os animais expostos ao dibam tiveram 

um menor tempo de giro na haste em comparação ao grupo controle. O efeito persistiu 

por 8 semanas após a interrupção da exposição subcutânea, indicando que este não 

foi um efeito agudo (CHOU et al., 2008b) 

No presente estudo, os animais não apresentaram déficits motores, 

independente do sexo, após duas exposições i.n. de dibam, tanto nos primeiros 8 dias, 

quando nas reavaliações executadas do dia 9 ao dia 15. Resultados prévios já haviam 

demonstrado menor toxicidade do dibam pela via sistêmica ou i.n. Mack et al. 

descreveram que a administração do pesticida via i.p. de 50 mg/kg ao dia, durante 4 

dias consecutivos, não provocou déficits motores em camundongos Swiss machos. 

Também neste estudo, o Dibam, em uma única administração com 1 mg/narina, não 

foi capaz de provocar alterações no estado neurológico geral dos animais (MACK et 

al., 2018; MACK; PREDIGER; DAFRÉ, 2017).  

Ainda com o mesmo método, porém outro protocolo de administração i.n. em 

dois dias consecutivos, o dibam alterou o estado neurológico geral no segundo dia 

após as exposições, indicando um déficit neurológico que foi revertido na reavaliação 

do dia 6, estes animais também apresentaram um comportamento do tipo 

ansiogênico, observado através na menor exploração da área central do campo aberto 

(MACK, et al., 2018). 

No presente trabalho, estas alterações comportamentais motoras não foram 

observadas tanto no escore neurológico de severidade quanto no campo aberto, 

indicando que a ausência de prejuízo motor pode tornar viável o estudo de sintomas 

não motores e suas diferenças, tanto em machos, quanto em fêmeas. 
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No protocolo de avaliação comportamental relacionado à emocionalidade, os 

testes envolvendo sacarose avaliam comportamentos motivacionais através da 

responsividade à recompensa dos animais (NESTLER; GOULD; MANJI, 2002; 

WILLNER, 2005). Discussões sobre o teste da borrifagem com sacarose em 

particular, demonstram que o teste também avalia condições de autocuidado dos 

animais (ISINGRINI et al., 2010). 

Os resultados observados tanto no teste da borrifagem com sacarose, aplicado 

na primeira semana após a exposição ao dibam, quanto no teste de preferência pela 

sacarose aplicado na segunda semana, indicaram a ausência de comportamento tipo-

anedônico, tendo em vista que uma das principais características do sintoma 

anedônico em humanos é a baixa ou perda de motivação para atividades que, em 

uma situação saudável, seriam prazerosas ao indivíduo (CRASKE et al., 2016) e estão 

relacionadas à atividade dopaminérgica envolvendo estruturas como a VTA, amígdala 

e estriado ventral (DER-AVAKIAN; MARKOU, 2012). Portanto, a ausência deste 

comportamento observada nos testes deste trabalho pode indicar o funcionamento 

normal destas estruturas nos animais observados durante as primeira duas semanas. 

As duas avaliações para o comportamento tipo-depressivo nos animais 

apresentaram resultados discrepantes. O teste de suspensão pela cauda aplicado na 

primeira semana não apresentou diferenças no tempo de imobilidade tanto em 

machos quanto em fêmeas, com relação aos seus respectivos grupos controle. Este 

teste é utilizado na triagem de drogas antidepressivas em potencial e na avaliação de 

outras variáveis que podem afetar os comportamentos relacionados à depressão 

(CAN et al., 2011). Este teste é baseado no paradigma de que os animais submetidos 

ao estresse de curto prazo e inevitável de serem suspensos pela cauda, podem 

desenvolver uma postura imóvel diante do desespero de uma situação estressora 

inescapável (CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). 

Da mesma maneira, o teste do nado forçado foi desenvolvido na década de 

1970 por Porsolt e colaboradores como uma ferramenta para avaliar a eficácia clínica 

de medicamentos antidepressivos (PORSOLT et al., 1977; PORSOLT et al., 1978). É 

amplamente utilizado para a avaliação do comportamento tipo-depressivo com base 

na suposição de que, ao colocar o animal em um cilindro preenchido com água, o 

animal fará movimentos para escapar da situação estressora, enquanto o 

comportamento de imobilidade é avaliado como um parâmetro de desespero 

comportamental (YANKELEVITCH-YAHAV et al., 2015). Na avaliação do nado 
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forçado foi possível observar um maior tempo de imobilidade das fêmeas expostas ao 

dibam com relação ao seu grupo controle, enquanto o grupo exposto dos machos não 

foi afetado, indicando assim uma maior vulnerabilidade das fêmeas ao comportamento 

tipo-depressivo quando expostas ao dibam, em um período de até 14 dias. O tempo 

de imobilidade observado no nado forçado não está relacionado a déficit motor, 

considerando que não foram observadas alterações nos parâmetros motores 

avaliados pelo campo aberto neste mesmo grupo. 

O aparecimento tardio do comportamento tipo-depressivo de maneira tempo-

dependente também foi observado em um outro estudo de nosso laboratório utilizando 

ratos machos lesionados com 6-OHDA no estriado dorsolateral (EDL) sem haver 

comprometimento motor, foi observado o papel diferencial do EDL e córtex pré-frontal 

em comportamentos relacionados à anedonia e depressão, respectivamente. Este 

estudo descreveu uma dissociação entre estes dois sintomas, com o comportamento 

do tipo-anedônico sendo observado nos primeiros sete dias após a lesão e o 

comportamento do tipo-depressivo observado somente 21 dias após a lesão 

(MATHEUS et al., 2016). 

Diferenças entre fêmeas e machos após exposição a neurotoxinas também são 

demonstrados em estudos pré-clínicos. Em um estudo de nosso laboratório foi 

observada maior vulnerabilidade de camundongos C57BL/6 fêmeas com 15 meses 

de idade ao MPTP, onde este grupo apresentou maior taxa de mortalidade após a 

administração i.n. desta toxina (MATHEUS et al., 2012). 

Existem algumas evidências sobre a participação de neurotrofinas que podem 

explicar esta vulnerabilidade. A alteração nos níveis de neurotrofinas é uma das 

características tanto da DP quanto da depressão (HOWELLS et al., 2000). Outros 

estudos mostram níveis anormais de BDNF (do inglês: Brain-derived neurotrophic 

factor) no hipocampo e córtex pré-frontal de pacientes depressivos (DUMAN et al., 

2012). Corroborando com estas evidências, outro estudo de nosso laboratório 

observou uma correlação entre maior depleção de BDNF e GDNF (do inglês: Glial-

derived neurotrophic fator) no hipocampo e córtex pré-frontal em camundongos 

C57BL/6 fêmeas que também foram mais vulneráveis ao comportamento tipo-

depressivo após aplicação i.n. de MPTP (SCHAMNE et al., 2018). 

A existência de diferenças entre mulheres e homens com relação às 

manifestações clínicas da DP têm sido relatadas em muitos estudos. Enquanto 

homens podem apresentar predominantemente sintomas motores, mulheres relatam 
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maior prevalência de sintomas ligados à emocionalidade como ansiedade e 

depressão (SCOTT et al., 2000). As características dos sintomas não motores em 

homens estão ligadas ao déficit de atenção e comportamento inadequado, enquanto 

as mulheres, além da depressão, sofrem com o embotamento afetivo (MILLER; 

CRONIN-GOLOMB, 2010).  

Em outros estudos com animais também é possível observar diferenças 

comportamentais entre fêmeas e machos utilizando a administração de toxinas. Um 

estudo com a aplicação sistêmica do MPTP, que assim como o dibam, também possui 

características oxidativas, Unzeta e colaboradores demonstraram que camundongos 

C57BL/6 fêmeas têm maior resistência ao seu efeito neurotóxico em comparação com 

machos e que esta característica poderia estar relacionada a enzima MAO-B, que faz 

a conversão do MPTP para o seu substrato mais tóxico, o MPP+ (UNZETA et al., 

1994). Os efeitos oxidativos do dibam, de maneira diferente do MPTP, não possuem 

ação específica de maneira dependente de enzima, são efeitos sistêmicos que afetam 

várias estruturas e mecanismos de sinalização celular. A atenuação de seus efeitos 

depende unicamente das defesas antioxidantes celulares. 

 

7 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho foi possível observar que a administração i.n. de 1 mg/ml de 

dibam por dois dias consecutivos não foi suficiente para causar déficits motores e 

danos neurológicos tanto em fêmeas quanto em machos. Além disso também não 

foram observadas alterações motoras tempo-dependentes tanto na primeira semana 

quanto na segunda semana pós administração. 

As duas administrações consecutivas i.n. de 1 mg/ml de dibam também não 

causaram alterações relacionadas ao comportamento tipo-anedônico em fêmeas e 

machos, tanto na primeira quanto na segunda semana. 

O comportamento tipo-depressivo não foi observado na primeira semana após 

as administrações, porém este comportamento foi observado em fêmeas, 14 dias 

após a exposição ao dibam. 

Finalmente, tendo em vista o conjunto de resultados, é possível observar que 

a exposição ao dibam pode causar um efeito tipo-depressivo em camundongos swiss 

fêmeas e este efeito acontece de maneira tardia. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

É possível afirmar que, assim como na DP quanto na depressão, as mulheres 

estão mais vulneráveis aos sintomas relacionados à emocionalidade. 

A carência de estudos relacionados à toxicidade crônica dos ditiocarbamatos e 

demais pesticidas, assim como a quantidade de pessoas expostas à estas 

substâncias trazem uma grande relevância para este tema de pesquisa.  

Estudos adicionais são necessários para identificar quais estruturas cerebrais 

e vias de sinalização neuronais estão envolvidas, assim como meios de tratamento 

para atenuar os efeitos tóxicos e translacionar para possíveis efeitos do dibam e 

demais ditiocarbamatos em humanos expostos de maneira ocupacional.  
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