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RESUMO 

TOSTES, A F. Efeito do cloreto de lítio no modelo de Doença de Parkinson por 6-OHDA. 

2021. 98 p. Dissertação (Mestrado em Ciências - Fisiologia Humana) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

Introdução: A doença de Parkinson (DP) é uma afecção neurodegenerativa cujo principal 

achado é a perda de neurônios dopaminérgicos na região da substância negra (SN) e de suas 

projeções que atingem o núcleo estriado. Além disso, a DP tem se destacado recentemente por 

ter sido considerada o distúrbio neurológico que teve o crescimento mais rápido em todo o 

mundo. Neste contexto surge uma notável preocupação em testar fármacos que apresentam po-

tenciais efeitos neuroprotetores, como por exemplo, o cloreto de lítio (LiCl). O objetivo do 

atual estudo foi avaliar o efeito do LiCl nos neurônios dopaminérgicos e investigar a influência 

do tratamento com este composto na expressão da enzima Glicogênio Sintase Quinase-3 βeta 

(GSK-3β) nas regiões da SN e do estriado em um modelo de DP. Métodos: Para indução do 

modelo de DP, foi administrada a 6-OHDA na concentração de 2 μg/μl dissolvida em uma 

solução de NaCl 0,9% e ácido ascórbico 0,2%. A injeção da 6-OHDA foi realizada em dois 

pontos distintos do estriado nas seguintes coordenadas: Ponto 1: A (anterior): +1.0 mm; ML 

(médio-lateral): 2,0 mm em relação ao bregma e DV (dorsoventral): 2,9 mm em relação a dura-

máter. Ponto 2: P (posterior): - 0,3 mm; ML: 2,3 mm em relação ao bregma e DV: 2,9 mm em 

relação a dura-máter. O volume total injetado da droga foi de 2 μl. Para o tratamento com LiCl 

utilizou-se a concentração de 4 mmol (concentração capaz de inibir a enzima GSK-3β em mo-

delos de camundongos), veiculados intraperitoneal por 13 dias. Em seguida, as amostras foram 

coletadas e avaliou-se a atividade da enzima GSK-3β na SN e no estriado pelas metodologias 

de imunohistoquímica, RT-PCR e immunoblotting. Resultados: Os resultados encontrados são 

indicativos de que a 6-OHDA promoveu a morte neuronal dopaminérgica na região da SN, 

evidenciada pela redução na expressão da enzima tirosina hidroxilase (TH) nos animais sub-

metidos a injeção desta neurotoxina quando comparados aos animais controles. Além disso, os 

animais que receberam 6-OHDA apresentaram um aumento na expressão gênica de Caspase-3. 

Contudo, aqui relatamos que a indução de DP não foi sugestiva de que a 6-OHDA exerça um 

efeito significativo no mRNA da GSK-3β e nem na conformação ativa da enzima GSK-3β 

(Y216) nas regiões da SN e do núcleo estriado no 15º dia após a lesão. Já em relação ao trata-

mento com LiCl, tivemos uma redução na expressão de mRNA de AKT e de mRNA GSK-3β 

nos animais que foram tratados com este composto. Em contrapartida, obtivemos um aumento 



da expressão de GSK-3β (Y216) que aparenta estar relacionada com a redução de mRNA de 

TH na SN dos animais que foram tratados com LiCl. Estes resultados são sugestivos de um 

novo mecanismo pelo qual ocorre a neurotoxicidade do LiCl na SN. Análise estatística: análise 

de variância ANOVA, two-way completamente randomizada, seguida por pós-teste de Bonfer-

roni, realizados no software GraphPad Prism 8.2.1. Valores de p<0,05 foram considerados es-

tatisticamente significativos. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da mé-

dia. Conclusão: Nossos dados indicam que a GSK-3β (Y216) está presente nos corpos celulares 

dos neurônios dopaminérgicos da SN e que nesta região, o aumento da GSK-3β (Y216) apre-

senta uma correlação com redução de mRNA de TH apenas nos animais tratados com LiCl e 

não no modelo de DP. Estes resultados são sugestivos de que o tratamento LiCl a longo prazo 

apresenta um efeito antagônico deletério aos neurônios dopaminérgicos da SN dependente da 

fosforilação de GSK-3β, desafiando o uso do lítio como estratégia terapêutica para a DP.  

 

Palavras-chave: Doença de Parkinson. Tirosina hidroxilase. GSK-3β (Y216). LiCl.  



ABSTRACT 

TOSTES, A F. Effect of lithium chloride in 6-OHDA Parkinson’s Disease model.2021. 98 

p. Dissertation (Mestrado em Ciências - Fisiologia Humana) – Biomedical Sciences Institute, 

University of São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

Introduction: Parkinson’s Disease (PD) is a pathological alteration which consists mainly in 

the loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN) and its projections to the striatum. 

Besides this, PD has been winning attention recently due to being considered the neurological 

disorder with the fastest growth in the world. In this context, a concern in testing drugs that may 

present potential neuroprotective effects, like lithium chloride (LiCl), raises. The objective of 

this study was to evaluate the effect of LiCl in dopaminergic neurons and investigate the influ-

ence of the treatment with this drug in the enzymatic expression of GSK-3β in the SN and 

striatum in a PD model. Methodology: To induce the PD model, 6-OHDA was administered 

in a 2 μg/μl concentration, dissolved in a 0,9% NaCl and 0,2% ascorbic acid solution. The 6-

OHDA injection was made in two distinct striatum points at the following coordinates: Point 

1: A (anterior): +1.0 mm; ML (mediolateral): 2.0 mm in relation to bregma and DV (dorsoven-

tral): 2.9 mm in relation to the dura mater. Point 2: P (posterior): -0.3 mm; ML: 2.3 mm in 

relation to bregma and DV: 2.9 mm in relation to the dura mater. The injected volume of the 

drug was 2 μl. To the LiCl treatment, a 4 mmol/kg/day dose (capable of inhibit the GSK-3β 

enzyme in mice models) was used, vehiculated by intraperitoneal injection for 13 days. Follow-

ing, samples were collected and the enzymatic activity of the GSK-3β in the SN and striatum 

was evaluated by immunohistochemistry, RT-PCR and Immunoblotting methodologies. Re-

sults: The results found indicate that 6-OHDA promoted dopaminergic neuronal death in the 

SN region, evidenced by the tyrosine hydroxylase (TH) enzymatic expression reduction in the 

animals subjected to this neurotoxin injection, when compared to control animals. Besides this, 

animals that received 6-OHDA presented an increase in the Caspase-3 genic expression. Alt-

hough here we relate that the PD induction was not suggestive that 6-OHDA exerts a significa-

tive effect in GSK-3β mRNA nor in the active conformation of the GSK-3β (Y216) enzyme in 

the regions of the SN and striatum at the 15th day after the lesion. About the LiCl treatment, 

we had a reduction in the AKT mRNA and GSK-3β mRNA in animals treated with this com-

pound. As a counterpoint, we had an increase in the GSK-3β (Y216) expression that may be 

related to the TH mRNA reduction at the SN of animals treated with LiCl. These results are 



suggestive of a new mechanism of how LiCl neurotoxicity occurs. Statistical analysis: two-

way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test, made using GraphPad Prism 8.2.1. p-

values<0.05 were considered statistically significative. Results were shown as mean ± standard 

error of the mean. Conclusion: Our data points that GSK-3β (Y216) is present in the cell bodies 

of dopaminergic neurons of the SN and that, in this region, the increase of GSK-3β (Y216) 

shows a correlation with the TH mRNA only in animals treated with LiCl and not with the PD 

model. These results are suggestive that the long-term LiCl treatment presents an antagonistic 

deleterious GSK-3β phosphorylation-dependent effect to dopaminergic neurons in the SN, chal-

lenging LiCl use as a therapeutic strategy to PD. 

  

Keywords: Parkinson’s Disease. Tyrosine hydroxylase. GSK-3 β (Y216). LiCl.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças neurodegenerativas 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o número de indivíduos com 

65 anos ou mais devem totalizar cerca de 1,5 bilhões de pessoas em 2050. Em vista disso, 

acredita-se que um em cada seis indivíduos terá a idade igual ou maior que 65 anos no mundo 

(NATIONS DEPARTMENT OF ECONOMIC; AFFAIRS; DIVISION, 2020). Apesar deste 

índice retratar um quadro indicativo do aumento da qualidade de vida da população mundial, a 

elevada expectativa de vida torna estes indivíduos susceptíveis a algumas afecções relacionadas 

ao envelhecimento, como por exemplo as doenças neurodegenerativas. A possível explicação 

dada para o envelhecimento ser considerado o principal fator de risco da neurodegeneração, 

está na existência de algumas características que são mais visíveis com o passar da idade e que 

tornam propícia a morte neuronal. Dentre estas particularidades podem ser mencionadas: a ins-

tabilidade genômica, o atrito telomérico, o conjunto de alterações epigenéticas, a perda da ho-

meostase proteica, a disfunção mitocondrial (principalmente envolvendo os complexos mito-

côndrias), a senescência celular, a exaustão na produção de células-tronco e um déficit da co-

municação dentro da célula. (MAYNARD et al., 2015; FEIGIN et al., 2017; HOU et al., 2019). 

Quanto ao fenômeno da degeneração neuronal em si, é necessário que uma grande quan-

tidade de células neuronais, permaneçam disfuncionais e/ou encaminhem para a morte celular. 

Neste caso, os sinais clínicos tornam-se evidentes e resultam em modificações dos comporta-

mentos, disfunções cognitivas, entre outros sintomas. O que se sabe até hoje, é que a origem da 

perda neuronal possui causas multifatoriais e tem a capacidade de afetar alguns sistemas de 

neurotransmissores específicos, proporcionando uma certa vulnerabilidade neuronal seletiva. 

Além disso, a neurodegeneração tem uma progressão estereotipada nas regiões cerebrais e co-

mumente gera o depósito de proteínas/organelas nos neurônios que estão vulneráveis ao pro-

cesso de degeneração (BRICHTA; GREENGARD, 2014; FU; HARDY; DUFF, 2018; SOTO; 

PRITZKOW, 2018). 

1.2 Doença de Parkinson  

A Doença de Parkinson (DP) é a segunda patologia neurodegenerativa mais prevalente, 

ficando apenas depois da Doença de Alzheimer (DA)  (DE LAU; BRETELER, 2006; FEIGIN 
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et al., 2017). No entanto o estudo da DP despertou recentemente um grande interesse por parte 

da comunidade científica, devido ao fato desta enfermidade ter sido considerada o distúrbio 

neurológico que teve o crescimento mais rápido em todo o mundo, atingindo todas as classes 

socioeconômicas e grupos étnicos. Quanto a etiologia da DP, mesmo sem apresentar uma ori-

gem específica comprovada, esta doença costuma se manifestar predominantemente na forma 

esporádica (por exposição crônica à pesticidas, herbicidas, químicos industriais e metais) ou em 

casos de predisposição genética nas formas familiares raras que estão presentes em apenas 5-

10% dos casos (TYSNES; STORSTEIN, 2017). Apesar disso, existe uma correlação direta en-

tre o aumento da prevalência/incidência da Doença de Parkinson versus a elevada taxa de en-

velhecimento da população mundial (PICON; BELTRAME, 2002; DORSEY et al., 2018a). Em 

percentual cerca de 1% dos indivíduos com idade acima de 60 anos estão acometidos pela DP 

e 4% dos indivíduos acima de 80 anos possuem esta patologia (PRINGSHEIM et al., 2014; 

TYSNES; STORSTEIN, 2017). Todavia, o aumento acentuado da incidência e da prevalência 

do Parkinson ocorre por volta dos 65 anos de idade (“Neurological disorders: public health 

challenges”; DORSEY et al., 2018).  

Embora a Doença de Parkinson tenha tido um crescimento global e apresentado uma 

maior relevância nos últimos anos, esta patologia foi descrita primordialmente no ano de 1817 

por James Parkinson, no artigo intitulado de “An essay on the Shaking Palsy” (PARKINSON, 

2002; PRZEDBORSKI, 2017). Neste trabalho, são relatadas as observações dos sintomas cara-

terísticos da DP como por exemplo: o tremor de repouso; a bradicinesia; a rigidez muscular e a 

instabilidade postural. Sendo a DP uma afecção pertencente ao grupo das doenças neurodege-

nerativas, os achados mencionados por James Parkinson e colaboradores são ocasionados pela 

degeneração lenta, progressiva e multifatorial de cerca de 70% ou mais neurônios dopaminér-

gicos na região da substância negra pars compacta (SNpc) e de suas respectivas projeções que 

atingem o núcleo estriado (também conhecido como caudado-putamen (CPu)) compondo a via 

nigro-estriatal (DAVIE, 2008; BRICHTA; GREENGARD, 2014; MCGREGOR; NELSON, 

2019).  

Estas regiões são importantes centros reguladores do sistema motor e vinculam os acha-

dos neuro-anatômicos com a sintomatologia clínica. A depleção neuronal dopaminérgica na 

substância negra (SN) resulta na diminuição dos níveis de dopamina liberada no estriado e con-

sequentemente gera o comprometimento das funções motoras executadas por estes núcleos. 
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Desta forma os sintomas motores estão predominantemente afetados na DP e costumam ser 

utilizados como critério diagnóstico até os dias de hoje (PICON; BELTRAME, 2002; POEWE 

et al., 2017; PONTONE et al., 2019; SZETO et al., 2020). No entanto a detecção baseada na 

sintomatologia motora, apesar de usual, é indicativa de um comprometimento neuronal amplo 

e na maioria dos casos esta situação é irreversível (WEBER; MOLLENHAUER, 2021). Assim, 

os tratamentos disponíveis atualmente têm dado prioridade a estratégias de reposição da dopa-

mina e ao alívio dos sintomas da DP. Dessa maneira é pouco provável que a terapêutica empre-

gada venha reverter ou estagnar a neurodegeneração por completo (POEWE et al., 2017; 

ELKOUZI et al., 2019; ARMSTRONG; OKUN, 2020).  

Do ponto de vista neuropatológico, a DP é considerada uma patologia multifatorial cujos 

exatos mecanismos moleculares envolvidos na morte dopaminérgica são extremamente com-

plexos e ainda não estão bem caracterizados. Entretanto existem muitos indícios de que o es-

tresse oxidativo atue como maestro da neurodegeneração e que tenha um envolvimento direto 

com os outros pilares da morte dopaminérgica na SN. Sendo assim, a desregulação da atividade 

redox aumenta a probabilidade de surgir mutações espontâneas e as células se tornam mais 

vulneráveis a disfunções em processos fisiopatológicos. Estas alterações são comumente visu-

alizadas no envelhecimento saudável e de forma acentuada na DP (PUSPITA; CHUNG; SHIM, 

2017; GUO et al., 2018).  

Em vista disso, foi evidenciado que o desequilíbrio redox celular esteve presente na 

SNpc dos pacientes em estágio inicial da DP antes mesmo da perda considerável dos neurônios 

do sistema dopaminérgico (FERRER et al., 2011). As possíveis explicações envolvidas para 

esta constatação, estão no potencial de gerar radicais desemparelhados de maneira exacerbada 

da própria SN, proporcionando dessa forma, uma certa vulnerabilidade seletiva a neurodegene-

ração quando comparada a outros núcleos dopaminérgicos (COLLIER; KANAAN; 

KORDOWER, 2017). Dentre os mecanismos responsáveis por promover o desbalanço redox 

no interior dos neurônios dopaminérgicos da SN podem ser mencionados:  a elevada produção 

de energia (para atender o mandril axonal não mielinizado dos neurônios dopaminérgicos desta 

região, promover a manutenção da atividade marca-passo na SNpc e garantir a homeostase 

tamponante do cálcio bivalente); o metabolismo oxidativo e enzimático da dopamina responsá-

vel por gerar grandes quantidades de radicais livres; o acúmulo de ferro intracelular preferencial 

nesta região do cérebro e que está relacionado com a redução na atividade da ferritina (com a 
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capacidade de estocagem idade dependente); o ferro livre que por sua vez interage diretamente 

com o acúmulo de dopamina disponível e também produzem uma grande taxa de radicais de-

semparelhados. Ademais, existem fortes evidências de que a agregação/disfunção proteica (α-

sinucleína (α-Syn), TAU, β-amilóide), a disfunção mitocondrial, o estresse de retículo e a neu-

roinflamação podem exacerbar o estresse oxidativo nigral, bem como resultar na produção 

ainda mais acentuada de radicais livres que promovem a ativação direta e indireta de inúmeras 

vias sinalizadoras de morte neuronal dopaminérgica na SN (BLESA et al., 2015; AARSLAND 

et al., 2017; DUCE et al., 2017; POEWE et al., 2017; PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017; 

TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).  

Além da neurodegeneração dopaminérgica clássica da DP, foi observado que antece-

dendo/simultâneo a este processo, ocorre uma depleção neuronal estereotipada em outras regi-

ões cerebrais: como no córtex; nos núcleos do tronco cerebral e em neurônios periféricos (como 

os do plexo mioentérico). Em conjunto, estas regiões afetadas, culminam nos sintomas não 

motores que podem apresentar características prodômicas (envolvendo o distúrbio do sono, al-

terações no funcionamento do intestino, alterações do olfato, etc.), gerar alterações psicológicas 

(depressão, ansiedade, alucinações), danos cognitivos (como o comprometimento da percepção, 

da memória, da linguagem, etc.) e contribuir para instauração de quadros de demência em es-

tágios mais avançado da DP. Apesar das alterações não motoras terem sido negligenciadas por 

tanto tempo, foram recentemente incluídas no diagnóstico dos pacientes com DP devido a sua 

associação ao prejuízo na qualidade de vida, a elevação nos índices de mortalidade e o aumento 

nas taxas de internação destes indivíduos. E por fim, os sintomas não motores mencionados 

costumam ser alternativamente tratados assim como os sintomas motores, objetivando melhorar 

o bem-estar do indivíduo acometido pela Doença de Parkinson (PICON; BELTRAME, 2002; 

DE LAU et al., 2005; OGUH; VIDENOVIC, 2012; AARSLAND et al., 2017; POEWE et al., 

2017; SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017; PONTONE et al., 2019; SZETO et al., 

2020; RIGO; LEVANDOVSKI; TSCHIEDEL, 2021; WEBER; MOLLENHAUER, 2021; 

YOON; MONCHI, 2021a).  

Apesar de ter ocorrido muitos avanços no tratamento da DP, não existem ainda terapias 

eficazes no combate a neurodegeneração, gerando uma importante lacuna a ser preenchida e 

que carece da pesquisa de novos tratamentos visionários em relação a estagnação ou até mesmo 
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a reversão da perda de neurônios dopaminérgicos na SN e das projeções que atingem o núcleo 

estriado (VALLÉE; VALLÉE; LECARPENTIER, 2021). 

1.2.1 O controle motor realizado pelos núcleos da base e a fisiopatologia da DP 

Os núcleos da base são um conjunto de circuitos paralelos envolvidos no controle motor 

e em funções executivas (aprendizagem motora, controle comportamental e emoção). Entre-

tanto para que ocorra o movimento voluntário é necessário que exista uma complexa comuni-

cação entre as redes neurais formadas pelos núcleos da base (NB), córtex e tálamo (Figura 1).  

OS NB têm funções envolvidas na iniciação e no controle das ações sendo constituídos 

por: estriado (CPu), globo pálido interno (GPi), globo pálido externo (GPe), núcleos subtalâ-

micos (NST), substância negra pars compacta (SNpc) e substância negra pars reticulada 

(SNpr). Anatomicamente os NB apresentam uma forte entrada de neurônios corticais que atin-

gem poucos neurônios de saída subcortical e os neurônios que retornam ao córtex. Esta carac-

terística é indicativa de uma função de filtro que é extremamente importante na execução do 

movimento voluntário (POEWE et al., 2017; FLORIO et al., 2018). Além disso, de forma com-

plementar, as áreas corticais motoras são responsáveis pelo planejamento e a realização dos 

movimentos, conectando-se com o núcleo estriado por meio de aferências glutamatérgicas 

(SINGH, 2018). E o tálamo por sua vez, conduz as informações desta complexa circuitaria de 

volta ao córtex e ao estriado (GRILLNER; ROBERTSON, 2016).  

Para que ocorra a iniciação e o término do movimento voluntário é necessário que ocorra 

uma série de sinapses inibitórias/excitatórias nos gânglios da base e retornem ao córtex através 

de duas vias principais: a via direta e a via indireta. O estriado é o núcleo de influxo primário 

para ambas as vias, sendo composto por  95% de neurônios espinhosos médios (NEM) de pro-

jeção gabaérgica e 5% de interneurônios gabaérgicos e colinérgicos (MALLET et al., 2019). 

Os NEM expressam prioritariamente receptores do subtipo D1 e do subtipo D2. A ligação fisi-

ológica da dopamina a estes receptores irá determinar a modulação das funções realizadas pelos 

núcleos da base. Quando os neurônios dopaminérgicos da SNpc se projetam para o estriado e 

atingem os NEM que expressam o receptor de dopamina D1, juntamente com a ação cortical 

glutamatérgica, ativam a via direta do circuito motor. Quando os neurônios dopaminérgicos 

emitidos pela SNpc atingem os NEM que expressam o receptor do subtipo D2, a via indireta 
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do circuito motor é ativada. Além disso, existem algumas regiões que dão sequência as ativida-

des das vias mencionadas e são consideradas os núcleos de saída dos gânglios da base, como 

por exemplo o GPi e a SNpr. De maneira geral, a via direta é responsável pela acentuação da 

atividade motora, logo, uma vez que o estriado for ativado pelo córtex e pela SNpc, emitirá 

eferências gabaérgicas inibitórias para o GPi e a para SNpr. Devido ao fato do GPi e a SNpr 

apresentarem projeções inibitórias gabaérgicas tônicas que são direcionadas para os núcleos do 

tálamo ventral anterior (VA) e ventral lateral (VL), ocorrerá uma acentuada ativação do córtex 

pelas projeções excitatórias glutamatérgicas do tálamo, também tônicas. Por outro lado, a via 

indireta é dependente de receptores da família D2, e a ação exercida pela ativação desta via, é 

a diminuição da atividade neuronal nas áreas motoras do córtex cerebral. A via indireta apre-

senta conexões inibitórias provenientes do estriado nos segmentos do GPe. O GPe por sua vez 

emite projeções inibitórias para o NST e para o GPi/SNpr. O efeito da emissão dessas projeções 

inibitórias no NST, é o envio de projeções excitatórias de volta para o globo pálido interno 

“freiando” o movimento através da redução da ativação do córtex motor (PRZEDBORSKI, 

2017; WU; DING, 2017; MCGREGOR; NELSON, 2019). 
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Figura 1 – Relação entre a complexa circuitaria formada pelo córtex, núcleos da base, tálamo, medula e as vias 

de neurotransmissores envolvidas. Na porção superior da figura estão representadas as áreas corticais relacionadas 

ao controle motor: M1 (córtex motor primário), CPM (córtex pré-motor), AMS (área motora suplementar). Na 

porção medial da figura são demonstrados esquematicamente os núcleos da base (putamen, globo pálido, substân-

cia negra e núcleo subtalâmico) e as suas respectivas conexões com o córtex através do tálamo. Na porção inferior 

da figura estão evidenciados os motoneurônios colinérgicos da medula que irão realizar a etapa final do movimento 

voluntário. Adaptado de CURI; ARAÚJO FILHO, 2017. 

 

A degeneração dos neurônios dopaminérgicos da SNpc presente na DP e a consequente 

perda de dopamina no estriado, levam a um comprometimento da atividade motora voluntária 

através da facilitação da atividade dos neurônios que dão origem à projeção indireta e a dimi-

nuição da ativação dos neurônios da via direta (Figura 2). Acredita-se primordialmente que a 

via direta promova a iniciação dos movimentos desejados, enquanto, a via indireta cause a ini-

bição dos movimentos indesejados. Dessa forma o desbalanço estriatal gerado devido ao com-

prometimento da via direta ocasiona uma dificuldade na iniciação do movimento. Em paralelo 

a maior inibição do GPe, em consequência da via indireta irregular, aumenta a liberação dos 

neurônios tônicos do NST que estimulam o GPi a inibir fortemente os neurônios talâmicos 

excitatórios (nos núcleos VA e VL) que vão para o córtex, cessando o movimento existente e 

ocasionando os sintomas de bradicinesia da DP.  Entretanto ainda existe a possibilidade de 

ocorrer um estado discinético, onde a debilidade do NST promove a inibição ao invés de exci-

tação, ou seja, a menor atividade dos NST gera uma redução na saída inibitória dos gânglios 

basais facilitando os movimentos involuntários comumente relatados na DP. Além disso é im-

portante ressaltar que o tronco encefálico e o cerebelo comprometidos, também são contribuin-

tes para a instauração das disfunções motoras presentes na DP (REDGRAVE et al., 2010; 

PRZEDBORSKI, 2017; MANOHAR, 2020). 
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Figura 2 – Via direta e a via indireta do circuito motor em um modelo fisiológico e na Doença de Parkinson. 

Legenda: globo pálido interno (GPi); globo pálido externo (GPe); núcleos subtalâmicos (NST); substância negra 

pars compacta (SNpc) e substância negra pars reticulada (SNpr), VA (tálamo anterior ventral), VL (tálamo lateral 

ventral), (CM núcleo centromedial), AMC (área motora cingulada), M1 (córtex motor primário), CPM (córtex pré-

motor), NPP (núcleo pedunculopontino) AMS (área motora suplementar). Adaptado de: PRZEDBORSKI, 2017. 

1.2.2 Modelo animal utilizado para estudar a Doença de Parkinson 

Existem diferentes modelos que mimetizam a morte neuronal da DP e que estão bem 

caracterizados pela literatura. Dentre estes modelos podem ser mencionados a 6-hidroxidopa-

mina (6-OHDA), o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), o lipopolissacarídeo 

(LPS), o paraquat e a rotenona. Os modelos de DP constituem importantes ferramentas utiliza-

das para a melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da Doença de 

Parkinson e podem ser reproduzidos em metodologias in vivo e também in vitro. Entretanto em 

alguns casos, tem-se dado preferência pela escolha do modelo in vivo pois a morte relativamente 

seletiva aos neurônios dopaminérgicos da SNpc, replica de forma significativa o quadro de DP 

abrangendo os amplos aspectos motores e comportamentais desta patologia (BOVÉ; PERIER, 

2012; EATON; WISHART, 2017; ZENG; GENG; JIA, 2018). 

Optamos por realizar no atual trabalho o modelo animal da injeção de 6-OHDA unilate-

ral. A 6-OHDA foi a primeira neurotoxina utilizada em modelos de DP e permanece até hoje 

como uma das drogas mais usadas para mimetizar esta afecção neurodegenerativa, pois tem se 
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mostrado uma estratégia altamente eficaz em muitos estudos devido ao fato de ser um procedi-

mento pouco complexo, de custo reduzido e de alta reprodutibilidade. Entretanto existe uma 

adversidade envolvida no uso desta neurotoxina em modelo animal, que é a incapacidade da 6-

OHDA atravessar a barreira hematoencefálica. Para sanar este problema, é necessário que a 6-

OHDA seja veiculada no organismo através da via intracerebral (IC) por meio de uma cirurgia 

estereotáxica. As coordenadas estereotáxicas utilizadas para reproduzir a morte neuronal dopa-

minérgica delimitam as regiões do estriado, do feixe do prosencéfalo medial (MFB) ou direta-

mente na SN. Estas regiões intraestriatais e extraestriatais quando atingidas pela 6-OHDA, apre-

sentam diferenças principalmente na intensidade e na velocidade que os neurônios dopaminér-

gicos são degenerados. As lesões intraestriatais resultam em dano imediato dos terminais do-

paminérgicos do núcleo estriado, seguidos de forma retrógrada, pela perda progressiva dos cor-

pos celulares de neurônios dopaminérgicos da SNpc (Figura 3). Enquanto a administração ex-

traestriatal de 6-OHDA nas regiões da SNpc ou do MFB, provoca a degeneração dos corpos 

celulares dos neurônios dopaminérgicos de forma rápida e violenta, envolvendo posteriormente 

o comprometimento da via nigroestriatal (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; BECKER et al., 

2017). Além disso, quando se trata da modulação da intensidade e do tipo de lesão, pode-se 

administrar a 6-OHDA em diferentes concentrações unilateral ou bilateral nos hemisférios ce-

rebrais. No entanto para realizar o estudo das anormalidades motoras relacionadas aos déficits 

de dopamina no estriado, o modelo unilateral tem sido amplamente empregado em roedores 

(Figura 3) (TIEU, 2011; PRZEDBORSKI, 2017). Quando um agonista dopaminérgico (como 

a apomorfina) é administrado, este fármaco se liga nos receptores de dopamina restantes e cul-

mina em um comportamento contralateral a lesão. E dessa maneira comprova-se que a lesão 

induzida promove uma alteração comportamental quantificável e correspondente a lesão pro-

porcionada pela 6-OHDA (TIEU, 2011; HEUER et al., 2012; PRZEDBORSKI, 2017). 
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Figura 3 – Sequência das regiões afetadas pela injeção unilateral de 6-OHDA intraestriatal. CPu - Caudado puta-

men, MFB – Feixe do prosencéfalo medial, SNpc- Substância negra pars compacta. Adaptado de BECKER et al., 

2017. 

 

Subsequente a padronização da região (intraestriatal/extraestrial) e do tipo/intensidade 

de lesão (unilateral/bilateral/diferentes concentrações de 6-OHDA), realiza-se por fim, a admi-

nistração da 6-OHDA via intracerebral. Após ser injetada no cérebro, esta neurotoxina adentra 

as células do sistema nervoso central por meio do mesmo sistema de transporte das catecola-

minas (DAT), pois detém características estruturais análogas à dopamina. Dentro do neurônio 

dopaminérgico a 6-OHDA se acumula no citosol, induz toxicidade e promove a morte neuronal 

relativamente seletiva para neurônios dopaminérgicos da SNpc. Não está definido se a toxici-

dade de 6-OHDA aos neurônios dopaminérgicos está relacionada as espécies reativas produzi-

das a partir da auto-oxidação da 6-OHDA, a inibição dos complexos I e IV da cadeia respiratória 

mitocondrial, ao estresse de retículo, ao acúmulo de cálcio intracelular ou a neuroinflamação. 

Acredita-se, que estas alterações provocadas pela administração da 6-OHDA, podem agir indi-

vidualmente ou em conjunto promovendo a morte neuronal dopaminérgica como sugerido re-

centemente em modelos de MPTP e rotenona (RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2007; OH et 

al., 2009; BOVÉ; PERIER, 2012; WANG et al., 2017; XICOY; WIERINGA; MARTENS, 

2017; BUHIDMA et al., 2020). 

Independentemente do mecanismo inicial pelo qual ocorra a perda de neurônios dopa-

minérgicos nas regiões da SN (onde está inserido o corpo celular do neurônio dopaminérgico) 

e da diminuição de dopamina disponível no estriado (local onde esta catecolamina é liberada), 

a ausência ou a presença deste neurotransmissor pode mensurar o efeito da neurotoxina em 

questão. Sendo assim, outro método aplicado para determinar o sucesso da lesão induzida após 

a administração da 6-OHDA é através do monitoramento e da quantificação dos neurônios do-

paminérgicos por meio da expressão da tirosina hidroxilase (TH). A TH é uma enzima presente 

na rota biossintética das catecolaminas e que no caso dos neurônios dopaminérgicos dá origem 

a dopamina. A redução da TH gerada a partir da injeção de 6-OHDA, comprova que o modelo 

utilizado reproduz os aspectos fisiopatológicos envolvidos na neuropatia em estudo (ZENG; 

GENG; JIA, 2018; ALAM; RICHARDSON, 2020; KACZYŃSKA; ANDRZEJEWSKI, 2020; 

WANG et al., 2021).  



31 
 
 

 

 

Ademais, o somatório dos eventos que culminam na morte neuronal induzida por alguma 

droga nos modelos de DP, ou na DP propriamente dita, contam com inúmeras cascatas de sina-

lização intracelular que estão interligadas. Assim, o estudo da interação de algumas vias de 

morte neuronal, pode melhor elucidar a afecção neurodegenerativa em questão. 

1.3 A enzima GSK-3β 

Dentre as vias de sinalização que estão relacionadas com a morte neuronal dopaminér-

gica, pode ser mencionada a via da enzima Glicogênio Sintase Quinase-3β (GSK-3β). A GSK-

3β é derivada da Glicogênio Sintase Quinase-3 (GSK-3), cuja a qual é uma enzima ubíqua no 

organismo dos mamíferos e que apresenta duas classes de cDNA descritas a partir do isola-

mento em cérebro de rato: a Glicogênio Sintase Quinase-3α (GSK-3α) (banco de proteínas nú-

mero de acesso: NP_063937.2) e a GSK-3β (banco de proteínas número de acesso: 

NP_001139628.1 e NP_002084.2) (WOODGETT, 1990). Ambas as isoformas da enzima 

GSK-3, apresentam 11 éxons e 98% de similaridade na região dos seus domínios catalíticos 

indicando a presença de várias funções sobreponíveis (PATEL; WOODGETT, 2017). Entre-

tanto apesar desta semelhança existem algumas peculiaridades que distinguem a GSK-3α da 

GSK-3β, como por exemplo, a codificação das enzimas ser realizada em cromossomos distin-

tos. A enzima GSK-3α é codificada no cromossomo 7 em camundongo (cromossomo 19 em 

humano) e a enzima GSK-3β é codificada no cromossomo 16 em camundongo (cromossomo 3 

em humano) (YAO et al., 2002). Outro importante contraste existente entre as enzimas GSK-

3α e a GSK-3β está no peso molecular (PM). A GSK-3α possui um PM de 51 kDa e a GSK-3β 

tem um PM de 47 kDa (DOBLE; WOODGETT, 2003). Esta variação é dada pela adição de 63 

aminoácidos no resíduo amino terminal da GSK-3α, característica de uma extensão que contêm 

elevada quantidade de glicina e que proporciona a formação de “caudas” moleculares distintas 

(Figura 4). Além disso, a GSK-3α e a GSK-3β diferem na região carboxi-terminal, comparti-

lhando apenas 34% de similaridade nesta região devido a variação nos últimos 80 resíduos de 

aminoácidos. Estas discrepâncias proporcionam a geração de PM diferentes que garantem ape-

nas 85% de homologia entre as isoformas da GSK-3 e são responsáveis por promover a variável 

interação destas enzimas com os seus substratos (JACOBS et al., 2012). Para comprovar este 

feito, foram realizadas deleções dos genes GSK-3α e GSK-3β em camundongos e demonstrou-

se que a deleção de GSK-3β é letal para estes animais, em compensação os camundongos que 

não expressaram a GSK-3α eram viáveis e relativamente normais (YAO et al., 2002; LI et al., 
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2014a). Assim, foi constatado que as isoformas da enzima GSK-3 poderiam exercer funções 

distintas dependentes da região em que estão localizadas e não se sobrepor obrigatoriamente. 

Em vista do que foi descrito, as enzimas GSK-3α e a GSK-3β foram consideradas quinases não 

idênticas estruturais e funcionalmente (PANDEY; DEGRADO, 2016).   

  

Figura 4 – Representação esquemática das isoformas da GSK-3: a enzima GSK-3α e a enzima GSK-3β. Nesta 

figura está enfatizada a homologia do domínio quinase (catalítico) das isoformas α e β da GSK-3. Em contrapartida 

está sendo demonstrado que os diferentes pesos moleculares são obtidos a partir da presença de caudas moleculares 

distintas entre as isoformas da enzima GSK-3. Adaptado DOBLE; WOODGETT, 2003. 

Apesar disso, tanto a GSK-3α quanto a GSK-3β estão implicadas nas funções cerebrais 

devido à alta expressão de ambas as enzimas nas regiões do hipocampo, córtex cerebral e célu-

las de Purkinje (cerebelo). Entretanto o estudo GSK-3β passou a despertar grande relevância 

científica devido a esta quinase ter sido considerada uma enzima essencial na regulação dos 

eventos precoces do desenvolvimento neuronal e atuar como um componente crítico nas etapas 

de neurogênese, de migração neuronal, de diferenciação celular e principalmente de apoptose 

neuronal. Todavia no caso da enzima GSK-3α, o mesmo efeito imprescindível varia entre as 

estruturas e funções a serem exercidas (YAO et al., 2002; SOUTAR et al., 2010; KIM; 

SNIDER, 2011; BARRELL; SZABO-ROGERS; LIU, 2012; MAURER et al., 2014). Portanto 

devido a GSK-3β realizar uma ampla gama de funções que contribuem com a manutenção da 

homeostase cerebral, tem-se correlacionado o desbalanço da expressão da GSK-3β nos neurô-

nios e em células da glia com várias doenças que atingem o SNC como a DP (LI et al., 2020), 

a depressão maior (INKSTER et al., 2018), o Alzheimer (LLORENS-MARÃ­TIN et al., 2014), 

o transtorno bipolar (JACOBY et al., 2016) e a lesão cerebral induzida por hipóxia isquêmica 

(HUANG et al., 2017). 

Estes estudos apesar de esclarecedores em relação ao papel das isoformas da enzima 

GSK-3 no SNC, também chamaram a atenção para a atividade bifuncional da GSK-3β. A GSK-

3β pode atuar na promoção de sobrevivência neuronal (envolvida principalmente na extensão 

dos dendritos e na formação de sinapses), bem como, contribuir direta e indiretamente com a 
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sinalização de apoptose na célula. A escolha da via de sobrevivência/morte celular a ser seguida, 

é dependente da organela em questão e das condições fisiopatológicas em que a célula se en-

contra (BEUREL; JOPE, 2006; JACOBS et al., 2012).  

Um exemplo disso está na localização preferencial da GSK-3β ser predominantemente 

no citosol, onde pode interagir com muitos substratos e aparenta contribuir com os sinais de 

sobrevivência celular. Contudo, após o tratamento com compostos que estimulam a apoptose 

como a camptotecina ou a tapsigargina, observou-se que a sua conformação ativa aumentou em 

torno de 5 a 8 vezes nas regiões nucleares e mitocondriais quando comparadas ao citosol, pois 

o núcleo e as mitocôndrias são importantes organelas sinalizadoras dos estímulos apoptóticos 

(BIJUR; JOPE, 2003; GOLPICH et al., 2015; BAUTISTA et al., 2018). A enzima GSK-3β pro-

move a sinalização da apoptose através da inibição de fatores de transcrição pró-sobrevivência 

celular (CREB e o fator de choque térmico-1) e facilita a ativação de fatores de transcrição pró-

apoptóticos (p53, p65) (JACOBS et al., 2012). Sendo assim, a conformação ativa da enzima 

GSK-3β tem sido amplamente correlacionada com a  morte neuronal na DP (GU et al., 2017; 

YANG et al., 2017) à medida que é encontrada significativamente aumentada em estruturas que 

estão relacionadas com a neurodegeneração, como por exemplo o retículo endoplasmático 

(STOICA et al., 2016), os lisossomos (REN et al., 2018) e os corpos de Lewy (CREDLE et al., 

2015). 

1.3.1 A regulação da atividade da enzima GSK-3β por proteínas quinases  

A atividade enzimática da GSK-3β é um processo complexo e que apresenta inúmeros 

mecanismos envolvidos. Krishnankutty e colaboradores demonstraram existir três fosfoisotipos 

de GSK-3β responsáveis por modular prioritariamente a atividade multifuncional e determinar 

o destino da célula em cérebros de camundongos: a GSK-3β fosforilada em Serina 9 [GSK-3β 

(S9)] e em Tirosina 216 (Y216), a GSK-3β fosforilada apenas em Y216 [GSK-3β (Y216)] e a 

GSK-3β não fosforilada (KRISHNANKUTTY et al., 2017). Em suma, quando a GSK-3β en-

contra-se fosforilada em Y216, a sua atividade catalítica aumenta cerca de 200 vezes (TER 

HAAR et al., 2001) e quando a GSK-3β apresenta-se fosforilada em S9 a sua atividade enzi-

mática torna-se suprimida (PANDEY; DEGRADO, 2016). Constitutivamente logo após a tra-

dução, grande parte da GSK-3β que foi produzida é ativada por meio de auto fosforilação na 

região do domínio central no loop de ativação que envolve os resíduos de Y216. Este processo 
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acontece durante o enovelamento de proteínas e tem sido demonstrado dependente de HSP90 

(COLE; FRAME; COHEN, 2004; LOCHHEAD et al., 2006; KRISHNANKUTTY et al., 2017). 

Dessa forma, o principal mecanismo regulador da atividade da enzima GSK-3β ocorre por meio 

da fosforilação inibitória, classificando-a como uma quinase atípica. A modulação inibitória é 

o método melhor elucidado e que apresenta uma maior relevância para execução das funções 

exercidas pela GSK-3β (BEUREL; GRIECO; JOPE, 2015; GOLPICH et al., 2015; PATEL; 

WOODGETT, 2017; YANG et al., 2017).  A fosforilação inibitória promove o dobramento da 

quinase em seu próprio bolso de ligação como se fosse um substrato e impede assim, a entrada 

de um substrato legítimo no sulco de ligação da GSK-3β (PATEL; WOODGETT, 2017). Este 

tipo de modulação negativa da atividade da GSK-3β costuma ser normalmente efetuada por 

proteína Quinase A (PKA) (XIE et al., 2016), por proteína Quinase B (AKT) (NAIR; 

OLANOW, 2008) e por proteína Quinase C (PKC) (YUAN et al., 2010). Contudo a via da AKT 

aparenta ser a principal via envolvida na fosforilação inibitória da GSK-3β. 

1.3.2 Função serina/treonina quinase da enzima GSK-3β nos substratos Tau e α-Syn 

Após ser encontrada fosforilada em GSK-3β (Y216), a enzima GSK-3β torna-se capaz 

de transferir um grupamento fosfato do trifosfato de adenosina (ATP), para o radical hidroxila 

de uma cadeia lateral dos aminoácidos serina ou treonina de seus substratos. Logo, a fosforila-

ção em Y216, converte a molécula de a GSK-3β em uma serina/treonina quinase madura 

(LOCHHEAD et al., 2006). A alta expressão de GSK-3β (Y216) no tecido neural tem se des-

tacado cada vez mais pelo seu envolvimento na patogênese de diversas doenças neurodegene-

rativas, onde atua por meio da fosforilação de alguns substratos que desempenham papéis rela-

cionados com a regulação positiva da expressão de genes e da fosforilação de proteínas envol-

vidas com a neuroinflamação e a neurodegeneração  (YAO et al., 2002; LI et al., 2014a). Além 

disso, a conformação ativa da GSK-3β (Y216) contribui direta e indiretamente com a via de 

morte neuronal na DP através da fosforilação de alguns substratos (GU et al., 2017; YANG et 

al., 2017). Dentre os ligantes da GSK-3β que foram relatados como influentes na morte dopa-

minérgica na SN podem ser mencionados a α-Sinucleína (α-Syn) e a proteína Tau.  

A α-Syn é encontrada no núcleo, nas mitocôndrias e nos terminais pré-sinápticos dos 

neurônios dopaminérgicos da SNpc. Esta proteína controla a dinâmica das vesículas liberadoras  
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e o tráfego de neurotransmissores através da formação do complexo SNARE. Relatos na litera-

tura validam a existência de altos níveis de α-Syn fosforilada no cérebro post-mortem de paci-

entes com DP (SWIRSKI et al., 2014). A possível justificativa para este fato está na capacidade 

da α-Syn sofrer modificações pós-traducionais em circunstâncias patológicas que alteram a sua 

conformação nativa, gerando oligômeros prejudiciais aos neurônios em que se encontram. A α- 

Syn disfuncional tende a se agregar e se depositar em algumas organelas. Dessa forma, estes 

depósitos fibrilares de α-Syn são descritos como possíveis bases da neurodegeneração e cons-

tituem as estruturas denominadas de corpos de Lewy (LBs) (MAHUL-MELLIER et al., 2020). 

Estas inclusões citoplasmáticas surgem na SNpc e são encontradas tanto nas formas esporádicas  

quanto genéticas da DP, sendo seguidas pela neurodegeneração retrógrada, gliose reativa e por 

fim, a morte neuronal (LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002). A presença da enzima GSK-3β nos 

LBs (NAGAO; HAYASHI, 2009) foi uma observação que fundamentou a influência da GSK- 

3β na patogênese da DP. Assim, muitos estudos procuram compreender como se é dada esta 

correlação. Logo, foi verificado que a superexpressão da α-Syn compactua com a redução da 

fosforilação GSK-3β (S9), mas não influencia a quantidade de proteína GSK-3β total (YUAN 

et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que a enzima GSK-3β (Y216), transfere um grupa-

mento fosfato para a α-Syn na posição S129 nos neurônios TH+ da SN (CREDLE et al., 2015). 

E a ação direta da enzima GSK-3β potencializa a formação da α-Syn anômala, comprometendo 

assim, as funções homeostáticas da α‐Syn que enaltecem o estresse oxidativo nigral.  

Assim como a α-Syn, o depósito da proteína Tau está relacionado com a DP. A Tau 

humana é pertencente à família das proteínas associadas aos microtúbulos (microtubule-asso-

ciated proteins-MAP) (WEINGARTEN et al., 1975) e em nível fisiológico é encontrada no 

cérebro adulto na forma solúvel monomérica (SPILLANTINI; GOEDERT, 2013), apresen-

tando seis isoformas derivadas do splicing alternativo de RNAm (PARK; AHN; GALLO, 

2016). Em relação as principais funções da proteína Tau, podem ser mencionadas a manutenção  

da estabilidade dos microtúbulos por meio da agregação a tubulina e o apoio ao transporte axo 

nal (DRUBIN; KIRSCHNER, 1986; HERVY; BICOUT, 2019; FUNG et al., 2020). Além 

disso, a Tau pode interagir com a proteína precursora amilóide (APP) e orquestrar a exportação 

do íon ferro II (Fe2+) (AYTON et al., 2015) do interior do neurônio dopaminérgico por meio da 

ferroportina (STANKOWSKI; DAWSON; DAWSON, 2012). Desta forma, existem resultados  

indicativos de que a redução da taxa de Tau solúvel em amostras de SN post mortem de pessoas 

afetadas pela DP, promoveu a retenção do íon ferro e induziu a degeneração dopaminérgica 
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quando comparadas aos grupos controles (LEI et al., 2012). Os mecanismos fisiopatológicos 

que regulam a atividade da Tau ocorrem por meio das modificações pós-traducionais. Nos pro-

cessos patológicos, o equilíbrio fosforilação/desfosforilação é deslocado para o sentido da fos- 

forilação e a partir disso tem-se a formação dos emaranhados neurofibrilares que estão presentes 

nas taupatias (NOBLE et al., 2005). A hiperfosforilação da Tau deprime a atividade biológica 

desta proteína, estando relacionada com a DP e a outras patologias neurodegenerativas 

(BRUNELLO et al., 2020). A Tau é um substrato da GSK-3β e a sua hiperfosforilação nos 

neurônios dopaminérgicos está envolvida com a DP. Em um trabalho onde foram veiculados 

lipossomas contendo fator básico de crescimento de fibroblastos (bFGF), foi obtido o efeito 

neuroprotetor nos neurônios TH+ da SN por meio de redução da fosforilação da Tau e da GSK-

3β, além do aumento simultâneo da fosforilação da via de PI3K/AKT em modelo in vitro de 6-

OHDA (YANG et al., 2016).  Da mesma forma, a queda na taxa de fosforilação de AKT (Tre-

onina 308) e de GSK-3β (S9), ocasionados por mutações relacionadas a DP no gene DJ-1, ele-

varam a fosforilação da Tau disfuncional. No entanto, após a administração do cloreto de lítio 

(LiCl) obteve-se a reversão deste processo por meio de uma redução na fosforilação da Tau nas 

células transfectadas com DJ-1 L166P (WANG et al., 2013). Portanto o uso do LiCl tem se 

tornado uma importante estratégia moduladora da enzima GSK-3β.  

1.4 Mecanismos modulatórios do lítio na atividade da enzima GSK-3β  

O lítio é um cátion monovalente que foi utilizado por John Cade pela primeira vez no 

ano de 1949, na forma de carbonato de lítio para tratar a mania (CADE, 1999). No entanto este 

fármaco foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como um medicamento esta-

bilizador do humor, apenas no ano de 1970 (GAJWANI et al., 2006). Após este período surgiu 

uma nova era onde o lítio passou a ser empregado tradicionalmente como “padrão ouro” para 

o tratamento do transtorno bipolar (TB) (PUGLISI-ALLEGRA; RUGGIERI; FORNAI, 2021) 

e que se estende até os dias de hoje, especialmente no uso profilático à longo prazo (TONDO 

et al., 2019). Além disso, o uso do lítio tem sido efetivo em episódios de mania e também 

demonstrou-se benéfico para o funcionamento neurocognitivo em pacientes com TB 

(PAPADIMA et al., 2017; BURDICK et al., 2020; VOLKMANN; BSCHOR; KÖHLER, 

2020). Porém, com o passar dos anos, foram lançados novos trabalhos in vitro e in vivo que 

apresentaram resultados indicativos de que o lítio é um agente modulador de muitas cascatas 

celular e os seus mecanismos de sinalização vão além da estabilização do humor, como por 
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exemplo: auxiliar na diferenciação de células-tronco neurais, aumentar a taxa de regeneração 

neuronal (QI et al., 2017), aliviar as lesões geradas na barreira hematoencefálica após a hemor-

ragia intracerebral em ratos (LI et al., 2018), reduzir a expressão de fatores inflamatórios, ser 

protetor contra a neurodegeneração (GREENWOOD et al., 2018; TORICELLI et al., 2020), 

atuar em mecanismos redutores do estresse oxidativo (consequentemente da neuroinflamação), 

estimular a autofagia em um modelo de rotenona, inibir a apoptose neuronal e reduzir o acúmulo 

de α-sinucleína nos neurônios dopaminérgicos (MOTOI et al., 2014; HOU et al., 2015; 

LAZZARA; KIM, 2015). Sendo assim, as evidências recentes passaram a instigar os pesquisa-

dores a desbravar o potencial uso do tratamento com o lítio nas doenças neurodegenerativas, e 

dentre estas patologias, tem-se destacado a DP.  

Embora existam muitos alvos que são influenciados pelos mecanismos moduladores 

do lítio, ainda não está claro quais destes substratos são responsáveis pela eficácia neuroprote-

tora exercida por este cátion monovalente (LAZZARA; KIM, 2015). Contudo tem-se impor-

tantes respaldos de que os principais mecanismos que estão envolvidos na atividade neuropro-

tetora do lítio apresentam uma forte correlação com a atividade da enzima GSK-3 (em especial 

da GSK-3β) e atuam por meio da inibição desta enzima em frentes diretas e indiretas. De ma-

neira direta, o lítio inibe a enzima GSK-3β por meio de uma competição com o íon magnésio 

(Mg2+), deslocando o Mg2+ de seus locais de ligação. Este deslocamento do Mg2+ reduz a esta-

bilidade e a funcionalidade da enzima GSK-3β. E por fim, o outro mecanismo inibitório exer-

cido pelo lítio na enzima GSK-3β acontece indiretamente através do estímulo de algumas qui-

nases que são responsáveis por promover o aumento da fosforilação inibitória em GSK-3β (S9). 

Esta fosforilação em serina 9 é realizada principalmente pela AKT e influencia a atividade en-

zimática da GSK-3β (DE SARNO; LI; JOPE, 2002; BEAULIEU et al., 2004; PAN et al., 2011; 

ZENG et al., 2016; MONACO; FERGUSON; GAO, 2018). Ao inibir a expressão desta quinase, 

tem-se como consequência uma proteção em relação ao seu potencial pró-apoptótico. Martin e 

colaboradores visualizaram que a inibição de GSK-3β realizada pelo lítio promoveu a redução 

da formação de pTau (MARTIN et al., 2009). Semelhante ao que foi visto por Duka e colabo-

radores, onde o lítio exerceu uma atividade protetora em um modelo de DP por administração 

de MPP +, prevenindo a morte das células SH-SY5Y e a formação de pGSK-3β, além de dimi-

nuir o acúmulo de α-Syn e a formação de pTau (WILLS et al., 2010).  

Apesar do efeito neuroprotetor do lítio apresentar grande destaque na literatura, existem 

achados antagônicos em relação ao tratamento com este composto. Em 1949, ano no qual o lítio 
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foi utilizado como tratamento para TB pela primeira vez, surgiram vários casos de intoxicação 

aguda grave que estavam associados aos sais de lítio terem sidos utilizados erroneamente no 

lugar do sal de cozinha. Estes relatos chamaram atenção dos estudiosos para o potencial tóxico 

deste fármaco em margens estreitas (CADE, 1999). Hlaing e colaboradores relataram que o uso 

do lítio induziu a neurotoxicidade após a veiculação prolongada deste composto (HLAING et 

al., 2020). Estando em consenso com o que foi visto Hay e Simpson, onde o lítio exerceu a 

toxicidade mesmo em concentrações séricas terapêuticas (HAY; SIMPSON, 1982), podendo 

desenvolver demência progressiva com sinais cerebrais multifocais (FARINA et al., 2017). 

Para entender melhor o efeito neuroprotetor ou neurotóxico do tratamento com lítio, é 

importante conhecer as propriedades farmacocinéticas deste fármaco. O lítio é absorvido rapi-

damente pelo organismo (WARE; TILLERY; LINDER, 2016), apresentando uma biodisponi-

bilidade de 80-100% e o seu tempo de meia-vida varia de 18-36 horas. A depuração total do 

lítio acontece em torno de 10-40 mL por minuto, sendo predominantemente excretado pelos 

rins na forma de íon livre. Neste aspecto, quando se sugere o uso do lítio como possível estra-

tégia para a DP, é importante levar em consideração que a população idosa é prioritariamente 

afetada por esta patologia neurodegenerativa e nestes indivíduos, a depuração do lítio se encon-

tra reduzida por aspectos intrínsecos ao envelhecimento. Dessa forma o lítio pode ficar circu-

lante por mais tempo e aumentar a chance de induzir toxicidade. Além disso, tem-se observado 

que em casos de insuficiência renal, ocorre a redução na taxa de depuração do lítio elevando 

assim, a possibilidade de intoxicação por este composto. Neste caso em específico, o tratamento 

com o lítio é contraindicado (GRANDJEAN; AUBRY, 2009).  

Devido à dose letal do lítio ser próxima da dose terapêutica, procura-se monitorar a ati-

vidade deste composto dosando a sua concentração sérica. A margem terapêutica do lítio tem 

sido considerada de 0,5-1,5 mmol (HEDYA; AVULA; SWOBODA, 2021). Porém a para que 

ocorra a inibição da GSK-3β, é necessário que o  LiCl apresente a concentração sérica entre 1-

2 mmol (LAZZARA; KIM, 2015). Esta estreita margem terapêutica que torna LiCl capaz de 

inibir a GSK-3β e ao mesmo tempo não promove a toxicidade celular, tem sido o maior desafio 

do uso deste fármaco para o tratamento de doenças que envolvem a atividade da GSK-3β. Este 

cuidado é redobrado principalmente nas neurodegenerativas, à medida que estas enfermidades 

afetam na maior parte dos casos, a população idosa, cuja a qual, apresenta o cérebro como um 

microambiente redox propício a neurodegeneração e uma redução na atividade dos sistemas 

antioxidantes característicos do envelhecimento (GRANDJEAN; AUBRY, 2009; MAYNARD 
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et al., 2015). Além do mais, quando se considera o uso do lítio como uma estratégia terapêutica 

para a DP é importante considerar que o SNC é o principal local de toxicidade exercida por este 

composto e as manifestações clínicas incluem confusão, ataxia, convulsões e principalmente 

sintomas de natureza extrapiramidal, como de temores que podem acontecer desde concentra-

ções terapêuticas de lítio até em casos de superdosagens (JOHNELS; WALLIN; WALINDER, 

1976; DONALDSON; CUNINGHAM, 1983; BAIRD-GUNNING et al., 2017; TONDO et al., 

2019). Outras manifestações clínicas que podem ser geradas pela toxicidade do lítio no orga-

nismo são: a disfunção renal, os distúrbios gastrointestinais, as alterações cardíacas e  as dis-

funções endócrinas (VALLÉE; VALLÉE; LECARPENTIER, 2021). Logo, a intoxicação indu-

zida pelo tratamento com este fármaco tem se tornado um problema clínico comum (HAUSS-

MANN et al., 2015). Portanto apesar de ser altamente eficaz no tratamento de muitas doenças, 

o uso do lítio foi reduzido nos últimos anos devido à necessidade de monitorar as concentrações 

séricas, com o intuito de reduzir os efeitos adversos do tratamento (PUGLISI-ALLEGRA; 

RUGGIERI; FORNAI, 2021).  

Em vista do que foi mencionado, a terapêutica do lítio para a DP deve ser melhor eluci-

dada pois, mesmo que este fármaco tenha se demonstrado neuroprotetor em muitos casos, ele 

ainda apresenta um papel dual in vivo e in vitro na morte neuronal. Yousefsani e colaboradores 

observaram que o lítio é um composto neurotóxico de maneira dose-dependente e esta neuro-

toxicidade é gerada por aumento das espécies reativas de oxigênio e a promoção da lipoperoxi-

dação. Este ambiente redox ocasiona o desbalanço na atividade das mitocôndrias e de suas res-

pectivas conexões com o retículo endoplasmático. E de maneira complementar, os neurônios 

incubados apenas com o lítio tiveram uma rápida depleção de enzimas pertencentes ao sistema 

antioxidante endógeno (YOUSEFSANI; ASKIAN; POURAHMAD, 2020). Outros estudos de-

tectaram que o potencial deletério do uso do lítio crônico pode atingir a SN, promovendo a 

redução de células TH+ na SN e o aumento na taxa de ferro nigral, mesmo em doses terapêuticas 

(DONALDSON; CUNINGHAM, 1983; LEI et al., 2017). Conectando-se dessa forma com os 

relatos de casos recentes que demonstraram que o lítio a longo prazo está relacionado com uma 

maior incidência do uso de drogas antiparkinsonianas ou até mesmo com aumento dos diagnós-

ticos de DP (MARRAS et al., 2016) devido ao efeito cumulativo deste fármaco (HEDYA; 

AVULA; SWOBODA, 2021). Estes trabalhos em conjunto desafiam o uso do lítio como o 

tratamento da DP e validam a necessidade de mais estudos que avaliem os mecanismos pelos 

quais o lítio promove a neuroproteção/neurotoxicidade na SN.  
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2 OBJETIVO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com LiCl intraperitoneal 

nos neurônios dopaminérgicos da SN e do núcleo estriado de camundongos C57BL/6J, bem 

como investigar a influência do LiCl na expressão das enzimas TH, GSK-3β, AKT e da sinali-

zadora de apoptose Caspase-3, nas mesmas regiões mencionadas, em um modelo de DP indu-

zido pela administração da neurotoxina 6-OHDA.  
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3 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

A DP é uma doença crônica e progressiva de etiologia multifatorial que afeta 1% dos indi-

víduos acima de 60 anos e 4% dos indivíduos acima de 80 (PRINGSHEIM et al., 2014; 

TYSNES; STORSTEIN, 2017). Levando em consideração o aumento da expectativa de vida 

da população mundial, a DP é uma importante afecção neurodegenerativa a ser estudada, além 

disso a DP esta patologia foi considerada o distúrbio neurológico que teve o crescimento mais 

rápido em todo o mundo (DE LAU; BRETELER, 2006; FEIGIN et al., 2017). 

Apesar dos avanços na terapêutica da DP, os atuais tratamentos disponíveis promovem sig-

nificativos efeitos adversos, são pouco eficazes quando há presença de sintomas resistentes à 

levodopa e não interferem no processo degenerativo subjacente (ELKOUZI et al., 2019). Com 

o intuito de poupar gastos futuros em terapias limitadas, surge uma incansável busca em torno 

de alternativas inovadoras que envolvam a neuroproteção na DP. Em vista disso, o presente 

trabalho se demonstra altamente relevante, pois propôs estudar o efeito do cloreto de lítio 

(LiCl), fármaco o qual, tem sido cotado como uma possível estratégia terapêutica para a DP (QI 

et al., 2017; TORICELLI et al., 2020). 

Existem poucos estudos que avaliaram o efeito do lítio em neurônios dopaminérgicos da 

SN e de suas projeções estriatais. Aqui nós propomos quantificar através da expressão de TH e 

desmembrar assim a linha tênue entre os efeitos neuroprotetores/neurotóxicos do LiCl na SN. 

Além disso, estudamos a interação do LiCl e da enzima GSK-3β, nas vias sinalizadoras de 

morte dos neurônios dopaminérgicos, através de um modelo de DP induzido pela 6-OHDA. Os 

achados encontrados por nós podem contribuir com o direcionamento da viabilidade do LiCl 

para o tratamento da DP.  
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4 METODOLOGIA  

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6J machos adultos de 12 semanas de idade pe-

sando de 25 a 30g, provenientes da matriz de camundongos do biotério de experimentação do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica, do Instituto de Ciências Biomédicas, na Universidade 

de São Paulo e da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). Os animais 

foram mantidos sob temperatura controlada (23ºC), ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados 

com ração industrial e água ad libitum. Os procedimentos apresentados foram encaminhados à 

Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo (CEUA-ICB/USP) e o protocolo aprovado foi registrado sob o nº 7708010318. 

4.2 Delineamento experimental 

Os animais foram distribuídos randomizadamente conforme mostrado na Figura 5, nos se-

guintes grupos experimentais (n=4/5 por metodologia): 

1- Grupo Salina IC: 2 µl de NaCl 0,9% + ácido ascórbico 0,2% injetada unilateralmente na 

região direita do estriado intracerebral (IC). 

2- Grupo 6-OHDA IC: 2 µl de 6-OHDA a 2 µg/µL, dissolvida em solução de NaCl 0,9% + 

ácido ascórbico 0,2%, injetada unilateralmente na região direita do estriado (IC). 

3- Grupo Salina IC + LiCl: 2 µl de NaCl 0,9% + ácido ascórbico 0,2%, injetada unilateral-

mente na região direita do estriado (IC). Tratamento com LiCl 4 mmol/kg por 14 dias intra-

peritoneal (IP). 

4- Grupo 6-OHDA IC + LiCl: 2 µl de 6-OHDA a 2 µg/µL, dissolvida em solução de NaCl 

0,9% + ácido ascórbico 0,2%, injetada unilateralmente na região direita do estriado (IC). 

Tratamento com LiCl 4 mmol/kg por 14 dias (IP). 
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Figura 5 – Desenho experimental da análise do processo neurodegenerativo e do tratamento 

com o LiCl em camundongos C57BL/6. As amostras foram coletadas no 15º dia e direciona-

das às metodologias de imuno-histoquímica, RT-PCR e immunoblotting. 

 

4.4 Indução do modelo de Doença de Parkinson por meio da administração de 6-OHDA 
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Os camundongos C57BL/6 foram previamente anestesiados com isoflurano a 6% e man-

tidos com isoflurano a 4%. Posteriormente, foram posicionados em um aparelho estereotáxico, 

por meio de hastes específicas para camundongos (KOPF 922). Para mimetizar a morte dopa-

minérgica característica da DP, utilizou-se a 6-OHDA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

injetada diretamente no CPu devido ao fato dessa substância não conseguir atravessar a barreira 

hematoencefálica. A injeção da 6-OHDA em coordenadas intraestriatais no encéfalo do animal, 

desencadeia uma lesão retrógrada nos neurônios da substância negra e do estriado.  Esta neuro-

toxina, foi administrada unilateralmente do lado direito do estriado, por meio de uma micros-

seringa Hamilton® (modelo #75). A concentração da 6-OHDA era de 2 µg/µl, dissolvida em 

uma solução de NaCl 0,9% apresentando o ácido ascórbico 0,2% como antioxidante. Veiculou-

se apenas NaCl 0,9% + ácido ascórbico 0,2% ou 6-OHDA (2 µg/µL) dissolvida em solução de 

NaCl 0,9% + ácido ascórbico 0,2%, de acordo com o respectivo grupo, em dois pontos distintos 

(1µl/ponto) nas seguintes coordenadas estereotáxicas: Ponto 1: A (anterior): +1.0 mm; ML (mé-

dio-lateral): 2,0 mm em relação ao bregma e DV (dorsoventral): 3 mm em relação a dura-máter. 

Ponto 2: P (posterior): - 0,3 mm; ML: 2,3 mm em relação ao bregma e DV: 3 mm em relação a 

dura-máter. O volume total injetado da droga, foi de 2 µl e a concentração final injetada no 

encéfalo do animal foi de 4µg de 6-OHDA. Cada microlitro foi injetado lentamente, durante 

um período de 5 minutos em cada ponto. A agulha permaneceu no local por mais 5 minutos 

antes de ser removida. Após esse intervalo, a seringa Hamilton foi retirada com cuidado e va-

garosamente por 5 minutos. O grupo salina recebeu apenas 1 µl do veículo (NaCl 0,9% con-

tendo ácido ascórbico 0,2%) em cada um dos pontos, nas mesmas coordenadas estereotáxicas. 

Os animais foram eutanasiados 15 dias após o procedimento cirúrgico e os materiais foram 

coletados para as análises posteriores propostas no projeto (RT-PCR, IMUNOBLOTTING e 

IMUNO-HISTOQUÍMICA) (CHEN et al., 2017a) 

4.5 Tratamento com o cloreto de lítio intraperitoneal 

O tratamento com o LiCl foi realizado intraperitoneal na concentração de 4 mmol/kg 

(170mg/kg) por 13 dias. Relatos na literatura demonstram em modelos de camundongos que a 

concentração de 4 mmol/kg em uma única dose, é capaz de inibir a enzima GSK3-β 

(YUSKAITIS et al., 2010). 

4.6 Imuno-histoquímica 
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Os animais (n=5 por grupo) tratados foram previamente anestesiados com cetamina (100 

mg/kg) e xilazina (26 mg/kg) e submetidos a perfusão transcardíaca através da administração 

de uma solução de NaCl 0,9% durante 10 minutos, seguida da solução fixadora constituída de 

paraformaldeído (PFA) 4% dissolvido em tampão fosfato 0,1 M (PB, pH 7,4), durante 5 minu-

tos. Logo após esta etapa, o encéfalo foi coletado e fixado por um período de 4 horas em uma 

solução contendo PFA 4% dissolvido em PB 0,1 M. Depois desse período, o tecido foi imerso 

em solução citoprotetora de sacarose na concentração de 30% e mantido por 48 horas. Em se-

guida, os cérebros foram seccionados no micrótomo de congelamento com espessura de 30μm 

e imersos em solução de NaCl 0,9% para o uso nas metodologias de imuno-histoquímica pelo 

método da peroxidase e imuno-histoquímica de fluorescência.  

Para a imuno-histoquímica pelo método da peroxidase, as secções foram incubadas por 

24 h free-floating com o anticorpo primário tirosina hidroxilase (1:1000; Chemicon, Temecula, 

CA, EUA), diluído em uma solução de PB 0,2 M contendo Triton X-100 0,3% e soro de cabra 

a 5% (Jackson ImmunoResearch, PA, EUA). Após 24 horas, os cortes foram lavados por três 

vezes de 10 minutos em PB 0,1 M, seguida da incubação com o anticorpo secundário biotinilado 

goat anti-mouse por 2h. As reações foram desenvolvidas através da formação do complexo 

avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC ELITE) e para a retirada do excesso de anticorpo que não 

foi ligado, novamente os cortes foram lavados por três vezes de 10 minutos em PB 0,1 M.  Por 

fim, para a revelação utilizou-se o padrão DAB intensificado pelo Ósmio. Em seguida os cortes 

foram desidratados e fixados em solução de montagem, para posteriormente serem fotografados 

em microscópio óptico (Nikon, Eclipse E1000).  

Para a imuno-histoquímica de fluorescência realizou-se a incubação do anticorpo pri-

mário durante 24 h free-floating, diluídos em uma solução de PB 0,2 M contendo Triton X-100 

0,3% e soro de cabra a 5% (Jackson ImmunoResearch, PA, EUA). Após este período os cortes 

foram lavados por três vezes de 10 minutos em PB 0,1 M, seguidos da incubação com o anti-

corpo secundário fluorescente goat anti-mouse e goat anti-rabbit (de acordo com o anticorpo 

primário em questão) por 2 horas e lavados por três vezes de 10 minutos em PB 0,1 M. No 

protocolo de dupla marcação as etapas mencionadas foram repetidas para o segundo anticorpo. 

Em seguida os cortes foram colocados em solução de montagem e selados com o meio VEC-

TASHIELD® HardSet ™ Antifade com DAPI, para posteriormente serem fotografados em 

microscópio de Fluorescência (Nikon, Eclipse E1000) e o microcópio Confocal Zeiss LSM 880. 
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Anticorpos primários: tirosina hidroxilase (1:500; Chemicon, Temecula, CA, EUA) e pGSK-3 

(1:250; Abcam, Cambridge, Reino Unido). 

4.7 Real Time PCR 

4.7.1 Extração de RNA  

Para a extração do RNA total foi adicionado 300 L de Tri-Reagent-LS (Ambion, 

EUA) aos tubos eppendorffs contendo o tecido congelado, seguido de homogeneização sobre 

gelo. Após a homogeneização foi adicionado Tri-Reagent-LS para volume final de 1000 L de. 

A seguir foi adicionando 200 L de clorofórmio seguindo-se agitação em vórtex e descanso por 

10 min em temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 12.000 x 

g, durante 15 min, a 4°C, etapa na qual são formadas três fase, sendo a fase superior que contém 

o RNA (aproximadamente 400 L) transferida para um novo tubo.  

4.7.2 Purificação do RNA.  

Foram adicionados a cada amostra 600 L de isopropanol para a precipitação do RNA, 

seguido por agitação em vórtex e descanso por 10 min em temperatura ambiente. Após seguiu-

se centrifugação a 12.000 x g, durante 35 min, a 4°C. Após essa etapa, descartou-se o sobrena-

dante e ao pellet foi adicionado 1 ml de álcool 75% gelado, vortexando a amostra, e centrifu-

gando a 12.000 x g, durante 15 min, a 4°C. A lavagem do pellet com álcool 75% foi feita duas 

vezes, após o que a fase líquida foi descartada e o pellet submetido a secagem em bancada por 

cerca de 5-10 min até que o álcool evaporasse. O RNA contido no fundo do tubo foi ressuspen-

dido em 12 L de H20 DEPC.  

Para remoção de eventual contaminação com DNA genômico, o RNA foi tratado com 

DNase (kit turboDNA-freeTM, Life Technologies, CA, EUA): a cada amostra, adicionou-se 10% 

do volume de Turbo DNase Buffer, 1 μL de Turbo DNAse, seguindo-se incubação de 30 min, a 

37 oC. Logo após, foram acrescentados 10% do volume do reagente de inativação de DNase, 

seguindo-se incubação por 2 min em temperatura ambiente, período durante o qual as amostras 

foram agitadas 2 a 3x. Após centrifugação a 10.000 x g por 2 min, o sobrenadante contendo o 

RNA foi transferido para um novo eppendorf e a concentração de RNA foi determinada por 



47 
 
 

 

 

leitura a OD260 e a qualidade pela razão OD260/OD280 em espectrofotômetro (NanoDrop ND-

1000 Spectrophotometer, NanoDrop, DE, EUA).   

4.7.3 Síntese de cDNA 

A reação de transcriptase reserva (RT-PCR) foi realizada com 1 g de RNA total, 

utilizando-se 1 L de oligonucleotídeos hexâmeros randômicos 50 ng/L, 1 µL de dNTPs 10 

mM, 4,75 L de tampão de PCR 5X, 1 µL de DTT 10 mM, 1 µL de inibidor de ribonuclease 

40 U/µL, e 0,25 µL de Superscript III 200 U/µL, para volume final de 20 L por amostra. O 

cDNA sintetizado (50ng) foi utilizado nas reações de PCR quantitativo. 

4.7.4 Reações de PCR quantitativo (qPCR)  

Os pares de primers específicos para cada gene utilizados nos protocolos abaixo (Ta-

bela 1) foram baseados nas sequências obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-

bank), abrangendo introns, desenhados pelo programa Primer Quest (IDT, IA, EUA) e sinteti-

zados pela IDT. Foi utilizado os genes 36b4, Rpl37a e Gapdh como normalizador dos experi-

mentos.  

A análise da expressão gênica foi realizada por meio da técnica de PCR em tempo real 

através do método de quantificação SYBER Green, utilizando-se o equipamento Quantum Stu-

dio 6 Flex PCR System (Applied Biosystems, EUA). Foram preparadas soluções contendo os 

primers nas concentrações de 300 ηM para genes de interesse e mix Power SYBER Green 2x 

(Applied Biosystems, EUA) em um volume final de 5 µL. As soluções foram distribuídas nos 

poços da placa experimental de 384 poços já contendo 1 µL cDNA (10ng). Os ciclos de ampli-

ficações foram: (1) Etapa inicial de ativação enzimática a 50 °C por 1 minutos seguido 95 °C 

por 10 minutos. (2)  50 ciclos que incluem desnaturação a 95 °C por 15 segundos, anelamento 

e extensão a 60 °C por 1 minuto; (3) análise do melting que consiste em 95 °C por 15 segundos, 

60 °C por 1 minuto e posterior aumento gradual de 0,5 °C até atingir 95 °C para obtenção das 

curvas de melting.  

O fluoróforo SYBR Green intercala-se ao DNA durante sua amplificação, promovendo 

um aumento da fluorescência (Nath et al., 2000). O SYBR Green se intercala a qualquer fita de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed
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DNA que está sendo amplificada, não sendo específico. Para determinar se houve a amplifica-

ção de produtos inespecíficos, foram obtidas melting curves. Durante essa fase, a temperatura 

é aumentada em 0,5oC a intervalos de tempo determinados e a fluorescência dos poços obtida 

em cada fase. As curvas ideais mostram apenas um pico de queda de fluorescência em cada 

poço, numa temperatura que coincide com a melting temperature do produto esperado (quando 

o produto se dissocia). Quando produtos inespecíficos são detectados eles formam outro (s) 

pico (s) de fluorescência em diferentes temperaturas, sendo esses poços imediatamente excluí-

dos da análise. 

Tabela 1- Sequências de primers utilizados para a realização da RT-PCR: 

 

4.8 Immunoblotting 

Os animais foram previamente eutanasiados (n=4/5 por grupo). As regiões da SN e do 

estriado foram coletadas e homogeneizadas a 4ºC em um tampão de lise RIPA 1X (Merck Mil-

lipore, Burlington, EUA) previamente acrescido de um cocktail de inibidores de proteases e 

fosfatases (Sigma Aldrich). Em seguida as amostras foram trituradas com o auxílio do 

Polytron® ou o Processador Ultrassônico (sonicador). A suspensão formada foi centrifugada 

por 20 min, a 12.000 rpm, na temperatura de 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi armazenado 

e o pellet descartado. A quantificação de proteínas totais das amostras foi realizada em tripli-

cata, pelo método de BCA (ácido bicinchonínico) (Sigma Aldrich) para detecção colorimétrica, 

sob um comprimento de onda de 570 nm. As alíquotas normalizadas em 15 µg de proteínas 

totais foram reduzidas em tampão de corrida Laemmli Sample Buffer 2X (BioRad, Hercules, 

CA, EUA) contendo de Ditiotreitol 0,1 M (VWR, Radnor, PA, EUA) e incubadas a 80°C por 5 

minutos. Em seguida, foram aplicadas, juntamente com um padrão de massa molecular especí-

fico (BioRad, Hercules, CA, EUA), em gel de poliacrilamida-SDS (8 a 15%, com espessura de 

1,5 mm), o qual foi submerso em tampão de eletroforese (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, 
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pH 7,3). A corrida das amostras 8 no gel foi efetuada a 100 V e interrompida quando a linha do 

corante de azul de bromofenol atingiu a extremidade inferior do gel.  

Após a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, os peptídeos contidos no gel foram 

transferidos para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare, Chi-

cago, IL, EUA). As membranas foram previamente imersas em tampão de transferência (Tris 

base 25 mM, Glicina 192 mM, CH3OH 20%). Para a realização da transferência, foi empregado 

um sistema tipo “sanduíche”, submerso em tampão de transferência, sobre o qual foi aplicada 

uma voltagem de 100 V, durante 1h. Após esse período, as membranas foram transferidas para 

uma solução de bloqueio [(NaCl 150 mM, NaH2PO4 2,8 mM, Na2HPO4 7,2 mM, albumina 

de soro bovino (BSA) 5%, Tween 20 (0,1 %, Sigma Aldrich)] durante uma hora, com o intuito 

de bloquear possíveis ligações inespecíficas. Em seguida, as membranas permaneceram incu-

badas com anticorpo primário específico, previamente diluído em solução de bloqueio, por 18 

horas, a 4°C, com leve agitação. Para remoção do excesso do anticorpo, foram realizadas 3 

lavagens com tampão Tris-salina-Tween 0,1% 1x (TBS-T) (por 10 min cada). Em seguida, as 

membranas foram incubadas por mais 2 horas com o anticorpo secundário conjugado apropri-

ado (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Baltimore, MD, USA), em solução de bloqueio e 

novamente lavadas como acima descrito. Após essas etapas, as membranas foram expostas ao 

reagente ECL TM (GE Healthcare) para detecção através de quimiluminescência, por 2 min. A 

revelação foi realizada em foto documentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare). Para a 

quantificação das bandas foi utilizado o software ImageJ (National Institute of Mental Health). 

No estriado e na Substância Negra, as proteínas avaliadas foram: GSK-3 (Abcam 1:1000), phos-

pho GSK-3 (Y216+Y279) (Abcam 1:1000); GAPDH (cell signaling 1:1000).  
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos dados foi realizada por análise de variância ANOVA, two-

way completamente randomizada, seguida pelo pós teste de Bonferroni. Todos os dados foram 

normalizados e analisados no software GraphPad Prism. Valores de p<0,05 são considerados 

estatisticamente significativos. Os resultados estão apresentados como um valor médio ± erro 

padrão.   
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6 RESULTADOS  

6.1 Padronização da concentração de 6-OHDA 

O local de injeção da 6-OHDA foi reproduzido conforme descrito no artigo de Chen e co-

laboradores: (Ponto 1: A (anterior): +1.0 mm; ML (médio-lateral): 2,0 mm em relação ao 

bregma e DV (dorso-ven tral): 2,9 mm em relação a dura-máter. Ponto 2: P (posterior): - 0,3 

mm; ML: 2,3 mm em relação  ao bregma e DV: 2,9 mm em relação a dura-máter (CHEN et al., 

2017). Entretanto, após a escolha das coordenadas intraestriais respónsaveis por induzir a lesão 

retrógrada na SN, foram testadas duas concentrações de 6-OHDA (4 e 12 µg) com o intuito de 

comparar o efeito da 6- OHDA quanto a intensidade da lesão nas diferentes concentrações e os 

resultados foram demonstrados nas Figuras 6 e 7 respectivamente. Para avaliar tal feito, utili-

zamos a técnica de imunomarcação do anticorpo anti-TH. A TH é uma enzima precur sora das 

catecolaminas que no caso dos neurônios dopaminérgicos da SN, origina a dopamina e marca 

a presença destes grupos de neurônios na região de estudo (HOU et al., 2015; ALAM; RI-

CHARDSON, 2020). 

 

 

Figura 6 – Figura representativa da progressão da lesão induzida pela administração da concentração de 12 µg de 

6-OHDA no hemisfério lesionado em comparação ao não lesionado, nas coordenadas padronizadas por Cheng e 

colaboradores, ao longo do estriado de um camundongo C57BL/6J. A coloração foi obtida pela imuno-marcação 

para tirosina hidroxilase (TH) e corada pela técnica de imuno-histoquímica pelo método da peroxidase utilizando 

o complexo avidina-biotina (ABC) e o tetracloreto de diaminobenzidina (DAB). As imagens foram obtidas em 

microscópio óptico (Microscópio – Nikon Eclipse E1000, Câmera de captura – Nikon DXM1200), objetiva de 4x 

e escala de 300 μm (CHEN et al., 2017a). 

  

A lesão obtida após a administração da concentração de 12 µg de 6-OHDA 

intraestriatal, atingiu praticamente todo o núcleo estriado e promoveu uma discrepância na 
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coloração de  TH do hemisfério direito, onde a neurotoxina foi veiculada (devido a morte dos 

neurônios dopaminérgicos), quando comparado ao hemisfério esquerdo que não passou pelo 

procedimento cirúrgico (Figura 6). A desvantagem na administração de 6-OHDA em uma dose 

tão elevada, está na sobrevivência dos camundongos submetidos a este procedimento. Estes 

animais não sobreviveram mais que 7 dias após o procedimento cirúrgico. Acredita-se que a 

morte dos neurônios dopaminérgicos nestas regiões tenha sido tão exacerbada que resultou nos 

sintomas de instabilidade postural e tremor de descanso, que dificilmente são percebidos em 

modelos animais de DP em doses mais baixas. Além disso, os camundongos que receberam 12 

µg de 6-OHDA intraestriatral, encontravam-se muito debilitados e não conseguiam comer ou 

mesmo movimentar-se, comprometendo assim o nosso desenho experimental de 15 dias de 

sobrevivência após  a lesão pela 6-OHDA. Devido a esta constatação, outro problema estaria 

em debate: o tratamento com o LiCl provavelmente não teria efeito neuroprotetor nos neurônios 

dopaminérgicos, pois os animais estariam em um quadro de DP extremamente avançado e a 

morte dopaminérgica já estaria instaurada. Buscando sanar estes problemas, testamos a 

concentração proposta pelo artigo de trabalho (CHEN et al., 2017a) e concluímos que a lesão 

após a administração da concentração de 2 µg por ponto (4 µg no total), demonstrado na Figura 

7, seria adequada para induzir o modelo de DP e o tratamento com LiCl tornou-se viável pois 

a lesão estaria apenas em algumas secções do estriado e não no estriado todo. Ao mesmo tempo, 

esta concentração (4 µg de 6-OHDA no total) é ideal porque promove uma lesão retrógrada 

atingindo os corpos celulares de neurônios dopaminérgicos da SNpc. 
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Figura 7 – Imagem representativa da marcação de TH no estriado e na substância negra de camundongo C57BL/6J 

15 dias após a administração de 4 µg de 6-OHDA veiculadas através de uma microsseringa Hamilton®, nas coor-

denadas estereotáxicas padronizadas. A 6-OHDA foi administrada unilateralmente no hemisfério direito que apre-

senta uma menor imunomarcação para TH quando comparada ao animal controle (Salina IC). TH (tirosina hidro-

xilase – Chemicon, Milipore MAB5280, diluição de 1:2000). As imagens foram obtidas em microscópio óptico 

(Microscópio – Nikon Eclipse E1000, Câmera de captura – Nikon DXM1200). 

 

6.2 Lesão induzida por 6-OHDA 24 horas após o procedimento cirúrgico 

Após a padronização da concentração da 6-OHDA, determinamos se a lesão estava 

instaurada ou não antes de iniciarmos o tratamento intraperitoneal com o LiCl (inibidor da 

GSK-3β). Para tal, foi realizada a imunomarcação pela técnica de imuno-histoquímica de 

fluorescência para o anticorpo TH 24 horas após a veiculação da 6-OHDA intraestriatal, nos 

neu- rônios dopaminérgicos da SNpc e de suas projeções estriatais. 
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Figura 8 – Local da injeção de 6-OHDA situada entre a região do estriado dorsal e do estriado ventral 24 horas 

após a administração da 6-OHDA obtida pela fluorescência de TH. 1 – Imagem obtida utilizando a ferramenta tile 

scan. 2- Visualização do local da injeção de 6-OHDA através da objetiva de 10x e a escala de captura foi de 100 

μm. As fotomicrografias foram capturadas em microscópio Confocal Zeiss LSM 880 através do laser 488 (verde). 
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Figura 9 – Imagem representativa da lesão retrógrada na região do mesencéfalo de camundongo C57BL/6J, 24 

horas após a administração de 6-OHDA. A circunferência em vermelho delimita a fluorescência emitida dos neu-

rônios dopaminérgicos da SN que expressam TH no hemisfério direito que sobreviveram a administração de 4 µg 

de 6-OHDA veiculada por meio de uma microsseringa Hamilton® nas coordenadas estereotáxicas padronizadas. 

A imagem foi obtida utilizando a ferramenta tile scan. A fotomicrografia foi capturada em microscópio Confocal 

Zeiss LSM 880 através do laser 488 para TH (verde) e 405 para o DAPI (azul). 

 

Na Figura 8 nós podemos observar que a 6-OHDA encontra-se depositada na região 

estriatal no local em que foi administrada por cirurgia estereotáxica e que não foi difundida por 

completo devido ao período recente (24 horas após o procedimento cirúrgico). Além do mais a 

6-OHDA administrada IC foi capaz de promover a morte neuronal na região da SN e da área 

tegmental ventral (VTA), observadas pela imunofluorescência de TH reduzida no hemisfério 

direito que passou pelo procedimento cirúrgico quando comparado ao hemisfério contrário que 

não passou pelo procedimento cirúrgico (Figura 9). 

6.3 Localização da pGSK-3 ativa no mesencéfalo de camundongos C57BL/6J 

A morte neuronal dopaminérgica validada a partir da redução na expressão da enzima TH nos 

animais que foram submetidos ao insulto, ativa inúmeras cascatas de sinalização celular. Dentre os 

sinalizadores envolvidos com a morte neuronal dopaminérgica da SN podemos citar a enzima GSK- 3 na 

sua conformação ativa e em vista disso, aqui demonstramos por meio de uma dupla marcação com TH, 

a disposição de pGSK-3 ativa na região da SNpc em um animal em que se injetou apenas uma solução 

salina intracerebral (Figura 10) e nos nossos grupos de estudo (Fi gura 11) (GU et al., 2017; YANG et 

al., 2017). 

Figura 10 - Imagens ilustrativas da dupla marcação de TH e pGSK-3 ativa, na região da SNpc de um camun-

dongo C57BL/6J, no qual, foi injetada apenas solução salina nas coordenadas estereotáxicas padronizadas. As 
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imagens do mesmo corte foram capturadas em 3 objetivas distintas A: A escala de captura foi de 200 μm para a 

objetiva de 20x. B: A escala de captura foi de 10 μm para a objetiva de 40x. C: A escala de captura foi de 5 μm 

para a objetiva de 63x. As imagens foram obtidas por meio do microscópio Confocal Zeiss LSM 880, através do 

laser 488 para TH (verde) e 594 para a pGSK-3 (vermelho).  

 

A Figura 10 demonstra um corte do mesencéfalo em vários aumentos possibilitando a 

observação de algumas características peculiares da enzima pGSK-3 ativa nesta região. Em 

primeiro lugar, a pGSK-3 está localizada na substância negra de camundongos C57BL/6J e 

parece estar dispersa em todo o mesencéfalo, não apenas na região da SNpc. Esta constatação 

pode ser indicativa de que esta enzima pGSK-3 ativa, atue em neurônios dopaminérgicos e em 

células gliais como encontrado por Xing e colaboradores que observaram o papel pró-apoptó-

tico da GSK-3β em diferentes células de oligodendrócitos (XING et al., 2018). Em segundo 

momento, relatamos a disposição da marcação do anticorpo pGSK-3 ativa. Esta quinase apre-

senta características de marcação perinuclear, sugerindo um provável efeito desta enzima no 

núcleo dos neurônios dopaminérgicos da SN semelhante ao que foi proposto por Thornton e 

colaboradores, onde se é relatado a existência de um efeito nuclear da enzima GSK-3β no córtex 

e no hipocampo (THORNTON et al., 2018). 

 

 

Figura 11 - Micrografias confocais representativas da SNpc de camundongo C57BL/6J, monstrando a dupla mar-

cação entre TH e pGSK-3 na sua forma ativa (Y216 eY279) nos respectivos grupos: Salina IC, 6-OHDA IC, Salina 

IC + LiCl IP e 6-OHDA IC + LiCl IP. As imagens foram obtidas por meio do microscópio Confocal Zeiss LSM 

880 através do laser 488 para TH (verde) e 594 para a pGSK-3 (vermelho) na objetiva de 40x e escala de captura 

de 15 μm. 

 

A Figura 11 retrata a disposição de pGSK-3 (sendo que o nosso anticorpo abrange a 

conformação ativa das isoformas GSK-3α e GSK-3β) nos grupos experimentais (Salina IC, 6-

OHDA IC, Salina IC + Cloreto de Lítio IP e 6-OHDA IC + Cloreto de Lítio IP) ao longo da 
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SN, em dupla marcação com a enzima TH. A enzima pGSK-3 aparenta estar disposta em todos 

os nossos grupos experimentais. Porém as imagens representativas dos animais que foram ex-

postos aos grupos, 6-OHDA IC, Salina IC + LiCl IP e 6-OHDA IC + LiCl IP são sugestivas do 

aumento na expressão desta enzima. Para melhores abordagens investigamos os efeitos da 

GSK-3 em metodologias quantitativas que serão detalhadas a seguir. 

6.4 Análise da expressão gênica de TH, AKT, GSK-3β e Caspase-3 por RT-PCR: 

Após induzir a lesão intraestriatal através da veiculação de 6-OHDA unilateral, nós do-

samos a expressão gênica de TH na região do mesencéfalo onde encontra-se situado o corpo 

celular dos neurônios dopaminérgicos (BAGGA; DUNNETT; FRICKER, 2015). Existem im-

portantes respaldos na literatura de que a expressão de mRNA TH em modelos de 6-OHDA, 

sofre uma redução significativa em relação ao grupo controle (KASTNER et al., 1993; CHEN 

et al., 2017b). Além disso, podemos quantificar o efeito neuroprotetor/neurotóxico exercido 

pelo tratamento com o LiCl nos neurônios dopaminérgicos através da determinação mRNA de 

TH.  
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Figura 12 - Gráfico da expressão gênica de TH na região da Substância Negra. Os resultados de PCR quantitativo 

foram analisados através do método de ΔΔCT. Após o conhecimento CT, é encontrado o ΔCT que é a diferença 

entre esse valor para o gene de interesse e o valor de amplificação do gene normalizador (36b4) da mesma amostra 

de cDNA (ambos correspondendo à média de poços duplicados do mesmo cDNA). A seguir, obtém-se o ΔΔCT 
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subtraindo a média do grupo controle Salina IC dos valores encontrados para cada amostra dos grupos controle e 

experimentais sendo exponencial negativo na base 2 (2-ΔΔCT) e esse valor foi utilizado nas análises estatísticas. 

As possíveis diferenças entre o grupo controle (Salina IC e IP) e os grupos experimentais (6-OHDA IC e 6-OHDA 

IC + LiCl IP) foram analisadas por Two-Way ANOVA seguida pelo pós teste de Bonferroni. A diferença foi 

considerada significativa quando p<0,05. *comparação em relação ao grupo Salina IC que não recebeu LiCl. Para 

as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. Este gráfico apresenta 

os dados expressos como ± EPM de 4 ou 5 animais de acordo com o grupo experimental. 

 

Os dados representados na Figura 12, sugerem que a administração de 6-OHDA IC 

causa uma redução na expressão gênica da enzima TH [p=0,0334, F (1, 13) = 5,661] em com-

paração aos animais que não receberam a droga. Ao mesmo tempo, foi constatado que o trata-

mento com LiCl também levou à redução na TH na substância negra [p=0,0169, F (1, 13) = 

7,504] e a presença de efeito de interação entre os fatores [p=0,7624, F (1, 13) = 9,309]. A 

execução do pós-teste de Bonferroni mostrou, ainda, que os animais dos grupos 6-OHDA IC, 

Salina IC + LiCl e 6-OHDA IC + LiCl apresentam redução na expressão da TH quando com-

parados com o grupo Salina IC (p=0,0148, p=0,0062, p=0,0223, respectivamente). 

Ainda no estudo das vias que podem ser responsáveis pela deleção neuronal dopaminér-

gica, avaliamos a expressão gênica da Caspase-3 na SN e no núcleo estriado (Figura 13 E e 

Figura 13 F). Esta importante sinalizadora de morte neuronal, pode contribuir com a identifica-

ção dos possíveis mecanismos pelos quais foram promovidas as reduções na expressão de 

mRNA TH induzida pelo modelo de DP e pelo tratamento com o LiCl. É importante mencionar 

que os valores referentes a expressão gênica da Caspase-3 não excluem a presença da sua sina-

lização apoptótica (intrínseca/extrínseca) em outros períodos da lesão. A escolha do estudo da 

Caspase-3, está no seu papel importante derivado das características de morte proporcionadas 

pelo modelo de 6-OHDA (CALLIZOT et al., 2019).  

Além disso, avaliamos também a expressão gênica de AKT e GSK-3β (Figura 13 A, 

Figura 13 B, Figura 13 C e Figura 13 D). Estas enzimas são altamente influenciadas e modula-

das pelo tratamento com LiCl (QIAO et al., 2017). Em vista disso, resolvemos quantificar o 

efeito deste fármaco a nível de expressão gênica, pois assim, teremos dados sugestivos dos 

mecanismos pelos quais ocorre a neurotoxicidade do LiCl aqui demonstrada a partir da redução 

de mRNA TH nos neurônios dopaminérgicos da SN. 
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Figura 13 - Gráficos da expressão gênica de AKT, GSK-3β e Caspase-3 nas regiões do Estriado e da Substância 

Negra. Os resultados de PCR quantitativo foram analisados através do método de ΔΔCT. Após o conhecimento 

CT, é encontrado por ΔCT que é a diferença entre esse valor para o gene de interesse e o valor de amplificação do 

gene normalizador (36b4) da mesma amostra de cDNA (ambos correspondendo à média de poços duplicados do 

mesmo cDNA). A seguir, obtém-se o ΔΔCT subtraindo a média do grupo controle Salina IC dos valores encontra-

dos para cada amostra dos grupos controle e experimentais sendo exponencial negativo na base 2 (2-ΔΔCT) e esse 

valor foi utilizado nas análises estatísticas. As possíveis diferenças entre o grupo controle (Salina IC e IP) e os 

grupos experimentais (6-OHDA IC e 6-OHDA IC + LiCl IP) foram analisadas por Two-Way ANOVA seguida 

pelo pós teste de Bonferroni. A diferença foi considerada significativa quando p<0,05. *comparação em relação 

ao grupo Salina IC. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

Estes gráficos apresentam os dados expressos como ± EPM de 4, 5 ou 6 animais de acordo com o grupo experi-

mental. 

 

 Os gráficos da Figura 13 apresentam os dados referentes à análise da expressão gênica 

de AKT, GSK-3β e Caspase-3 no estriado e na substância negra. A análise dos dados por two-

way ANOVA revela que: (A) quanto à expressão gênica da AKT no estriado, não houve dife-

rença estatística em relação à cirurgia [p=0,8730, F (1, 16) = 0,02640], ao tratamento [p=0,8048, 

F (1, 16) = 0,06314] ou à interação entre os fatores [p=0,3433, F (1, 16) = 0,9539]; (B) quanto 

à expressão gênica da AKT na substância negra, também não houve diferença estatisticamente 

significativa em relação à cirurgia [p=0,8855, F (1, 17) = 0,02138], ao tratamento [p=0,0786, F 

(1, 17) = 3,502], porém foi encontrada diferença estatística por interação entre os fatores 

[p=0,0096, F (1, 17) = 8,500], o pós-teste de Bonferroni realizado em seguida demonstrou re-

dução estatisticamente significativa nos animais do grupo Salina IC + Cloreto de Lítio IP 

quando comparados com os animais do grupo Salina IC (p=0,0179); (C) a análise da expressão 

gênica de GSK-3β no estriado não apontou diferença estatística em relação à cirurgia 

[p=0,1076, F (1, 17) = 2,830], ao tratamento [p=0,3308, F (1, 17) = 1,002] ou à interação entre 

os fatores [p=0,2029, F (1, 17) = 1,754]; (D) a expressão gênica de GSK-3β na substância negra 

encontra-se sem diferença estatisticamente significativa em relação à cirurgia [p=0,7186 , F (1, 

15) = 0,1349], ou à interação entre os fatores [p=0,4255 , F (1, 15) = 0,6712], porém é encon-

trada uma redução na expressão de GSK-3β na substância negra dos animais tratados com LiCl 

quando comparados com os animais que não receberam o tratamento [p=0,0482 , F (1, 15) = 

4,625]; (E) referente à Caspase-3 no estriado, não foi encontrada diferença estatisticamente 

significativa quando comparado o efeito do tratamento [p=0,8496 , F (1, 16) = 0,03716] e inte-

ração entre fatores [p=0,1709 , F (1, 16) = 2,055], todavia, quanto à cirurgia, os animais que 
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receberam 6-OHDA IC apresentaram uma redução na expressão gênica da Caspase-3 [p=0,028 

, F (1, 16) = 5,840]; (F) por fim, na substância negra, a expressão gênica da Caspase-3, quando 

avaliada a cirurgia, foi encontrado aumento da expressão nos animais que receberam 6-OHDA 

IC [p=0,0014 , F (1, 14) = 15,63], quanto ao tratamento, os animais que receberam LiCl IP 

apresentaram uma redução na expressão da Caspase-3 [p=0,0126 , F (1, 14) = 8,174], não houve 

diferença estatisticamente significativa quando avaliada a interação entre os fatores [p=0,7145 

, F (1, 14) = 0,1393] e, por sua vez, o pós-teste de Bonferroni mostrou que animais que recebe-

ram Salina IC e LiCl IP apresentam menor expressão da Caspase-3 do que os animais que re-

ceberam 6-OHDA IC e não receberam LiCl IP (p=0,0016). 

6.5 Análise da expressão proteica do GAPDH para o seu uso como proteína normaliza-

dora: 

Após a identificação dos mecanismos indutores da redução de mRNA TH na SN que 

envolvem a expressão gênica, resolvemos investigar os possíveis efeitos das modificações pós-

traducionais da enzima GSK-3 que apresentam uma correlação direta com a depleção neuronal 

na SN e no estriado tanto no modelo de 6-OHDA, quanto no tratamento com LiCl (ZHAI et al., 

2019). Para tal, utilizamos a técnica de immunoblotting e a proteína normalizadora escolhida 

foi o GAPDH.  

 

 

 

Figura 14 - Análise da expressão de GAPDH no hemisfério experimental direito no estriado (striatum) e da subs-

tância negra (substantia nigra) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador Amersham 

Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental Health). Os 
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dados foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada significativa 

quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 

Como é possível observar na Figura 14, a expressão de GAPDH no estriado encontra-

se inalterada quando analisado por two-way ANOVA quanto ao efeito da cirurgia [p=0,7387, 

F (1, 16) = 0,1152], do tratamento [p=0,3066, F (1, 16) = 1,116] ou interação entre fatores 

[p=0,97, F (1, 16) = 0,001462. Quando analisado na substância negra, o GAPDH também não 

apresentou diferença estatística na two-way ANOVA em relação aos efeitos da cirurgia 

[p=0,8343, F (1, 16) = 0,0452], do tratamento [p=0,9362, F (1, 16) = 0,006617] ou interação 

entre fatores [p=0,2008, F (1, 16) = 1,780]. Estes resultados validam o uso do GAPDH como 

proteína normalizadora para as análises por Western Blotting no estriado e na SN. 

6.6 Análise da expressão proteica de GSK-3, GSK-3α, GSK-3β, pGSK-3α (Y279) e pGSK-

3β (Y216) no estriado: 

Para quantificar o efeito da GSK-3 no estriado, realizamos a expressão proteica total 

da enzima GSK-3 e posteriormente quantificamos separadamente a expressão de GSK-3α, 

GSK-3β normalizadas pelo GAPDH. Assim podemos observar se as enzimas totais (não fosfo-

riladas) exerciam efeito significativo em relação ao modelo de DP e ao tratamento com LiCl na 

região do estriado. 
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Figura 15 - Análise da expressão proteica de GSK-3, GSK-3α e GSK-3β normalizadas por GAPDH no hemisfério 

experimental direito no estriado (striatum) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador 

Amersham Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental 

Health). Os dados foram expressos como média ± EPM de 4-5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada 

significativa quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Ver-

sion 8.2.1. 

 

Quando analisados os dados representados da Figura 15, foi constatado que: (1) a ex-

pressão proteica de GSK-3 no estriado não foi alterada como efeito da cirurgia [p=0,7342, F (1, 

16) = 0,1194], do tratamento [p=0,3247, F (1, 16) = 1,033] ou da associação dos fatores 

GAPH 37 kDa 
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[p=0,7414, F (1, 16) = 0,1127]; (2) GSK-3α não sofreu alteração por efeito de cirurgia 

[p=0,3305, F (1, 17) = 1,004], do tratamento [p=0,9077, F (1, 17) = 0,9077] ou da associação 

dos fatores [p=0,4975, F (1, 17) = 0,4806]; (3) e, por fim, a expressão proteica de GSK-3β 

também não foi alterada por efeito de cirurgia [p=0,7045, F (1, 16) = 0,1491], do tratamento 

[p=0,3431, F (1, 16 = 0,9545] ou da associação dos fatores [p=0,6617, F (1, 16) = 0,1987]. 

Para quantificar o efeito da fosforilação total da GSK-3 no estriado, foi detectada a 

expressão proteica de pGSK-3 ativa abrangendo as isoformas pGSK-3α (Y279) e pGSK-3β 

(Y216). Posteriormente quantificamos a expressão individual de pGSK-3α (Y279) e de pGSK-

3β (Y216) normalizadas pelo GAPDH. Assim podemos observar se as enzimas fosforilada ativa 

total e fosforiladas individualmente na sua conformação ativa, exerceriam um efeito significa-

tivo em relação ao modelo de DP e ao tratamento com LiCl na região do estriado. 
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Figura 16 - Análise da expressão de pGSK-3, pGSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GAPDH no hemisfério 

experimental nas regiões do estriado (striatum) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto 

documentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National 

Institute of Mental Health). Os dados foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A dife-

rença foi considerada significativa quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise 

GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 

 Por sua vez, a Figura 16 nos aponta, após a análise estatística por Two-way ANOVA, 

que não houve diferença estatisticamente significativa na expressão proteica da pGSK-3, 

pGSK-3α e pGSK-3β por efeito da cirurgia {[p=0,49, F (1, 17) = 0,4979], [p=0,3305, F (1, 17) 

= 1,004] e [p=0,7618, F (1, 16) = 0,0951], respectivamente}, do tratamento {[p=0,3114, F (1, 

17) = 1,089], [p=0,9077, F (1, 17) = 0,01386] e [p=0,2188, F (1, 16) = 1,638], respectivamente} 

nem da interação entre os fatores {[p=0,37, F (1, 17) = 0,848], [p=0,4975, F (1, 17) = 0,4975] 

e [p=0,4548, F (1, 16) = 0,4548], respectivamente}. 

Visando avaliar o efeito da fosforilação de GSK-3 em relação a expressão de GSK-3 

total no estriado, realizamos a expressão proteica de pGSK-3 e da isoformas individuais da 

pGSK-3α (Y279) e pGSK-3β (Y216) normalizadas pela GSK-3. Dessa forma podemos obser-

var a atividade da enzima fosforilada em relação a GSK-3 total no modelo de DP e após o 

tratamento com LiCl na região do estriado. 
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Figura 17 - Análise da expressão de pGSK-3, pGSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GSK-3 no hemisfério ex-

perimental direito do estriado (striatum) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador 

Amersham Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental 

Health). Os dados foram expressos como média ± EPM de 4-5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada 

significativa quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Ver-

sion 8.2.1. 

 

 Segundo a Figura 17, é possível observar que, quando avaliada a proporção de fosfo-

rilação da GSK-3 (pGSK-3/GSK-3 Total), não há diferença estatística quanto a efeito de cirur-

gia [p=0,4755, F (1, 16) = 0,534], tratamento [p=0,7381, F (1, 16) = 0,1158] ou interação de 
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fatores [p=0,8404, F (1, 16) = 0,04191]. A proporção de GSK-3α fosforilada em Y216 em re-

lação à expressão total de GSK-3 (pGSK-3α/GSK-3 Total), após análise estatística, aponta para 

não existência de diferença nas médias encontradas quando avaliados efeito de cirurgia, trata-

mento ou interação {[p=0,2464, F (1, 16) = 1,448], [p=0,2307, F (1, 16) = 1,553], [p=0,9026, 

F (1, 16) = 0,01547], respectivamente}. Por fim, também não é encontrada diferença estatisti-

camente significativa na comparação dos fatores cirurgia [p=0,9872, F (1, 12) = 0,0002695], 

tratamento [p=0,9914, F (1, 12) = 0,0001206] nem interação [p=0,6887, F (1, 12) = 0,1685] nos 

dados relativos à razão entre a fosforilação em Y216 da GSK-3β e a GSK-3 total (pGSK-

3β/GSK-3 Total).   

Por fim, avaliamos o efeito da fosforilação da pGSK-3α (Y279) em relação a GSK-3α 

total e da pGSK-3β (Y216) em relação a GSK-3β total. Dessa forma podemos identificar o 

quanto a conformação ativa da enzima reflete na atividade total destas quinases no modelo de 

DP e após o tratamento com LiCl na região do estriado. 

 

 

Figura 18 – Análise da expressão de pGSK-3α normalizadas por GSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GSK-3β 

no hemisfério experimental direito do estriado (striatum) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto 

documentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National 

Institute of Mental Health). Os dados foram expressos como média ± EPM de 4-5 animais em cada grupo. A 
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diferença foi considerada significativa quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de 

análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 

 Segundo a Figura 18, é visto que não foi encontrada diferença estatística nos fatores 

cirurgia, tratamento e interação quando avaliada a proporção de fosforilação de GSK-3α 

(pGSK-3α/GSK-3α) {[p=0,4701, F (1, 16) = 0,5474], [p=0,3599, F (1, 16) = 0,8883], 

[p=0,9619, F (1, 16) = 0,002355], respectivamente} nem de GSK-3β (pGSK-3β/GSK-3β) 

{[p=0,8666, F (1, 15) = 0,02922], [p=0,4154, F (1, 16) = 0,7015], [p=0,5059, F (1, 16) = 

0,4645], respectivamente}.  

6.7 Análise da expressão proteica GSK-3, GSK-3α, GSK-3β, pGSK-3α (Y279) e pGSK-3β 

(Y216) na substância negra: 

Para quantificar o efeito da GSK-3 na SN, calculamos a expressão total da enzima 

GSK-3 e em seguida quantificamos individualmente a expressão de GSK-3α, GSK-3β norma-

lizadas pelo GAPDH. Assim podemos constatar se as enzimas totais (não fosforiladas) exer-

ciam efeito significativo em relação ao modelo de DP e ao tratamento na região da SN. 
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Figura 19 – Análise da expressão de GSK-3, GSK-3α e GSK-3β normalizadas por GAPDH na substância negra 

(substantia nigra) por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador Amersham Imager 600 

(GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental Health). Os dados foram 

expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada significativa quando 

p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 

 Quando comparados os dados expostos na Figura 19, não foi encontrada diferença 

significativa na expressão de GSK-3 na substância negra quando avaliado o efeito da cirurgia 

[p=0,6407, F (1, 16) = 0,2263], do tratamento [p=0,4744, F (1, 16) = 0,5366] ou da interação 

entre os fatores [p=0,904, F (1, 16) = 0,01501]. Ainda, quando a expressão da GSK-3α, também 

não foi encontrada diferença estatística na avaliação do efeito da cirurgia [p=0,58, F (1, 16) = 
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0,3192], tratamento [p=0,2838, F (1, 16) = 1,23] e interação [p=0,9724, F (1, 16) = 0,001231]. 

Por fim, como os resultados anteriores, a expressão proteica da GSK-3β no estriado também 

não apresentou diferenças significativas devido à cirurgia [p=0,7215, F (1, 16) = 0,1316], ao 

tratamento [p=0,7533, F (1, 16) = 0,1022] nem à interação [p=0,8411, F (1, 16) = 0,01=415]. 

Para avaliar o efeito da fosforilação total da GSK-3 na região da SN, quantificamos a 

expressão proteica de pGSK-3 ativa, abrangendo as isoformas de pGSK-3α (Y279), pGSK-3β 

(Y216). Logo após, quantificamos separadamente a expressão de pGSK-3α (Y279) e de pGSK-

3β (Y216) normalizadas pelo GAPDH. Assim podemos observar se as enzimas fosforilada ativa 

total e fosforiladas individualmente na sua conformação ativa exerceriam um efeito significa-

tivo em relação ao modelo de DP e ao tratamento com LiCl na região da SN. 
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Figura 20 – Análise da expressão de pGSK-3, pGSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GAPDH na substância 

negra (substantia nigra) direita por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador Amersham 

Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental Health). Os 

dados foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada significativa 

quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 Os dados provenientes da Figura 20 apontam, após análise estatística, que na substân-

cia negra a quantidade absoluta de pGSK-3 normalizada pelo GAPDH (pGSK-3/GAPDH) não 

é estatisticamente diferente quando avaliado efeito de cirurgia, tratamento ou interação de fa-

tores {[p=0,4704, F (1, 16) = 0,5467], [p=0,1209, F (1, 16) = 2,684], [p=0,7995, F (1, 16) = 

0,06671], respectivamente}. Também não se apresentam estatisticamente diferentes as diferen-

ças por cirurgia [p=0,3645, F (1, 16) = 0,8712], tratamento [p=0,2824, F (1, 16) = 1,238] ou 

interação entre os fatores [p=0,3783, F (1, 16) = 0,8210] na expressão absoluta de pGSK-3α 

normalizada pela expressão de GAPDH (pGSK-3α/GAPDH). Por fim, a expressão absoluta de 

pGSK-3β normalizada pela expressão de GAPDH não demonstrou alterações estatisticamente 

significativas no efeito de cirurgia ou interação {[p=0,5967, F (1, 16) = 0,2915] e [p=0,9654, F 

(1, 16) = 0,001942], respectivamente}, porém, foi encontrado aumento estatisticamente signi-

ficativo da expressão de pGSK-3β devido ao tratamento [p=0,0243, F (1, 16) = 6,185]. 

Visando avaliar o efeito da fosforilação de GSK-3 em relação a expressão de GSK-3 

total na SN, quantificamos a expressão proteica de pGSK-3 e de suas isoformas individuais 

pGSK-3α (Y279) e pGSK-3β (Y216) normalizadas pela GSK-3. Dessa forma observamos a 

atividade da enzima fosforilada em relação a GSK-3 total no modelo de DP e após o tratamento 

com LiCl na região da SN. 
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Figura 21 – Análise da expressão de pGSK-3, pGSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GSK-3 na substância negra 

(substantia nigra) direita por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador Amersham Imager 

600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental Health). Os dados 

foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada significativa quando 

p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Version 8.2.1. 

 

 Como é possível analisar na Figura 21, a proporção de GSK-3 que foi fosforilada 

(pGSK-3/GSK-3 Total) não apresentou diferença estatística nas médias oriunda da cirurgia, do 

tratamento ou da interação entre os fatores {[p=0,3536, F (1, 16) = 0,9127], [p=0,2296, F (1, 

16) = 1,561] e [p=0,8712, F (1, 16) = 0,02717]}. Ainda, a proporção de pGSK-3α e pGSK-3β 
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(pGSK-3α/GSK-3 Total e pGSK-3β/GSK-3 Total, respectivamente), também não apresentaram 

diferença estatística quanto à cirurgia {[p=0,3158, F (1, 16) = 1,073] e [p=0,4544, F (1, 16) = 

0,5879]} e à interação {[p=0,3499, F (1, 16) = 0,9272] e [p=0,8299, F (1, 16) = 0,04769]}, 

porém, considerando o tratamento, enquanto que pGSK-3α/GSK-3 Total não apresentou dife-

rença [p=0,2483, F (1, 16) = 1,436], pGSK-3β/GSK-3 mostrou um aumento estatisticamente 

significativo nos animais que receberam LiCl IP quando comparados aos animais que não re-

ceberam este mesmo tratamento [p=0,0472, F (1, 16) = 4,623]. 

Finalmente, avaliamos atividade da GSK-3α e da GSK-3β após a fosforilação em 

pGSK-3α (Y279) normalizada pela GSK-3α total e da pGSK-3β (Y216) normalizada pela 

GSK-3β total. Dessa forma podemos identificar o quanto a conformação ativa da enzima influ-

encia na atividade total destas quinases no modelo de DP e após o tratamento com LiCl na 

região da SN. 

 

 

 

Figura 22 – Análise da expressão de pGSK-3α normalizadas por GSK-3α e pGSK-3β normalizadas por GSK-3β 

na substância negra (substantia nigra) direita por immunoblotting. A revelação foi realizada em foto documentador 

Amersham Imager 600 (GE Healthcare) e quantificada utilizando o software ImageJ (National Institute of Mental 
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Health). Os dados foram expressos como média ± EPM de 5 animais em cada grupo. A diferença foi considerada 

significativa quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o programa de análise GraphPad Prism Ver-

sion 8.2.1. 

 

 Os dados que originaram a Figura 22, por sua vez, apontam que não há diferença por 

cirurgia, tratamento ou interação na de expressão da porção fosforilada da GSK-3α (pGSK-

3α/GSK-3α) {[p=0,2938, F (1, 16) = 1,178], [p=0,2131, F (1, 16) = 1,682] e [p=0,3770, F (1, 

16) = 0,8256], respectivamente}. Porém, quanto à expressão da porção fosforilada de GSK-3β 

(pGSK-3β/GSK-3β), mesmo não havendo alteração devido à cirurgia [p= 0,5004, F (1, 16) = 

0,4754] ou à interação [p=0,9032, F (1, 16) = 0,01525], houve aumento desta porção por efeito 

do tratamento com LiCl IP [p=0,0404, F (1, 16) = 4,973].  
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7 DISCUSSÕES  

A DP é uma doença complexa, de origem multifatorial, cujos os mecanismos fisiopatológi-

cos ainda não foram elucidados por completo (PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017; GUO et al., 

2018). Além disso, a elevação na taxa da expectativa de vida população mundial, acrescida do 

aumento no número de casos de DP, tornam essa patologia altamente relevante. Contudo, em-

bora existam muitos avanços no estudo da DP, o atual panorama desta afecção é composto por 

tratamentos que promovem inúmeros efeitos adversos indesejáveis, terapias pouco eficazes 

quando há presença de sintomas resistentes à levodopa e a inexistência de uma cura ou efetiva 

estagnação da DP (ELKOUZI et al., 2019). Objetivando poupar gastos futuros com terapias de 

resultados limitados, surge uma notável inquietação em torno de buscas de alternativas inova-

doras que envolvam o diagnóstico e intervenções precoces da morte neuronal da DP. Neste 

contexto, o presente trabalho se demonstra pertinente, pois propôs quantificar o efeito do cloreto 

de lítio (LiCl) que é um fármaco cotado como uma possível estratégia terapêutica para a DP, 

nos neurônios dopaminérgicos da SN e no estriado. Além disso, avaliamos a influência da en-

zima GSK-3β e de suas vias moduladoras na morte dos neurônios dopaminérgicos no modelo 

de DP e no tratamento com LiCl.  

Para o estudo dos mecanismos que medeiam a morte dos neurônios dopaminérgicos si-

tuados na região do mesencéfalo, nós utilizamos como estratégia modificadora, o modelo de 

lesão induzida pela administração de 6-OHDA intracerebral. A escolha do uso da injeção de 6-

OHDA no estriado é devido a confiabilidade da técnica e da sua relação íntima com a perda de 

neurônios dopaminérgicos na SN (BAGGA; DUNNETT; FRICKER, 2015). Para reproduzir o 

modelo de DP, optamos pelo método da administração de 6-OHDA intracerebral unilateral. 

Heuer e colaboradores demonstraram que em animais submetidos a injeção unilateral de 6-

OHDA intracerebral, após a administração da apomorfina (um agonista dopaminérgico), apre-

sentaram significativamente mais rotações contralaterais quando comparados ao grupo controle 

(HEUER et al., 2012). Depois da escolha da neurotoxina e das coordenadas estereotáxicas, co-

letamos as amostras de tecido 15 dias após o procedimento cirúrgico e visualizamos que o efeito 

da veiculação de 6-OHDA na região da SN de camundongos C57BL/6J, gera uma redução 

estatisticamente significativa na expressão de mRNA de TH dos animais em que se administrou 

6-OHDA IC, quando comparados aos animais pertencentes ao grupo que recebeu Salina IC nas 

mesmas coordenadas estereotáxicas (Figura 12). Além disso, também observamos uma redução 
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estatisticamente significativa na expressão de mRNA de TH entre os grupos 6-OHDA (tratados 

e não tratados com LiCl IP) em comparação aos animais Salina IC (tratados e não tratados com 

LiCl IP) (Figura 12). Estes resultados estão em concordância com o que vimos através da téc-

nica de imuno-histoquímica (Figura 7) e em conjunto, estas metodologias comprovam que o 

nosso modelo de DP pela administração de 6-OHDA intracerebral unilateral, exibe os mesmos 

aspectos da lesão nos neurônios dopaminérgicos da SN, padronizada por Chen e colaboradores 

nestas mesmas coordenadas estereotáxicas (CHEN et al., 2017a). Além disso, quando se trata 

do quesito expressão gênica, os atuais achados encontrados por nós corroboram com o que foi 

visto por Kastner et.al e Chen et.al, em pacientes com DP ou em ratos submetidos ao modelo 

de DP. Estes trabalhos citados demonstraram que ocorre uma redução significativa no conteúdo 

de mRNA de TH em neurônios da SN (quando comparados ao grupo controle) (KASTNER et 

al., 1993; CHEN et al., 2017b). Em termos gerais, o uso da 6-OHDA intracerebral conseguiu 

interferir na expressão gênica da TH, reduzindo a biossíntese da dopamina e caracterizando o 

aspecto da morte neuronal na dopaminérgica na SN (Figura 7). 

Apesar de ser notável a redução na expressão de TH na região da SN, o mecanismo de morte 

neuronal ativado após a administração de 6-OHDA intracerebral ainda não foi completamente 

elucidado. Contudo existem relatos de que a administração de 6-OHDA promove a ativação da 

apoptose intrínseca através do aumento da liberação do citocromo C da mitocôndria e da ativa-

ção de caspases (Caspase-9 e Caspase-3) (SHRIVASTAVA et al., 2013). De forma comple-

mentar, Kerr e colaboradores observaram que camundongos transgênicos que superexpressa-

vam a Caspase-3 humana eram mais susceptíveis aos insultos neurodegenerativos (KERR et 

al., 2004). Assim, muitos trabalhos de DP passaram a avaliar a atividade das Caspases na de-

generação dos neurônios dopaminérgicos, principalmente da Caspase-3 que é a iniciadora cen-

tral da apoptose neuronal. Levando em conta a relevância da quantificação da apoptose e o fato 

da transcrição do gene da Caspase-3 ter sido caracterizado como um marcador de toxicidade 

neuronal (FOLCH et al., 2010), nós avaliamos a expressão de mRNA de Caspase-3 na SN (Fi-

gura 13 F) dos grupos experimentais aqui propostos e os resultados mostraram uma redução 

estatisticamente significativa na expressão de mRNA de Caspase-3 entre aos animais 6-OHDA 

(tratados e não tratados com LiCl), quando comparados aos animais pertencentes aos grupos 

Salina IC (tratados e não tratados com LiCl). Este achado pode ser indicativo de que a morte 

neuronal induzida pelo modelo de 6-OHDA na região do mesencéfalo, está relacionada com o 
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aumento da expressão gênica de Caspase-3, assim como foi demonstrado pela expressão pro-

teica da Caspase-3 clivada em outros modelos de DP (LI et al., 2017). Apesar disso, não encon-

tramos um aumento significativo na expressão gênica de Caspase-3 nos animais pertencentes 

ao grupo 6-OHDA IC, em relação ao grupo controle (Salina IC) como visualizado por Liu e 

colaboradores em um modelo de DP com 12 µg de 6-OHDA, injetada unilateralmente na VTA 

direita da SN do rato (LIU; ZHANG; YANG, 2018), bem como também foi visto por Kesh e 

Kannan em um modelo de zebra-fish induzido por 6-OHDA (YOON; MONCHI, 2021b). Ape-

sar do uso da neurotoxina 6-OHDA ter sido igual ao dos artigos citados, a lesão intraestriatal 

pode ter desenvolvido a morte neuronal por outros mecanismos que serão melhor explanados 

neste trabalho. Apesar disso, mesmo que o dado encontrado pela nossa equipe não tenha apre-

sentado uma diferença estatística significativa, quando se observa o gráfico de mRNA da Cas-

pase-3 na SN (Figura 13 F) percebe-se uma tendência de aumento da expressão deste gene 

apoptótico nos animais 6-OHDA IC em relação ao grupo controle. Uma possível explicação 

para este fato está no aumento mais pronunciado da atividade de Caspase-3 clivada ocorrer nas 

fases inicias da lesão (especificamente no 3º dia após a injeção de 6-OHDA) e que apresenta 

uma tendência redutora no 15º dia após a lesão, provavelmente em decorrência da menor ex-

pressão de mRNA de Caspase-3 nesta mesma data (HERNANDEZ-BALTAZAR; 

MENDOZA-GARRIDO; MARTINEZ-FONG, 2013). 

Quanto a expressão de mRNA Caspase-3 no estriado (Figura 13 E), este sinalizador celular 

foi encontrado aumentado na região estriatal significativamente em estudos de animais com 

lesão de isquemia por reperfusão (obtida pela oclusão da artéria cerebral média por 2 horas) em 

relação ao grupo cirurgia simulada (LI et al., 2014b). Porém em um outro trabalho que utilizou 

o tratamento com da toxina mitocondrial ácido 3-nitropropiônico (3NP) durante 5 dias, verifi-

cou-se uma diminuição na expressão de Caspase-3 ativa na região do estriado de ratos, em 

comparação aos animais controle (BIZAT et al., 2003). Apesar de serem modelos distintos, 

tanto a 6-OHDA quanto o 3NP exercem neurotoxicidade por meio da inibição dos complexos 

mitocondriais (pelo menos em parte). Logo, o achado de Bizat e colaboradores foi consistente 

com o que foi encontrado por nós, pois mostramos uma redução na expressão gênica da Cas-

pase-3 nos animais que receberam a neurotoxina 6-OHDA IC (tratados e não tratados com 

LiCl), quando comparados aos animais pertencentes aos grupos Salina IC (tratados e não trata-

dos com LiCl). Acredita-se que isto tenho ocorrido em consenso com o surgimento de evidên-

cias indicativas de que uma única injeção intraestriatal de 6-OHDA, promova a ativação local 
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no estriado da microglia que produz por sua vez ROS e em seguida estes radicais desempare-

lhados podem adentrar os terminais do corpo estriado, sendo posteriormente transportados para 

o corpo celular na SNpc. Na região da SNpc, os radicais livres causam danos ao DNA e ativam 

a sinalização apoptótica via p53-Bax-Caspase-3 clivada, promovendo assim, a morte neuronal 

(LI et al., 2012). Estes mecanismos neurotóxicos possivelmente determinam a distinção entre a 

ativação das vias de morte nos neurônios dopaminérgicos situados entre as regiões do estriado 

e da SN em relação a expressão de mRNA de Caspase-3, bem como a expressão proteica ativa 

desta enzima. 

Após a validação do modelo de DP e o estudo da correlação da Caspase-3 com a 6-OHDA, 

demos continuidade ao desenho experimental através da realização da metodologia de imuno-

fluorescência visando a expressão de TH no período de 24 horas após a injeção de 6-OHDA 

(Figura 8 e Figura 9). Como resultado, nós constatamos que neste intervalo de tempo a injeção 

intraestriatal de 6-OHDA unilateral, foi capaz de induzir a lesão retrógrada dos neurônios do-

paminérgicos situados na região direita da SNpc e atingiu também, parte da área VTA situada 

no mesmo hemisfério cerebral. Estes achados corroboram com o que foi encontrado por Capi-

telli et.al, e Yong et.al., onde o modelo de DP empregado, induziu uma perda significativa de 

neurônios dopaminérgicos (TH+) na SNpc, no mesmo intervalo de 24 horas após administração 

da 6-OHDA (CAPITELLI et al., 2008; YONG et al., 2011). Além disso, tem-se respaldos na 

literatura de que a morte neuronal na SNpc pode ser iniciada nas primeiras 12 horas após uma 

única injeção de 6-OHDA (BLANDINI; ARMENTERO, 2012). Dessa forma, os dados encon-

trados por nossa equipe e pelos trabalhos mencionados, demonstram que a lesão induzida nos 

neurônios dopaminérgicos da SN, já havia sido instaurada antes da veiculação intraperitoneal 

do LiCl que foi iniciada 24 horas após o procedimento cirúrgico. Todavia uma melhor compre-

ensão do efeito modulador do LiCl aconteceu após a quantificação da lesão na SN através da 

expressão gênica de TH dos animais que receberam Salina IC e dos animais com a DP induzida 

por 6-OHDA, que foram tratados em comparação aos que não foram tratados com LiCl. 

Embora a hipótese do efeito neuroprotetor do lítio tenha um embasamento sólido na 

literatura, poucos trabalhos estudaram o efeito do tratamento com lítio in vivo visando o estudo 

dos grupos de neurônios dopaminérgicos na SN e de suas projeções que atingem o núcleo es-

triado em animais saudáveis ou em modelos de DP. Dentre os escassos estudos que avaliaram 

o efeito modulador do lítio in vivo na região da SN, pode ser mencionado o artigo de Qi e 
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colaboradores, onde a associação do LiCl aumentou a proliferação de células-tronco neurais,  

estimulou a diferenciação de neurônios dopaminérgicos, melhorou a função motora, otimizou 

o aprendizado e a memória em ratos submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA (QI 

et al., 2017). Entretanto, ainda que o lítio tenha demonstrado efeito sinérgico no aumento da 

geração de novos neurônios dopaminérgicos mediado por laminina, heparina e bFGF, neste 

trabalho não foi avaliada a expressão da enzima TH. Contudo, ao avaliarmos a expressão de 

TH na SN, encontramos um resultado contrastante, pois observamos que os animais tratados 

com o LiCl, tanto pertencentes ao grupo Salina IC quanto ao grupo 6-OHDA IC, apresentaram 

uma redução na expressão gênica de TH em relação ao grupo controle (Salina IC) que não 

recebeu o tratamento de LiCl. A mesma redução estatisticamente significativa ocorreu entre os 

animais Salina IC e 6-OHDA IC (tratados com LiCl) quando comparados aos animais Salina 

IC e 6-OHDA (não tratados com LiCl) (Figura 12). Ou seja, estes dados são sugestivos de que 

a morte dopaminérgica na SN foi proveniente do tratamento com o LiCl e não somente do 

modelo de 6-OHDA. Logo, os nossos resultados estão em concordância com o que foi visto por 

Wu e colaboradores, onde a administração intraperitoneal de LiCl em ratos pelo período de 17 

dias, reduziu a expressão de células TH+ na SN quando comparadas ao grupo controle. Porém, 

ainda no trabalho de Wu e colaboradores, o tratamento com LiCl matou menos células TH+ que 

o modelo de DP induzido por 6-OHDA (WU et al., 2018). Este resultado pode estar relacionado 

com a concentração veiculada de LiCl IP que foi de 1 mEq/kg (em torno de 42,394 mg/kg). No 

nosso trabalho, utilizamos 4 mmol/kg (em torno de 170 mg/kg) pois foi demonstrado que esta 

concentração é capaz de inibir a enzima GSK-3β em camundongos (YUSKAITIS et al., 2010) 

e que foi comprovada por nós a partir da redução da expressão de mRNA de GSK-3β em nossos 

resultados (Figura 13 D).  Apesar disso, a dose de 4 mmol/kg aparenta ter gerado uma morte 

mais violenta do que a dose de 1 mEq/kg utilizada por Wu e colaboradores. Dessa forma, não 

detectamos uma variação significativa na expressão gênica de TH entre os animais que recebe-

ram Salina IC e que foram tratados com LiCl em relação aos animais 6-OHDA que não rece-

beram tratamento de LiCl. Este achado reflete que o padrão de morte neuronal relacionado a 

expressão gênica de TH, foi estatisticamente igual entre estes grupos. E o mesmo fato ocorreu 

em relação ao grupo 6-OHDA IC que recebeu o LiCl, quando comparado ao grupo 6-OHDA 

IC que não recebeu o tratamento com LiCl, neste caso, a ausência de uma diferença significativa 

entre os grupos provavelmente ocorreu pela lesão induzida pela 6-OHDA, por si só, ter induzido 
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a morte neuronal abrupta como mencionada nos parágrafos anteriores, de forma que não apre-

sentou uma variação para a morte dopaminérgica induzida pelo LiCl.  

Em geral a neurotoxicidade induzida pela administração de lítio ocorre em grandes dosa-

gens, mas desde 1983, Donaldson e Cuningham apresentaram relatos de caso que a toxicidade 

pode acontecer até mesmo em doses terapêuticas (DONALDSON; CUNINGHAM, 1983). 

Sendo assim, existe uma problemática envolvida no uso do lítio crônico como tratamento para 

a DP, pois este fármaco apresenta a dose letal próxima do índice terapêutico, desenvolvendo 

alguns efeitos colaterais, como, por exemplo, a diminuição da expressão de TH na SN, obser-

vada por nós (Figura 12) e que também foi encontrada por Lei e colaboradores, em um estudo 

realizado em camundongos Bl6/C57J machos de 3 meses de idade, tratados com LiCl via oral 

durante 21 dias. O objetivo deste estudo era entender os efeitos adversos do uso do LiCl crônico, 

em especial do tremor de mão do tipo Parkinson. Os resultados mostraram que o LiCl promoveu 

a neurodegeneração na SN em doses terapêuticas por um mecanismo relacionado com a redução 

nos níveis de tau solúvel no cérebro, aumento na taxa de ferro nigral e cortical que contribuíram 

com o prejuízo motor/cognitivo dos animais. Em vista disso as descobertas encontradas por nós 

e que estão em concordância com estes pesquisadores desafiam o uso do lítio como um possível 

tratamento para DP (LEI et al., 2017). Porém dado a relevância deste tema e a ausência de 

outros compostos efetivamente neuroprotetores que possam ser usados em indivíduos acome-

tidos pela DP ou por outras doenças neurogenerativas, tem-se considerado o lítio como uma 

estratégia terapêutica para a DP (DAMRI; SHEMESH; AGAM, 2020). Em vista disso, existe 

atualmente um ensaio clínico randomizado em indivíduos com Parkinson que estão sendo tra-

tados com lítio (dados ainda não publicados). Neste estudo estão sendo utilizadas 3 dosagens 

de lítio, em 18 pacientes com DP por um período de 6 meses. Este ensaio foi patrocinado pela 

University at Buffalo e contribuirá para um melhor entendimento do efeito modulador deste 

fármaco in vivo (“Effects of Lithium Therapy on Blood-based Therapeutic Targets in Parkin-

son’s Disease. - Full Text View - ClinicalTrials.gov”).  

Apesar de termos demonstrado neste trabalho que o LiCl promoveu a redução da expressão 

de mRNA de TH na SN, o mecanismo pelo qual ocorra este fato parece não estar relacionado 

com a expressão gênica de Caspase-3 (Figura 13 F), como ocorrido no caso da veiculação da 

neurotoxina 6-OHDA. Nós chegamos a esta conclusão, a partir da observação de que os animais 

pertencentes ao grupo que recebeu LiCl apresentaram uma menor expressão da Caspase-3 

quando comparados aos animais que não receberam LiCl. Este achado foi novamente verificado 
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depois da aplicação do pós-teste de Bonferroni, onde os animais que receberam Salina IC e que 

foram tratados com LiCl apresentam uma menor expressão da Caspase-3 em relação aos ani-

mais que receberam 6-OHDA IC e não receberam LiCl. Sendo assim, estes resultados deram 

margem a investigação de outros mecanismos de morte neuronal dopaminérgica ainda no mo-

delo de DP ou pelo tratamento com LiCl. E a partir de estudos prévios que evidenciaram que o 

lítio apresenta efeitos mediados pela via de sinalização AKT/GSK-3β (MEHRAFZA et al., 

2019) e que a enzima pró-apoptótica GSK-3β pode ser ativada em neurônios dopaminérgicos 

da SN após a injeção estriatal de 6-OHDA (HERNANDEZ-BALTAZAR; MENDOZA-

GARRIDO; MARTINEZ-FONG, 2013), resolvemos estudar os possíveis efeitos moduladores 

do LiCl e da 6-OHDA na neurodegeneração dopaminérgica a partir da via AKT/GSK-3β.  

Aqui observamos que na região estriatal, tanto a enzima GSK-3β (Figura 13 C) quanto a 

AKT (Figura 13 A) não apontaram nenhuma diferença estatística em suas expressões de 

mRNA. Portanto, a expressão gênica da enzima GSK-3β e da AKT na região onde encontra-se 

situada a projeção dopaminérgica, não aparentam estar relacionadas com a morte neuronal in-

duzida pela injeção de 6-OHDA nas concentrações e nas coordenadas estereotáxicas utilizadas 

por nós, assim como, o tratamento com LiCl não apresenta uma variação na expressão de 

mRNA de GSK-3β e da AKT entre os grupos experimentais. Porém em relação a expressão 

gênica de mRNA de GSK-3β na SN (Figura 13 D) não foi encontrada uma diferença significa-

tiva em relação ao modelo de DP. Todavia foi encontrada uma redução na expressão de mRNA 

de GSK-3β dos animais tratados com LiCl quando comparados com os animais que não rece-

beram o tratamento. Este achado é sugestivo de que o efeito modulador do LiCl, amplamente 

mencionado em modificações pós-traducionais, tenha exercido aqui um efeito regulador nega-

tivo na expressão gênica. Este mesmo efeito inibidor do LiCl na expressão mRNA de GSK-3β, 

foi visto por Mendes e colaboradores em um estudo de cultura primária de neurônios do hipo-

campo, onde a expressão de GSK-3β estava diminuída após o tratamento com uma dose de 

2mM de LiCl. Além disso, este mesmo trabalho destacou que houve uma redução significativa 

nos níveis de mRNA de GSK-3β no hipocampo de ratos, mas esta variação não foi encontrada 

no córtex e nem nos leucócitos periféricos dos ratos tratados com LiCl tratados. Estes resultado 

encontrado por Mendes e colaboradores é esclarecedor em relação ao efeito variável do LiCl 

na expressão de mRNA de GSK-3β de local para local no cérebro (MENDES et al., 2009). Aqui 

nós encontramos uma redução significativa na expressão gênica desta enzima na SN, todavia o 



82 
 
 

 

 

mesmo não ocorreu no estriado indicando um papel distinto desta glicogênio sintase quinase 

nas estruturas mencionadas.  

No entanto, apesar do lítio ter regulado negativamente a expressão de mRNA de GSK-3β, 

ainda temos o achado antagônico deste mesmo composto promovendo a redução da expressão 

de mRNA de TH. Isso nos instigou avaliar nas etapas seguintes, o papel apoptótico da enzima 

GSK-3 e o efeito da suas isoformas na conformação ativa (pGSK-3α (Y279) / pGSK-3β 

(Y216)) na SN e no Estriado.  

No estriado não detectamos nenhuma variação estatisticamente significativa referente a ex-

pressão proteica de GSK-3, GSK-3α, a GSK-3β, pGSK-3, pGSK-3α e a pGSK-3β entre os gru-

pos Salina IC, 6-OHDA IC, Salina IC tratados com LiCl, 6-OHDA IC tratados com LiCl (Fi-

gura 15, Figura 16 e Figura 17 e Figura 18), assim como foi demonstrado pela expressão gênica 

de GSK-3β. Estes dados são indicativos de que a enzima GSK-3 e pGSK-3 (Y216 eY279) não 

tenham exercido influência no modelo de 6-OHDA, bem como no tratamento com LiCl, nesta 

região cerebral. No entanto, a enzima GSK-3β tem sido amplamente correlacionada com várias 

etapas envolvendo a sinalização celular em neurônios da SN, principalmente relacionada com 

a morte neuronal dopaminérgica (SONGIN et al., 2011; GOLPICH et al., 2015; GU et al., 

2017). Sendo assim, resolvemos estudar a influência desta enzima na SN e com o auxílio da 

técnica de imunofluorescência, evidenciamos que a disposição da pGSK-3 (Y216 eY279) na 

região do mesencéfalo de camundongos C57BL/6J, apresenta um padrão de dupla-marcação 

com a enzima TH. Estes achados são indicativos de que a enzima pGSK-3 encontra-se na con-

formação ativa no núcleo dos neurônios dopaminérgicos (Figura 10 e Figura 11), estando em 

consenso com o que foi encontrado por Baltazar e colaboradores (HERNANDEZ-

BALTAZAR; MENDOZA-GARRIDO; MARTINEZ-FONG, 2013).  

De forma complementar a estes resultados, nós quantificamos através da técnica de immu-

noblotting a atividade das isoformas da pGSK-3 ativa nos neurônios da SN e constatamos que 

após o tratamento com LiCl, ocorreu um aumento significativo da fosforilação da enzima GSK-

3β (Y216), todavia o mesmo não ocorreu para a isoforma GSK-3α na conformação ativa 

(Y279). Este resultado foi sugestivo de que as enzimas GSK-3α e a GSK-3β apresentam efeitos 

diferenciais na região da SN e estão em conformidade com o que foi visto por Li e colaborado-

res, onde a GSK-3β contribuiu com a neurodegeneração dopaminérgica da SN e a GSK-3α não 

(LI et al., 2020). Embora a GSK-3α e GSK-3β apresentem algumas funções sobrepostas devido 

a homologia no seu domínio catalítico, esta compensação não ocorre como via de regra. As 
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isoformas da GSK-3 possuem preferências variáveis aos seus ligantes de acordo com a afini-

dade estrutural e a disponibilidade da enzima no órgão em que estão localizadas. Um exemplo 

disso, foi evidenciado por Soutar e colaboradores que demonstraram que após a deleção indi-

vidual de cada uma das isoformas da GSK-3 no cérebro, ocorre uma fosforilação preferencial 

a determinados substratos de acordo com a isoforma disponível, tendo uma ligação direta com 

o espectro de interação com os ligantes ser diferente entre a GSK-3α e GSK-3β (SOUTAR et 

al., 2010).  

Ainda em relação à expressão de GSK-3β (Y216), não encontramos nenhuma diferença 

significativa que estivesse ligada com a redução de mRNA de TH presente no nosso modelo de 

6-OHDA. Provavelmente porque a 6-OHDA tenha induzido a morte neuronal, por outros me-

canismos independentes ou dependentes minimamente de GSK-3β (Y216), pelo menos em re-

lação a expressão desta enzima no 15º após a lesão. O resultado encontrado por nós corrobora 

com o que foi visto por Yong e colaboradores, trabalho no qual, o tratamento com lítio foi 

incapaz reduzir a neurodegeneração induzida por 6-OHDA na SN e a enzima GSK-3 aparentou 

estar minimamente relacionada com a neurodegeneração no modelo de 6-OHDA em rato 

(YONG et al., 2011).  

Contudo, em relação ao possível mecanismo pelo qual ocorreu o aumento da fosforilação 

da GSK-3β (Y216) da SN (Figura 20, Figura 21 e Figura 22) dos animais que foram tratados 

com LiCl, podemos associar com a redução estatisticamente significativa que houve na expres-

são do mRNA de AKT em relação ao grupo controle (Figura 13 B). Este dado é indicativo de 

que o LiCl na concentração utilizada tenha exercido um mecanismo inibitório na expressão 

gênica da AKT. Nemoto e colaboradores observaram esta mesma atividade supressora do LiCl 

no estudo células de cromafins adrenais bovinas tratadas com este composto. Neste trabalho o 

LiCl diminuiu o nível de mRNA de Akt1 em 20% no período de 6 h após o tratamento, suge-

rindo que a inibição da GSK-3β causou a regulação negativa da AKT tanto a nível proteico 

quanto a nível de expressão gênica (NEMOTO et al., 2008). Ou seja, o efeito supressor do LiCl 

culminou em uma menor síntese de AKT disponível para exercer o seu mecanismo de fosfori-

lação inibitória da enzima GSK-3β na posição Serina 9. A medida que a GSK-3β é sintetizada 

constitutivamente na forma ativa, a menor inibição gerada a partir da redução na disponibili-

dade de AKT pode ter promovido o aumento da expressão proteica de GSK-3β (Y216) da SN 

(KRISHNANKUTTY et al., 2017). 
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Acreditamos por fim, que o aumento da atividade GSK-3β (Y216) nos animais tratados com 

LiCl, tenha um mecanismo semelhante com o que foi proposto por Credle e colaboradores, 

onde a GSK-3β (Y216) ativou a transferência de um grupamento fosfato para a α-Syn na posi-

ção serina 129, promovendo o dobramento, a agregação e o acúmulo de α-Syn nos neurônios 

TH+ da SN. Este fenômeno reduziu a produção de dopamina devido a alteração no tráfego de 

neurotransmissores e ativou mecanismos sinalizadores de morte nos neurônios TH+ nesta re-

gião. De maneira complementar foi demonstrado neste mesmo estudo uma cooperação entre α-

Syn e a Tau para aumentar a fosforilação uma da outra por GSK-3β (Y216), comprometendo 

dessa forma as funções homeostáticas destas proteínas, enaltecendo o estresse oxidativo nigral 

(CREDLE et al., 2015). Além disso, a α-Syn anômala pode interferir com a entrada de ferro no 

neurônio dopaminérgico comprometendo as funções na célula exercidas por esta proteína. Um 

dos mecanismos intracelulares regulados pela atividade da α-Syn e que passa a ser afetado ne-

gativamente após a disfunção desta proteína, é a endocitose do receptor de transferrina ligado 

ao íon ferro e conduzido pela dinamina. A ausência da regulação pela α-Syn promove a sinali-

zação de outro mecanismo compensatório que permite entrada do íon ferro e utiliza o transpor-

tador de metal divalente 1 (DMT1), porém a regulação por esse caminho é menos eficaz e gera 

o acúmulo de ferro no interior do neurônio. Da mesma forma, a α-Syn disfuncional vai interferir 

nas etapas do empacotamento da dopamina em vesículas sinápticas mediada por VMAT2 (pos-

sui um papel importantíssimo no mecanismo antioxidante) e também na ligação de VAMP2 a 

proteínas tSNARE na membrana pré-sináptica, que captam/recaptam dopamina das sinapses, 

mediadas pelo transportador de dopamina (DAT). E em repercussão, a dopamina livre situada 

no citoplasma neuronal sofre acúmulo e acentuação do metabolismo oxidativo à medida que 

além das espécies reativas de oxigênio (EROs), tem como subprodutos as dopamina-quinonas 

(DAQs) pelo mecanismo de Fenton. Além disso, o ferro acumulado interage com a dopamina 

livre, produzindo altas taxas de radicais desemparelhados que enfatizam o processo de neuro-

degeneração na SNpc (BIOSA et al., 2018; TRIST; HARE; DOUBLE, 2019). Em vista do que 

foi mencionado, o possível acúmulo de α-Syn ocasionado pela atividade aumentada da GSK-

3β (Y216), pode estar conectado com o que com o que foi visto por Lei e colaboradores, onde 

o aumento do ferro foi um fator determinantes para a neurodegeneração na SN após o trata-

mento com LiCl (LEI et al., 2012, 2017).  
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8 CONCLUSÃO 

Nós constatamos a existência de um efeito antagônico do uso LiCl aumentando a taxa 

de fosforilação de GSK-3β (Y216) e que aparenta estar relacionado com a redução de mRNA 

de TH em neurônios dopaminérgicos da SN dos animais que foram tratados com este composto. 

Além disso, também observamos uma redução da expressão de mRNA de AKT nos animais 

tratados com lítio em relação ao grupo controle. Estes achados sugerem um potencial meca-

nismo pelo qual o uso de LiCl a longo prazo induz a neurotoxicidade dopaminérgica na região 

da SN e que promove os seus principais efeitos adversos que desafiam o uso de composto para 

o tratamento da DP. 
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