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RESUMO
TOSTES, A F. Efeito do cloreto de litio no modelo de Doenca de Parkinson por 6-OHDA.
2021. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias - Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Introducdo: A doenca de Parkinson (DP) é uma afec¢cdo neurodegenerativa cujo principal
achado é a perda de neurdnios dopaminérgicos na regido da substancia negra (SN) e de suas
projecdes que atingem o nucleo estriado. Além disso, a DP tem se destacado recentemente por
ter sido considerada o distarbio neuroldgico que teve o crescimento mais rapido em todo o
mundo. Neste contexto surge uma notavel preocupacao em testar farmacos que apresentam po-
tenciais efeitos neuroprotetores, como por exemplo, o cloreto de litio (LiCl). O objetivo do
atual estudo foi avaliar o efeito do LiCl nos neurdnios dopaminérgicos e investigar a influéncia
do tratamento com este composto na expressdo da enzima Glicogénio Sintase Quinase-3 Peta
(GSK-3p) nas regides da SN e do estriado em um modelo de DP. Métodos: Para inducdo do
modelo de DP, foi administrada a 6-OHDA na concentra¢do de 2 pg/ul dissolvida em uma
solucdo de NaCl 0,9% e &cido ascérbico 0,2%. A injecdo 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 relacédo ao bregma e DV (dorsoventral): 2,9 mm em relacéo a dura-
mater. Ponto 2: P (posterior): - 0,3 mm; ML: 2,3 mm em relacdo ao bregma e DV: 2,9 mm em
relacdo a dura-mater. O volume total injetado da droga foi de 2 pl. Para o tratamento com LiCl
utilizou-se a concentracdo de 4 mmol (concentragdo capaz de inibir a enzima GSK-3f em mo-
delos de camundongos), veiculados intraperitoneal por 13 dias. Em seguida, as amostras foram
coletadas e avaliou-se a atividade da enzima GSK-3f na SN e no estriado pelas metodologias
de imunohistoquimica, RT-PCR e immunoblotting. Resultados: Os resultados encontrados sdo
indicativos de que a 6-OHDA promoveu a morte neuronal dopaminérgica na regido da SN,
evidenciada pela reducdo na expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) nos animais sub-
metidos a injecao desta neurotoxina quando comparados aos animais controles. Além disso, 0s
animais que receberam 6-OHDA apresentaram um aumento na expressdo génica de Caspase-3.
Contudo, aqui relatamos que a indugdo de DP né&o foi sugestiva de que a 6-OHDA exer¢a um
efeito significativo no mRNA da GSK-3f e nem na conformagdo ativa da enzima GSK-3f3
('Y216) nas regibes da SN e do nucleo estriado no 15° dia apds a lesdo. J& em relacdo ao trata-
mento com LiCl, tivemos uma reducao na expressao de mRNA de AKT e de mRNA GSK-3p3

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



da expressédo de GSK-3B (Y216) que aparenta estar relacionada com a reducao de mRNA de
TH na SN dos animais que foram tratados com LiCl. Estes resultados sdo sugestivos de um
novo mecanismo pelo qual ocorre a neurotoxicidade do LiCl na SN. Analise estatistica: analise
de variancia ANOVA, two-way completamente randomizada, seguida por pos-teste de Bonfer-
roni, realizados no software GraphPad Prism 8.2.1. Valores de p<0,05 foram considerados es-
tatisticamente significativos. Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da me-
dia. Concluséo: Nossos dados indicam que a GSK-3p (Y216) esta presente nos corpos celulares
dos neurdnios dopaminérgicos da SN e que nesta regido, o aumento da GSK-3p (Y216) apre-
senta uma correlagdo com reducdo de mRNA de TH apenas nos animais tratados com LiCl e
ndo no modelo de DP. Estes resultados sdo sugestivos de que o tratamento LiCl a longo prazo
apresenta um efeito antagdnico deletério aos neurénios dopaminérgicos da SN dependente da

fosforilagédo de GSK-3p, desafiando o uso do litio como estratégia terapéutica para a DP.

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



ABSTRACT

TOSTES, A F. Effect of lithium chloride in 6-OHDA Parkinson’s Disease model.2021. 98
p. Dissertation (Mestrado em Ciéncias - Fisiologia Humana) — Biomedical Sciences Institute,
University of Sdo Paulo, S&o 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-3f in the SN and
striatum in a PD model. Methodology: To induce the PD model, 6-OHDA was administered
in a 2 pg/ul 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 pl. To the LiCl treatment, a 4 mmol/kg/day dose (capable of inhibit the GSK-3f3
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-3f 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-3p mRNA nor in the active conformation of the GSK-3f (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-3 mRNA in animals treated with this com-
pound. As a counterpoint, we had an increase in the GSK-3p (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-3p (Y216) is present in the cell bodies
of dopaminergic neurons of the SN and that, in this region, the increase of GSK-3p3 (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-3f 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 B (Y216). LiCl.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doencas neurodegenerativas

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o numero de individuos com
65 anos ou mais devem totalizar cerca de 1,5 bilhdes de pessoas em 2050. Em vista disso,
acredita-se que um em cada seis individuos tera a idade igual ou maior que 65 anos no mundo
(NATIONS DEPARTMENT OF ECONOMIC; AFFAIRS; DIVISION, 2020). Apesar deste
indice retratar um quadro indicativo do aumento da qualidade de vida da popula¢do mundial, a
elevada expectativa de vida torna estes individuos susceptiveis a algumas afeccdes relacionadas
ao envelhecimento, como por exemplo as doengas neurodegenerativas. A possivel explicacdo
dada para o envelhecimento ser considerado o principal fator de risco da neurodegeneracéo,
estd na existéncia de algumas caracteristicas que sdo mais visiveis com o passar da idade e que
tornam propicia a morte neuronal. Dentre estas particularidades podem ser mencionadas: a ins-
tabilidade gendmica, o atrito telomérico, o conjunto de alteracdes epigenéticas, a perda da ho-
meostase proteica, a disfuncdo mitocondrial (principalmente envolvendo os complexos mito-
condrias), a senescéncia celular, a exaustdo na producgéo de células-tronco e um déficit da co-
municacao dentro da célula. (MAYNARD et al., 2015; FEIGIN et al., 2017; HOU et al., 2019).

Quanto ao fendmeno da degeneracao neuronal em si, € necessario que uma grande quan-
tidade de células neuronais, permanecam disfuncionais e/ou encaminhem para a morte celular.
Neste caso, 0s sinais clinicos tornam-se evidentes e resultam em modificacdes dos comporta-
mentos, disfuncBes 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 especificos, proporcionando uma certa vulnerabilidade neuronal seletiva.
Além disso, a neurodegeneracdo tem uma progressdo estereotipada nas regides cerebrais e co-
mumente gera o depdsito de proteinas/organelas nos neurdnios que estdo vulneraveis ao pro-
cesso de degeneracdo (BRICHTA; GREENGARD, 2014; FU; HARDY; DUFF, 2018; SOTO;
PRITZKOW, 2018).

1.2 Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda patologia neurodegenerativa mais prevalente,
ficando apenas depois da Doenga de Alzheimer (DA) (DE LAU; BRETELER, 2006; FEIGIN



22

etal., 2017). No entanto o estudo da DP despertou recentemente um grande interesse por parte
da comunidade cientifica, devido ao fato desta enfermidade ter sido considerada o distdrbio
neuroldgico que teve o crescimento mais rapido em todo o mundo, atingindo todas as classes
socioecondmicas e grupos étnicos. Quanto a etiologia da DP, mesmo sem apresentar uma ori-
gem especifica comprovada, esta doenca costuma se manifestar predominantemente na forma
esporéadica (por exposicao cronica a pesticidas, herbicidas, quimicos industriais e metais) ou em
casos de predisposicdo genética nas formas familiares raras que estdo presentes em apenas 5-
10% dos casos (TYSNES; STORSTEIN, 2017). Apesar disso, existe uma correlagao direta en-
tre 0 aumento da prevaléncia/incidéncia da Doenca de Parkinson versus a elevada taxa de en-
velhecimento da populacdo mundial (PICON; BELTRAME, 2002; DORSEY et al., 2018a). Em
percentual cerca de 1% dos individuos com idade acima de 60 anos estdo acometidos pela DP
e 4% dos individuos acima de 80 anos possuem esta patologia (PRINGSHEIM et al., 2014;
TYSNES; STORSTEIN, 2017). Todavia, 0 aumento acentuado da incidéncia e da prevaléncia
do Parkinson ocorre por volta dos 65 anos de idade (“Neurological disorders: public health
challenges”; DORSEY et al., 2018).

Embora a Doenca de Parkinson tenha tido um crescimento global e apresentado uma
maior relevancia nos Gltimos 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, sdo relatadas as observac@es dos sintomas cara-
teristicos da DP como por exemplo: o tremor de repouso; a bradicinesia; a rigidez muscular e a
instabilidade postural. Sendo a DP uma afeccéo pertencente ao grupo das doencgas neurodege-
nerativas, os achados mencionados por James Parkinson e colaboradores sdo ocasionados pela
degeneracdo lenta, progressiva e multifatorial de cerca de 70% ou mais neurénios dopaminér-
gicos na regido da substancia negra pars compacta (SNpc) e de suas respectivas projec6es que
atingem o nucleo estriado (também conhecido como caudado-putamen (CPu)) compondo a via
nigro-estriatal (DAVIE, 2008; BRICHTA; GREENGARD, 2014; MCGREGOR; NELSON,
2019).

Estas regides sdo importantes centros reguladores do sistema motor e vinculam os acha-
dos neuro-anatdmicos com a sintomatologia clinica. A deple¢do neuronal dopaminérgica na
substancia negra (SN) resulta na diminuicao dos niveis de dopamina liberada no estriado e con-

sequentemente gera o comprometimento das fungdes motoras executadas por estes nucleos.
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Desta forma os sintomas motores estdo predominantemente afetados na DP e costumam ser
utilizados como critério diagndstico até os dias de hoje (PICON; BELTRAME, 2002; POEWE
et al.,, 2017; PONTONE et al., 2019; SZETO et al., 2020). No entanto a detec¢do baseada na
sintomatologia motora, apesar de usual, é indicativa de um comprometimento neuronal amplo
e na maioria dos casos esta situacdo € irreversivel ( WEBER; MOLLENHAUER, 2021). Assim,
os tratamentos disponiveis atualmente tém dado prioridade a estratégias de reposicdo da dopa-
mina e ao alivio dos sintomas da DP. Dessa maneira € pouco provavel que a terapéutica empre-
gada venha reverter ou estagnar a neurodegeneragdo por completo (POEWE et al., 2017;
ELKOUZI et al., 2019; ARMSTRONG; OKUN, 2020).

Do ponto de vista neuropatoldgico, a DP é considerada uma patologia multifatorial cujos
exatos mecanismos moleculares envolvidos na morte dopaminérgica sdo extremamente com-
plexos e ainda ndo estdo bem caracterizados. Entretanto existem muitos indicios de que o es-
tresse oxidativo atue como maestro da neurodegeneracdo e que tenha um envolvimento direto
com os outros pilares da morte dopaminérgica na SN. Sendo assim, a desregulacéo da atividade
redox aumenta a probabilidade de surgir mutacfes espontaneas e as células se tornam mais
vulneraveis a disfungdes em processos fisiopatologicos. Estas alteragdes sdo comumente visu-
alizadas no envelhecimento saudavel e de forma acentuada na DP (PUSPITA; CHUNG; SHIM,
2017; GUO et al., 2018).

Em vista disso, foi evidenciado que o desequilibrio redox celular esteve presente na
SNpc dos pacientes em estagio inicial da DP antes mesmo da perda consideravel dos neurénios
do sistema dopaminérgico (FERRER et al., 2011). As possiveis explicacfes envolvidas para
esta constatacdo, estdo no potencial de gerar radicais desemparelhados de maneira exacerbada
da propria SN, proporcionando dessa forma, uma certa vulnerabilidade seletiva a neurodegene-
racdo quando comparada a outros nucleos dopaminérgicos (COLLIER; KANAAN;
KORDOWER, 2017). Dentre os mecanismos responsaveis por promover o desbalanco redox
no interior dos neurdnios dopaminérgicos da SN podem ser mencionados: a elevada producéo
de energia (para atender o mandril axonal ndo mielinizado dos neurdnios dopaminérgicos desta
regido, promover a manutencdo da atividade marca-passo na SNpc e garantir a homeostase
tamponante do calcio bivalente); o metabolismo oxidativo e enzimatico da dopamina responsa-
vel por gerar grandes quantidades de radicais livres; o acimulo de ferro intracelular preferencial

nesta regido do cérebro e que esta relacionado com a reducdo 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 acumulo de dopamina disponivel e também produzem uma grande taxa de radicais de-
semparelhados. Ademais, existem fortes evidéncias de que a agregacdo/disfuncdo proteica (a-
sinucleina (a-Syn), TAU, B-amiloide), a disfungdo mitocondrial, o estresse de reticulo e a neu-
roinflamacdo podem exacerbar o estresse oxidativo nigral, bem como resultar na producao
ainda mais acentuada de radicais livres que promovem a ativacdo direta e indireta de inimeras
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 neurodegeneracdo dopaminérgica classica da DP, foi observado que antece-
dendo/simulténeo a este processo, ocorre uma deplecdo neuronal estereotipada em outras regi-
des cerebrais: como no cortex; nos nucleos do tronco cerebral e em neurdnios periféricos (como
os do plexo mioentérico). Em conjunto, estas regides afetadas, culminam nos sintomas néo
motores que podem apresentar caracteristicas prodémicas (envolvendo o disturbio do sono, al-
teracGes no funcionamento do intestino, alteracdes do olfato, etc.), gerar alteracdes psicoldgicas
(depresséo, ansiedade, alucinages), danos cognitivos (como o comprometimento da percepgao,
da memodria, da linguagem, etc.) e contribuir para instauracdo de quadros de deméncia em es-
tagios mais avancado da DP. Apesar das alteracdes ndo motoras terem sido negligenciadas por
tanto tempo, foram recentemente incluidas no diagndstico dos pacientes com DP devido a sua
associacdo ao prejuizo na qualidade de vida, a elevacédo nos indices de mortalidade e 0 aumento
nas taxas de internagdo destes individuos. E por fim, os sintomas ndo motores mencionados
costumam ser alternativamente tratados assim como os sintomas motores, objetivando melhorar
0 bem-estar do individuo acometido pela Doenca 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; YOON; MONCHI, 2021; RIGO; LEVANDOVSKI; TSCHIEDEL, 2021; WEBER;
MOLLENHAUER, 2021).

Apesar de ter ocorrido muitos avangos no tratamento da DP, ndo existem ainda terapias
eficazes no combate a neurodegeneracgdo, gerando uma importante lacuna a ser preenchida e

que carece da pesquisa de novos tratamentos visionarios em relacéo a estagnacao ou até mesmo
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a reversdo da perda de neurdnios dopaminérgicos na SN e das projecdes que atingem o nucleo
estriado (VALLEE; VALLEE; LECARPENTIER, 2021).

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

Os nucleos da base sdo um conjunto de circuitos paralelos envolvidos no controle motor
e em funcdes executivas (aprendizagem motora, controle comportamental e emocéo). Entre-
tanto para que ocorra 0 movimento voluntario é necessario que exista uma complexa comuni-

cacdo entre as redes neurais formadas pelos nlcleos da base (NB), cortex e talamo (Figura 1).

OS NB tém funcdes envolvidas na iniciacdo e no controle das acdes sendo constituidos
por: estriado (CPu), globo pélido interno (GPi), globo palido externo (GPe), nlcleos subtala-
micos (NST), substancia negra pars compacta (SNpc) e substancia negra pars reticulada
(SNpr). Anatomicamente os NB apresentam uma forte entrada de neurénios corticais que atin-
gem poucos neurdnios de saida subcortical e os neurénios que retornam ao cortex. Esta carac-
teristica é indicativa de uma funcdo de filtro que é extremamente importante na execucao do
movimento voluntario (POEWE et al., 2017; FLORIO et al., 2018). Além disso, de forma com-
plementar, as areas corticais motoras sdo responsaveis pelo planejamento e a realizagdo dos
movimentos, conectando-se com o ndcleo estriado por meio de aferéncias glutamatérgicas
(SINGH, 2018). E o talamo por sua vez, conduz as informac6es desta complexa circuitaria de
volta ao cortex e ao estriado (GRILLNER; ROBERTSON, 2016).

Para que ocorra a iniciacdo e o término do movimento voluntario é necessario que ocorra
uma serie de sinapses inibitorias/excitatdrias nos ganglios da base e retornem ao cortex através
de duas vias principais: a via direta e a via indireta. O estriado é o nucleo de influxo primério
para ambas as vias, sendo composto por 95% de neur6nios espinhosos médios (NEM) de pro-
jecdo gabaérgica e 5% de interneurénios gabaérgicos e colinérgicos (MALLET et al., 2019).
Os NEM expressam prioritariamente receptores do subtipo D1 e do subtipo D2. A ligacdo fisi-
oldgica da dopamina a estes receptores ira determinar a modulacdo das funcdes realizadas pelos
nucleos da base. Quando os neurdnios dopaminérgicos da SNpc se projetam para o estriado e
atingem os NEM que expressam o receptor de dopamina D1, juntamente com a acdo cortical
glutamatérgica, ativam a via direta do circuito motor. Quando os neurdnios dopaminérgicos

emitidos pela SNpc atingem os NEM que expressam o receptor do subtipo D2, a via indireta
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do circuito motor € ativada. Além disso, existem algumas regides que ddo sequéncia as ativida-
des das vias mencionadas e sdo consideradas os nucleos de saida dos ganglios da base, como
por exemplo o GPi e a SNpr. De maneira geral, a via direta € responsavel pela acentuacdo da
atividade motora, logo, uma vez que o estriado for ativado pelo cortex e pela SNpc, emitira
eferéncias gabaérgicas inibitdrias para o GPi e a para SNpr. Devido ao fato do GPi e a SNpr
apresentarem projecdes inibitdrias gabaérgicas ténicas que sdo direcionadas para os nucleos do
tdlamo ventral anterior (VA) e ventral lateral (\VL), ocorrera uma acentuada ativagdo do cortex
pelas projecdes excitatorias glutamatérgicas do talamo, também ténicas. Por outro lado, a via
indireta é dependente de receptores da familia D2, e a acdo exercida pela ativacdo desta via, é
a diminuicdo da atividade neuronal nas areas motoras do cortex cerebral. A via indireta apre-
senta conexdes inibitorias provenientes do estriado nos segmentos do GPe. O GPe por sua vez
emite projecdes inibitorias para o NST e para 0 GPi/SNpr. O efeito da emissao dessas projeces
inibitérias no NST, € o envio de projecdes excitatorias de volta para o globo palido interno
“freiando” o movimento através da reducdo da ativacdo do cortex motor (PRZEDBORSKI,
2017; WU; DING, 2017; MCGREGOR; NELSON, 2019).
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Figura 1 — Relagdo entre a complexa circuitaria formada pelo cértex, nlcleos da base, talamo, medula e as vias
de neurotransmissores envolvidas. Na porcao superior da figura estdo representadas as areas corticais relacionadas
ao controle motor: M1 (cértex motor priméario), CPM (cértex pré-motor), AMS (area motora suplementar). Na
porcdo medial da figura sdo demonstrados esquematicamente os ntcleos da base (putamen, globo palido, substan-
cia negra e nucleo subtalamico) e as suas respectivas conexdes com o clrtex através do talamo. Na porc¢do inferior
da figura estéo evidenciados os motoneurdnios colinérgicos da medula que irdo realizar a etapa final do movimento
voluntario. Adaptado de CURI; ARAUJO FILHO, 2017.

A degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos da SNpc presente na DP e a consequente
perda de dopamina no estriado, levam a um comprometimento da atividade motora voluntéria
através da facilitacdo da atividade dos neurénios que dao origem a projecdo indireta e a dimi-
nuicdo da ativacao dos neurdnios da via direta (Figura 2). Acredita-se primordialmente que a
via direta promova a iniciacdo dos movimentos desejados, enquanto, a via indireta cause a ini-
bicdo dos movimentos indesejados. Dessa forma o desbalango estriatal gerado devido ao com-
prometimento da via direta ocasiona uma dificuldade na iniciagdo do movimento. Em paralelo
a maior inibicdo do GPe, em consequéncia da via indireta irregular, aumenta a liberacdo dos
neurdnios tonicos do NST que estimulam o GPi a inibir fortemente os neurdnios talamicos
excitatérios (nos nacleos VA e VL) que vao para o cortex, cessando 0 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 inibigdo ao invés de exci-
tacdo, ou seja, a menor atividade dos NST gera uma reducdo na saida inibitéria dos ganglios
basais facilitando os movimentos involuntarios comumente relatados na DP. Além disso € im-
portante ressaltar que o tronco encefalico e o cerebelo comprometidos, também sdo contribuin-
tes para a instauracdo das disfuncdes 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 fisiol6gico e na Doenga de Parkinson.
Legenda: globo palido interno (GPi); globo pélido externo (GPe); nucleos subtalamicos (NST); substancia negra
pars compacta (SNpc) e substancia negra pars reticulada (SNpr), VA (tdlamo anterior ventral), VL (tdlamo lateral
ventral), (CM nucleo centromedial), AMC (&rea motora cingulada), M1 (cortex motor primario), CPM (cortex pré-
motor), NPP (nlcleo pedunculopontino) AMS (area motora suplementar). Adaptado de: PRZEDBORSKI, 2017.

1.2.2 Modelo animal utilizado para estudar a Doenca de Parkinson

Existem diferentes modelos que mimetizam a morte neuronal da DP e que estdo 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 lipopolissacarideo
(LPS), o paraquat e a rotenona. Os modelos de DP constituem importantes ferramentas utiliza-
das para a melhor compreensédo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da Doenga de
Parkinson e podem ser reproduzidos em metodologias in vivo e também in vitro. Entretanto em
alguns casos, tem-se dado preferéncia pela escolha do modelo in vivo pois a morte relativamente
seletiva aos neurdnios dopaminérgicos da SNpc, replica de forma significativa o quadro de DP
abrangendo os amplos aspectos motores e comportamentais desta patologia (BOVE; PERIER,
2012; EATON; WISHART, 2017; ZENG; GENG; JIA, 2018).

Optamos por realizar no atual trabalho o modelo animal da inje¢do 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 afeccdo 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 hematoencefalica. Para sanar este problema, é necessario que a 6-
OHDA seja veiculada no organismo atraves da via intracerebral (IC) por meio de uma cirurgia
estereotaxica. As coordenadas estereotaxicas utilizadas para reproduzir a morte neuronal dopa-
minérgica delimitam as regifes do estriado, do feixe do prosencéfalo medial (MFB) ou direta-
mente na SN. Estas regifes intraestriatais e extraestriatais quando atingidas pela 6-OHDA, apre-
sentam diferencas principalmente na intensidade e na velocidade que os neurénios dopaminér-
gicos sdo degenerados. As lesdes intraestriatais resultam em dano imediato dos terminais do-
paminérgicos do nucleo estriado, seguidos de forma retrograda, pela perda progressiva dos cor-
pos celulares de neurénios dopaminérgicos da SNpc (Figura 3). Enquanto a administracdo ex-
traestriatal de 6-OHDA nas regiGes da SNpc ou do MFB, provoca a degeneracdo dos corpos
celulares dos neurdnios dopaminérgicos de forma rapida e violenta, envolvendo posteriormente
0 comprometimento da via nigroestriatal (BLANDINI; ARMENTERO, 2012; BECKER et al.,
2017). Além disso, quando se trata da modulacdo da intensidade e do tipo de lesdo, pode-se
administrar a 6-OHDA em diferentes concentracdes 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 farmaco se liga nos receptores de dopamina restantes e cul-
mina em um comportamento contralateral a lesdo. E dessa maneira comprova-se que a lesao
induzida promove uma alteracdo comportamental quantificavel e correspondente a lesdao pro-
porcionada pela 6-OHDA (TIEU, 2011; HEUER et al., 2012; PRZEDBORSKI, 2017).
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Figura 3 — Sequéncia das regiGes afetadas pela injecdo unilateral de 6-OHDA intraestriatal. CPu - Caudado puta-
men, MFB — Feixe do prosencéfalo medial, SNpc- Substancia negra pars compacta. Adaptado de BECKER et al.,
2017.

Subsequente a padronizacdo da regido (intraestriatal/extraestrial) e do tipo/intensidade
de lesdo (unilateral/bilateral/diferentes concentragdes de 6-OHDA), realiza-se por fim, a admi-
nistracdo da 6-OHDA via intracerebral. Apos 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 caracteristicas estruturais analogas a dopamina. Dentro do neur6nio
dopaminérgico a 6-OHDA se acumula no citosol, induz toxicidade e promove a morte neuronal
relativamente seletiva para neurénios dopaminérgicos da SNpc. Néo esta definido se a toxici-
dade de 6-OHDA aos neur6nios dopaminérgicos esta relacionada as espécies reativas produzi-
das a partir da auto-oxidagédo da 6-OHDA, a inibicdo dos complexos | e IV da cadeia respiratoria
mitocondrial, ao estresse de reticulo, ao acimulo de calcio intracelular ou a neuroinflamacao.
Acredita-se, que estas alteragdes provocadas pela administracéo 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; BOVE; PERIER, 2012; WANG et al., 2017; XICOY; WIERINGA; MARTENS,
2017; BUHIDMA et al., 2020).

Independentemente do mecanismo inicial pelo qual ocorra a perda de neurdnios dopa-
minérgicos nas regifes da SN (onde esta inserido o corpo celular do neurénio dopaminérgico)
e da diminuicdo de dopamina disponivel no estriado (local onde esta catecolamina € liberada),
a auséncia ou a presenca deste neurotransmissor pode mensurar o efeito da neurotoxina em
questdo. Sendo assim, outro método aplicado para determinar o sucesso da lesdo induzida apos
a administracdo da 6-OHDA ¢ através do monitoramento e da quantificacdo dos neurdnios do-
paminérgicos por meio da expressao da tirosina hidroxilase (TH). A TH é uma enzima presente
na rota biossintética das catecolaminas e que no caso dos neurénios dopaminérgicos da origem
a dopamina. A reducéo da TH gerada a partir da injecdo de 6-OHDA, comprova que 0 modelo
utilizado reproduz os aspectos fisiopatologicos envolvidos na neuropatia em estudo (ZENG;
GENG; JIA, 2018; ALAM; RICHARDSON, 2020; KACZYNSKA; ANDRZEJEWSKI, 2020;
WANG et al., 2021).
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Ademais, 0 somatorio dos eventos que culminam na morte neuronal induzida por alguma
droga nos modelos de DP, ou na DP propriamente dita, contam com inimeras cascatas de sina-
lizagéo intracelular que estdo interligadas. Assim, o estudo da interacdo de algumas vias de

morte neuronal, pode melhor elucidar a afec¢do neurodegenerativa em questao.
1.3 A enzima GSK-3p

Dentre as vias de sinalizacdo que estdo relacionadas com a morte neuronal dopaminér-
gica, pode ser mencionada a via da enzima Glicogénio Sintase Quinase-3p (GSK-3p). A GSK-
3P é derivada da Glicogénio Sintase Quinase-3 (GSK-3), cuja a qual € uma enzima ubiqua no
organismo dos mamiferos e que apresenta duas classes de cDNA descritas a partir do isola-
mento em cérebro de rato: a Glicogénio Sintase Quinase-3a (GSK-3a) (banco de proteinas nu-
mero de acesso: NP_063937.2) e a GSK-3B (banco de proteinas nimero 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 regido dos seus dominios cataliticos
indicando a presenga de vérias fungdes sobreponiveis (PATEL; WOODGETT, 2017). Entre-
tanto apesar desta semelhanca existem algumas peculiaridades que distinguem a GSK-3a da
GSK-3p, como por exemplo, a codificacdo das enzimas ser realizada em cromossomos distin-
tos. A enzima GSK-3a ¢ codificada no cromossomo 7 em camundongo (cromossomo 19 em
humano) e a enzima GSK-3p ¢ codificada no cromossomo 16 em camundongo (cromossomo 3
em humano) (YAO et al., 2002). Outro importante contraste existente entre as enzimas GSK-
30 ¢ a GSK-3f estd no peso molecular (PM). A GSK-3a possui um PM de 51 kDa e a GSK-3f3
tem um PM de 47 kDa (DOBLE; WOODGETT, 2003). Esta variacdo é dada pela adi¢do de 63
aminoéacidos no residuo amino terminal da GSK-3a, caracteristica de uma extensao que contém
elevada quantidade de glicina e que proporciona a formagao de “caudas” moleculares distintas
(Figura 4). Além disso, a GSK-3a ¢ a GSK-3p diferem na regido carboxi-terminal, comparti-
Ihando apenas 34% de similaridade nesta regido devido a variagdo nos ultimos 80 residuos de
aminodcidos. Estas discrepancias proporcionam a geracao de PM diferentes que garantem ape-
nas 85% de homologia entre as isoformas da GSK-3 e sdo responsaveis por promover a variavel
interacdo destas enzimas com os seus substratos (JACOBS et al., 2012). Para comprovar este
feito, foram realizadas delecGes dos genes GSK-3a e GSK-33 em camundongos e demonstrou-
se que a delecdo de GSK-3p ¢é letal para estes animais, em compensac¢ao 0s camundongos que
ndo expressaram a GSK-3a eram viaveis e relativamente normais (YAO et al., 2002; LI et al.,
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2014). Assim, foi constatado que as isoformas da enzima GSK-3 poderiam exercer funcdes
distintas dependentes da regido em que estdo localizadas e ndo se sobrepor obrigatoriamente.
Em vista do que foi descrito, as enzimas GSK-3a e a GSK-3f3 foram consideradas quinases ndo
idénticas estruturais e funcionalmente (PANDEY; DEGRADO, 2016).

Glicina Dominio quinase

e J57kDa

s21 Y279

B e —————— Y

S9 Y216

Figura 4 — Representacdo esquematica das isoformas da GSK-3: a enzima GSK-3a e a enzima GSK-3f. Nesta
figura esta enfatizada a homologia do dominio quinase (catalitico) das isoformas o e  da GSK-3. Em contrapartida
esta sendo demonstrado que os diferentes pesos moleculares séo obtidos a partir da presenga de caudas moleculares
distintas entre as isoformas da enzima GSK-3. Adaptado DOBLE; WOODGETT, 2003.

Apesar disso, tanto a GSK-3a quanto a GSK-3f estdo implicadas nas fungdes cerebrais
devido a alta expressdo de ambas as enzimas nas regides do hipocampo, cortex cerebral e célu-
las de Purkinje (cerebelo). Entretanto o estudo GSK-3[ passou a despertar grande relevancia
cientifica devido a esta quinase ter sido considerada uma enzima essencial na regulacdo dos
eventos precoces do desenvolvimento neuronal e atuar como um componente critico nas etapas
de neurogénese, de migracdo neuronal, de diferenciacdo celular e principalmente de apoptose
neuronal. Todavia no caso da enzima GSK-3a, 0 mesmo efeito imprescindivel varia entre as
estruturas e funcdes 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-3f realizar uma ampla gama de fungdes que contribuem com a manutengdo da
homeostase cerebral, tem-se correlacionado o desbalanco da expressdo da GSK-3f nos neur6-
nios e em células da glia com varias doencas que atingem o SNC como a DP (L1 et al., 2020),
a depresséo maior (INKSTER et al., 2018), o Alzheimer (LLORENS-MARA-TIN et al., 2014),
o transtorno bipolar (JACOBY et al., 2016) e a lesdo cerebral induzida por hipoxia isquémica
(HUANG et al., 2017).

Estes estudos apesar de esclarecedores em relagdo ao papel das isoformas da enzima
GSK-3 no SNC, também chamaram a atencdo para a atividade bifuncional da GSK-3p. A GSK-
3B pode atuar na promocao de sobrevivéncia neuronal (envolvida principalmente na extensédo

dos dendritos e na formacdo de sinapses), bem como, contribuir direta e indiretamente com a
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sinalizacdo de apoptose na célula. A escolha da via de sobrevivéncia/morte celular a ser seguida,
é dependente da organela em questdo e das condices fisiopatolégicas em que a célula se en-
contra (BEUREL,; JOPE, 2006; JACOBS et al., 2012).

Um exemplo disso esta na localizagdo preferencial da GSK-3f ser predominantemente
no citosol, onde pode interagir com muitos substratos e aparenta contribuir com 0s sinais de
sobrevivéncia celular. Contudo, apds o tratamento com compostos que estimulam a apoptose
como a camptotecina ou a tapsigargina, observou-se que a sua conformacao ativa aumentou em
torno de 5 a 8 vezes nas regides nucleares e mitocondriais quando comparadas ao citosol, pois
0 nucleo e as mitocdndrias sdo importantes organelas sinalizadoras dos estimulos apoptéticos
(BIJUR; JOPE, 2003; GOLPICH etal., 2015; BAUTISTA et al., 2018). A enzima GSK-3p pro-
move a sinalizacéo da apoptose atraves da inibicdo de fatores de transcricdo pro-sobrevivéncia
celular (CREB e o fator de choque térmico-1) e facilita a ativacdo de fatores de transcri¢do pro-
apoptaticos (p53, p65) (JACOBS et al., 2012). Sendo assim, a conformacéo ativa da enzima
GSK-3p tem sido amplamente correlacionada com a morte neuronal na DP (GU et al., 2017,
YANG etal., 2017) a medida que é encontrada significativamente aumentada em estruturas que
estdo relacionadas com a neurodegeneracdo, como por exemplo o reticulo endoplasmatico
(STOICA etal., 2016), os lisossomos (REN et al., 2018) e os corpos de Lewy (CREDLE et al.,
2015).

1.3.1 A regulacéo da atividade da enzima GSK-34 por proteinas quinases

A atividade enzimatica da GSK-3p ¢ um processo complexo e que apresenta inimeros
mecanismos envolvidos. Krishnankutty e colaboradores demonstraram existir trés fosfoisotipos
de GSK-3 responsaveis por modular prioritariamente a atividade multifuncional e determinar
0 destino da célula em cérebros de camundongos: a GSK-3p fosforilada em Serina 9 [GSK-3p3
(S9)] e em Tirosina 216 (Y216), a GSK-3p fosforilada apenas em Y216 [GSK-3 (Y216)] e a
GSK-3B nédo fosforilada (KRISHNANKUTTY et al., 2017). Em suma, quando a GSK-3p en-
contra-se fosforilada em Y216, a sua atividade catalitica aumenta cerca de 200 vezes (TER
HAAR et al., 2001) e quando a GSK-3[3 apresenta-se fosforilada em S9 a sua atividade enzi-
maética torna-se suprimida (PANDEY; DEGRADO, 2016). Constitutivamente logo apés a tra-
ducéo, grande parte da GSK-3p que foi produzida é ativada por meio de auto fosforilagdo na

regido do dominio central no loop de ativacdo que envolve os residuos de Y216. Este processo
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acontece durante o enovelamento de proteinas e tem sido demonstrado dependente de HSP90
(COLE; FRAME; COHEN, 2004; LOCHHEAD et al., 2006; KRISHNANKUTTY etal., 2017).
Dessa forma, o principal mecanismo regulador da atividade da enzima GSK-3p ocorre por meio
da fosforilagdo inibitoria, classificando-a como uma quinase atipica. A modulag&o inibitoria é
o0 método melhor elucidado e que apresenta uma maior relevancia para execucao das funcdes
exercidas pela GSK-3p (BEUREL; GRIECO; JOPE, 2015; GOLPICH et al., 2015; PATEL,;
WOODGETT, 2017; YANG et al., 2017). A fosforilacao inibitoria promove o dobramento da
quinase em seu proprio bolso de ligagcdo como se fosse um substrato e impede assim, a entrada
de um substrato legitimo no sulco de ligacdo da GSK-3p (PATEL; WOODGETT, 2017). Este
tipo de modulacéo negativa da atividade da GSK-3pB costuma ser normalmente efetuada por
proteina Quinase A (PKA) (XIE et al., 2016), por proteina Quinase B (AKT) (NAIR;
OLANOW, 2008) e por proteina Quinase C (PKC) (YUAN et al., 2010). Contudo a via da AKT

aparenta ser a principal via envolvida na fosforilacéo inibitoria da GSK-3p.

1.3.2 Funcéo serina/treonina quinase da enzima GSK-3p nos substratos Tau e o-Syn

Ap0s ser encontrada fosforilada em GSK-3p (Y216), a enzima GSK-3f torna-se capaz
de transferir um grupamento fosfato do trifosfato de adenosina (ATP), para o radical hidroxila
de uma cadeia lateral dos aminoacidos serina ou treonina de seus substratos. Logo, a fosforila-
cdo em Y216, converte a molécula de a GSK-33 em uma serina/treonina quinase madura
(LOCHHEAD et al., 2006). A alta expressdo de GSK-3p (Y216) no tecido neural tem se des-
tacado cada vez mais pelo seu envolvimento na patogénese de diversas doencas neurodegene-
rativas, onde atua por meio da fosforilacdo de alguns substratos que desempenham papéis rela-
cionados com a regulagdo positiva da expressdo de genes e da fosforilacdo de proteinas envol-
vidas com a neuroinflamacéo e a neurodegeneracdo (YAO et al., 2002; L1 et al., 2014). Além
disso, a conformacao ativa da GSK-3p (Y216) contribui direta e indiretamente com a Vvia de
morte neuronal na DP através da fosforilagcdo de alguns substratos (GU et al., 2017; YANG et
al., 2017). Dentre os ligantes da GSK-3f3 que foram relatados como influentes na morte dopa-

minérgica na SN podem ser mencionados a a-Sinucleina (a-Syn) e a proteina Tau.

A a-Syn é encontrada no nucleo, nas mitocondrias e nos terminais pré-sinapticos dos

neurdnios dopaminérgicos da SNpc. Esta proteina controla a dinamica das vesiculas liberadoras
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e o trafego de neurotransmissores atraves da formagéo do complexo SNARE. Relatos na litera-
tura validam a existéncia de altos niveis de a-Syn fosforilada no cérebro post-mortem de paci-
entes com DP (SWIRSKI et al., 2014). A possivel justificativa para este fato estd na capacidade
da a-Syn sofrer modifica¢6es pos-traducionais em circunstancias patoldgicas que alteram a sua
conformacéo nativa, gerando oligdmeros prejudiciais aos neurdnios em que se encontram. A a-
Syn disfuncional tende a se agregar e se depositar em algumas organelas. Dessa forma, estes
depositos fibrilares de a-Syn sdo descritos como possiveis bases da neurodegeneracao e cons-
tituem as estruturas denominadas de corpos de Lewy (LBs) (MAHUL-MELLIER et al., 2020).
Estas inclusbes citoplasmaticas surgem na SNpc e sdo encontradas tanto nas formas esporadicas
quanto genéticas da DP, sendo seguidas pela neurodegeneragéo retrégrada, gliose reativa e por
fim, a morte neuronal (LOTHARIUS; BRUNDIN, 2002). A presenca da enzima GSK-3f nos
LBs (NAGAO; HAYASHI, 2009) foi uma observacdo que fundamentou a influéncia da GSK-
3B na patogénese da DP. Assim, muitos estudos procuram compreender como se ¢ dada esta
correlagdo. Logo, foi verificado que a superexpressdo da a-Syn compactua com a reducédo da
fosforilagdo GSK-3p (S9), mas ndo influencia a quantidade de proteina GSK-3f total (YUAN
et al., 2010). Além disso, foi demonstrado que a enzima GSK-3p (Y216), transfere um grupa-
mento fosfato para a a-Syn na posi¢do S129 nos neurénios TH* da SN (CREDLE et al., 2015).
E a acdo direta da enzima GSK-3p potencializa a formagdo da a-Syn andbmala, comprometendo

assim, as fun¢des homeostaticas da a-Syn que enaltecem o estresse oxidativo nigral.

Assim como a a-Syn, 0 depdsito da proteina Tau esta relacionado com a DP. A Tau
humana é pertencente a familia das proteinas associadas aos microtibulos (microtubule-asso-
ciated proteins-MAP) (WEINGARTEN et al., 1975) e em nivel fisiol6gico é encontrada no
cérebro adulto na forma soltvel monomérica (SPILLANTINI; GOEDERT, 2013), apresen-
tando seis isoformas derivadas do splicing alternativo de RNAm (PARK; AHN; GALLO,
2016). Em relacéo as principais func¢@es da proteina Tau, podem ser mencionadas a manutengédo
da estabilidade dos microtubulos por meio da agregacao a tubulina e 0 apoio ao transporte axo
nal (DRUBIN; KIRSCHNER, 1986; HERVY; BICOUT, 2019; FUNG et al., 2020). Além
disso, a Tau pode interagir com a proteina precursora amildide (APP) e orquestrar a exportacdo
do fon ferro 11 (Fe**) (AYTON et al., 2015) do interior do neurdnio dopaminérgico por meio da
ferroportina (STANKOWSKI; DAWSON; DAWSON, 2012). Desta forma, existem resultados
indicativos de que a reducdo da taxa de Tau soltvel em amostras de SN post mortem de pessoas

afetadas pela DP, promoveu a retencdo do ion ferro e induziu a degeneracdo dopaminérgica
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quando comparadas aos grupos controles (LEI et al., 2012). Os mecanismos fisiopatoldgicos
que regulam a atividade da Tau ocorrem por meio das modificacdes pos-traducionais. Nos pro-
cessos patoldgicos, o equilibrio fosforilacdo/desfosforilacao € deslocado para o sentido da fos-
forilacéo e a partir disso tem-se a formacao dos emaranhados neurofibrilares que estdo presentes
nas taupatias (NOBLE et al., 2005). A hiperfosforilacdo da Tau deprime a atividade bioldgica
desta proteina, estando relacionada com a DP e a outras patologias neurodegenerativas
(BRUNELLDO et al., 2020). A Tau é um substrato da GSK-3p e a sua hiperfosforilagdo nos
neurdnios dopaminérgicos esta envolvida com a DP. Em um trabalho onde foram veiculados
lipossomas contendo fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), foi obtido o efeito
neuroprotetor nos neurdénios TH* da SN por meio de reducdo da fosforilacdo da Tau e da GSK-
3P, além do aumento simultaneo da fosforilagdo da via de PI3K/AKT em modelo in vitro de 6-
OHDA (YANG et al., 2016). Da mesma forma, a queda na taxa de fosforilacdo de AKT (Tre-
onina 308) e de GSK-3p (S9), ocasionados por mutacdes relacionadas a DP no gene DJ-1, ele-
varam a fosforilacdo da Tau disfuncional. No entanto, apds a administracdo do cloreto de litio
(LiCl) obteve-se a reversao deste processo por meio de uma reducédo na fosforilagdo 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-3p.
1.4 Mecanismos modulatorios do litio na atividade da enzima GSK-3p

O litio € um cétion monovalente que foi utilizado por John Cade pela primeira vez no
ano de 1949, na forma de carbonato de litio para tratar a mania (CADE, 1999). No entanto este
farmaco foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como um medicamento esta-
bilizador do humor, apenas no ano de 1970 (GAJWANI et al., 2006). Ap0s este periodo surgiu
uma nova era onde o litio passou a ser empregado tradicionalmente como “padrdo 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 profilatico a longo prazo (TONDO
et al., 2019). Além disso, 0 uso do litio tem sido efetivo em episddios 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; KOHLER,
2020). Porém, com o passar dos anos, foram lancados novos trabalhos in vitro e in vivo que
apresentaram resultados indicativos de que o litio € um agente modulador de muitas cascatas

celular e os seus mecanismos de sinalizagdo vao além da estabilizagdo do humor, como por
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exemplo: auxiliar na diferenciacdo de celulas-tronco neurais, aumentar a taxa de regeneracédo
neuronal (Ql etal., 2017), aliviar as lesGes geradas na barreira hematoencefalica apds a hemor-
ragia intracerebral em ratos (LI et al., 2018), reduzir a expressdo de fatores inflamatorios, ser
protetor contra a neurodegeneracdo (GREENWOOD et al., 2018; TORICELLI et al., 2020),
atuar em mecanismos redutores do estresse oxidativo (consequentemente da neuroinflamacéo),
estimular a autofagia em um modelo de rotenona, inibir a apoptose neuronal e reduzir o acimulo
de a-sinucleina nos neurdnios dopaminérgicos (MOTOI et al.,, 2014; HOU et al., 2015;
LAZZARA; KIM, 2015). Sendo assim, as evidéncias recentes passaram a instigar os pesquisa-
dores a desbravar o potencial uso do tratamento com o litio nas doencas neurodegenerativas, e

dentre estas patologias, tem-se destacado a DP.

Embora existam muitos alvos que séo influenciados pelos mecanismos moduladores
do litio, ainda ndo estéa claro quais destes substratos sdo responsaveis pela eficacia neuroprote-
tora exercida por este cation monovalente (LAZZARA; KIM, 2015). Contudo tem-se impor-
tantes respaldos de que os principais mecanismos que estdo envolvidos na atividade neuropro-
tetora do litio apresentam uma forte correlagdo com a atividade da enzima GSK-3 (em especial
da GSK-3B) e atuam por meio da inibi¢do desta enzima em frentes diretas e indiretas. De ma-
neira direta, o litio inibe a enzima GSK-3f por meio de uma competicdo com o ion magnésio
(Mg?"), deslocando o Mg?* de seus locais de ligagdo. Este deslocamento do Mg?* reduz a esta-
bilidade e a funcionalidade da enzima GSK-3p. E por fim, o outro mecanismo inibitorio exer-
cido pelo litio na enzima GSK-3p acontece indiretamente através do estimulo de algumas qui-
nases que sao responsaveis por promover o aumento da fosforilacdo inibitoria em GSK-38 (S9).
Esta fosforilacdo em serina 9 é realizada principalmente pela AKT e influencia a atividade en-
zimatica da GSK-3p (DE SARNO; LI; JOPE, 2002; BEAULIEU et al., 2004; PAN et al., 2011;
ZENGetal., 2016; MONACO; FERGUSON; GAO, 2018). Ao inibir a expressao desta quinase,
tem-se como consequéncia uma protecdo em relacéo ao seu potencial pré-apoptotico. Martin e
colaboradores visualizaram que a inibicdo de GSK-3p realizada pelo litio promoveu a reducéo
da formacéo de pTau (MARTIN et al., 2009). Semelhante ao que foi visto por Duka e colabo-
radores, onde o litio exerceu uma atividade protetora em um modelo de DP por administracédo
de MPP *, prevenindo a morte das células SH-SY5Y e a formacédo de pGSK-3p, além de dimi-
nuir o acimulo de a-Syn e a formagéo de pTau (WILLS et al., 2010).

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

achados antagdnicos em relag&o ao tratamento com este composto. Em 1949, ano no qual o litio
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foi utilizado como tratamento para TB pela primeira vez, surgiram varios casos de intoxicacéo
aguda grave que estavam associados aos sais de litio terem sidos utilizados erroneamente no
lugar do sal de cozinha. Estes relatos chamaram atencdo dos estudiosos para o potencial toxico
deste farmaco em margens estreitas (CADE, 1999). Hlaing e colaboradores relataram que 0 uso
do litio induziu a neurotoxicidade apos a veiculacdo prolongada deste composto (HLAING et
al., 2020). Estando em consenso com o que foi visto Hay e Simpson, onde o litio exerceu a
toxicidade mesmo em concentracdes sericas terapéuticas (HAY; SIMPSON, 1982), podendo
desenvolver deméncia progressiva com sinais cerebrais multifocais (FARINA et al., 2017).

Para entender melhor o efeito neuroprotetor ou neurotoxico do tratamento com litio, é
importante conhecer as propriedades farmacocinéticas deste farmaco. O litio 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 depuracdo total do
litio acontece em torno de 10-40 mL por minuto, sendo predominantemente excretado pelos
rins na forma de ion livre. Neste aspecto, quando se sugere o uso do litio como possivel estra-
tégia para a DP, € importante levar em consideracdo que a populacdo idosa é prioritariamente
afetada por esta patologia neurodegenerativa e nestes individuos, a depuracéo do litio se encon-
tra reduzida por aspectos intrinsecos ao envelhecimento. Dessa forma o litio pode ficar circu-
lante por mais tempo e aumentar a chance de induzir toxicidade. Além disso, tem-se observado
que em casos de insuficiéncia renal, ocorre a reducdo na taxa de depuracdo do litio elevando
assim, a possibilidade de intoxicacdo por este composto. Neste caso em especifico, o tratamento
com o litio é contraindicado (GRANDJEAN; AUBRY, 2009).

Devido a dose letal do litio ser préxima da dose terapéutica, procura-se monitorar a ati-
vidade deste composto dosando a sua concentracao sérica. A margem terapéutica do litio tem
sido considerada de 0,5-1,5 mmol (HEDYA; AVULA; SWOBODA, 2021). Porém a para que
ocorra a inibicdo da GSK-3, é necessario que o LiCl apresente a concentracao sérica entre 1-
2 mmol (LAZZARA; KIM, 2015). Esta estreita margem terapéutica que torna LiCl capaz de
inibir a GSK-3 ¢ a0 mesmo tempo ndo promove a toxicidade celular, tem sido o maior desafio
do uso deste fArmaco para o tratamento de doencas que envolvem a atividade da GSK-3p. Este
cuidado é redobrado principalmente nas neurodegenerativas, a medida que estas enfermidades
afetam na maior parte dos casos, a populacdo idosa, cuja a qual, apresenta o cérebro como um
microambiente redox propicio a neurodegeneracdo e uma reducdo na atividade dos sistemas
antioxidantes caracteristicos do envelhecimento (GRANDJEAN; AUBRY, 2009; MAYNARD
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etal., 2015). Além do mais, quando se considera o uso do litio como uma estratégia terapéutica
para a DP é importante considerar que o SNC é o principal local de toxicidade exercida por este
composto e as manifesta¢fes clinicas incluem confusdo, ataxia, convulsfes e principalmente
sintomas de natureza extrapiramidal, como de temores que podem acontecer desde concentra-
cOes terapéuticas de litio até em casos de superdosagens (JOHNELS; WALLIN; WALINDER,
1976; DONALDSON; CUNINGHAM, 1983; BAIRD-GUNNING et al., 2017; TONDO et al.,
2019). Outras manifestagdes clinicas que podem ser geradas pela toxicidade do litio no orga-
nismo sdo: a disfuncdo renal, os disturbios gastrointestinais, as alteracdes cardiacas e as dis-
funcdes endocrinas (VALLEE; VALLEE; LECARPENTIER, 2021). Logo, a intoxicac¢ao indu-
zida pelo tratamento com este farmaco tem se tornado um problema clinico comum (HAUSS-
MANN et al., 2015). Portanto apesar de ser altamente eficaz no tratamento de muitas doencas,
0 uso do litio foi reduzido nos ultimos anos devido a necessidade de monitorar as concentracdes
séricas, com o intuito de reduzir os efeitos adversos do tratamento (PUGLISI-ALLEGRA;
RUGGIERI; FORNALI, 2021).

Em vista do que foi mencionado, a terapéutica do litio para a DP deve ser melhor eluci-
dada pois, mesmo que este farmaco 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 litio € um composto neurotoxico de maneira dose-dependente e esta neuro-
toxicidade é gerada por aumento das espécies reativas de oxigénio e a promocao da lipoperoxi-
dacdo. Este ambiente redox ocasiona o desbalanco na atividade das mitocondrias e de suas res-
pectivas conexdes com o reticulo endoplasmético. E de maneira complementar, 0s neurénios
incubados apenas com o litio tiveram uma répida deplecdo de enzimas pertencentes ao sistema
antioxidante endogeno (YOUSEFSANI; ASKIAN; POURAHMAD, 2020). Outros estudos de-
tectaram que o potencial deletério do uso do litio crénico pode atingir a SN, promovendo a
reducdo de células TH* na SN e 0 aumento na taxa de ferro nigral, mesmo em doses terapéuticas
(DONALDSON; CUNINGHAM, 1983; LEI et al., 2017). Conectando-se dessa forma com 0s
relatos de casos recentes que demonstraram que o litio a longo prazo esta relacionado com uma
maior incidéncia do uso de drogas antiparkinsonianas ou até mesmo com aumento dos diagnds-
ticos de DP (MARRAS et al., 2016) devido ao efeito cumulativo deste farmaco (HEDYA,;
AVULA; SWOBODA, 2021). Estes trabalhos em conjunto desafiam o uso do litio como o
tratamento da DP e validam a necessidade de mais estudos que avaliem os mecanismos pelos

quais o litio promove a neuroprotecdo/neurotoxicidade na SN.
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8 CONCLUSAO

NOs constatamos a existéncia de um efeito antagénico do uso LiCl aumentando a taxa
de fosforilagdo de GSK-3f (Y216) e que aparenta estar relacionado com a reducdo de mRNA
de TH em neurdnios dopaminérgicos da SN dos animais que foram tratados com este composto.
Além disso, também observamos uma reducdo da expressdo de mRNA de AKT nos animais
tratados com litio em relacdo ao grupo controle. Estes achados sugerem um potencial meca-
nismo pelo qual o uso de LiCl a longo prazo induz a neurotoxicidade dopaminérgica na regiao
da SN e que promove 0s seus principais efeitos adversos que desafiam o uso de composto para
o0 tratamento da DP.
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