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RESUMO 
 

A estimulação cerebral profunda de núcleos cerebrais, ou DBS na sua sigla em inglês (Deep 

Brain Stimulation), é uma estratégia terapêutica sintomática eficaz para o tratamento da Doença 

de Parkinson (DP). Diferentemente dos resultados obtidos em seres humanos, há evidências de 

neuroproteção mediada pela DBS nos roedores, nos quais foi induzido parkinsonismo de forma 

experimental. Essas evidências derivam de protocolos realizados fora da fase aguda da indução 

experimental da doença. O estudo aqui apresentado tem como objetivo investigar respostas 

motoras e de neuroproteção induzidas pela DBS na fase aguda da indução de parkinsonismo, 

pela injeção intraestriatal da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), em camundongos. 

Para tanto, foram definidos três grupos experimentais: o primeiro (6-OHDA+DBS) recebeu 

uma lesão nigroestriatal à esquerda e a implantação de um eletrodo intracerebral ipsilateral 

ativado de DBS, para neuromodular o Núcleo Subtalâmico (NST) (n=6); o segundo (6-OHDA) 

foi submetido ao mesmo procedimento, mas o eletrodo permaneceu inativo (n=8) e o terceiro 

(Naive) foi um grupo sem lesão ou qualquer estímulo (n=5). As intervenções ocorreram no dia 

zero (D0). Nos quatro dias subsequentes (D1 a D4), foram conduzidas avaliações 

comportamentais nos três grupos, assim como a aferição da resistência elétrica do sistema 

encéfalo-eletrodo no grupo 6-OHDA+DBS. A massa corporal dos animais foi aferida do D0 ao 

D4 e no D7, antes da eutanásia. Realizou-se também um estudo imuno-histoquímico com 

marcação da Tirosina Hidroxilase (TH) na Substantia Nigra (SN) e do estriado, para quantificar 

a diferença no número de neurônios dopaminérgicos nigrais, assim como a densidade dos 

terminais dopaminérgicos estriatais entre o lado lesionado e o lado intacto. Identificou-se um 

ganho de massa corporal, um efeito motor favorável, uma redução da perda de terminações 

dopaminérgicas estriatais e um efeito neuroprotetor, tanto globalmente quanto 

compartimentalizado, na SN de camundongos que receberam quatro dias de DBS, em 

comparação com aqueles que não a receberam. O dispositivo de estimulação cerebral profunda 

desenvolvido mostrou eficácia, baixo custo, estrutura favorável ao ancoramento no crânio e 

dimensões adequadas ao encéfalo de camundongos. Na atual busca pelo diagnóstico e 

tratamento da DP em estágios pré motores da doença, os achados contribuem para enriquecer a 

discussão sobre estratégias terapêuticas neuroprotetoras, sugerindo a neuromodulação invasiva 

como uma ferramenta terapêutica potencialmente útil, dentro de um contexto apropriado. 

 

Palavras-chave: Neuroproteção; Estimulação cerebral profunda; Doença de Parkinson; 6-

OHDA; Roedores. 



SUMMARY 
 
Deep brain stimulation (DBS) of brain nuclei is an effective symptomatic therapeutic strategy 

for the treatment of Parkinson's disease (PD). Unlike in humans, there is evidence of DBS-

mediated neuroprotection in rodents in which parkinsonism was experimentally induced in 

protocols conducted outside the acute phase of experimental disease induction. This study aims 

to investigate motor responses and neuroprotection resulting from DBS in the acute phase of 

parkinsonism induction through intrastriatal injection of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-

OHDA) in mice. Three experimental groups were defined: the 6-OHDA+DBS group, which 

received a left nigrostriatal lesion and the implantation of an activated ipsilateral intracerebral 

DBS electrode to neuromodulate the Subthalamic Nucleus (STN) (n=6); the 6-OHDA group, 

which underwent the same procedure, but the electrode remained inactive (n=8); and the Naive 

group, with no interventions (n=5). The experimental protocol occurred on day zero (D0). 

During the initial four days following the procedures (D1 to D4), behavioral assessments were 

conducted across the three groups, alongside measurement of the electrical resistance of the 

brain-electrode system in the 6-OHDA+DBS group. The animals' body mass was measured 

from D0 to D4 and on D7, immediately before euthanasia. Additionally, the groups underwent 

an immunohistochemical study using Tyrosine Hydroxylase (TH) staining on sections of the 

Substantia Nigra (SN) and striatum to quantify differences in the number of nigral 

dopaminergic neurons and the density of dopaminergic terminals in the striatum between the 

lesioned and intact sides. Despite the animals' poor clinical condition during the acute phase of 

parkinsonism induction, those that underwent four days of DBS showed an increase in body 

mass, favorable motor effects, a reduction in the loss of striatal dopaminergic terminals, and 

both global and compartmentalized neuroprotective effects in the SN compared to those that 

did not. The deep brain stimulation device developed for this study was cost-effective, with a 

suitable design for cranial anchoring and dimensions appropriate for the mouse brain. In the 

current pursuit of diagnosing and treating PD in pre-motor stages, these findings contribute to 

enriching the discussion on neuroprotective therapeutic strategies, suggesting invasive 

neuromodulation as a potentially useful therapeutic tool within an appropriate context. 

 

Keywords: Neuroprotection; Deep Brain Stimulation; Parkinson’s disease; Rodent; 6-OHDA. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1. Definição 

 

A Doença de Parkinson (DP) é uma condição neurodegenerativa crônica do 

sistema nervoso central, que tem como marco neuropatológico a degeneração progressiva 

de neurônios da Substantia Nigra (SN) (Hasler, 1938), além da inclusão 

intracitoplasmática de α‑sinucleína (Lewy, 1912). Essa degeneração resulta na 

diminuição das concentrações de dopamina nos núcleos da base, o que desencadeia os 

clássicos sinais parkinsonianos motores (Barbeau, 1961). É a segunda doença 

neurodegenerativa mais prevalente, em seguida à doença de Alzheimer (Aamodt et al., 

2024).  

Estima-se que na ocasião do início dos sinais motores, cerca de 50% dos neurônios 

dopaminérgicos já tenham sido perdidos (Fearnley; Lees, 1991; Marsden, 1990). 

A causa exata da degeneração neuronal na DP ainda não é completamente 

compreendida, mas fatores genéticos e ambientais podem desempenhar um papel crucial 

no seu desenvolvimento  (Jankovic; Tan, 2020). 

 

1.2. Diagnóstico 

 

O diagnóstico da Doença de Parkinson (DP) ainda é predominantemente clínico. 

Para o seu diagnóstico, os critérios do Banco de Cérebros de Londres (UK Brain Bank 

criteria), publicados em 1988 (Gibb; Lees, 1988), são atualmente os mais utilizados 

(Postuma et al., 2015). Esses critérios serviram de base para o desenvolvimento e a 

publicação, em 2015, dos Critérios de Diagnóstico Clínico da Doença de Parkinson da 

MDS (MDS Clinical Diagnostic Criteria for Parkinson’s Disease) (Postuma et al., 2015). 

A Sociedade dos Distúrbios de Movimento, ou MDS nas suas siglas sem inglês 

(Movement Disorders Society), é uma sociedade multidisciplinar com sede nos Estados 

Unidos da América, composta por médicos, cientistas e outros profissionais de saúde 

interessados no diagnóstico e tratamento de doenças que se manifestam clinicamente com 

movimentos anormais (INTERNATIONAL PARKINSON AND MOVEMENT 

DISORDER SOCIETY (MDS), 2024). Esses critérios revisados definem a presença de 

parkinsonismo clinicamente por meio da bradicinesia, associada a pelo menos uma das 
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seguintes variáveis clínicas: rigidez e tremor de repouso com frequência entre 4 e 6 Hertz 

(Hz). 

A bradicinesia se define como o alentecimento do início do movimento voluntário 

com progressiva redução na velocidade e, quando esses movimentos são realizados de 

forma repetitiva, há também a redução da amplitude (Gibb; Lees, 1988). Os critérios 

diagnósticos da MDS sugerem, para a identificação e a quantificação da bradicinesia, o 

uso de manobras definidas previamente na parte III da Escala Unificada de Avaliação da 

Doença de Parkinson da Sociedade dos Distúrbios de Movimento ou nas suas siglas em 

inglês MDS – UPDRS (Movement Disorders Society – Unified Parkinson’s Disease 

Rating Scale) (Goetz et al., 2008). Essa ferramenta clinimétrica é composta de quatro 

partes: Parte I (aspectos não motores da vida diária), Parte II (aspectos motores da vida 

diária), Parte III (avaliação motora) e Parte IV (complicações motoras) e é amplamente 

utilizada na prática clínica, assim como em pesquisa, para homogeneização da abordagem 

clínica dos pacientes portadores da DP (Goetz et al., 2008).  As manobras propostas são 

de bater os dedos das mãos, de abrir e fechar os dedos das mãos, de movimentos de prono 

supinação das mãos e a de bater os calcanhares e os pés (Postuma et al., 2015).  

O tremor de repouso é o sinal clínico mais característico da DP, presente em mais 

de 70% dos pacientes e afetando diferentes extremidades com gravidade variável, que 

acontece em uma frequência de 4-6 Hz (Sethi, 2002). O tremor de repouso em um 

segmento corporal ocorre quando esse segmento está relaxado ou fora da ação da 

gravidade e desaparece com ato motor voluntário (Pitágoras; Mattos, 1998). Somente a 

presença do tremor de repouso já é considerado para o diagnóstico da DP (Postuma et al., 

2015). 

Em contrapartida, os tremores de ação acontecem com a contração voluntária dos 

músculos, podendo ser subdivididos em postural, cinético, de posição, de ação específica 

e isométricos (Pitágoras; Mattos, 1998). Os tremores de ação também fazem parte das 

manifestações clínicas da DP, porém não fazem parte dos critérios de diagnóstico da 

doença, segundo a MDS. Dentre os tremores de ação, o tremor postural re-emergente é o 

mais comum, sendo identificado em dois terços dos pacientes e considerado uma extensão 

do tremor de repouso, que reaparece após um curto período de latência (Dirkx et al., 

2018). 

A rigidez é definida como o aumento contínuo e uniforme do tônus muscular, 

percebido como uma resistência constante nos movimentos passivos (Broussolle et al., 

2007). Na avaliação da rigidez, quando o avaliador movimenta as articulações dos 
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membros e da região cervical do paciente, identifica-se um aumento relativamente 

uniforme de tônus em todas as fases do movimento, o que levou a definir o fenômeno 

como rigidez em cano de chumbo. O tônus rígido é independente da velocidade em que 

a manobra é realizada e não está relacionada somente à dificuldade de relaxamento do 

paciente, a diferença da espasticidade ou da paratonia. Quando o tremor está presente e 

associado à rigidez, identifica-se um aumento de tônus que lembra a uma catraca, definido 

como rigidez em roda denteada (Fung; Thompson, 2007). Somente a rigidez em roda 

denteada sem o fenômeno de rigidez em cano de chumbo não permite definir a presença 

de rigidez parkinsoniana (Postuma et al., 2015). 

A instabilidade postural, ainda que não contemplada nos critérios de diagnóstico 

do parkinsonismo pela MDS, já foi previamente considerada como sinal cardinal da 

doença (Hughes et al., 1992). É definida como a perturbação do equilíbrio que prejudica 

a capacidade do indivíduo de manter ou de alterar a sua postura ao levantar-se ou ao andar 

(Kim et al., 2013). Ocorre geralmente nas fases mais avançadas da doença, não responde 

de forma adequada ao tratamento dopaminérgico e compromete muito a qualidade de vida 

do paciente (Bloem, 1992). Ao aparecer precocemente, pode sugerir outros diagnósticos 

(Köllensperger et al., 2008). 

Após a definição do parkinsonismo, visto que não somente a DP pode provocar 

esses sinais, os critérios diagnósticos permitem estabelecer o diagnóstico clínico da DP 

na ausência dos critérios de exclusão (Tabela 1), assim como a presença de pelo menos 

dois critérios de suporte (Tabela 2). Os critérios diagnósticos orientam também a ausência 

das chamadas bandeiras vermelhas (Red flags) (Tabela 3), frase derivada da língua inglesa 

e utilizada em sentido figurado, que sugere a presença de fatores que servem para 

despertar sinais de alerta que, no caso, possam sugerir a presença de diagnósticos 

alternativos. 

Os critérios diagnósticos propostos pela MDS definem a DP clinicamente 

provável na ausência dos critérios absolutos de exclusão e da presença de bandeiras 

vermelhas contrabalançadas pelos critérios de suporte. Se houver uma bandeira vermelha, 

deve haver pelo menos um critério de suporte. Se houver duas bandeiras vermelhas, são 

necessários pelo menos dois critérios de suporte para contrabalançá-las. Porém, a 

presença de mais de duas bandeiras vermelhas inviabiliza o diagnóstico provável de DP. 
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Tabela 1 - Critérios de exclusão do diagnóstico de DP (Postuma et al., 2015)  

 

Tabela 2 - Critérios de suporte para o diagnóstico de DP (Postuma et al., 2015)  

Critérios de suporte: 

1. Clara e dramática resposta à terapia dopaminérgica, com retomada do desempenho 

motor de forma normal ou quase normal na fase inicial da doença. Na ausência de 

documentação clara da resposta inicial, uma resposta consistente pode ser classificada 

perante: 

 a) Acentuada melhora no desempenho motor com o aumento da dose ou piora 

acentuada com a sua diminuição. A documentação da resposta motora poderá ser 

objetiva, com um aumento de 30% no MDS-UPDRS parte III decorrente da alteração 

no tratamento, ou subjetiva, por um histórico claramente documentado de alterações 

acentuadas de um paciente ou cuidador confiável; 

 b) Flutuações motoras inequívocas associadas às mudanças no efeito da L-DOPA 

durante o dia, que incluam, em algum momento do dia, uma piora previsível no final 

da dose da medicação; 

Critérios de exclusão 

1. Anormalidades cerebelares claras, como marcha atáxica, ataxia de membros ou 

anormalidades oculomotoras cerebelares; 

2. Alterações da motricidade ocular, como a paralisia supranuclear do olhar vertical 

para baixo ou lentidão seletiva das sacadas verticais para baixo; 

3. Diagnóstico provável da variante comportamental da demência frontotemporal ou 

de afasia progressiva primária, dentro dos primeiros cinco anos do início dos sintomas; 

4. Parkinsonismo restrito aos membros inferiores por mais de três anos; 

5. Uso de agentes antidopaminérgicos em dose e tempo consistentes para induzir um 

parkinsonismo por drogas; 

6. Ausência de resposta clínica visivel a uma dose elevada de L-DOPA (>600mg/dia); 

7. Perda sensorial cortical (agrafestesia, asterognosia com modalidades sensoriais 

primárias intactas), clara apraxia ideomotora de membros ou afasia progressiva; 

8. Neuroimagem funcional do sistema dopaminérgico pré-sináptico sem alterações; 

9. Documentação de alguma outra condição que possa provocar sinais parkinsonianos 

no paciente ou parecer de médico especialista, que, com base na avaliação diagnóstica 

completa, sugira tratar-se de uma síndrome outra mais provável que DP. 
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2. Presença de discinesia induzida por L-DOPA; 

3. Tremor em repouso de um membro, documentado no exame clínico; 

4. A presença de perda olfativa ou identificação de desnervação simpática cardíaca na 

cintilografia com MIBG (metaiodobenzilguanidina), análogo da noradrenalina sem 

ação adrenérgica, utilizado nos pacientes com DP como marcador de receptores 

miocárdios de noradrenalina. 

 
Tabela 3 - Bandeiras vermelhas (Red Flags) no diagnóstico de DP (Postuma et al., 2015)  

Bandeiras vermelhas (Red Flags): 

1. Progressão rápida de dificuldades de marcha que demandem o uso regular de cadeira 

de rodas em até cinco anos após o início dos sintomas; 

2. Ausência de progressão dos sintomas ou sinais motores da doença após cinco anos 

de início dos sintomas, a menos que essa estabilidade clínica seja decorrente do 

tratamento; 

3. Disfunção bulbar precoce, com formas graves de disfonia, disartria (geralmente 

caracterizada por fala ininteligível) ou disfagia (exigindo alimentos macios, sonda 

nasogástrica ou gastrostomia), durante os primeiros cinco anos do início dos sintomas 

da doença; 

4. Disfunção respiratória caracterizada por dificuldades na inspiração, como estridor 

inspiratório diurno, noturno, ou suspiros inspiratórios frequentes; 

5. Disautonomia grave nos primeiros cinco anos de doença, evidenciada por: 

a) Hipotensão ortostática - diminuição da pressão arterial (PA) dentro de três 

minutos após ficar em pé, de pelo menos 30 mm Hg de PA sistólica ou 15 mm Hg de 

PA diastólica, na ausência de desidratação, medicação ou outras doenças que possam 

explicar 

plausivelmente essa alteração; 

b) Retenção urinária grave ou incontinência urinária nos primeiros cinco anos de 

doença (excluindo incontinência de urgência crônica de pequena quantidade 

em mulheres). Nos homens, a retenção urinária não deve ser atribuída a doença da 

próstata e deve estar associada a disfunção erétil. 

6. Quedas recorrentes, numa frequência maior de que uma vez ao ano, em decorrência 

de prejuízo do equilíbrio, dentro de três anos do início dos sintomas; 

7. Presença de anterocólis distônico ou contraturas das mãos ou pés nos primeiros 10 

anos de doença; 
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8. Ausência de qualquer característica não motora comum da doença nos primeiros 

cinco anos de sintomas. Isso inclui disfunção do sono (insônia, sonolência diurna 

excessiva ou transtorno comportamental do sono REM -TCSR), disfunção autonômica 

(constipação intestinal, urgência urinária diurna), hiposmia ou alterações 

psiquiátricas (depressão, ansiedade ou alucinações); 

9. Fraqueza de natureza piramidal ou clara hiperreflexia patológica (excluindo 

assimetria reflexa leve e resposta plantar extensora isolada) sem causa definida; 

10. Parkinsonismo simétrico bilateral, em que o paciente ou cuidador relata início 

bilateral dos sintomas, sem predomínio lateral e tal predomínio não é observado no 

exame clínico objetivo. 
 

1.3. DP pré-motora e não motora 

 

Ainda que a disfunção dopaminérgica seja o marco neuropatológico que define a 

DP, reconhece-se nela a capacidade de afetar diversos outros sistemas, provocando uma 

ampla gama de sintomas, tanto motores quanto não motores (Costa et al., 2023). Ao longo 

do curso da doença, observa-se o envolvimento não só do sistema dopaminérgico 

nigroestriatal, mas também dos sistemas noradrenérgico, colinérgico e outros (Barone, 

2010). Portanto, muitos, se não todos, os pacientes portadores de DP apresentam sintomas 

não motores (Munhoz et al., 2015). 

Ao redor da década de 2000, estudos observacionais e longitudinais começaram a 

identificar sinais sem relação ao quadro motor que antecediam por vários anos o 

aparecimento dos sinais de bradicinesia, rigidez e tremor, como os distúrbios na olfação 

(Gelber; Launer; White, 2012; Ross et al., 2008), depressão (Leentjens et al., 2003), 

ansiedade (Weisskopf et al., 2003) e constipação intestinal (Gelber; Launer; White, 2012; 

Savica et al., 2009). No entanto, a presença desses sinais não permite suspeitar do 

diagnóstico clínico da doença antes dos sinais motores, vista a sua alta inespecificidade 

(Gonera et al., 1997). 

Os transtornos do sono também podem preceder ou coexistir com o quadro motor 

da DP, merecendo um destaque especial. Dentre eles, de forma mais específica, há o 

distúrbio comportamental do sono REM (DCSREM), definida como uma parassonia, ou 

seja, um comportamento episódico não desejável ou desagradável, que ocorre no início 

do sono, durante o sono ou no despertar (Mahowald; Bornemann; Schenck, 2004). 

Neurofisiologicamente, o DCSREM se define como a perda da atonia muscular que 
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normalmente acontece durante o estágio do sono REM (Munhoz et al., 2015). 

Clinicamente, é caraterizado por comportamentos aberrantes que acontecem durante o 

sono, com encenação de sonhos que envolvem movimentos complexos e não 

estereotipados, sendo esses gestos leves ou até mesmo movimentos violentos, como socos 

e chutes, podendo causar lesões no paciente e no seu parceiro ou parceira na cama 

(Oliveira; Cardoso, 2021). Em um estudo reconhecido, os portadores dessa condição 

evoluíram para parkinsonismo em 38% dos casos, após 13 anos do aparecimento dos 

problemas de sono (Schenck; Boeve; Mahowald, 2013). Dados da literatura apontam para 

essa condição como um marcador de sinucleinopatias, que envolvem doenças como a DP, 

atrofia de múltiplos sistemas, demência por corpos de Lewy, Doença de Alzheimer e 

Falência autonômica pura (Pure Autonomic Failure) (Barone; Henchcliffe, 2018). 

Com a evolução da doença e o surgimento dos sinais motores, aparecem 

concomitantemente mais sinais não motores, que impactam diretamente na qualidade de 

vida dos portadores de DP (Antonini et al., 2012), que não são somente decorrentes da 

progressão da neurodegeneração, mas, por vezes, associados a efeitos colaterais 

indesejáveis do tratamento (Zhang et al., 2021). 

A seguir, apresenta-se uma tabela detalhando os sinais não motores mais comuns 

(Zesiewicz, 2019). 
  

Tabela 4 - Sinais não motores (Zesiewicz, 2019) 

Sinais Não Motores  

Neuropsiquiátricos Depressão. 

Ansiedade (transtornos do humor). 

Apatia. 

Transtorno do controle do impulso. 

Psicose. 

Anedonia. 

Alucinações. 

Abulia. 

Transtorno de déficit de atenção. 

Ataques de pânico. 

Cognitivos Disfunção executiva 

Perda de memória 
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Demência 

Autonômicos Hipotensão ortostática 

Constipação 

Incontinência fecal 

Náusea 

Vômito 

Salivação excessiva 

Incontinência urinária e urgência 

Disfunção sexual 

Reflexos cardíacos alterados 

Disfunção olfativa 

Disfunção gastrointestinal 

Sudorese aumentada 

Disfagia 

De sono Insônia 

Letargia 

Sonolência excessiva diurna 

Síndrome das pernas inquietas 

Ataques de sono 

Movimentos periódicos dos membros durante o 

sono 

Transtorno comportamental do sono REM 

Sonhos vívidos 

Sensitivos Anosmia 

Dor 

Ageusia 

Dormência 

Parestesia. 
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1.4. Histórico 

 

Há descrições de quadros clínicos de parkinsonismo encontradas em textos 

antigos da cultura indiana e chinesa, assim como fenômenos de tremor de repouso e 

transtornos de marcha foram previamente descritos no século XVII e XVIII (Goetz, 

2011). Entretanto, antes do século XIX, a percepção da DP como uma condição distinta 

era inexistente. Foi apenas em 1817 que o médico inglês James Parkinson fez a primeira 

descrição da doença como uma síndrome neurológica no seu trabalho intitulado “Ensaio 

sobre a Paralisia Agitante” (“An Essay on Shaking Palsy “) (Parkinson, 1817).  

Nessa publicação, ele identificou a doença e a nomeou com base em dois dos seus 

sinais mais característicos: o clássico tremor “Shaking”, e a bradicinesia, que ele alcunhou 

como “Palsy” ou paralisia (Bologna et al., 2020). 

Na segunda metade do século XIX, começa a surgir um grande interesse na DP e 

contribuições de vários neurologistas levam a uma melhor definição do quadro clínico da 

doença. Dentre esses, certamente o maior contribuidor foi o prof. Jean-Martin Charcot, 

que propôs a mudança do termo Paralisia agitante para a DP, em homenagem a James 

Parkinson, além de contribuir para a melhor descrição do quadro clínico, caracterizando 

o tremor de repouso nas mãos, a rigidez muscular, a instabilidade postural e a 

bradicinesia. Charcot também fez uma série de detalhamentos clínicos no diagnóstico da 

DP, como a demonstração da ausência de fraqueza muscular, a caracterização da fácies e 

postura, a descrição da presença de disartria, disfagia, micrografia e alterações 

autonômicas. Por fim, ele apresentou critérios para o diagnóstico diferencial e sugeriu o 

primeiro tratamento para a doença (Teive, 1998). 

A descoberta da SN, estrutura-chave na gênese da doença, foi realizada por Félix 

Vicq d'Azyr em 1786 (Parent, 2007), mas somente no final dos anos 1800, Paul Blocq e 

Georges Marinesco, alunos do Prof. Charcot, identificaram uma possível ligação entre 

esta estrutura e a DP, ao estudar um homem com tuberculose internado na ala neurológica 

do hospital de La Salpêtrière. Esse indivíduo sofria de um tremor parkinsoniano unilateral 

e na autópsia, Blocq e Marinesco descobriram um tumor encapsulado confinado à SN, 

contralateral ao lado afetado. Os autores concluíram, assim, que o tremor, nesse caso 

específico, era decorrente de uma lesão nessa estrutura (Fénelon; Walusinski, 2021). Este 

trabalho pioneiro, publicado em 1893, levou Edouard Brissaud a formular, em 1895, a 

hipótese de que a SN é o principal sítio patológico da DP (Brissaud, 1899). A hipótese de 

Brissaud foi validada em 1919 por Constantin Trétiakoff (Tretiakoff, 1919) numa tese 
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notável que resumia um estudo da SN, em pacientes post-mortem realizado no laboratório 

de Marinesco. Os resultados de Trétiakoff foram confirmados por estudos 

neuropatológicos detalhados realizados na década de 1930 e pela descoberta, na década 

de 1960, da natureza dopaminérgica dos neurônios nigroestriatais que se degeneram na 

DP (Parent; Parent, 2010). 

 
 
1.5. Neuropatologia da DP 

 

As principais características patológicas da DP são a degeneração de neurônios 

dopaminérgicos na Substantia Nigra pars compacta (SNpc), com a sua subsequente 

despigmentação, assim como a presença de Corpúsculos de Lewy (CL) (Balestrino; 

Schapira, 2020). Esses últimos são inclusões intraneuronais, redondas, eosinofílicas, com 

um núcleo hialino e um halo periférico pálido, compostos por mais de 90 proteínas, sendo 

os seus principais componentes a α-sinucleína e a ubiquitina. A α-sinucleína tem a 

propensão de desdobrar-se, tornando-se insolúvel, o que leva à formação de agregados 

amiloides ricos em folhas beta, que se acumulam e formam inclusões intracelulares. Os 

intermediários neste processo de agregação são as formas tóxicas oligoméricas e 

protofibrilares que prejudicam a função mitocondrial, lisossomal e proteasomal, 

danificam as membranas biológicas e o citoesqueleto, alteram a função sináptica e causam 

degeneração neuronal (Xu; Pu, 2016). 

 

1.6. Etiologia da DP 

 

Do ponto de vista molecular, apesar de grandes esforços e extensivos estudos, a 

etiologia da DP permanece ainda incerta. O maior volume de conhecimento sobre os 

mecanismos patológicos da doença deriva de protocolos experimentais nos modelos 

animais de primatas não-humanos e de roedores, ao receberem 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP) (Jackson-Lewis et al., 2015) ou 6-hidroxidopamina (6-

OHDA) (Hernandez-Baltazar; Zavala-Flores; Villanueva-Olivo, 2017). Entretanto, o 

espectro clínico e neuropatológico da DP é muito mais complexo do que as condições 

mimetizadas nos modelos farmacológicos (El-Gamal et al., 2021), pois não há modelo 

pré-clínico da DP que consiga reproduzir por inteiro todas as faces neuropatológicas e 

clínicas da doença (Cenci; Björklund, 2020). 



 27 

Há evidência de que disfunções mitocondriais, o estresse oxidativo e a depuração 

anormal de resíduos celulares (autofagia), dentre outros fenômenos em nível celular, 

teriam um papel central tanto no envelhecimento biológico assim como na gênese de 

doenças neurodegenerativas, dentre elas a DP (Lin; Beal, 2006). Essa afirmação pode ser 

especialmente relevante nos neurônios, vista a natureza pós-mitótica e a limitada 

capacidade de regeneração dessas células, o que as levaria a acumular resíduos 

metabólicos e defeitos moleculares à medida que envelhecem (González-Casacuberta et 

al., 2019).  

Em uma revisão publicada por Salamon e colaboradores em 2020 (Salamon et al., 

2020), elencam-se os mais importantes processos patológicos associados à DP, 

detalhados a seguir: 

a) Atividade alterada da monoamino oxidase B (MAO-B): evidências 

experimentais mostram que níveis elevados de MAO-B em astrócitos podem 

induzir patologias similares à DP, exacerbando o processo degenerativo na doença 

e sugerindo que inibidores da MAO-B (IMAO-B) reduziriam essa ativação 

astroglial, supostamente prejudicial, assim como a neurodegeneração decorrente 

desse processo (Tong et al., 2017); 

b) Estresse oxidativo: a neurodegeneração na DP é um fenômeno ainda não 

inteiramente conhecido, mas ao que parece, é decorrente da interação de vários 

mecanismos que funcionam em retroalimentação, em que os insultos primários 

levam a um estresse oxidativo que danifica proteínas patogênicas celulares, chave 

desse processo, assim como desorganiza as membranas lipídicas que, por sua vez, 

causam mais produção de espécies reativas de oxigênio ou ROS  (reactive oxygen 

species) (Dias; Junn; Mouradian, 2013). No encéfalo de uma pessoa portadora de 

DP, as ROS seriam originadas, principalmente, do metabolismo da dopamina, da 

disfunção mitocondrial e da neuroinflamação (Dias; Junn; Mouradian, 2013); 

c) Níveis elevados de Ferro: foi previamente estabelecido que a concentração de 

ferro do sistema extrapiramidal é anormal no parkinsonismo, porém o papel dessa 

alteração na fisiopatologia da DP não é bem definido (Foley; Hare; Double, 2022). 

As vias degenerativas associadas ao ferro podem desempenhar um papel no 

processo progressivo de neurodegeneração na DP (Gerlach et al., 2006); 

d) Excitotoxicidade glutamatérgica: é um processo patológico no qual a 

estimulação excessiva dos receptores de glutamato no encéfalo leva à morte de 

células nervosas (Kirdajova et al., 2020). O glutamato é um neurotransmissor 
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excitatório crucial que desempenha um papel importante na comunicação entre 

neurônios (Pinky et al., 2018), mas quando em excesso, como pode ocorrer em 

várias condições neurológicas e lesões cerebrais, os neurônios podem se tornar 

superexcitados, desencadear um influxo de íons de cálcio nas células nervosas e 

levar a uma série de eventos tóxicos intracelulares, que podem resultar na sua 

morte (Mattson, 2019). O fenômeno pode também estar associado à disfunção das 

células da glia. Além disso, a recaptação inadequada de glutamato é considerado 

um marco comum em diferentes doenças neurodegenerativas, dentre elas, a DP 

(Iovino; Tremblay; Civiero, 2020); 

e) Agregação e desdobramento anormal de proteínas: ainda que a DP seja uma 

doença esporádica, há casos da doença decorrentes de mutações monogênicas 

(JIa; Fellner; Kumar, 2022). Uma delas é a DP associada às mutações no gene 

SNCA, que induz a um parkinsonismo de herança autossômico dominante, que 

apresentam agregações de α-sinucleína que interferem no sistema proteosomo-

ubiquitina, acelerando a produção de CL (Kon et al., 2023); 

f) Redução de fatores tróficos: os fatores neurotróficos são um conjunto de 

proteínas amplamente investigadas no contexto de doenças neurodegenerativas, 

pois estão envolvidas no desenvolvimento, sobrevida e manutenção do sistema 

nervoso (Bondarenko; Saarma, 2021). Na DP, há mudanças na regulação de 

fatores neurotróficos específicos, assim como nos seus receptores, que parecem 

ser relevantes na degeneração neuronal (Sampaio et al., 2017);  

g) Homeostase alterada do cálcio: diferentemente dos neurônios dopaminérgicos 

da Área Tegmental Ventral, ou VTA (Ventral Tegmental Area), que possuem uma 

alta capacidade de equilibrar o desbalanço de cargas decorrentes do fluxo de íons 

cálcio, os neurônios dopaminérgicos da SN, por causa da maior quantidade de 

canais de cálcio tipo L, lidam com um maior influxo de cálcio intracelular, o que 

parece desencadear morte neuronal (Verma; Ravindranath, 2020). Por isso, foi 

proposto que o desbalanço na homeostase do cálcio pode ser a causa da 

degeneração seletiva de neurônios dopaminérgicos na SN (Zhang et al., 2022); 

h) Neuroinflamação: há evidências do aumento da atividade da ciclooxigenase – 

2 (COX-2) em pacientes parkinsonianos (Teismann, 2012). Além disso, as 

micróglias poderiam contribuir para a morte celular, produzindo moléculas pró-

inflamatórias, como prostaglandinas, interleucinas e espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio (Allain; Bentué-Ferrer; Akwa, 2008); 
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i) Apoptose: há evidências de aumento da expressão de proteínas associadas a vias 

apoptóticas, como a p53 e a caspase-3, tanto em modelos animais como em seres 

humanos (Allain; Bentué-Ferrer; Akwa, 2008); 

j) Defeitos no retículo endoplasmático: a agregação de α-sinucleína interfere no 

funcionamento adequado do transporte vesicular pelo retículo endoplasmático e 

pelo aparelho de Golgi (Cooper et al., 2006). 

 

O modelo neuropatológico proposto por Braak e colaboradores (2003) explicaria 

a progressão da DP, inicialmente com sinais não motores, progredindo para o 

aparecimento dos sinais cardinais da doença, até evoluir para um quadro demencial 

(Braak et al., 2003). É um modelo sequencial de formação de CLs e de deposição de α-

sinucleína, começando no núcleo motor dorsal dos nervos glossofaríngeos, vago e núcleo 

olfatório anterior, com posterior propagação para o tronco cerebral, mesocórtex e 

alocórtex, até finalmente atingir o neocórtex. Essa hipótese encontra suporte em 

evidencias que identifica-se que a α-sinucleína tende a espalhar-se através dos neurônios, 

de uma forma semelhante à dos príons, em um mecanismo de transmissão compatível 

com a progressão das alterações patológicas descritas por Braak e colaboradores 

(Brundin; Ma; Kordower, 2016) e há também evidencias que sugerem que a agregação 

de α-sinucleína pode começar nos plexos autonômicos intestinais com posterior 

propagação rostral, parcialmente influenciada pela microbiota intestinal (Balestrino; 

Schapira, 2020). 

Entretanto, é importante salientar que a proposta de Braak e colaboradores sofre 

várias críticas por vários motivos. Dentre elas, a de não possuir perfeita correlação 

anátomo-clínica com a progressão da doença (Halliday et al., 2008). Outra crítica é a de 

basear-se somente no estudo neuropatológico da presença de α-sinucleína, sem considerar 

outras alterações neuropatológicas, como a denervação dopaminérgica, que pode 

anteceder a formação de CL (Milber et al., 2012). Outra deriva do fato de que a presença 

de CL não necessariamente levará ao indivíduo a desenvolver demência (Halliday; 

Mccann; Shepherd, 2012). A teoria de Braak e colaboradores também não consegue 

explicar diferentes características neuropatológicas que os portadores de DP apresentam, 

associadas às diferenças nas suas manifestações clínicas (Jellinger, 2019). 
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1.7. Epidemiologia da DP 

 

O estudo da epidemiologia da DP é muito complexo, envolvendo fatores próprios 

do indivíduo, como o sexo biológico e a idade, além de fatores genéticos que se 

relacionam entre eles, assim como se interrelacionam com o meio ambiente (Periñán et 

al., 2022). 

Dentre os fatores próprios do indivíduo, a idade é o principal fator de risco para 

desenvolver DP, sendo que os seus sinais motores aparecem numa idade média de 60 

anos, com aumento da incidência da doença com o tempo, visto que em populações entre 

50 e 59 anos de idade, a incidência da doença é de 17,4 em 100.000, mas entre os 70 e 79 

anos, alcança valores de 93,1 em 100,000 pessoas por ano (Lees; Hardy; Revesz, 2009).  

Com o envelhecimento e o aumento da expectativa de vida da população global, 

doenças mais prevalentes em idosos, dentre elas a DP, recebem crescente atenção por 

parte da comunidade científica. Em junho de 2022, a Organização Mundial da Saúde 

publicou uma nota técnica intitulada “Doença de Parkinson: Uma abordagem de Saúde 

Pública”, apontando que o impacto global da PD vem aumentando de forma mais 

acelerada do que qualquer outra doença neurológica (World Health Organization, 2022). 

Tsalenchunk e colaboradores (2023) fizeram referência à prevalência estimada na 

DP, que se encontra entre 1 e 3% das pessoas acima de 65 anos e ao redor de 5% das 

pessoas acima de 85 (Tsalenchuk; Gentleman; Marzi, 2023). As taxas de incidência da 

DP oscilam entre 8 e 18 por 100.000 pessoas/ano, calculadas em estudos prospectivos 

populacionais (LEE; Gilbert, 2016).  

O sexo biológico também é um fator importante no desenvolvimento e na 

expressão fenotípica da DP, visto que o risco de desenvolver a doença é 1.5 (Moisan et 

al., 2016) a duas vezes (Baldereschi et al., 2000) maior nos homens do que nas mulheres. 

Entretanto, as mulheres possuem uma taxa de mortalidade mais elevada, assim como uma 

progressão mais rápida da doença (Cerri; Mus; Blandini, 2019). Essas diferenças podem 

estar associadas a mecanismos genéticos associados ao sexo, a diferenças específicas à 

exposição a algum fator ambiental ou em decorrência da desigualdade ao acesso a 

cuidados de saúde (Kalia; Lang, 2015). 

É provável que a maioria dos casos de DP tenham uma origem multifatorial, 

resultante dos efeitos combinados de fatores ambientais e genéticos (Jankovic; Tan, 

2020), sumariamente abordados a seguir. 
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1.7.1. Fatores genéticos 

 

Os últimos anos presenciaram um grande avanço no que é relacionado à 

identificação de genes diretamente ligados à DP, auxiliando no diagnóstico e propondo 

novos alvos terapêuticos para a doença (Simon; Tanner; Brundin, 2020).  

Na década de 90, identificou-se nas famílias portadoras de DP, com um padrão de 

herança mendeliana autossômico dominante, uma mutação ligada ao gene da α-sinucleína 

(SNCA)(Polymeropoulos et al., 1996). Essa descoberta ajudou a estabelecer a associação 

entre a α-sinucleína e a formação dos CL (Singleton et al., 2003; Tu et al., 1998). 

Alguns anos depois, foi descrita outra forma de DP com o mesmo padrão de 

herança, associada a mutações no gene LRRK2 (Zimprich et al., 2004). Essa mutação 

induz uma DP clinicamente muito similar à forma idiopática, com início geralmente após 

os 50 anos, presente ao redor de 5% em pacientes portadores de DP, além de estar presente 

em 1 a 2% de todos os casos da doença (Paisán-Ruiz; Lewis; Singleton, 2013). O gene 

LRRK2 está envolvido na síntese de uma quinase e, ainda que as evidências mais robustas 

apontem para uma associação entre uma atividade aumentada dessa enzima e seus efeitos 

deletérios, os esforços de bloquear os seus efeitos tenham mostrado alguns resultados 

positivos, comprovar essa atividade em modelos in vivo tem sido desafiador (Dächsel; 

Farrer, 2010). 

Foram também identificadas outras mutações associadas à DP que seguem uma 

herança mendeliana autossômico recessiva. Ainda na década de 90, foram identificados 

genes associados a DP de início precoce, abaixo dos 50 anos (Mehanna et al., 2022), 

como o gene PARKIN (Kitada et al., 1998). Posteriormente, foi descrito o gene PINK1 

(Valente et al., 2004). As mutações nesses genes induzem a uma disfunção mitocondrial, 

também presente em formas de DP não associadas a esse mecanismo genético (Zheng et 

al., 2010), o que levou também a considerar a mitocôndria como envolvida na gênese da 

doença assim como possível alvo terapêutico. 

Apareceram também outras descrições de DP que seguem um padrão de herança 

autossômica recessiva, decorrentes de mutações no gene DJ-1 (Bonifati et al., 2003), 

relacionado a fatores antioxidantes (Raninga; Di Trapani; Tonissen, 2017). 

Um relevante fator genético que aumenta o risco de desenvolver DP está 

relacionado à mutações no gene GBA, ligado à doença de Gaucher, uma síndrome 

genética de herança autossômico recessiva e provocada por um metabolismo lisosomal 

defeituoso, com amplo espectro clínico, que envolve hepatomegalia, esplenomegalia, 
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anemia, trombocitopenia, distúrbios ósseos, dentre outros (Clark et al., 2005). Riboldi e 

Di Fonzo, em uma revisão publicada em 2019, evidenciam que a mutação do gene GBA 

é considerada o fator de risco genético mais relevante para desenvolver DP, sendo que 

aproximadamente 9,1% dos portadores da mutação desenvolverão a doença. Além disso, 

os indivíduos que carregam a mutação em heterozigose possuem um risco aumentado de 

cinco vezes de desenvolver DP. Se, por outro lado, o indivíduo carregar a mutação em 

homozigose, o risco aumenta para dez a vinte vezes. Estima-se que de 2 a 30% de todos 

os portadores de DP carreguem mutações no gene GBA (Riboldi; Di Fonzo, 2019). 

Fatores envolvidos na genética da DP interagem de uma forma complexa. 

Mutações comuns podem contribuir para aumentar o risco de desenvolver DP, 

interagindo com outros fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (Van Heesbeen; 

Smidt, 2019). Em 2019, publicou-se um estudo robusto utilizando associações de genes 

presentes em bancos de dados genéticos populacionais (GWAS, Genome-Wide 

Association Study), que identificou 70 loci que conferem um risco aumentado de 

desenvolver DP, que respondem por um risco indireto de 16 a 36% de desenvolver a 

doença (Nalls et al., 2019). 

Em suma, entre 3 e 5 % dos casos da DP tem uma ligação direta a mutações 

genéticas bem estabelecidas (Bloem; Okun; Klein, 2021). Entretanto, as mutações 

genéticas mais comuns associadas à DP têm uma penetrância incompleta, indicando que 

outros fatores ambientais ou genéticos estão envolvidos. Um estudo que comparou as 

taxas de concordância entre gêmeos monozigóticos e dizigóticos estimou a 

hereditariedade da DP em 30%, sugerindo que a maioria do risco de DP está relacionada 

com fatores ambientais e comportamentais (Simon; Tanner; Brundin, 2020).  

 
1.7.2. Fatores ambientais 

 

Identificou-se que a exposição às substâncias químicas tóxicas e que os 

traumatismos cranianos podem aumentar o risco de DP, mas fatores relacionados com o 

estilo de vida, assim como os de suscetibilidade genética podem diminuir esse risco 

(Simon; Tanner; Brundin, 2020). 

Identifica-se também variações geográficas, sendo que a prevalência da DP 

reportada na Europa, América do Norte e América do Sul é maior do que a referida na 

África, Ásia e países árabes (Kalia; Lang, 2015).  
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Muitas exposições ambientais associadas ao risco de desenvolver DP têm sido 

exploradas, mas ainda é muito difícil identificar aquelas que são críticas e causais na 

etiologia da doença (Figura 1). 

 

Figura 1 - Fatores de risco associados à DP. Modificado de Tsalenchuk; Gentleman; Marzi (2023) 

 

Curiosamente, existem inúmeros fatores que se mostram negativamente 

associados ao risco de DP. O consumo de cigarros é um desses, que mostra uma forte 

relação dose-resposta negativa com o risco de DP: quanto maior for o tempo ou a 

quantidade de cigarros que os participantes fumavam, menor era a probabilidade de 

desenvolverem DP (Galanaud et al., 2005; Wirdefeldt et al., 2011). A causa dessa 

associação ainda é desconhecida. O cigarro possui mais de 8000 compostos, sendo os 

principais candidatos para o efeito protetor contra a DP, a nicotina, assim como vários 

outros alcaloides presentes em doses mais baixas, provavelmente pelos seus efeitos 

dopaminérgicos e de inibição do monoamino oxidase (HONG et al., 2022), bem como 

por mecanismos epigenéticos (Angelopoulou et al., 2022). 

 O consumo de café está também associado a um menor risco tanto do 

aparecimento como da progressão da DP (Hong; Chan; Bai, 2020). Tanto a cafeína como 

a eicosanoil-5-hidroxitriptamida (EHT), presentes no café, poderiam explicar esse 

fenômeno, visto que elas conseguem aumentar a atividade da Proteína Fosfatase 2A 

(PP2A), responsável pela desfosforilação da α-sinucleína, e a sua consequente menor 

agregação (Yan et al., 2018). Outra possibilidade seria que indivíduos nas fases 
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prodrômicas da DP, com níveis encefálicos mais baixos de dopamina, apresentariam um 

padrão de comportamento mais avesso ao risco e consumiriam menos tabaco e café 

(Dagher; Robbins, 2009), mas essa hipótese dificilmente poderá ser solidamente testada, 

visto que os dados da literatura sobre a chamada “personalidade parkinsoniana” 

apresentam dificuldades metodológicas que impactam na sua qualidade (Ishihara; 

Brayne, 2006). Mais recentemente se aventou uma teoria inspirada na descrição da origem 

da DP por Braak e colaboradores (Hawkes; Del Tredici; Braak, 2007), na qual se sugere 

que a cafeína e o tabaco alterariam a microbiota intestinal de forma a atenuar o 

desdobramento da α-sinucleína nos neurônios entéricos, reduzindo, assim, a progressão 

da doença (Derkinderen; Shannon; Brundin, 2014).  

Outros fatores negativamente correlacionados incluem o uso de ibuprofeno, 

exercício físico e níveis plasmáticos de urato, embora com resultados contraditórios 

(Tsalenchuk; Gentleman; Marzi, 2023). 

Outros fatores ambientais também estão associados a um aumento do risco de DP. 

Há evidências sugerindo que a exposição a produtos químicos como pesticidas, herbicidas 

e solventes está implicada na gênese da DP. Pesquisas que abordam a exposição a 

pesticidas e herbicidas são mais abundantes na literatura, em decorrência da similaridade 

estrutural molecular do herbicida Paraquat (Di Monte et al., 1986) e do pesticida 

Rotenona (Mcnaught et al., 1996) com o MPTP. O MPTP é um subproduto obtido da 

síntese inadequada do potente derivado opioide 1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina 

(MPPP), que induziu sintomas de DP em usuários de heroína na década de 1970, quando 

inadvertidamente injetaram a neurotoxina via endovenosa acreditando tratar-se de MPPP, 

produzida em laboratórios clandestinos (Davis et al., 1979; Langston et al., 1983). 

Assim, a atividade agrícola e a moradia em ambiente rural são consideradas como 

fatores de risco de desenvolver DP, provavelmente, em decorrência do contato com 

pesticidas e herbicidas (Pouchieu et al., 2018). Paralelamente, viver em áreas urbanas 

com elevados níveis de poluição atmosférica também têm sido associado a um risco 

acrescido de desenvolver DP (Jo et al., 2021).  

Em relação aos riscos ocupacionais associados à DP, soldadores e trabalhadores 

da mineração estão também expostos a um risco aumentado de desenvolver a doença 

(Racette et al., 2017; Zeng et al., 2021). Acredita-se que o risco esteja relacionado à 

exposição desses indivíduos a metais pesados (Coon et al., 2006; Gorell et al., 1997), 

porém, outros relatos não corroboraram esses achados (Frigerio et al., 2005). 
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Trabalhadores expostos a solventes como o tricloroetileno teriam também um 

risco aumentado de desenvolver DP (Goldman et al., 2012), mas novamente outras 

publicações mostraram dados contraditórios (Miranda; Greenamyre, 2020).  

Dentre outras associações positivas com o risco de desenvolver DP, foi estudado 

o traumatismo cranioencefálico com perda de consciência (Jafari et al., 2013) ou mesmo 

leve (Gardner et al., 2018), o consumo de produtos lácteos (Domenighetti et al., 2022), o 

uso de ß- bloqueadores (Gronich et al., 2018), ainda que com resultados conflitantes 

provenientes de outros autores (Nielsen et al., 2018), e o diagnóstico de depressão e 

ansiedade (Jacob et al., 2010).  

Os esforços para reconhecer fatores de risco associados à DP são de grande 

importância para a implementação de medidas preventivas com o objetivo de reduzir a 

prevalência e incidência da doença (Miranda et al., 2022). 

 

1.8. Tratamento 

 

O professor Charcot, em 1877, propôs que alcaloides derivados da Atropa 

belladonna, conhecida pelo nome comum de beladona, poderiam ser usados para o 

tratamento da doença (Teive, 1998). Essas substâncias apresentam uma ação 

antiparkinsoniana moderada e foi a única opção terapêutica medicamentosa por 100 anos, 

até o desenvolvimento de agentes anticolinérgicos sintéticos com ação antiparkinsoniana 

mais específica (Kopin, 1993).  

Perante os resultados pouco animadores com as opções terapêuticas 

medicamentosas disponíveis à época, iniciaram-se experiências de tratamentos 

cirúrgicos. O primeiro tratamento cirúrgico para a redução de sinais motores da DP foi 

realizado em 1912 por Leriche, na França, ao fazer uma rizotomia posterior que 

apresentou resultados pouco consistentes (Leriche, 1912 apud Walter; Abosch; Vitek, 

2005). Posteriormente, outros tratamentos cirúrgicos foram inseridos, como a cordotomia 

cervical, simpatectomias, ganglionectomias, tireoidectomias e dentatectomia cerebelar, 

porém, foram abandonados ao apresentar resultados variáveis na rigidez e frequente piora 

do tremor (Speelman; Bosch, 1998).  

James Parkinson previamente relatou uma melhoria temporária do tremor após 

um infarto cerebral, observação confirmada um século mais tarde (Patrick, 1922). 

Baseado nessas observações, assim como em experiências prévias em modelos animais, 

Bucy e Case extirparam as áreas quatro e seis de Brodmann, tratando com sucesso um 
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paciente com “tremor pós-traumático intencional e de repouso”, que apresentou como 

efeito colateral uma leve hemiparesia (Bucy, 1939). Assim, outros cirurgiões começaram 

a realizar lesões corticais para tratar as hipercinesias e o tremor parkinsoniano (Reid, 

1948).  

Por volta de 1950, os procedimentos corticais foram abandonados por causa dos 

resultados decepcionantes, as dificuldades técnicas para a realização do procedimento e 

o alto índice de complicações (Walter; Abosch; Vitek, 2005). 

Foram exploradas no seu lugar, as transecções do trato córtico-espinhal, como a 

cordotomia cervical lateral (Oliver, 1950) e a pedunculotomia mesencefálica (Walker, 

1952). 

Em 1939, Meyers obteve sucesso ao fazer uma ressecção transventricular de dois 

terços do núcleo caudado direito para tratar um paciente com parkinsonismo pós-

encefalítico e grave tremor de repouso em hemicorpo esquerdo (Meyers, 1951). Após 

essa abordagem revolucionária, os tratamentos neurofuncionais para o manejo dos sinais 

motores da DP focaram-se, principalmente, no Globo pálido e na ansa lenticularis, porém 

com altíssima mortalidade, atingindo até 41% em algumas séries (Guridi; Lozano, 1997). 

As técnicas estereotáxicas que tiveram os seus primórdios no final de 1800 e início 

de 1900, disseminaram-se na década de 1950. Inicialmente, os alvos eram os mesmos do 

que os utilizados na via aberta, mas após os resultados de Hassler em 1955, o tálamo 

começa a ser o alvo mais utilizado para o tratamento neurofuncional da DP (Bosch, 1986). 

Nesse período, apareceram evidências das funções neurais da dopamina e do seu 

precursor, Levodopa (L-DOPA), em modelos animais (Carlsson et al., 1958; Weil-

Malherbe; Bone, 1957) e logo após, nos encéfalos humanos (Montagu, 1957; Sano et al., 

1959). Nos primeiros anos da década de 1960, iniciaram-se os primeiros estudos com o 

uso clínico da L-DOPA (Hornykiewicz, 2010) e em 1967, foi definido o seu papel como 

o fármaco isolado mais potente e eficaz contra os sinais motores da DP (Cotzias; Van 

Woert; Schiffer, 1967).  

Porém, alguns anos após o início do uso da L-DOPA, ficou aparente que o seu uso 

não impedia a evolução da doença, assim como induzia importantes efeitos adversos 

(Agid; Chase; Marsden, 1998). Nesse contexto, os tratamentos cirúrgicos, deixados 

parcialmente de lado, reemergiram (Walter; Abosch; Vitek, 2005). 

Na década de 1970, as talamotomias guiadas por estereotaxia ganharam 

novamente força, principalmente no tratamento de tremores fármaco-resistentes 

(Speelman; BOSCH, 1998). Com a evolução do conhecimento fisiopatológico dos 
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núcleos da base, na década de 1990, as palidotomias voltam a aparecer no cenário 

terapêutico cirúrgico da PD, focando-se na área sensório motora no Globo pálido interno 

(GPi) (Guridi; Lozano, 1997) 

Ao identificar que estímulos elétricos de alta frequência, acima de 100 Hz, 

induzem os mesmos sinais que as lesões ablativas em estruturas subcorticais encefálicas 

(Benabid et al., 1991), Benabid e colaboradores (1987), de forma pioneira, conseguem 

tratar um paciente portador de tremor parkinsoniano por estimulação cerebral profunda 

de alta frequência no tálamo (Benabid et al., 1987). Aparece, assim, a neuromodulação 

invasiva pela estimulação cerebral profunda, ou DBS na sua sigla em inglês (Deep Brain 

Stimulation), o ponto de inflexão na história do tratamento neurocirúrgico da DP. 

Atualmente, os dois alvos anatômicos para o tratamento dos sinais motores da DP 

são o GPi e o Núcleo subtalâmico (NST), sendo o último, o mais utilizado (Zrinzo, 2024).  

 

1.9. Estimulação cerebral profunda (DBS) 

 

A DBS é um tratamento pelo qual é possível modular a atividade de estruturas 

encefálicas profundas por uma corrente elétrica. Isso é feito após a implantação de 

eletrodos intracerebrais, utilizando técnicas de estereotaxia, enquanto o segmento 

extracraniano do dispositivo é conectado a um gerador de impulsos implantado na região 

infraclavicular do paciente (Pycroft; Stein; Aziz, 2018). 

Os eletrodos geralmente usados hoje na prática clínica são constituídos por quatro 

contatos eletricamente ativos, que permitem estimulação quadripolar catódica e anódica 

(Krauss et al., 2021).  

Os parâmetros de estimulação entregues pelo gerador de impulsos aos eletrodos 

cerebrais são definidos pelo neurologista assistente, por um dispositivo externo de 

programação, sendo que há uma grande variabilidade de parâmetros de estimulação a 

serem ajustados, como a quantidade de corrente, a frequência da estimulação, a duração 

do pulso e a conformação espacial do campo elétrico, o que permite uma ampla gama de 

combinações possíveis (para revisão, ver Merino Ruiz; Guimarães; Mortari, 2022). Os 

seus efeitos são muito relacionados à correta escolha desses parâmetros, assim como a 

distribuição geométrica e espacial tanto da onda elétrica quanto do campo elétrico 

gerados, as propriedades do tecido cerebral alvo, a orientação e distribuição dos corpos 

celulares e das redes neurais presentes na região de implantação, assim como a topografia 

das redes neurais próximas ao contato ativo (Perlmutter; Mink, 2006). 
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1.10. Conceitos básicos de eletricidade, DBS e modulação cerebral 

 

Quando um pulso elétrico num eletrodo de DBS é gerado, os elétrons fluem 

através dos circuitos entre o gerador de impulso e o eletrodo. Na interface eletrodo-tecido 

cerebral, ocorre uma transição de um fluxo de elétrons para um fluxo de íons, que é 

mediada por processos tanto reversíveis, que envolvem um equilíbrio dinâmico entre os 

elétrons ao redor do eletrodo e os íons, sejam positivos ou negativos, próximos da 

superfície metálica do eletrodo (acoplamento capacitivo não-farádico reversível) como 

irreversíveis, de transferência direta de elétrons entre o eletrodo e moléculas presentes no 

tecido que reagem a eles (reações de óxido-redução farádicas) (Kumsa et al., 2016). 

A corrente, medida em amperes (A), é a taxa de fluxo de partículas eletricamente 

carregadas, como elétrons ou íons, que atravessa o tecido neural, criando um campo 

elétrico gerado entre um ânodo e um cátodo do eletrodo (Aum; Tierney, 2018). Esse 

campo elétrico age em um volume de tecido cerebral povoado por estruturas neurais, 

sejam eles corpos celulares, axônios e dendritos. Neles, estimula-se a abertura de canais 

iônicos voltagem dependentes e, se o estímulo for forte o suficiente, um potencial de ação 

é propagado, causando a liberação de neurotransmissores capazes de interagir em 

receptores excitatórios ou inibitórios (Ng et al., 2024). 

A membrana celular em repouso permanece discretamente polarizada, com um 

potencial elétrico transmembrana de aproximadamente -70mV, sendo assim, mais 

sensível a estímulos extracelulares de carga negativa (catódica) para gerar uma 

despolarização com consequente geração do potencial de ação (Brocker; Grill, 2013). É 

assim que os protocolos de neuromodulação profunda utilizam corrente catódica, ainda 

que com relatos de algumas experiências de estimulação anódica (Anderson et al., 2019; 

Kirsch et al., 2018). A estimulação extracelular afeta de igual forma as células locais, as 

aferências neuronais e fibras neuronais circunjacentes (Mcintyre; Foutz, 2013).  

Em uma membrana celular neuronal, a corrente elétrica mínima necessária para 

causar uma resposta excitável em uma célula, quando a duração do estímulo é muito 

longa, é definida pela reobase (Brocker; Grill, 2013). Após definir a reobase, podemos 

definir cronaxia como sendo o menor tempo de duração de um estímulo elétrico 

necessário para excitar uma célula, por uma corrente elétrica de intensidade igual ao 

dobro da reobase (Geddes, 2004).  

Temos que valores típicos para a cronaxia são cerca de 30-200 microssegundos 

para axônios mielinizados e cerca de 1-10 milissegundos para corpos celulares e 
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dendritos, pelo que se deduz que, após uma corrente elétrica provocada pela DBS, é muito 

mais fácil despolarizar axônios mielinizados do que outros elementos neurais 

(Kringelbach et al., 2010), sem deixar de agir nos neurônios do núcleo alvejado pelo 

eletrodo, exercendo efeitos inibitórios (Filali et al., 2004). 

Assim, ainda que inicialmente concebida como uma forma de tratamento com 

funções análogas às técnicas ablativas, visto que a alta frequência elétrica induz uma 

inibição das funções neuronais das estruturas alvos (Chiken; Nambu, 2016), como 

previamente relatado no NST (Meissner et al., 2005; Tai et al., 2003), hoje se sabe que 

as suas funções extrapolam esse efeito inibitório.  

Há evidências de que áreas encefálicas diretamente atingidas pelo eletrodo de 

estimulação são inativadas pela coestimulação dos terminais GABAérgicos pré-

sinápticos e a subsequente liberação do neurotransmissor inibitório GABA (Lozano et al., 

2002), assim como pelo bloqueio da despolarização neuronal. O bloqueio leva à redução 

da atividade celular nos corpos neuronais, induzindo uma despolarização inicial, com a 

posterior cessação dos potenciais de ação neuronais (Vitek, 2002). Há também a ativação 

de vias neuronais próximas aos eletrodos de estimulação que modifica o padrão de disparo 

neuronal nas estruturas aferentes dessas vias, modificando a liberação de 

neurotransmissores, mudando a atividade metabólica e gerando mudanças plásticas 

cerebrais, tanto no local quanto à distância (Hamani; Temel, 2012). 

 

1.11. O modelo animal de DP e a DBS 

 

O estudo dos fenômenos neuropatológicos da DP pode utilizar diferentes modelos 

animais, tanto in vivo como in vitro, com o objetivo de ampliar a compreensão dos 

diferentes aspectos da doença, que estariam restritos se somente abordados nos seres 

humanos (Chia; Tan; Chao, 2020). 

Os modelos de DP em animais, tanto em primatas não humanos induzido por 

MPTP, quanto em roedores, induzido 6-OHDA, forneceram as bases para a evolução do 

conhecimento da fisiopatologia das alterações na atividade funcional dos núcleos da base 

que acontecem na DP (Breit; Schulz; Benabid, 2004). 

No mesmo ano em que Benabid realizou o primeiro procedimento de estimulação 

cerebral profunda, Miller e DeLong, após registos eletrofisiológicos realizados em 

primatas não humanos nos quais foi induzido parkinsonismo por uma infusão de MPTP, 
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demonstraram que o NST apresentava uma excessiva atividade neuronal de disparo 

(Miller; Delong, 1987).  

Em 1989, Albin e colaboradores compilaram todo o conhecimento disponível 

sobre a neuropatologia da DP, principalmente baseados em estudos realizados em 

modelos animais. A partir dessas informações, desenvolveram uma hipótese sobre a 

origem dos distúrbios de movimento, tanto hipercinéticos quanto hipocinéticos. Eles 

sugeriram que esses movimentos anormais resultavam de uma desregulação do 

funcionamento cortical, induzida por alterações nas suas aferências talâmicas. Essas 

alterações seriam consequência de um desequilíbrio nos circuitos córtico-subcorticais, 

ocasionado por mudanças na atividade neuronal nos núcleos da base, como o NST, o GPi 

e a Substantia Nigra pars reticulata (SNpr). O cerne desse desequilíbrio estaria nas 

aferências disfuncionais da SNpc, ocasionadas pela degeneração dos seus neurônios 

dopaminérgicos (Albin; Young; Penney, 1989). 

Essa publicação encorajou a abordagem neurocirúrgica dessas estruturas 

subcorticais. Assim, no início da década de 90, outros autores descreveram a melhoria da 

bradicinesia, da rigidez e do tremor no modelo animal de DP em primatas não-humanos 

após lesões no NST (Aziz et al., 1991; Bergman; Wichmann; Delong, 1990). Esses 

resultados apoiaram a hipótese de atividade excessiva no NST na DP e tanto a sua ablação 

como uma eventual redução na sua atividade neuronal resultariam numa melhoria dos 

sinais motores da doença. 

Em 1993, motivados pelos resultados obtidos por procedimentos ablativos assim 

como os de DBS em primatas não-humanos (Benazzouz et al., 1993), foi realizada a 

primeira DBS no NST em um paciente portador de DP (Pollak et al., 1993). 

Foi assim que importantes avanços na pesquisa em DP foram alcançados com o 

uso do modelo de parkinsonismo em primatas não-humanos. Porém, a sua manipulação 

envolve complexas considerações éticas, além de altos custos, visto o tamanho corporal 

animal, o seu longo tempo de vida e os cuidados que eles demandam. Identifica-se então 

que, desde a década de 1990, mais de 80% da pesquisa pré-clínica em DP utiliza o modelo 

de parkinsonismo em roedores (Konnova; Swanberg, 2018), que ofereceram uma 

plataforma sólida de pesquisa para a evolução do conhecimento da DP. 

Os dados derivados das experiências no uso da DBS na DP, em que os roedores 

ocupam um papel preponderante, revelaram fenômenos cerebrais fisiopatológicos até 

então desconhecidos que contribuíram para um novo marco no conhecimento 

etiopatogênico da doença (Lozano et al., 2019). Por exemplo, foi identificado um 
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aumento na flutuação nas frequências de disparo neuronal na banda beta nos núcleos da 

base, tálamo e córtex, tanto em humanos como em animais (Salvadè et al., 2016), 

inicialmente consideradas como fenômenos irrelevantes. Baseados nesses fenômenos, 

desenvolveram-se novas teorias para explicar a etiopatogênese da DP, ainda longe de 

serem definitivas, relegando a hipótese de Albin e colaboradores a um modelo muito 

simples e impreciso (Montgomery; Gale, 2008).  Atualmente, acredita-se que a “causa” 

dos movimentos anormais estaria em anomalias na orquestração nas funções das unidades 

motoras que aconteceriam em diferentes marcos físicos e temporais (Montgomery, 2020). 

Outros fenômenos envolvidos na gênese da DP, como a plasticidade sináptica e o papel 

do cerebelo e de outros núcleos do tronco cerebral ainda são questões por desvendar 

(Wichmann, 2019).  

 

1.12. O modelo de DP em roedores 

 

Os modelos animais de DP em roedores podem ser classificados em três 

categorias: os induzidos por toxinas ou neurofármacos, que possuem o sistema 

dopaminérgico do animal como alvo, os baseados na manipulação genética de genes 

associados à DP e outros, como os desenvolvidos após a injeção intracerebral de 

compostos derivados de α-sinucleína ou por transinfecção por vetores virais portadores 

de α-sinucleína (Merino Ruiz; Guimarães; Mortari, 2022). As toxinas mais comumente 

utilizadas em roedores para induzir DP são a MPTP e a 6-OHDA (Iancu et al., 2005), 

porém, outras substâncias neurotóxicas, como a rotenona, o paraquat e o maneb, também 

têm sido utilizadas em pesquisa pré-clínica (Bové et al., 2005). Quando os animais são 

expostos a elas, desenvolvem manifestações clínicas exuberantes associadas a uma 

extensa lesão dos neurônios dopaminérgicos na SN, mas nem todos os modelos 

neurotóxicos exibem agregações de α-sinucleína de forma consistente (Jackson-Lewis; 

Przedborski, 2007). Em contrapartida, vários modelos animais transgênicos que 

expressam α-sinucleína não apresentam manifestações clínicas de forma clara ou evidente 

neurodegeneração (Fleming; Fernagut; Chesselet, 2005).  

 
1.12.1. O modelo de DP em roedores induzido pela infusão intracerebral de 6-OHDA 

 

Atualmente, o modelo de DP em roedor induzido pela infusão intracerebral de 6-

OHDA é a plataforma mais amplamente utilizada na pesquisa pré-clínica da DBS (Merino 



 42 

Ruiz; Guimarães; Mortari, 2022). A 6-OHDA é uma substância neurotóxica que não 

atravessa a barreira hematoencefálica e que induz uma ampla degeneração do sistema 

nigroestriatal, ao ser absorvida por neurônios dopaminérgicos, logo após a sua injeção 

intracerebral. Ela gera extensa morte neuronal dopaminérgica pela produção de radicais 

livres, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e ativação microglial (Tronci; 

Francardo, 2018).  

O local da injeção intracerebral de 6-OHDA tem relevância no grau da 

degeneração dopaminérgica no animal. Lesões no feixe prosencefálico medial, ou MFB 

nas suas siglas em inglês (Median Forebrain Bundle), induzem uma morte neuronal 

dopaminérgica rápida na SN de 90-100% (Boix; Padel; Paul, 2015), mas injeções 

intraestriatais induzem uma morte neuronal progressiva, ao redor de 70% (Branchi et al., 

2010), permitindo, assim, o estudo também de abordagens neuroprotetoras.  

Como todo modelo experimental, ele não é capaz de replicar todas os marcos 

característicos da doença, tanto clínicos como neuropatológicos, sendo os seus maiores 

limitantes, dentre outros, a não reprodução dos acúmulos de α-sinucleína e dos CL 

(Dauer; Przedborski, 2003). Entretanto, a sua validade como modelo experimental é 

reforçada ao identificar que resultados eletrofisiológicos obtidos em paciente portadores 

de DP, assim como em modelos de DP em NHP também foram reproduzidos em ratos 

que receberam uma infusão intracerebral de 6-OHDA. Dentre essas alterações 

encontram-se o aumento da atividade neuronal do NST, observada tanto em macacos que 

receberam MPTP por via intravenosa (Bergman et al., 1994) como em ratos que 

receberam uma infusão intracerebral de 6-OHDA (Hollerman; Grace, 1992). Também foi 

identificada uma abundante atividade neuronal de disparo na banda β, inicialmente 

registada nos núcleos da base de portadores de DP (Brown, 2006) e replicada em modelos 

de DP em roedores induzidos por neurotoxinas (Delaville et al., 2014). Outras 

publicações documentaram uma diminuição na atividade neuronal induzida pela DBS, 

tanto em modelos de DP em ratos induzidos por 6-OHDA (Benazzouz et al., 2000), 

quanto em primatas que receberam MPTP (Meissner et al., 2005), além de pacientes 

parkinsonianos (Filali et al., 2004).  

 

1.13. DBS nos roedores 

 

Os parâmetros de estimulação de DBS oscilam em uma amplitude ao redor de 3 

volts (V), ou correntes de 3 miliamperes (mA), frequências de 130 Hz e comprimentos 
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de pulso de 60 μs por pulso (Moro et al., 2002). Esses parâmetros são amplamente 

utilizados em estudos de DBS em roedores (Knorr et al., 2022; Merino Ruiz; Guimarães; 

Mortari, 2022), com exceção da amplitude, que é o principal fator que define a quantidade 

de energia disponibilizada pelo circuito (Koss et al., 2005). 

As amplitudes de estimulação cerebral profunda em roedores, expressadas em 

dezenas a centenas de microamperes (μA) (Knorr et al., 2022; Merino Ruiz; Guimarães; 

Mortari, 2022), são, aproximadamente, dez vezes menores do que as utilizadas em 

humanos, expressadas em mA (Lozano et al., 2002). Porém, em decorrência da grande 

diferença nas dimensões dos eletrodos de estimulação cerebral utilizados em humanos 

(com diâmetros de 6 mm2) e em roedores (com diâmetros de 1-100 μm2), as densidades 

de corrente cedidas pelos circuitos menores são dez vezes maiores (Lozano et al., 2002). 

Portanto, além das óbvias diferenças de tamanho e estrutura do encéfalo, é possível que 

as estruturas do sistema nervoso central de roedores moduladas pela DBS não sejam as 

mesmas que em humanos, pois os eletrodos menores usados nos primeiros geram alta 

densidade de corrente, com consequente maior capacidade de ativar fibras nervosas do 

que corpos celulares (Ashby, 2000). 

Microeletrodos cônicos com pontas afiadas, com um raio da ponta de 1,5 

micrômetros (µm), concentram alta densidade de corrente elétrica não uniforme. Em 

contrapartida, eletrodos com uma área de superfície na ponta que seja maior do que 30 

µm de diâmetro podem alcançar uma distribuição quase uniforme de densidade de 

corrente ao longo da superfície do eletrodo (Mcintyre; Grill, 2001).  

Ao selecionar cuidadosamente o material metálico do eletrodo a ser utilizado em 

modelos animais de roedores, priorizando o uso de materiais nobres, e controlando a 

amplitude da corrente, é possível obter um protocolo de estimulação seguro e de longo 

prazo em roedores, mantendo a densidade de carga elétrica abaixo de 30 µC/cm2/fase, 

sem induzir lesões teciduais (Harnack et al., 2004). Esse valor de densidade de corrente 

elétrica é o mesmo que o utilizado em humanos (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION) (FDA, 2017).  

Portanto, é viável utilizar modelos de roedores de DP para estudar os efeitos 

induzidos pela DBS no tecido nervoso. Diversas experiências de neuromodulação 

invasiva em modelos de DP em roedores têm demonstrado respostas motoras semelhantes 

às observadas em seres humanos (Chang et al., 2003; Darbaky et al., 2003; Shi et al., 

2004; Temel et al., 2005). 
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1.14. A Neuroproteção como terapia para a DP 

 

A neuroproteção é definida como a capacidade de retardar ou prevenir disfunções 

e morte neuronal, o que pode resultar em um atraso no início dos sinais da doença ou em 

uma progressão clínica mais lenta (Voss; Ravina, 2010). Os tratamentos atualmente 

disponíveis para a DP, sejam medicamentosos ou de outra natureza, conseguem 

proporcionar melhoria motora evidente nos pacientes. Entretanto, ao longo dos anos, os 

efeitos adversos decorrentes desses tratamentos começam a ser aparentes, com 

consequente queda na qualidade de vida (Lewitt; Fahn, 2016). Até o momento, não há 

evidências de que algum tratamento medicamentoso seja efetivamente neuroprotetor, 

apesar dos esforços significativos na busca por substâncias que possam interferir 

favoravelmente no processo patológico da doença (Mcfarthing et al., 2023). Em 

contraste, nos modelos pré-clínicos, alguns protocolos experimentais conseguiram 

mostrar atividade neuroprotetora (Salamon et al., 2020).  

Tratamentos cirúrgicos ablativos e, de forma mais consistente, de 

neuromodulação invasiva, mostraram evidências de neuroproteção em modelos animais 

(Ashkan; Velicu; Furlanetti, 2022). Há evidências derivadas de estudos pré-clínicos em 

roedores de que a DBS estimula a liberação de fatores neurotróficos, remodela sinapses, 

inibe a apoptose, reduz a neuroinflamação e a excitotoxicidade glutamatérgica, além de 

aumentar a depuração de proteínas tóxicas mal enoveladas, proporcionando a 

neuroproteção (Mckinnon et al., 2019).  

No entanto, identificar evidências de neuroproteção decorrentes da DBS em seres 

humanos é um desafio diferente. A quase totalidade dos estudos focados em DBS não 

define a neuroproteção ou os efeitos modificadores da evolução natural da doença como 

objetivos principais de estudo (Ashkan; Velicu; Furlanetti, 2022).  Além do mais, 

considerando o estágio da doença em que os pacientes são submetidos ao procedimento, 

geralmente entre 14 e 15 anos após o início dos sinais motores (Desouza et al., 2013) e, 

após, pelo menos três anos de flutuações motoras (Merola et al., 2015), pode ser mais 

difícil identificar a neuroproteção.  

Nesse contexto, em que a significativa morte de neurônios nigrais no momento do 

diagnóstico clínico da DP (Fearnley; Lees, 1991; Marsden, 1990) pode limitar a 

identificação de uma eventual capacidade neuroprotetora em seres humanos, propôs-se 

realizar abordagens cirúrgicas mais precoces, instalando eletrodos de DBS em pacientes 

com menos tempo de evolução dos sinais parkinsonianos. Isso poderia preservar um 
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número maior de neurônios dopaminérgicos nigrais, reduzindo, consequentemente, a 

velocidade de progressão da doença (Desouza et al., 2013). 

Nessa linha, foram publicados alguns estudos que randomizaram pacientes com 

um menor tempo de início dos sinais motores e do início de flutuações motoras 

(Schuepbach et al., 2013) ou até mesmo sem flutuações (Hacker et al., 2020). Esses 

estudos, não isentos de críticas (Hariz, 2015), identificaram respostas motoras favoráveis, 

mas não sinais claros de neuroproteção. Algumas razões foram apontadas para justificar 

esses resultados, como discretas diferenças entre os grupos durante o período de 

seguimento, tamanho reduzido da amostra e, principalmente, limitações das ferramentas 

clínica utilizadas para identificar neuroproteção associada ao tratamento neuromodulador 

(Davidson et al., 2024). 

A ausência de neuroproteção induzida por DBS em seres humanos também é 

sugerida em outros dados da literatura, visto que o quadro clínico de pacientes com DP 

submetidos a DBS tende a piorar com o tempo, manifestando sinais resistentes à 

reposição dopaminérgica e à neuromodulação invasiva, o que resulta em uma 

consequente queda na qualidade de vida (Fasano et al., 2010). Além disso, há relatos de 

piora motora rápida, por vezes dramática, e não controlável com ajustes medicamentosos 

após interrupção da DBS (Reuter et al., 2015).  

Foram feitas outras tentativas de identificar sinais de neuroproteção que possam 

não ser detectados por testes clínicos. Hilker e colaboradores (2005) avaliaram mudanças 

na função dopaminérgica estriatal pré-sináptica, utilizada como biomarcador da DP, em 

pacientes submetidos a DBS antes, seis meses após, e entre 12 e 36 após o procedimento 

cirúrgico. Eles observaram um declínio na função estriatal desses indivíduos ao longo do 

tempo, apesar de uma resposta motora favorável (Hilker et al., 2005). 

Embora não tenha sido identificada clara capacidade neuroprotetora associada à 

DBS, é importante notar que os pacientes tratados com neuromodulação invasiva 

apresentam, ao longo dos anos, menos psicose, menos quedas, menos institucionalização 

e uma maior sobrevida em comparação aos pacientes que receberam tratamento clínico 

otimizado (Mahlknecht et al., 2022), o que continua a motivar a busca por outras 

metodologias que possam identificar potenciais efeitos neuroprotetores associados ao 

tratamento de neuromodulação invasiva, com desenhos de estudos focados em identificar 

mudanças detectáveis (Davidson et al., 2024). 
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1.15. O diagnóstico “biológico” da DP e a sua relação com a neuroproteção 

 

Atualmente, há grandes esforços para deslocar temporalmente o diagnóstico da 

DP para as fases prévias ao aparecimento dos sinais motores. O reconhecimento dos sinais 

pré-motores e a sua sistemática abordagem (Molsberry et al., 2022), juntamente com 

crescente arcabouço de ferramentas diagnósticas, que progressivamente ganham maior 

acurácia, focadas na disfunção dopaminérgica (Ikeda et al., 2019) e no acúmulo de α-

sinucleína (Bellomo et al., 2022), tem levado a esforços para tentar identificar indivíduos 

em risco de desenvolver DP no futuro. 

Um novo horizonte terapêutico para as estratégias neuroprotetoras foi aberto ao 

considerar a DP como um fenômeno neuropatológico contínuo, que engloba tanto 

indivíduos com sinais motores que definem a doença clinicamente quanto aqueles 

assintomáticos, mas que carregam mutações genéticas que aumentam o risco de 

desenvolver DP ou que apresentam discretos sinais pré-motores e alterações de 

biomarcadores da doença (Chahine et al., 2023). 

Ainda que esse horizonte seja distante, há, atualmente, um intenso debate sobre o 

caminho para alcançá-lo, considerando não apenas o diagnóstico da DP, mas também o 

desenvolvimento de métodos de classificação e de estadiamento com a estrutura 

necessária para detectar a doença nos estágios iniciais, abrindo a possibilidade de intervir 

na progressão ou mesmo no aparecimento dos sinais motores da doença (Cardoso et al., 

2024).  

Esse caminho, que não será percorrido sem dificuldades, impactará radicalmente 

a sociedade, vista a relevância epidemiológica da DP no mundo. Dentre as dificuldades, 

podem ser citadas a necessidade de rigor técnico, de bases sólidas de evidência científica 

que sustentem os avanços e de questões éticas que envolvem dar um diagnóstico de uma 

doença degenerativa em um estágio no qual o indivíduo não identifica claros sinais 

motores e, provavelmente, não associa eventuais sinais não motores a uma queda na sua 

qualidade de vida, assim como impactos nos custos de saúde, sejam públicos ou privados 

(Cardoso et al., 2024; Whitehouse, 2019). O estigma derivado do diagnóstico de doenças 

crônicas é relevante e não deve ser deixado de lado (O’donnell; Habenicht, 2022). 

A oncologia foi a primeira a abordar uma doença em base a um sistema de 

estadiamento (Dukes, 1932). Assim como ocorre com o câncer, o avanço clínico da 

maioria das doenças é caracterizado por uma progressão em estágios, cada um exibindo 

complicações cada vez maiores, maior envolvimento sistêmico e pior prognóstico 
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(Conklin et al., 1984). Desse modo, cada estágio deve receber um tratamento adequado 

(Berry, 2014). 

À luz dos novos avanços, pode-se imaginar um cenário no qual exista a 

possibilidade de intervir na evolução natural da DP, antes mesmo do aparecimento dos 

sinais motores.  

Ao considerar a possibilidade de identificar estágios pré-motores da DP, abre-se 

a oportunidade de adotar uma abordagem adequada para cada estágio, com o objetivo de 

evitar a evolução da doença ou retardar sua progressão para o estágio seguinte. Para isso, 

será necessário desenvolver protocolos de abordagem. Nos estágios iniciais, as 

intervenções certamente deverão ser menos invasivas. No entanto, diante de situações nas 

quais estratégias mais conservadoras não atinjam os objetivos desejados de conter ou 

mesmo reduzir a velocidade de progressão da doença, parece natural pensar em 

estratégias cada vez mais invasivas.  

Considerando as ponderações acima, a neuromodulação invasiva poderia, em um 

contexto adequado, ter um papel em estratégias de neuroproteção em pacientes com 

diagnóstico “biológico” da DP, antes do aparecimento dos sinais motores. Nessa fase, os 

efeitos GABAérgicos, anti-inflamatórios e de plasticidade neuronal da DBS, entre outros, 

poderiam preservar neurônios dopaminérgicos da SN, alterando o curso da doença. 

Desenvolveu-se este estudo para testar a hipótese de que uma neuromodulação 

cerebral profunda precoce, realizada de forma concomitante à indução do parkinsonismo, 

possa também exercer um efeito motor favorável, assim como induzir neuroproteção nos 

indivíduos submetidos ao procedimento.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
 

O presente estudo investiga o efeito preventivo do tratamento com DBS em 

modelo da DP induzido por 6-OHDA em camundongos, numa fase em que a degeneração 

do sistema nigroestriatal do indivíduo não esteja massivamente comprometida. O objetivo 

geral deste trabalho é interferir nos processos neurodegenerativos da DP, utilizando 

neuromodulação invasiva. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

a) Desenvolver um dispositivo de DBS com as características adequadas para ser 

utilizado em camundongos após indução de hemiparkinsonismo pela injeção de 

6-OHDA; 

b) Mensurar as mudanças de resistência elétrica do sistema encéfalo – eletrodo 

dos animais submetidos a DBS; 

c) Analisar a resposta motora em diferentes ensaios comportamentais (teste de 

desempenho motor pelo Rotarod e de assimetria pelo uso do teste do cilindro), 

após o uso da DBS no modelo de hemiparkinsonismo induzido por 6-OHDA; 

d) Avaliar o impacto da DBS nas alterações de massa corporal em camundongos 

hemiparkinsonianos. 

e) Avaliar o potencial neuroprotetor da DBS no modelo de DP desenvolvido pela 

injeção de 6 -OHDA em camundongos. 

 

 

 

  



 49 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. O dispositivo de estimulação cerebral profunda 

Com o objetivo de realizar a estimulação cerebral profunda para avaliar os efeitos 

da neuromodulação invasiva em camundongos, foi desenvolvido um dispositivo de 

estimulação cerebral profunda em escala reduzida para adequar-se às dimensões do 

encéfalo do animal de experimentação (Figura 2). 

 
Figura 2 - Esquema do dispositivo de estimulação cerebral, com uma visão aumentada do eletrodo 

desenvolvido com agulha 26G e, dentro dele, fio de platina/irídio isolado 

 

A confecção do eletrodo intracerebral do dispositivo de estimulação baseou-se em 

protocolos previamente publicados na literatura (Chang et al., 2016; Spieles-Engemann; 

Collier; Sortwell, 2010; Tibar et al., 2020). Utilizando como base esses estudos, 

desenvolveu-se um eletrodo bipolar concêntrico. Para tal, utilizou um fio elétrico de 
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platina e irídio encapado com material isolante, de 140 µm de diâmetro total e com 75 

µm de diâmetro do material condutor. O fio foi colocado no interior de uma agulha 

hipodérmica romba de 13x0,45 mm (26G). O fio de platina e irídio encapado projetou-se 

1 mm para além da borda da agulha romba (Spieles-Engemann et al., 2010; Tibar et al., 

2020).  

Experiências prévias demonstraram que esse tipo de eletrodo intracerebral permite 

a aplicação de protocolos de estimulação cerebral de alta frequência de maneira 

prolongada, sem causar lesões intracerebrais nos animais (Harnack et al., 2004; Pol; 

Temel; Jahanshahi, 2021; Spieles-Engemann; Collier; Sortwell, 2010; Tibar et al., 2020). 

A agulha romba, ao possuir uma configuração cilíndrica, aumenta a área da ponta do 

eletrodo e possibilita uma distribuição uniforme da densidade de corrente (Mcintyre; 

Grill, 2001). Definiu-se que a agulha seria o ânodo do eletrodo cerebral bipolar, e o fio 

de platina e irídio, o cátodo. Além de proporcionar a capacidade bipolar ao eletrodo, a 

agulha também serve como guia para evitar que o fio se dobre durante sua inserção através 

do encéfalo do animal durante o procedimento cirúrgico.  

A seguinte parte do dispositivo de estimulação cerebral profunda era o circuito 

impresso desenvolvido para receber o eletrodo intracerebral na face ventral de um dos 

seus extremos. Na face dorsal do outro extremo, a placa recebeu dois conectores com 

distância de 2 mm entre eles. Esses conectores permitiram o acoplamento do circuito 

impresso ao estimulador elétrico. 

Com o objetivo de estimular eletricamente o NST dos animais de experimentação e 

evitar o fator confundidor de respostas motoras favoráveis em decorrência de um efeito 

pós insercional (Lange et al., 2023) ou de uma subtalamotomia (Carvalho; Nikkhah, 

2001; Paul et al., 2004; Piallat; Benazzouz; Benabid, 1996; Rizelio et al., 2010), definiu-

se que o eletrodo intracerebral deveria ser locado em posição dorsal do NST, seja à altura 

dele, seja anterior ou posteriormente, a uma distância de no máximo 250 μm, sem atingi-

lo diretamente. Foi previamente demonstrado que, nos parâmetros de estimulação 

definidos no protocolo, essa distância permite que o campo elétrico gerado pelo eletrodo 

de estimulação neuromodule o NST (Spieles-Engemann; Collier; Sortwell, 2010). 
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3.2. Animais 

 

A manipulação dos animais experimentais seguiu os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e a Lei Arouca (Lei n. 11.794/2008). O projeto foi submetido ao CEUA-UnB 

e teve a sua aprovação sob o protocolo nº 035/2020 e o nº SEI: 23106.001886/2022-40. 

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20 a 35g), provenientes do Biotério 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília. Os animais 

experimentais foram acondicionados dois por gaiola e mantidos em biotério com ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (22 °C) e umidade (55%) controladas. Durante 

todo o período experimental, foram oferecidas água e alimentação ad libitum (Guaraldo 

et al., 2023). 

Os animais foram alocados em três grupos experimentais por randomização 

simples (Figura 3).  

a) Grupo 1: Implantes de DBS, ativados, e lesão nigroestriatal à esquerda (6-

OHDA + DBS), n = 20. Oito animais morreram durante o procedimento cirúrgico 

ou durante o protocolo, n=12. Após confirmação histológica da correta 

implantação do eletrodo, n = 6; 

b) Grupo 2:  Implantes de DBS, inativos, e lesão nigroestriatal à esquerda (6-

OHDA), n = 19. Cinco animais morreram durante o procedimento cirúrgico ou 

durante o protocolo, n=14. Após confirmação histológica da correta implantação 

do eletrodo, n = 8; 

c) Grupo 3: Sem implante de DBS e sem lesão nigroestriatal (Naive), n = 5.  

 

Recorreu-se ao método da equação de recursos para determinar o tamanho da 

amostra no estudo (Campos et al, 2013). Esse cálculo considera que o erro residual deve 

estar dentro de uma faixa aceitável de graus de liberdade para garantir a validade 

estatística dos resultados (Charan; Kantharia, 2013). O intervalo aceitável de graus de 

liberdade para a variação do erro em uma análise de variância (ANOVA), denominada E, 

deve encontrar-se entre 10 e 20 (Arifin; Zahiruddin, 2017).  

E é calculada com a seguinte equação: 

E: Número total de animais - número total de grupos. 

Com os animais utilizados nos três grupos do estudo (6 + 8 + 5 = 19), obteve-se 

um valor de E de 19 – 3 = 16, que atendeu o grau de análise de liberdade para a ANOVA 
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ao encontrar-se dentro do intervalo de 10 a 20 (Arifin; Zahiruddin, 2017; Charan; 

Kantharia, 2013).  

 

Padronizou-se a nomenclatura dos dias nos quais os procedimentos contemplados 

no protocolo experimental aconteciam, detalhados a seguir (Figura 3): 

a) D0: dia zero. Dia de aferição de massa corporal e do procedimento cirúrgico 

para os grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA. Para o grupo Naive, o protocolo 

incluiu aferição de massa corporal; 

b) D1: primeiro dia do início do protocolo experimental, que incluiu aferição de 

massa corporal, DBS, teste do cilindro (detalhado posteriormente, no item 3.6.2) 

e registro em vídeo para os animais dos grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA. Para 

os animais do grupo Naive, o protocolo incluiu aferição de massa corporal e 

registro de desempenho motor em vídeo no cilindro; 

c) D2: segundo dia do protocolo experimental, com os mesmos procedimentos 

realizados no D1; 

d) D3: terceiro dia do protocolo experimental, com os mesmos procedimentos 

realizados no D1; 

e) D4: quarto dia do protocolo experimental, com os mesmos procedimentos 

realizados no D1. Na sequência, os três grupos foram submetidos ao teste do 

Rotarod (detalhado no item 3.7.1); 

f) D7: sétimo dia após o início do protocolo experimental, quando era realizada 

novamente aferição de massa corporal, seguida da eutanásia, perfusão e coleta de 

encéfalos (detalhados em 3.8).  
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Figura 3 - Representação esquemática dos grupos experimentais utilizados na pesquisa - a) Grupo 6-

OHDA + DBS, b) Grupo 6-OHDA e c) Naive. 
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3.3. Indução do modelo de hemiparkinsonismo induzido pela 6-OHDA 

 

Para a indução de parkinsonismo, a lesão nigroestriatal dopaminérgica foi gerada 

pelo protocolo previamente descrito (Conceição et al., 2010), detalhado a seguir: 

 

 

3.3.1. Anestesia e fixação no aparelho estereotáxico 

 

Os camundongos foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cloridrato de 

ketamina 10% (Dopalen, Ceva®, Brasil, 90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% 

(Anasedan, Ceva®, Brasil, 10 mg/kg). Após verificar a insensibilidade aos estímulos 

nociceptivos, os animais foram fixados no aparelho estereotáxico (Bonther®, Brasil). 

Colocou-se solução fisiológica nas córneas dos animais para protegê-las do ressecamento. 

 

3.3.2. Antissepsia e tricotomia 

 

Foi realizada a antissepsia do dorso da cabeça dos animais com álcool iodado 

0,1% e a tricotomia dos pelos utilizando uma tesoura cirúrgica. 

 

3.3.3. Anestesia local 

 

Uma solução de cloridrato de lidocaína 10 mg/mL com hemitartarato de 

norepinefrina 9,1 µg/mL (Lidostesim, Densply®, Brasil) foi aplicada por via subcutânea. 

Após a difusão do anestésico local, procedeu-se à exposição do crânio. 

 

3.3.4. Assepsia do crânio 

 

Uma solução de peróxido de hidrogênio 3% foi aplicada sobre a região exposta 

do crânio para reforçar a assepsia e expor as suturas cranianas, utilizadas como referência 

no procedimento estereotáxico. 
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3.3.5. Cálculo das coordenadas estereotáxicas 

 

Utilizando como referência o atlas de Franklin e Paxinos (Paxinos; Franklin, 

2019), foi definido o local correspondente à região dorsal do estriado esquerdo, onde foi 

inserida a agulha que infundirá a neurotoxina, assim como o local de perfuração do crânio 

para permitir a passagem da agulha. As coordenadas correspondentes à região dorsal do 

estriado esquerdo foram: +0,5 mm (antero-posterior), -2,0 mm (latero-lateral) e -3,0 mm 

(dorso-ventral), em relação à linha do bregma, que é o ponto de interseção da sutura 

sagital com a sutura coronal (Cecyn; Abrahao, 2023).   

 

3.3.6. Infusão da solução de 6-OHDA 

 

Em seguida, foi realizada a perfuração no crânio do animal no ponto de inserção 

da agulha que conduzirá a 6-OHDA ao seu alvo, utilizando uma broca (Dremel®, Brasil) 

previamente submersa em solução de álcool 70%.  

Para infundir em cada animal 4 μL de uma solução de 6-OHDA (10 μg/μL de base 

livre, Sigma®, Brasil), em um veículo de solução salina NaCl 0,9% e ácido ascórbico 

0,2%, totalizando uma dose de 40 μg de base livre por animal (Biolchi et al., 2020), 

utilizou-se uma seringa de alta precisão acoplada a um sistema de infusão. Esse sistema 

era composto por um fio de polietileno do diâmetro adequado para acoplar-se, em uma 

extremidade, a uma agulha 26G a ser inserida no encéfalo do animal, e na outra 

extremidade, à seringa de precisão de 10 μl de volume (Hamilton®, Estados Unidos da 

América). A agulha 26G, parte do sistema de infusão, foi acoplada a um braço do aparelho 

estereotáxico e locada no alvo. Para controlar a velocidade de infusão da droga a uma 

taxa de 0,5 μL/min, a seringa Hamilton® foi por sua vez acoplada a uma bomba de 

infusão (AVS®, modelo BI-2008, Brasil). Após o término da infusão, a agulha 26G foi 

mantida no local por cinco minutos para evitar o refluxo fora do alvo definido (Amaral; 

Mortari, 2018).  

 

3.4. Implantação do eletrodo de DBS 

 

Imediatamente após a indução da lesão nigroestriatal, foram realizadas mais duas 

perfurações no crânio da camundongo com o uso de uma broca (Dremel®, Estados 

Unidos da América), uma à direita e outra à esquerda. A perfuração da direita recebeu um 
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parafuso com um diâmetro da cabeça de 1,4 mm, diâmetro da rosca de 1,0 mm e 

comprimento total de 2,6 mm, para funcionar como âncora para o dispositivo de 

estimulação profunda, visando reduzir os riscos de deslocamento. A perfuração à 

esquerda abriu caminho ao eletrodo cerebral, cuja ponta foi implantada dorsalmente ao 

NST, nas seguintes coordenadas estereotáxicas em relação à linha do bregma: -2,0 mm 

(antero-posterior), -1,5 mm (latero-lateral) e –4,5 mm (dorso-ventral) (Paxinos; Franklin, 

2019) (Figura 4). Essas coordenadas foram adaptadas do protocolo utilizado por Spieles-

Engelman (Spieles-Engemann et al., 2010). Esses autores utilizaram um eletrodo bipolar 

com o segmento intracraniano igual ao desenvolvido nesta tese, com um fio de platina e 

irídio encapado com um material isolante dentro de uma agulha de aço inoxidável 26G, 

visando a região dorsal do NST de ratos para evitar que os efeitos aferidos nos animais 

não sejam em decorrência de uma lesão no NST (Carvalho; Nikkhah, 2001; Paul et al., 

2004; Piallat; Benazzouz; Benabid, 1996), mas na sua neuromodulação. 

Após o procedimento cirúrgico, o eletrodo foi fixado no crânio com o acrílico 

dental autopolimerizante. Na sequência, os animais eram retirados do aparelho 

estereotáxico e mantidos em observação por duas horas, com temperatura corporal estável 

por uma placa de aquecimento regulada a 34 oC, desenhada para roedores pequenos 

(Guaraldo et al., 2023) . 

Ao término do procedimento, os animais foram mantidos no biotério do Instituto 

de Ciências Biológicas da UnB sob as condições anteriormente relatadas. Após a 

recuperação da anestesia e durante todo o protocolo experimental, os animais receberam 

água e ração pastosa por via oral. 

Para contornar a desidratação e desnutrição dos animais decorrentes da piora 

clínica grave após a indução do parkinsonismo, os animais receberam 0,3 ml de solução 

fisiológica de cloreto de sódio 0,9% via intraperitoneal após os ensaios diários e até a dia 

da eutanásia. Além disso, foi oferecido suplemento alimentar de aminoácidos e 

vitamínico, contento colágeno hidrolisado, pantotenato de cálcio, cloreto de colina, 

vitamina B6, frutose, dextrose, L-triptofano, L-carnitina, L- lisina, vitamina B1, vitamina 

B12, levedura inativada, DL-metionina, cisteína, betaína, vitamina C, ácido nicotínico, 

taurina, L-glutamina, extrato de alcachofra, inositol, maltodextrina, benzoato de sódio, 

metilparabeno, goma xantana, aroma de baunilha e água (Glicopan Gold®, Vetnil, 

Brasil). 
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Figura 4 - Cirurgia estereotáxica para a infusão de 6-OHDA e fixação de parafuso no lado contralateral 

 
3.5. O procedimento da DBS precoce 

 

Os protocolos de estimulação cerebral profunda em roedores variam 

significativamente nos estudos, tanto no intervalo de tempo entre a indução do 

parkinsonismo e o início da estimulação cerebral. Na literatura, identificam-se protocolos 

que iniciam a estimulação dias ou até semanas após a lesão cerebral (Knorr et al., 2022). 

A duração da estimulação também apresenta variações, com períodos que vão de três a 

cinco dias (Huotarinen et al., 2019; Visanji et al., 2015) até quatro a oito semanas (Knorr 

et al., 2022). 

Nesse estudo, propôs-se uma abordagem precoce, com a implantação do eletrodo 

de DBS logo após a indução da lesão nigroestriatal por 6-OHDA e com o início da 

neuromodulação invasiva 24 horas após a intervenção cirúrgica.  

Para a DBS, adotaram-se parâmetros descritos na literatura para o modelo animal 

utilizando camundongo (Halpern et al., 2014) e previamente descritos em estudos pré-

clínicos (Campos et al., 2020; Maesawa et al., 2004; Spieles-Engemann et al., 2010; 

Spieles-Engemann; Collier; Sortwell, 2010). Esses parâmetros são similares aos usados 

em seres humanos (Montgomery Júnior, 2016), exceto pela amperagem, que nos humanos 

é cerca de dez vezes maior (Lozano et al., 2002).  
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Foram aplicados pulsos elétricos de alta frequência por ondas monofásicas 

quadradas de corrente constante, com uma frequência de 130 Hz, uma duração de pulso 

de 60 μs e uma corrente de 100 μA. O estimulador utilizado foi o modelo S88, Grass 

TelefactorÒ, Warwick, RI, EUA. O protocolo de estimulação consistiu em três horas 

diárias durante quatro dias, sempre no mesmo horário, entre as 14h e as 17h, iniciados no 

D1. Utilizou-se fios calibre 30G para conectar o estimulador aos eletrodos fixados no 

crânio dos animais. Os fios foram mantidos numa altura de 30 cm e foram segurados por 

um pedestal, sem restringir o movimento dos animais. 

O estimulador emite voltagem constante e para verificar a quantidade de corrente 

entregue intracerebralmente, confeccionou-se um circuito conectado a um osciloscópio 

Fnirsi DSO-TC3, acoplado a uma sonda P6100. Esse arranjo permitiu calcular a 

resistência do sistema encéfalo – eletrodo, composto pela região dorsal do NST do 

camundongo e o eletrodo intracerebral, medida em ohms (R2). Utilizando a lei de Ohm 

(Corrente: Voltagem/Resistência), definiu-se os valores de voltagem necessária em 

milivolts (mV) para entregar a corrente desejada ao sistema. Esse procedimento também 

assegurou que o estímulo cerebral estava efetivamente atingindo o alvo desejado (Figura 

5). 

A metodologia utilizada no estudo para a avaliação da resistência elétrica não foi 

previamente publicada nos modelos animais.  

Figura 5 - Esquema do circuito de verificação da resistência (R2) do sistema, assim como a definição da 

voltagem (i) necessária para entregar a amperagem definida 
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3.6. Massa corporal 

 

Para quantificar as mudanças na massa corporal dos animais decorrentes das 

intervenções realizadas, foi aferida a massa corporal, em gramas, de todos os animais que 

foram pré-selecionados para serem inseridos no protocolo. Utilizou-se uma balança 

digital de alta precisão Kern 440-53 para todas as medições.  

Nos grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA, as aferições aconteceram no momento 

pré-cirúrgico (D0), antes da conexão ao estimulador elétrico, no D1, D2, D3 e D4 e antes 

da eutanásia, no D7. No grupo Naive, as aferições aconteceram no momento da seleção 

do animal para participar do protocolo, antes do teste do cilindro, no D1, D2, D3 e D4, 

bem como antes da eutanásia, no D7. 

 

3.7. Ensaios comportamentais 

  

 Para quantificar o efeito da neuromodulação nas alterações motoras causadas pela 

lesão com 6-OHDA, foram realizados dois ensaios comportamentais, detalhados a seguir. 

No primeiro ensaio, avaliou-se a performance motora pelo teste do Rotarod. No segundo 

ensaio, avaliou-se a assimetria na movimentação dos animais utilizando o teste do 

cilindro.   

 
3.7.1. Teste de Desempenho motor - Rotarod 

 

Para o teste de desempenho motor, foi utilizado o aparelho Rotarod (Bonther®, 

Brasil), que consiste em uma barra cilíndrica giratória de 5 cm de diâmetro, distante 20 

cm da base do aparelho. A barra gira a uma velocidade constante de 20 revoluções por 

minuto (rpm). O aparelho possui raias de 8 cm para a separação dos animais e conta com 

um sistema automatizado para medir o tempo de permanência na barra. 

Para garantir que os animais apresentavam um desempenho motor adequado no 

Rotarod antes do início do protocolo experimental, e que a diferença no seu desempenho 

no teste foi decorrente da intervenção realizada, todos os camundongos foram pré-

treinados na barra giratória antes da infusão de 6-OHDA. O pré-treino foi realizado por 

até dois dias consecutivos, nos quais os animais eram colocados no Rotarod até 

permanecer 300s na barra giratória. Se não atingissem esse tempo, descansavam por 5 

minutos e, novamente, eram colocados na barra giratória até atingir o tempo alvo. 
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Somente os animais que permaneceram por 300 s foram pré-selecionados para o 

protocolo experimental.  

No D4, os animais foram novamente colocados no Rotarod, imediatamente após 

a estimulação, por três vezes consecutivas. O tempo de permanência na barra foi 

registrado para cada tentativa, permitindo a avaliação de desempenho motor dos animais 

em resposta à neuromodulação.  

 

3.7.2. Teste do cilindro 

 

O teste do cilindro, ou teste de assimetria, foi desenvolvido para identificar 

assimetria no desempenho motor dos animais, considerando que as lesões em um 

hemisfério cerebral induzem um menor uso do membro contralateral. Para esse teste, 

utilizou-se um Becker de vidro com capacidade de 2 l, com uma base de 131 mm de 

diâmetro e uma altura de 180 mm. Os animais eram colocados no Becker, imediatamente 

após o período de 3 horas de duração do protocolo. Os seus movimentos foram registrados 

em vídeo durante por 10 min. Em cada um dos quatro dias de DBS, o número de contatos 

dos membros superiores dos animais com a parede do cilindro foi contabilizado, 

diferenciando o uso do membro ipsilateral (ileso), contralateral (deficiente) e ambos 

(Figuras 3 e 6).  

Para calcular a assimetria na exploração do ambiente, utilizou-se o coeficiente de 

assimetria proposto por Woodley e colaboradores. Esse coeficiente é calculado somando 

o número de contatos feitos pelo membro ipsilateral mais a metade do número de contatos 

com ambos os membros, dividido pelo número total de contatos tanto com o membro 

ipsilateral, contralateral e com ambos, multiplicado por 100.  
 

Quadro 1 - Coeficiente de assimetria (Woodlee et al., 2008). 

 

Coeficiente de 

assimetria: 

Número de contatos com o membro ipsilateral à lesão + ½ dos contatos com os dois 

membros. 

------------------------------------------------------------------------------------------            X 100. 

Número de contatos com o membro ipsilateral à lesão + contralateral + com os dois 

membros. 
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Um valor de 50% indica que o animal explora simetricamente o ambiente com 

ambos os membros. Pontuações mais altas (acima de 50%) indicam maior uso no membro 

ipsilateral (sadio) e pontuações mais baixas (abaixo de 50%) apontam um maior uso do 

membro contralateral (doente) (Woodlee et al., 2008). 

Além do coeficiente de assimetria, foi desenvolvido um novo índice para esse 

estudo: o Índice de Preservação da Motricidade (IPM). O IPM foi criado para quantificar 

o volume de movimento dos animais com o membro contralateral à lesão. O coeficiente 

é composto pelo número de vezes nas quais os animais fizeram contato na parede do 

cilindro com os dois membros, dividido por dois, somado ao número de contatos do 

membro superior contralateral à lesão. 
 

Quadro 2 - Índice de Preservação da Motricidade (IPM) 

 

IPM: 

 

 ½ do número de contatos com os dois membros + número de contatos com o membro contralateral à 

lesão. 

 

 

 

Essas medidas permitem uma avaliação detalhada da capacidade motora dos 

animais, proporcionando uma visão abrangente dos efeitos da neuromodulação na 

recuperação motora pós-lesão.  
 

 

b) a) 
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Figura 6 - a) Camundongo fazendo contato na parede do cilindro com a pata esquerda. b) com a pata 

direita e c) com as duas patas 

 

3.8. Eutanásia 

 

Após a finalização do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados com 

overdose de fenobarbital administrada por via intraperitoneal. Os encéfalos foram 

extraídos e fixados solução de formaldeído 4% após perfusão com 10 ml de solução 

fisiológica 0,9% e mais 10 ml de uma solução de formaldeído 4% (Gage; Kipke; Shain, 

2012). Posteriormente, os encéfalos foram armazenados para a realização de estudos 

histológicos e imuno-histoquímicos. 

 

3.9. Processamento histológico 

 

Os encéfalos dos animais eutanasiados foram retirados da solução de formaldeído 

4% e colocados em solução de sacarose 30% (tampão fosfato 0.1M) por 24 horas. Em 

seguida, foram realizados cortes de uma espessura de 50 µm por um vibrátomo (KD-400 

Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental®). Os cortes foram feitos à 

altura da região do estriado, do NST e da SN. Após a obtenção, os cortes foram 

armazenados até o momento do processamento em um congelador a –20 °C, submersos 

em uma solução anticongelante, composta por tampão salino tamponado com fosfato 

(PBS), glicerol 30% e etilenoglicol 30% (Olmos; Hardy; Heimer, 1978). 

c) 
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3.9.1. Coloração de Nissl 

 

Para a confirmação histológica da localização do eletrodo cerebral, os cortes 

correspondentes ao NST de cada animal foram submetidos à coloração de Nissl. A 

coloração de Nissl é uma técnica usada para destacar características estruturais dos 

neurônios sob microscopia óptica, comumente aplicado em estudos que envolvem 

morfologia e patologia de neurônios (Yurt et al., 2018). O protocolo usado está descrito 

a seguir (Carneiro, 2017): 

Os cortes histológicos correspondentes ao NST foram retirados da solução 

anticongelante e postos em um recipiente transparente de vidro contendo PBS. Em 

seguida, foram colocados em lâminas de microscopia previamente gelatinizadas. Cada 

lâmina continha até três cortes histológicos. Na sequência, foram alocados na estufa a 58 

°C, por 30 minutos, para secagem. 

Após, todo o procedimento da coloração de Nissl ocorreu em uma capela de fluxo 

laminar. Foram colocadas 12 lâminas de cada vez em um suporte de plástico e imersas 

em uma cuba contendo água destilada, por três vezes. Em seguida, foram submersas em 

uma cuba com a solução do corante de Nissl (Acetato de cresil violeta; Sigma-Aldrich®, 

Brasil), por 30 minutos. Posteriormente, as lâminas foram imersas cinco vezes em água 

destilada e o excesso de corante foi retirado. Na sequência, foram submersas cinco vezes 

em solução de álcool etílico (VetecÓ, Brasil) a 50 e a 70%. 

Logo depois, os cortes foram rapidamente imersos em uma solução diferenciadora 

composta de 1 mL de ácido acético diluído em 100 mL de álcool etílico absoluto. Em 

seguida, foram submersos em soluções de etanol a 70, 96 e 100%. As lâminas 

permaneceram submersas em cada solução por um minuto. 

Por último, as lâminas foram submersas em solução de xilol (Dinâmica®, Brasil) 

por um minuto. Finalmente, foram cobertas com lamínula de vidro. Para tal, cada corte 

recebeu uma gota do meio de montagem Entellan® (Merck©, Alemanha). 
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Figura 7 - Coloração de Nissl mostrando posição do eletrodo: a) no aumento 4X e b) no aumento 10X. 

Nota: NST: Núcleo subtalâmico. O círculo vermelho representa o campo elétrico induzido pelo eletrodo, 

de 250 mm de rádio 

 

3.9.2. Verificação histológica do local de implantação do eletrodo 

 

Os cortes histológicos, corados pela técnica de Nissl, permitiram definir a 

localização real do eletrodo (Figura 7). Para tal, utilizou-se o atlas anatômico do encéfalo 

de camundongo (Paxinos; Franklin, 2019). 

Para analisar as lâminas previamente coradas pela técnica de Nissl, foram 

realizadas microfotografias com aumento de 4x e 10x, pelo uso de um microscópio 

Zeiss® Axioskop 40 acoplado a uma câmera Axiocam 506 Color, que adquiriu imagens 

com o uso do software Zen - Blue Edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Alemanha). 

 

3.9.3. Processamento imuno-histoquímico 

 

Com o objetivo de quantificar a densidade das fibras neuronais dopaminérgicas 

estriatais assim como o número de neurônios dopaminérgicos presentes na SNpc dos 

camundongos, os cortes histológicos correspondentes a essas regiões cerebrais foram 

submetidos a um processamento imuno-histoquímico com marcação da presença da 

enzima Tirosina Hidroxilase (TH). A TH é a enzima limitadora da taxa de síntese de 

a
) 

b
) 
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dopamina, amplamente utilizada como um marcador de neurônios, axônios e terminais 

dopaminérgicos (Daubner; Le; Wang, 2011; Morigaki; Goto, 2016; Moss; Bolam, 2008).  

Para tal, modificou-se um protocolo previamente utilizado para marcação de 

outros antígenos no laboratório de Neurofarmacologia da Universidade de Brasília 

(NOLLI etal., 2020). O protocolo utiliza uma técnica de marcação imuno-histoquímica 

denominada Peroxidase- Anti Peroxidase, na qual são utilizadas três fases: o anticorpo 

primário, dirigido contra o antígeno a ser marcado, no caso, a TH; o anticorpo secundário, 

dirigido contra a imunoglobulina da espécie animal em que foi produzido o anticorpo 

anterior, que serve como ponte, e o Complexo Peroxidase Anti-Peroxidase (PAP), que 

evidencia a presença de TH com uma coloração marrom, após expor esse conjunto a um 

peróxido de hidrogênio (Ferro, 2014) (Figura 8).  

 

 
Figura 8 - Representação esquemática da reação imuno-histoquímica - Complexo Peroxidase – Anti 

Peroxidase para a detecção de TH. Adaptada de Katikireddy e O’Sullivan (2011) 

 

O processamento dos cortes correspondentes aos estriados e à SN dos animais foi 

iniciado colocando três cortes de cada região cerebral de cada animal, tanto do lado direito 

como do lado esquerdo, numa poça, com 500 μL de tampão salino tamponado com fosfato 

(PBS), por cinco minutos, por três vezes. 

 Após finalizar essa fase e com o objetivo de facilitar a exposição antigênica, as 

poças receberam uma solução de citrato de sódio numa concentração de 10 nM e, após 

serem seladas hermeticamente, foram colocadas em banho maria a 80 ⁰C por 20 minutos. 
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Em seguida, foram retiradas para esfriarem em temperatura ambiente. Concluída essa 

fase, os cortes foram novamente submersos por cinco minutos em PBS, por três vezes. 

Na sequência, os cortes foram colocados em solução de bloqueio de peroxidase 

endógena (peróxido de hidrogênio a 3%), por 30 minutos, com o objetivo de excluir o 

efeito de peroxidases endógenas na marcação imuno-histoquímica. 

Para solubilizar proteínas de membranas no seu estado nativo, permitindo uma 

maior exposição dos antígenos, os cortes foram colocados por trinta minutos em solução 

de PBS associado ao detergente Triton X-100, numa concentração de 0,8% (PBST 0,8%), 

por duas vezes. 

A seguir, para induzir o bloqueio de ligações inespecíficas, os cortes 

permaneceram em incubação por 30 minutos numa solução de albumina de soro bovino 

a 1%, leite em pó Molico ao 10%, glicina 0,3M e detergente Triton X-100 a 0,3%. 

Logo após, procedeu-se à marcação do anticorpo primário que marcará a TH, 

deixando os cortes por 48 horas em agitação constante, a 4ºC, numa solução de albumina 

de soro bovino a 1%, detergente Triton X-100 ao 0,3%, PBS e o anticorpo primário 

policlonal contra TH produzidos em coelho (Abcam®, Reino Unido), em uma diluição 

de 1:1000 (10 μL para 10ml de solução). 

Terminado esse processo, os cortes foram submersos por 15 minutos em solução 

de PBS, por duas vezes.  

Na sequência, foram incubados numa solução contendo 10 μL de anticorpo 

secundário (Anti-Rabbit IgG; Sigma-Aldrich® B8895, Brasil) e 10 mL de PBST ao 0,3% 

por 2h, em temperatura ambiente e agitação constante, para marcar o anticorpo primário. 

Após, os cortes foram submersos por 15 minutos em solução de PBS, por duas 

vezes, e incubados em solução de Complexo Peroxidase – Anti Peroxidase (PAP; Sigma-

Aldrich®, P3039, Brasil) por uma hora e 30 minutos, em temperatura ambiente e sob 

agitação constante.  

Concluída essa fase, os cortes foram novamente submersos por 15 minutos em 

PBS, por duas vezes. Em seguida, foram submersos em uma solução de 3,3’-

diaminobenzidina tetro hidrocloreto (DAB) a 0,06%, por dez minutos. Logo após, a 

solução anterior foi desprezada e substituída por uma solução de DAB e água oxigenada 

(H₂O₂) a 0,03%, por dez minutos. 

Na sequência, os cortes foram submersos por cinco minutos em PBS, três vezes. 

Terminada essa fase, procedeu-se à montagem das lâminas de microscopia. Foram 

colocados até três cortes histológicos por lâmina, previamente gelatinizada. Após 
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secarem, as lâminas foram rapidamente mergulhadas, cinco vezes, numa solução de 

álcool etílico (VetecÓ, Brasil) 70%. Continuando o processo de desidratação dos cortes 

previamente colocados nas lâminas de microscopia, eles foram submersos por 60 

segundos na seguinte sequência de soluções: álcool 92%, álcool 100%, álcool 100% 

novamente e em duas soluções de Xilol 90% (Dinâmica®, Brasil), cada uma por um 

minuto. Finalizada essa fase, foi colocada em cada corte histológico uma gota do meio de 

montagem Entellan® (MerckÓ) e, após, fixou-se a lamínula. 

As lâminas de microscopia foram então armazenadas em local fresco, longe da 

luz solar, para secagem e posterior análise. 

 
3.10. Processamento das imagens 

 

3.10.1. Contagem de células com marcação positiva para enzima TH 

 

As microfotografias das lâminas de imuno-histoquímica também foram realizadas 

utilizando o microscópio Zeiss® Axioskop 40 acoplado a uma câmera Axiocam 506 

Color, que adquiriu imagens com o uso do software Zen- Blue Edition (Carl Zeiss 

Microscopy GmbH). As imagens foram obtidas utilizando os mesmos parâmetros e 

condições de luminosidade. 

Para quantificar o número de neurônios dopaminérgicos nigrais, contabilizaram-

se as células que apresentaram uma marcação positiva para a enzima TH (TH+) na SNpc. 

Para tal, foram obtidas microfotografias em pares, com aumento 40x da região medial, 

central e lateral dessa região, tanto do lado direito como do lado esquerdo do encéfalo dos 

animais. Para identificar a SNpc, procurou-se uma estrutura ovoide com o maior eixo no 

plano horizontal, dorsal ao pedúnculo cerebral, entre os cortes nas coordenadas do 

Bregma –2,9 e –3,7 no eixo antero-posterior (Paxinos; Franklin, 2019). Essa estrutura 

ovoide, correspondente à SN, é composta principalmente pela SNpr. Na região dorsal da 

SN, há um grupamento de neurônios que assumem um formado de uma gota alongada, 

com o maior diâmetro na região ventro-medial, que se alonga e se estreita em direção 

dorso lateral, correspondente à SNpc (Jackson-Lewis et al., 2000).  

Há outra região que contêm um importante grupo de células TH+ nessa região, 

localizado medialmente à SNpc, denominada Área Tegmental Ventral, ou VTA nas suas 

iniciais em inglês (Ventral Tegmental Area). Para diferenciá-la da SNpc, identificou-se o 

Núcleo Medial Terminal do Trato Óptico Acessório (NMT). O NMT foi usado como um 
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divisor entre o SNpc, localizado lateralmente a ele, e a VTA, localizado medialmente a 

ele (Krashia et al., 2017) (Figura 9a).  

Quando o NMT não era identificado, delimitava-se uma linha no sentido vertical 

a partir da borda medial do pedúnculo cerebral e se assumiu que o grupamento de 

neurônios laterais a essa linha, em formato de gota alongada, correspondia à SNpc 

(Muthane et al., 1994) (Figura 9b). 

Esse método permitiu uma análise precisa da localização e contagem dos 

neurônios dopaminérgicos na SNpc, fundamental para a quantificação dos efeitos da 

neuromodulação no modelo experimental de lesão dopaminérgica. 

 

Figura 9 - Identificação e divisão da SNpc: a) quando o NMT é identificado e b), quando não foi 

identificado, recorreu-se à identificação do pedúnculo cerebral 

 
Nota:      : NMT.  VTA: Área Tegmental Ventral. : Local onde foi feita a microfotografia 
 

 

Cada par de microfotografias foi obtido exatamente da mesma região, porém com 

uma discreta diferença alcançada pelo botão micrométrico do microscópio, procurando 

identificar o maior número de células no corte. As imagens foram processadas pelo 

software FIJI/ImageJ (versão 2.14.01, National Institute of Health) (Schindelin et al., 

2012). O software permitiu colocar cada par de imagens uma ao lado da outra no eixo 

horizontal, transformá-las de um formato RGB (Red, Green and Blue) de 32-bits para 

uma imagem em branco e preto de 8-bits, assim como para modificar o contraste com o 

objetivo de poder identificar de forma mais eficaz as células TH+. O software também 

permitiu aplicar de forma automatizada uma grade para dividir cada imagem em 7 

segmentos no eixo horizontal e 5 no vertical (Figura 10).  

a) b) 
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Figura 10 - Processamento de imagens. À esquerda, duas imagens do mesmo setor da SNpc, com foco 

discretamente diferente. À direita, o processamento das imagens, sendo colocadas uma ao lado da outra, 

transformada numa escala de cinzas e colocada uma grade para facilitar o processo de contagem de 

neurônios 
 

 
Figura 11 - Células TH+, compatíveis com neurônios dopaminérgicos 

 

O software também permitiu calibrar as imagens para obter as dimensões reais 

das microfotografias (Ferreira; Rasband, 2012), possibilitando a seleção de células TH+ 
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com pelo menos de 10 µm de diâmetro, compatíveis com neurônios dopaminérgicos 

(Nelson et al., 1996). Considerou-se, para a seleção dos neurônios, a presença de 

prolongações a partir do corpo celular que sejam compatíveis com dendritos ou axônios 

(Figura 11). 

A identificação dos neurônios devia poder ser confirmada nas duas imagens para 

descartar que sejam decorrentes de artefatos durante a realização do processo imuno-

histoquímico (Figura 12). 

Figura 12 - Processo de reconhecimento neuronal: a) Reconhecimento positivo; b) Reconhecimento 
negativo 
 

a) 

b) 
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A contagem foi realizada de forma cega por duas pessoas e, posteriormente, 

calculada a média. A contagem foi manual, utilizando a ferramenta de contagem de 

células disponibilizada pelo mesmo software. 

3.10.2. Densidade óptica (DO) da marcação TH nos estriados 

 

Com o objetivo de quantificar a densidade da intensidade da marcação TH+ nos 

estriados dos animais, que se correlaciona à densidade das fibras neuronais 

dopaminérgicas estriatais, foram obtidas microfotografias dessa região. Padronizou-se 

um protocolo próprio para definir o local do registro fotográfico. O estriado de cada lado 

do encéfalo do animal foi dividido, no eixo vertical, em regiões medial e lateral. No eixo 

horizontal, o estriado foi dividido em três segmentos: superior, médio e inferior. As 

microfotografias foram realizadas do segmento médio da região medial, com aumento de 

20x, tanto do lado direito como do lado esquerdo (Figura 13). 

Figura 13 - Corte coronal na coordenada antero-posterior +0,5 mm em relação à linha do bregma (Paxinos; 

Franklin, 2019) que mostra a divisão do estriado do camundongo, representado em cor verde, realizada para 

definir o local de onde foram obtidas as microfotografias a serem processadas para avaliação da DO da 

marcação TH+ 

 

As imagens digitais consistem em pixels, sendo que cada um deles está 

relacionado com valores de intensidade numa escala de cinzas ou de cores (Grunkin; 

Raundahl; Foged, 2011). Os pixels se organizam numa escala numérica de 0 a 255, em 
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que o preto mais escuro é representado por 0 e o branco mais claro é representado pelo 

255 (Gonzalez; Woods, 2008).  

Pela lei de Beer-Lambert, que estabelece uma relação entre a absorbância de uma 

solução, ou a sua capacidade de absorver luz, e a sua concentração (Lima, 2013), é 

possível aferir a concentração de uma substância num tecido após ser fotografado e 

processado como uma imagem em branco e preto. Isso é particularmente verdadeiro na 

imunofluorescência, em que durante a exposição dos cortes histológicos processados a 

comprimentos de onda específicos, as microfotografias originalmente capturadas em 

cores são convertidas para imagens em preto e branco. A escala média de cinzas 

resultante, variando de 0 a 255, reflete a intensidade da fluorescência, sendo valores mais 

altos correlacionados com uma maior concentração de fluoróforos na amostra aferida 

(Hartig, 2013). 

Na técnica imuno-histoquímica com cromóforos como o DAB, o processo é 

diferente. O DAB dispersa energia em vez de absorvê-la, o que teoricamente implicaria 

que esse cromóforo não segue estritamente a Lei de Beer-Lambert (Hartig, 2013). No 

entanto, experimentalmente, a concentração dos antígenos marcados por DAB mostra 

correlação com a densidade óptica (DO) calculada nas microfotografias após o 

processamento de imagens (Helps et al., 2012). Nessa situação, maiores concentrações 

do DAB serão paradoxalmente mostradas na escala de cinzas por valores mais baixos da 

escala de 0 a 255. Para transformar essa relação inversa em uma relação direta, há a 

necessidade de estabelecer uma relação entre a DO e a escala de cinzas (Durnyak et al., 

2023). 

Assim, utilizou-se o software FIJI/ImageJ para aferir a escala média de cinzas nas 

microfotografias digitais obtidas e, após calibração (Ferreira; Rasband, 2012), esses 

valores foram convertidos em valores de densidade óptica (DO), que se correlacionam 

diretamente com a densidade da marcação TH+ nas imagens. 

Para avaliar a assimetria na marcação TH+ nos estriados, foi realizada uma 

comparação intragrupo dos valores de DO entre os estriados esquerdo e direito, tanto do 

grupo 6-OHDA + DBS como do grupo 6-OHDA.  

Com o objetivo de aferir o grau de assimetria na marcação de TH+ intergrupo, 

porém de uma forma que eventuais artefatos de aquisição das imagens não interfiram 

nessa comparação, foi proposto o cálculo de um coeficiente denominado “DO E/D”. Esse 

coeficiente é derivado da relação matemática entre a DO aferida no estriado esquerdo 
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(lesionado) e no estriado direito (sadio) de cada animal em ambos os grupos. A equação 

utilizada para calcular o coeficiente DO E/D é a seguinte:  

 

Quadro 3 - DO dos valores aferidos no estriado esquerdo e divididos pelos do estriado 

direito (DO E/D) 

DO E/D: 

DO estriado esquerdo (lesionado) 

______________________________ 

DO estriado direito (sadio) 
 

 

3.11. Análises estatísticas 

 

Todos os dados foram apresentados como média ± SEM, exceto pelos valores de 

resistência elétrica, expressos em um gráfico de caixa, mostrando todos os valores.  

O teste de Shapiro – Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados.  

Para quantificar o tamanho do efeito de uma intervenção, avaliando o tamanho da 

diferença entre duas médias, foi utilizado o g de Hedges (Goulet-Pelletier; Cousineau, 

2018). 

 

3.11.1. Análise de dados paramétricos 

 

Para comparar as diferenças entre três ou mais grupos, utilizou-se o teste de 

ANOVA de uma via. As variâncias foram comparadas pelo teste de Bartlett e se fossem 

estatisticamente diferentes, foi utilizado o teste de ANOVA, com a correção de Welch. 

Para as comparações entre dois grupos com dados não pareados, as variâncias 

foram comparadas pelo teste F. Na ausência de diferença significativa entre as variâncias, 

seria utilizado o teste t de Student. Caso contrário, seria aplicado o teste t com correção 

de Welch. 

Para as comparações entre dois grupos com dados pareados, utilizou-se o teste t 

de Student pareado. 

Também foi utilizado teste de ANOVA de Duas Vias para analisar diferenças 

dentro dos grupos. Quando a esfericidade dos dados não fosse atendida, com um épsilon 

menor que 1, foi utilizada a correção de Geisser Greenhouse.  
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3.11.2. Análise de dados não paramétricos 

 

Para as comparações entre dois grupos que não seguiram distribuição normal, 

utilizou-se o teste de Mann-Whitney. 

O comportamento da resistência em função do tempo do sistema encéfalo- 

eletrodo foi analisado por uma regressão linear simples. 

As análises estatísticas, assim como a confecção de gráficos, foram realizadas 

utilizando o software GraphPad Prism 10.0 (Massachusetts Institute of Technology - 

MIT, USA). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Desenvolvimento do dispositivo de estimulação cerebral profunda 

 

O dispositivo de estimulação cerebral profunda foi produzido integrando três 

partes, um eletrodo intracerebral (a), os conectores (b) e o circuito impresso (c) (Figuras 

2, 14 e 15). 

 
 

Figura 14 - Eletrodo em 3D: a) na perspectiva supero lateral direita (b) lateral esquerda e c) e supero 

lateral esquerda 

 

 

 
Figura 15 - Vista lateral do dispositivo de estimulação cerebral profunda, mostrando a) o eletrodo, b) o 

conector e c) o circuito impresso 

 

  

c) b) a) 
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4.1.1. Primeira fase: confecção do eletrodo intracerebral 

 

O eletrodo intracerebral foi confeccionado utilizando um produto pré-

manufaturado pela pela A-M Systems®, empresa sediada nos Estados Unidos da 

América. O produto específico utilizado, identificado no catálogo da empresa com o 

código 777000, é um fio de platina e irídio encapado com material isolante. Este fio possui 

um diâmetro total de 140 µm (material condutor e o isolante) com o diâmetro do material 

condutor de medindo 75 µm. 

Para confeccionar um eletrodo bipolar concêntrico a partir desse fio, uma seção 

de aproximadamente 2 cm dele foi inserida no interior de uma agulha hipodérmica 

descartável 13x0,45 mm (26G). A ponta da agulha foi cuidadosamente cortada com uma 

mini serra, deixando-a com a ponta romba para simular um cilindro.  

 

4.1.2. Segunda fase: conectores 

 

Para que o dispositivo de DBS pudesse modular estruturas cerebrais profundas do 

encéfalo de um camundongo por eletricidade, foi necessário desenvolver uma forma de 

conectar o dispositivo a uma unidade de estimulação elétrica externa.  

 

4.1.2.1. Adaptação ao estimulador elétrico 

 

O estimulador elétrico utilizado foi o modelo S88, manufaturado pela empresa Grass 

TelefactorÒ, localizada em Warwick, RI, Estados Unidos da América. A saída do 

estimulador foi adaptada para uma saída fêmea que acomoda dois pinos metálicos 

condutores, espaçados 2mm entre si. 

 
4.1.2.2. Instalação dos conectores 

 

Para conectar o dispositivo de DBS ao estimulador, foram instalados dois pinos 

metálicos condutores, também afastados 2 mm um do outro, em um local previamente 

definido na face dorsal do dispositivo de DBS, no extremo oposto ao local em que o 

eletrodo foi soldado. Essa configuração assegurou que os pinos se alinhem corretamente 

com a saída fêmea adaptada do estimulador S88. 
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4.1.2.3. Fixação dos conectores 

 

A conexão dos pinos metálicos ao dispositivo foi realizada por soldagem com 

estanho e ácido fosfórico 85%. Essa técnica de soldagem garantiu uma conexão firme e 

segura, permitindo que a corrente elétrica fluísse adequadamente do estimulador externo 

para o eletrodo intracerebral. 

 

4.1.3. Terceira fase: confecção da placa de circuito impressa 

 

Os arquivos contendo o desenho da placa do circuito foram enviados para a 

empresa JLCPCBÒ, localizada em Shenzhen, China, para a sua produção. Esse segmento 

do dispositivo foi fabricado utilizando folhas de cobre laminado impressas numa placa de 

fibra de vidro FR-4 de 7x9x1,5 mm. Essa placa recebeu os componentes do eletrodo e os 

pinos conectores, conectando o dispositivo ao estimulador elétrico.  

 

4.1.3.1. Divisão da placa 

 

A placa foi dividida em dois segmentos e duas faces (Figuras 16 e 17): 

a) Segmento A: contém os componentes do eletrodo (Figura 16); 

b) Segmento B: contém os pinos conectores que receberão os impulsos do 

estimulador elétrico (Figura 16); 

c) Face ventral: voltada ao crânio do animal, recebeu a agulha 26G romba (Figura 

17); 

d) Face dorsal: voltada para o conector fêmea proveniente do estimulador elétrico, 

recebeu o ponto de fixação do fio de platina e irídio e os pinos conectores positivo 

e negativo (Figura 17). 
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Figura 16 - Vista superior do dispositivo de estimulação cerebral profunda, mostrando o segmento A (azul) 

contendo os componentes do eletrodo e o segmento B (vermelho), contendo os pinos conectores que 

receberão os conectores provenientes do estimulador elétrico 

 

 
Figura 17 -Vista lateral do dispositivo de estimulação cerebral profunda, mostrando a face ventral 

(amarela), voltada ao crânio do animal, que recebeu a agulha 26G romba e a face dorsal (verde), voltada 

para o conector fêmea proveniente do estimulador elétrico, que recebeu o local de fixação do fio de platina 

e irídio, assim como os pinos conectores positivo e negativo 

 
 

4.1.3.2. Estrutura da placa 

 

Para adequada fixação do dispositivo ao crânio do animal, a placa de circuito impresso 

foi criada com uma concavidade de dimensões de 3x1mm no segmento A da placa, 

lateralmente ao ponto do circuito onde a agulha 26G foi soldada. Essa concavidade 

permitiu que o acrílico dental autopolimerizante utilizado para fixar o dispositivo ao 
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crânio do animal se aderisse à placa de forma mais eficaz, permitindo o ancoramento do 

dispositivo ao parafuso instalado no crânio do camundongo. 

Há também dois orifícios que transpassam a placa completamente: um no meio, 

com 1 mm de diâmetro, e outro no local que receberá a agulha 26G romba, com 0,5mm 

de diâmetro. 

 

4.1.3.3. Interconexão dos componentes na placa 

 

O circuito impresso interconectou eletricamente a agulha 26G modificada para ser 

romba, soldada na face ventral do segmento A, com o pino negativo soldado na face 

dorsal do segmento B da placa. 

O fio de platina e irídio, soldado no segmento A, é interconectado com o pino 

positivo, soldado na face dorsal do segmento B da placa, a 2mm lateralmente ao pino 

negativo. O fio atravessa a agulha modificada 26G e a placa de material isolante, 

alcançando a face dorsal da extremidade A. 

Essas configurações garantem que o circuito impresso na placa de material 

isolante conecte corretamente o eletrodo intracerebral aos pinos conectores, permitindo a 

transmissão eficiente dos impulsos elétricos do estimulador para as estruturas cerebrais 

profundas do camundongo. 

 

4.2. Local de implantação dos eletrodos intracerebrais 

 

Verificou-se que os eletrodos intracerebrais foram adequadamente locados em 

oito dos doze animais do grupo 6OHDA + DBS. Deles, um animal apresentou sinais de 

infecção intracerebral no local da ponta do eletrodo, e outro uma hemorragia intracerebral 

extensa, tanto intraparenquimatosa quanto subaracnóidea. Assim, dos doze animais do 

grupo, seis foram incluídos nas análises tanto comportamentais como histológicas 

(Figuras 18 e 19). 

No grupo 6-OHDA, os eletrodos intracerebrais foram adequadamente posicionados 

em oito dos quatorze animais (Figuras 20 e 21). Os outros seis animais foram excluídos 

das análises comportamentais e histológicas.  
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Figura 18 - Esquema sagital mostrando os locais onde as pontas dos eletrodos foram locadas, com o campo 

elétrico provocado por elas, nos animais do grupo 6-OHDA + DBS. Modificado de Allen Institute For 

Brain Science (2011a; 2011b) 

Nota: Cpd: Pedúnculo cerebral. CTX: Córtex. HY: Hipotálamo. STN: Núcleo subtalâmico. TH: Tálamo. 

ZI: Zona Incerta. SNc: Substância Nigra pars compacta. SNr: Susbtancia Nigra pars reticulata. 

 
 

 
 

 

c) 

a) 
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b) 

c) 

d) 
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Figura 19 - Cortes coronais mostrando os locais onde as pontas dos eletrodos foram locadas, com o 

campo elétrico provocado por elas, nos animais do grupo 6-OHDA + DBS. O corte a) corresponde à 

coordenada anteroposterior -1,94 mm em relação à linha do bregma, o b), à coordenada -2,06 mm, o c), à 

coordenada -2,18 mm, o d), à coordenada -2,3 mm e o e) à coordenada -2,46 mm. Modificado de Paxinos 

e Franklin (2019) e Allen Institute For Brain Science (2011a; 2011b).  

Nota: Cpd: Pedúnculo cerebral. CTX: Córtex. HY: Hipotálamo. STN: Núcleo subtalâmico. TH: Tálamo. 

ZI: Zona Incerta. SNc: Substância Nigra pars compacta. SNr: Substância Nigra pars reticulata.         

: Ponta do eletrodo (vermelho) com o campo elétrico de 250 µm de rádio induzido por ele 

(amarelo). 

 
Figura 20 - Esquema sagital mostrando os locais onde as pontas dos eletrodos, representadas pela cor 

amarela, foram locadas nos animais do grupo 6-OHDA. Modificado de Allen Institute For Brain Science 

(2011a; 2011b) 

Nota: CPD: Pedúnculo cerebral. CTX: Córtex. HY: Hipotálamo. STN: Núcleo subtalâmico. TH: Tálamo. 

ZI: Zona Incerta. SNc: Substância Nigra pars compacta. SNr: Substância Nigra pars reticulata. 

e) 
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Figura 21 - Cortes coronais mostrando os locais onde as pontas dos eletrodos, representadas pela cor 

amarela, foram locadas nos animais do grupo 6-OHDA. O corte a) corresponde à coordenada 

anteroposterior -2,3 mm em relação à linha do bregma e o b) à coordenada -2,46mm. Modificado de Paxinos 

e Franklin (2019) e Allen Institute For Brain Science (2011a; 2011b)  

Nota: CPD: Pedúnculo cerebral. CTX: Córtex. HY: Hipotálamo. STN: Núcleo subtalâmico. TH: Tálamo. 

ZI: Zona Incerta. SNc: Substância Nigra pars compacta. SNr: Substância Nigra pars reticulata. 

 

4.3. Comportamento da resistência elétrica 

 

A resistência do sistema encéfalo-eletrodo não mudou durante os quatro dias de 

protocolo. 

a) 

b) 
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Para analisar o comportamento da resistência do sistema em função do tempo, 

utilizou-se uma regressão linear simples. Não houve mudanças na resistência do sistema 

encéfalo-eletrodo com o tempo [F (1, 22) = 0,5170, p= 0,48] (Figura 22). 

 
Figura 22 - Comportamento da resistência em kOhms (kΩ), em função do tempo 

 

4.4. Impacto da DBS na massa corporal dos animais 

 

Os animais do grupo 6-OHDA, após a intervenção, perderam massa corporal de 

forma progressiva até o D4, quando a curva de perda de massa se estabilizou. Em 

contrapartida, os animais do grupo 6-OHDA+DBS começaram a apresentar uma 

recuperação na massa corporal após o D3. Os animais do grupo 6-OHDA + DBS 

mantiveram uma massa corporal igual à do grupo Naive, enquanto os animais do grupo 

6-OHDA mostraram uma massa corporal menor do que a do grupo Naive após o D3 

(Tabela 5) (Figura 23). 

Após uma primeira análise estatística dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, 

identificou-se que os dados seguiram uma distribuição normal, com valores de P de 0,3, 

0,08 e 0,96 para os grupos 6-OHDA + DBS, 6-OHDA e Naive, respectivamente. 

O teste de ANOVA de duas vias foi aplicado. Ao identificar um épsilon de 0,3025 

foi aplicada a correção de Geisser – Greenhouse. Identificou-se que houve uma mudança 

de massa corporal em função do tempo nos animais [F (1,513, 24,2) = 6,044, p=0,01]. 

Houve também uma mudança de massa corporal associada à interação entre o 

tratamento e o tempo [F (10, 80) = 4,723, p <0,001]. 

Observou-se que houve uma diferença na massa corporal dos animais em função 

dos indivíduos [F (16, 80) = 40,91, p <0,001].  
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Não houve uma diferença de massa corporal em função da intervenção realizada 

nos animais lesionados [F (2, 16) = 1,883, p= 0,18]. 

 

 
Figura 23 - Mudança da massa corporal, medida em gramas, no decorrer do tempo - ANOVA de Duas Vias 

Nota: * Diferença estatisticamente significativa entre os grupos 6OHDA e Naive com p<0,05 

 

A massa corporal dos animais do grupo 6-OHDA + DBS se manteve igual ao do 

grupo Naive durante todo o protocolo. Os animais do grupo 6-OHDA foram diferentes 

do grupo Naive, tanto no D4 (p= 0,04) quanto no D7 (p= 0,03) (Figura 23). 

No D4, a perda de massa corporal para o grupo 6-OHDA, quando comparado ao 

D0, foi de 17,05%, enquanto para o grupo 6-OHDA + DBS foi de 6,21%. No D7, a perda 

de massa corporal para o grupo 6-OHDA, em comparação ao D0, foi de 14,34%, enquanto 

para o grupo 6-OHDA + DBS foi de 3,1%. Os animais do grupo Naive tiveram um ganho 

discreto de massa corporal durante a realização do protocolo, quando comparado ao D0, 

de 1,24% no D4 e de 4,17% no D7.  

Numa análise dentro dos grupos se observou que a redução na massa corporal dos 

animais parkinsonianos que receberam estimulação cerebral foi seguida por uma 

recuperação ao longo do protocolo experimental. A massa corporal medida nos animais 

do grupo 6-OHDA + DBS no D0 foi maior do que nos dias D1, D2, D3 e D4, com valores 

de p < 0,001, 0,003, 0,01 e 0,003, respectivamente (Tabela 5). No entanto, não houve 

diferença no D7, indicando que as massas corporais aferidas nesse dia não diferiram (p = 

0,28). No grupo 6-OHDA, a massa dos animais no D0 foi maior do que no D1 (p<0,001), 

D2 (p<0,001), D3 (p<0,001), D4 (p<0,001) e D7 (p=0,02) (Tabela 5).  
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Tabela 5 - Diferença percentual na massa corporal em relação ao tempo dos grupos 6-

OHDA + DBS, 6-OHDA e Naive 

 
Massa 

corporal 
D1-D0 (%) 

Massa 
corporal 

D2-D1 (%) 

Massa 
corporal 

D3-D2 (%) 

Massa 
corporal 

D4-D3 (%) 

Massa 
corporal 

D7-D4 (%) 
Naive +0,62 +0,85 +2,47 +1,23 +3,7 

6OHDA + DBS -9,38 0,0 +1,72 +1,69 +6,66 
6OHDA -9,86 -6,25 0,0 -5,0 +1,75 

 

 

4.5. Impacto da DBS no teste de Rotarod 

 

Ao comparar a performance motora utilizando o teste do Rotarod, observou-se que 

tanto o grupo 6-OHDA + DBS quanto o 6-OHDA apresentaram desempenho motor 

significativamente inferior ao do grupo Naive. Além disso, o grupo 6-OHDA + DBS 

mostrou um desempenho motor 74,12% superior ao do grupo 6-OHDA (Figuras 24 e 25). 

Os dados do grupo 6-OHDA + DBS e do grupo Naive seguiram uma distribuição 

normal, conforme indicado pelo teste de Shapiro-Wilk, com valores de p de 0,06 e 0,57, 

respectivamente. O teste F não mostrou diferença nas variâncias, permitindo a aplicação 

do teste t de Student para comparar os grupos. Como esperado, houve uma diferença 

estatisticamente significativa entre eles (t = 6,186, df = 9, p < 0,001) (Figura 24a). 

Por outro lado, o grupo 6-OHDA não seguiu uma distribuição normal, conforme 

indicado pelo teste de Shapiro-Wilk (p = 0,03). Portanto, a comparação entre os grupos 

6-OHDA e Naive foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney, que mostrou uma 

estatística U de 0 e um valor de p de 0,003, indicando uma diferença estatística 

significativa entre eles (Figura 24b). 

Adicionalmente, a comparação entre os grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA 

também foi feita utilizando o teste de Mann-Whitney. Nessa análise, a estatística U de 5 

e um valor de p = 0,02 indicaram que o grupo 6-OHDA + DBS teve um desempenho no 

Rotarod superior ao grupo 6-OHDA (Figura 25). 
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Figura 24 - a) Tempo de permanência no Rotarod dos grupos 6-OHDA + DBS e Naive. Teste t de student. 

*** p<0.001. b) Tempo de permanência no Rotarod dos grupos 6-OHDAe Naive. Teste de Mann - Withney. 

** p<0.01 

 
Figura 25 - Tempo de permanência no Rotarod dos grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA. Teste de Mann - 

Withney 

Nota: * p<0.05 
  

a) b) 
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4.6. Impacto da DBS no teste de cilindro 

 

4.6.1. Coeficiente de assimetria 

 

Os animais do grupo 6-OHDA, ao contrário dos do grupo 6-OHDA + DBS, 

mostraram coeficientes de assimetria elevados e diferentes dos do grupo Naive nos dias 

D2 e D4 (Figura 26). 

Os dados seguiram uma distribuição normal, verificada pelo teste de Shapiro-

Wilk, com valores de p de 0,92, 0,97 e de 0,43 para os grupos 6-OHDA + DBS, 6-OHDA 

e Naive, respectivamente. Portanto, utilizou-se o teste estatístico de ANOVA de Duas 

Vias, com correção de Geisser Greenhouse, ao calcular um épsilon de 0,4892. Houve uma 

diferença estatisticamente significativa no coeficiente de assimetria, em função da 

intervenção realizada nos animais dos três grupos [F (2, 16) = 4,295, p= 0,03]. No entanto, 

em relação ao tempo, não houve diferença significativa no coeficiente de assimetria entre 

os três grupos [F (1,467, 16,63) = 0,074, p=0,88]. Além disso, ao avaliar a interação entre 

o tratamento e o tempo, também não houve uma mudança significativa no coeficiente de 

assimetria nos três grupos [F (6, 34) = 0,7686, p= 0,6].  

 

 
Figura 26 - Coeficiente de assimetria dos três grupos - ANOVA de duas vias  

Nota: * Diferença estatisticamente significativa entre o grupo 6-OHDA e Naive, p<0.05 

 

Nas comparações múltiplas dos grupos, foi identificado que os animais do grupo 

6-OHDA apresentaram um coeficiente de assimetria estatisticamente diferente do grupo 

Naive no D2 (p= 0,03) e D4 (p= 0,02). Por outro lado, os animais do grupo 6-OHDA + 

DBS não mostraram diferenças relevantes em relação ao do grupo Naive (Figura 25). 
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4.6.2. Índice de Preservação da Motricidade (IPM)  

 

Para avaliar a atividade motora dos animais, propôs-se o Índice de Preservação da 

Motricidade (IPM). Na análise por dias, o IPM não foi diferente entre o grupo 6-OHDA 

+ DBS e o 6-OHDA (Figura 27). 

Em contrapartida, ao fazer uma análise dos valores totais, o grupo 6-OHDA + 

DBS apresentou um valor do IPM que foi 55,72% maior do que o grupo 6-OHDA (Figura 

28). O efeito da neuromodulação invasiva foi altamente relevante na preservação motora 

do hemicorpo comprometido nos animais parkinsonianos. 

Os dados de IPM seguiram uma distribuição normal, verificada pelo teste de 

Shapiro-Wilk, com valores de p de 0,83, 0,12 e de 0,75 para os grupos 6-OHDA + DBS, 

6-OHDA e Naive respectivamente. 

Portanto, foi aplicado teste de ANOVA de Duas Vias com correção de Geiser – 

Greenhouse, ao identificar um épsilon de 0,5617. Verificou-se uma diferença 

estatisticamente significativa em função da intervenção [F (2, 14) = 65,9, p< 0,001]. No 

entanto, não houve diferença significativa na exploração do ambiente em função do tempo 

[F (1,685, 23,03) = 1,575, p <0,23] nem na interação tempo/intervenção [F (6, 41) = 

1,205, p <0,32]. 

Nas comparações múltiplas dos grupos, verificou-se que os grupos 6-OHDA + 

DBS e 6-OHDA não foram diferentes entre si, mas ambos foram diferentes do grupo 

Naive. 

 

 
Figura 27 - Análise por dias do IPM. ANOVA de Duas Vias. 

 

IP
M
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Procedeu-se, então, a uma comparação os valores totais de IPM dos grupos 6-

OHDA + DBS e 6-OHDA. Pelo teste F, não houve diferença entre as variâncias dos 

grupos. Utilizou-se, assim, o teste t de student, que mostrou que o IPM do grupo 6-OHDA 

+ DBS foi superior aos grupos 6-OHDA [t= 3,483. dF= 10. p= 0,006] (Figura 28).  

 

Figura 28 - Valores totais de IPM dos grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA. Teste t, **p<0.01 

 

Com o objetivo de quantificar o tamanho do efeito da DBS na preservação motora 

em animais parkinsonianos, calculou-se o g de Hedges. Obteve-se um valor de 1,24, 

indicando um efeito altamente relevante. 
 

4.7. Imuno-histoquímica 

 

4.7.1. Contagem de células TH+ na SNpc 

 

Somente os animais do grupo 6-OHDA apresentaram um menor número de 

células TH+ na SNpc ipsilateral à lesao nigroestriatal, quando comparada ao lado 

contralateral (Figura 29). 

Na análise das sub-regiões da SNpc, os animais do grupo 6-OHDA apresentaram 

uma contagem de células TH+ menor no lado lesionado, tanto na região medial como na 

central e na lateral. Por outro lado, os animais do grupo 6-OHDA+DBS apresentaram 

uma contagem de células TH+ menor apenas na região medial, mantendo-se igual nas 

regiões central e lateral (Figura 33). 

IP
M
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Para essa avaliação, foram criados dois subgrupos, a partir do grupo 6-OHDA+ 

DBS, assim como do grupo 6-OHDA, totalizando quatro subgrupos: 

a) número de células TH+ na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA + 

DBS (6OHDA + DBS SN D); 

b) número de células TH+ na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA + 

DBS (6OHDA + DBS SN E); 

c) número de células TH+ na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA 

(6OHDA SN D); 

d) número de células TH+ na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA 

(6OHDA SN E). 

A normalidade dos dados da contagem de células TH+ nos grupos foi confirmada 

pelo teste de Shapiro - Wilk, com valores de p de 0,23, 0,22, 0,98 e 0,09, respectivamente. 
 

 
Figura 29 - Número de células TH+ contabilizadas nas microfotografias na SNpc direita dos animais do 

grupo 6-OHDA + DBS (6OHDA + DBS SN D), na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA + DBS 

(6OHDA + DBS SN E), na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN D) e na SNpc 

esquerda dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN E) - ANOVA de Uma Via com correção de Welch 

Nota: *: p<0,05, **: p<0,01, *** p<0,001. 

 

As variâncias foram avaliadas pelo teste de Bartlett, que mostrou diferenças 

estatisticamente significativas entre elas (p= 0,006). Assim, utilizou-se o teste de 
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ANOVA de Uma Via com correção de Welch, que revelou diferença significativa entre 

os grupos [F (3, 33,82) = 10,51, p< 0,001] (Figura 29). 

Na comparação das diferenças entre os quatro subgrupos (6OHDA + DBS SN D, 

6OHDA + DBS SN E, 6OHDA SN D e 6OHDA SN E), observou-se que a contagem de 

células TH+ do lado esquerdo do grupo de animais parkinsonianos que não receberam 

neuromodulação (6OHDA SN E) correspondeu a: 

- Um valor de 27,32% da contagem de células TH+ na SN esquerda dos animais 

parkinsonianos que receberam neuromodulação (6OHDA + DBS SN E) 

- Um valor de 51,68% da contagem de células TH+ na SN direita dos animais 

parkinsonianos que receberam neuromodulação (6OHDA + DBS SN D) 

- Um valor de 53,94% da contagem de células TH+ na SN direita dos animais 

parkinsonianos que não receberam neuromodulação (6OHDA + SN D) (Tabela 6) (Figura 

29). 

 
Tabela 6 - Diferenças entre os números de células TH+ contabilizados nas 

microfotografias na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA + DBS (6OHDA + DBS 

SN D), na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA + DBS (6OHDA + DBS SN 

E), na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN D) e na SNpc esquerda 

dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN E) - ANOVA de Uma Via com correção de 

Welch 

Welch – 

ANOVA 

6OHDA + 

DBS SN D 

6OHDA + 

DBS SN E 
6OHDA SN D 6OHDA SN E 

6OHDA + 

DBS SN D 

____ 

 

Não diferente 

(p=0,18) 

Não diferente 

(p=0,91) 

Diferente 

(p=0,002) 

6OHDA + 

DBS SN E 

Não Diferente 

(p=0,18) 
____ 

Não diferente 

(p=0,08) 

Diferente 

(p=0,03) 

6OHDA SN D 
Não diferente 

(p=0,91) 

Não diferente 

(p=0,08) 
____ 

Diferente 

(p<0,001) 

6OHDA SN E 
Diferente 

(p=0,002) 

Diferente 

(p=0,03) 

Diferente 

(p<0,001) 
____ 

 

Os dados da contagem de células TH+ do lado direito e o lado esquerdo da SNpc 

dos subgrupos derivados dos animais do grupo 6-OHDA + DBS (6-OHDA + DBS SN D 
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e 6OHDA + DBS SN E) foram analisados. A contagem de células TH+ no lado esquerdo 

foi 29,61% menor do que a contagem do lado direito. Os dados seguiram uma distribuição 

normal e foram comparados pelo teste t de Student pareado, que mostrou que essa 

diferença não foi estatisticamente significativa [t = 1,823, df = 15, p = 0,09] (Figura 30).  

 
Figura 30 - Número de células TH+ contabilizadas no grupo 6-OHDA + DBS, tanto à direita (6OHDA + 

DBS SN D) como à esquerda (6OHDA+DBS SN E) - Teste t de student pareado 

 

Em seguida, foram analisados os dados dos subgrupos derivados dos animais do 

grupo 6-OHDA. Identificou-se que contagem de células TH+ no lado esquerdo foi 

58,53% menor no lado direito da SNpc em comparação com o lado esquerdo. Os dados 

seguiram uma distribuição normal e foram comparados pelo teste t de Student pareado, 

que mostrou que essa diferença foi estatisticamente significativa [t = 6,829, df = 20, p < 

0,001] (Figura 31). 
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Figura 31 - Número de células TH+ contabilizadas no grupo 6-OHDA, tanto à direita (6OHDA SN D) 

como à esquerda (6OHDA SN E) - Teste t de student pareado  

Nota: *** p< 0,001. 

 

Posteriormente, analisaram-se os subgrupos derivados dos dados de contagem de 

células nigrais TH+ no lado lesionado, tanto do grupo 6-OHDA+DBS como do 6-OHDA. 

A contagem de células TH+ nos animais não neuromodulados foi 41,62% menor do que 

a contagem dos animais submetidos a DBS. Os dados seguiram uma distribuição normal 

e o teste F mostrou diferença estatística nas variâncias. Assim, aplicou-se o teste t de 

Student com correção de Welch, que mostrou que essa diferença foi estatisticamente 

significativa [t = 2,489, df = 35, p = 0,02] (Figura 32). 
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Figura 32 - Número de células TH+ contabilizadas na SNpc do grupo 6OHDA + DBS, à esquerda 

(6OHDA+DBS SN), e as contabilizadas na SNpc do grupo 6-OHDA à esquerda (6OHDA SN E) - Teste t 

de student com correção de Welch 
Nota: * p< 0,05 

 

Procedeu-se à avaliação os dados do número de células TH+ nas microfotografias 

das regiões medial, central e lateral da SNpc, tanto do lado direito e esquerdo, do grupo 

6-OHDA+DBS e 6-OHDA. A normalidade dos dados das SNpc, tanto do lado direito 

como do lado esquerdo, dos animais do grupo 6-OHDA+DBS, assim como do grupo 6-

OHDA foi confirmada pelo teste de Shapiro – Wilk, com valores de p de 0,28, 0,49, 0,12 

e 0,33, respectivamente.  

Aplicou-se o teste de ANOVA de Duas Vias com correção de Geisser-

Greenhouse, ao calcular-se um épsilon de 0,7888. O teste mostrou diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos em relação ao tratamento [F (3, 20) = 7,174, 

p = 0,002]. Em relação às sub-regiões da SNpc, houve também uma diferença 

significativa entre os grupos [F (1,578, 31,55) = 19,95, p < 0,001]. Além disso, a interação 

entre o tratamento e as sub-regiões da SNpc também mostrou diferença significativa entre 

os grupos [F (6, 40) = 2,736, p = 0,03] (Figura 33). 

Nas comparações múltiplas dos grupos, ao avaliar a região medial isoladamente, 

observou-se diferenças significativas em todas as comparações entre os lados sadios e 

lesionados. Nessa região, os valores da contagem de células nigrais TH+ à esquerda foram 

47,53% menores do que os do lado direito no grupo 6-OHDA (p< 0,001), e 42,57% menor 

no grupo 6-OHDA+DBS (p<0,001). Além disso, os valores da contagem à esquerda do 
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grupo 6-OHDA+DBS foram 52,69% menores do que os do lado direito do grupo 6-

OHDA+DBS (p=0,04) e 59,62% menores dos que os do lado direito do grupo 6-OHDA 

(p=0,05) (Tabela 7) (Figura 33).   
 

Tabela 7 - Diferenças entre os números de células TH+ contabilizados nas 

microfotografias da região medial da SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA + DBS 

(6OHDA + DBS SN D), na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA + DBS 

(6OHDA + DBS SN E), na SNpc direita dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN D) 

e na SNpc esquerda dos animais do grupo 6-OHDA (6OHDA SN E) - ANOVA de Duas 

Via com correção de Geisser-Greenhouse 

ANOVA de 

Duas 

Vias/Geisser - 

Greenhouse. 

Região Medial 

6OHDA + DBS 

SN D 

Região Medial 

6OHDA SN D 

Região Medial 

6OHDA + DBS 

SN E 

Região Medial 

6OHDA SN E 

Região Medial 

6OHDA + DBS 

SN D 

____ 

 

Não diferente 

(p=0,77) 

Diferente 

(p<0,001) 

Diferente 

(p<0,001) 

Região Medial 

6OHDA SN D 

Não diferente 

(p=0,77) 
____ 

Diferente 

(p=0,05) 

Diferente 

(p<0,001) 

Região Medial 

6OHDA SN E 

Diferente 

(p<0,001) 

Diferente 

(p=0,05) 
____ 

Não diferente 

(p=0,47) 

Região Medial 

6OHDA SN E 

Diferente 

(p<0,001) 

Diferente 

(p<0,001) 

Não diferente 

(p=0,47) 
____ 

 

Em contrapartida, na análise da contagem de células TH+ nas regiões central e 

lateral, observou-se uma diferença estatisticamente significativa no número de células 

TH+ entre os lados esquerdo e direito somente no grupo 6-OHDA. Verificou-se que os 

valores da contagem de células nigrais TH+ à esquerda foram 56,89% menores do que os 

do lado direito na região central (p = 0,008) e 59,95% menores na região lateral (p = 0,04) 

(Figura 33). 
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Figura 33 - Número de neurônios da região medial, central e lateral, da SNpc direita do grupo 6-

OHDA+DBS (6OHDA+DBS SN D), da SNpc esquerda do grupo 6-OHDA+DBS (6OHDA+DBS SN E), 

da SNpc direita do grupo 6-OHDA (6OHDA SN D) e da SNpc esquerda do grupo 6-OHDA (6OHDA SN 

E) - ANOVA de Duas Vias 
Nota: * p< 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 

 

4.7.2. DO das fibras neuronais dopaminérgicas estriatais 

 

Ao comparar os valores de DO da marcação TH+ nas microfotografias dos cortes 

histológicos do estriado dos animais dos grupos 6-OHDA+DBS e 6-OHDA, observou-se 

uma diferença significativa entre os lados esquerdo e direito. Nos animais do grupo 6-

OHDA+DBS, a DO no hemisfério esquerdo foi 1% menor do que no hemisfério direito, 

sem significância estatística (p = 0,39). Já no grupo 6-OHDA, a DO no lado esquerdo foi 

27% menor do que no direito, uma diferença estatisticamente significativa (p = 0,009). 

O cálculo da relação dos valores de DO E/D dos grupos mostrou que a relação no 

grupo 6-OHDA foi 16% menor do que a calculada no grupo 6-OHDA+DBS (p = 0,02). 

O teste de Shapiro-Wilk confirmou a normalidade dos dados de DO do estriado 

esquerdo (p=0,21) e direito (p=0,07) do grupo 6-OHDA+DBS, assim como os do estriado 

esquerdo (p=0,57) e direito (p=0,55) do grupo 6-OHDA. O teste de Bartlett não mostrou 

diferenças estatísticas nas variâncias (p=0,97). Assim, procedeu-se ao teste de ANOVA 

de Uma Via que não mostrou diferença significativa entre os grupos [F (3, 24) = 0,6787 

p= 0,57] (Figura 34). 
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Figura 34 - DO do estriado direito do grupo 6-OHDA+DBS (6OHDA + DBS D), do estriado esquerdo do 

grupo 6-OHDA+DBS (6OHDA + DBS E), do estriado direito do grupo 6-OHDA (6OHDA D) e do 

estriado esquerdo do grupo 6-OHDA (6OHDA E) - ANOVA de Uma Via 

 

Ao avaliar os tamanhos de efeito entre os diferentes grupos experimentais, foi 

calculado o g de Hedges para comparar os grupos 6OHDA+DBS D, 6OHDA+DBS E, 

6OHDA D e 6OHDA E. Os resultados indicaram que as diferenças entre os grupos são 

relativamente pequenas, visto que nenhum dos valores foi acima de 0,8 (Goulet-Pelletier; 

Cousineau, 2018). 

 

Tabela 8 - Valores dos Tamanhos de Efeito calculados para comparações entre os DO 

dos estriados direito e esquerdo dos Grupos 6-OHDA+DBS e 6-OHDA - g de Hedges 

 

g de Hedges 6OHDA+DBS D 6OHDA+DBS E 6OHDA D 6OHDA E 
6OHDA+DBS D - 0,08 0,28 0,64 
6OHDA+DBS E 0,08 - 0,20 0,58 

6OHDA D 0,28 0,20 - 0,39 
6OHDA E 0,64 0,58 0,39 - 

 

Em seguida, foram analisados os dados de DO das microfotografias dos estriados 

direito e esquerdo do grupo 6-OHDA+DBS. Após confirmar a distribuição normal dos 

dados, compararam-se os grupos pelo teste t de Student pareado, que não mostrou 

diferença entre eles (t = 0,9394, df = 5, p = 0,39) (Figura 35). 
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Figura 35 - DO do estriado direito do grupo 6-OHDA+DBS (6OHDA + DBS D) e do estriado esquerdo 

do grupo 6-OHDA+DBS (6OHDA + DBS E) - Teste t de Student pareado 

 

Na sequência, procedeu-se a analisar os dados da DO das microfotografias 

correspondentes aos estriados direito e esquerdo do grupo 6-OHDA. Após confirmar a 

distribuição normal dos dados, compararam-se os grupos pelo teste t de Student pareado 

e se identificou uma diferença significativa entre eles (t = 3,601, df = 7, p = 0,009) (Figura 

36) 

Figura 36 - DO do estriado direito do grupo 6-OHDA (6OHDA D) e do estriado esquerdo do grupo 6-

OHDA (6OHDA E) - Teste t de Student pareado 

Nota: **p<0.01 
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Procedeu-se ao cálculo da equação DO E/D (Tabela 3). Os valores obtidos da 

equação estriado esquerdo/estriado direito do grupo 6-OHDA+DBS e do grupo 6-OHDA 

seguiram uma distribuição normal pelo teste de Shapiro-Wilk, com valores de p de 0,97 

e 0,67 respectivamente. Aplicou-se, então, o teste F, que não mostrou diferença nas 

variâncias. Assim, compararam-se os grupos por teste t de Student, que identificou 

diferença significativa entre eles (t=2.657, df=12, p= 0,02) (Figura 37). 
 

 
Figura 37 - DO E/D - Teste t de student 

Nota: *p<0.05 

 

  

D
O

 E
/D
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5. DISCUSSÃO 

 

Os estudos sobre estimulação cerebral profunda em roedores iniciam o protocolo 

de estimulação dias ou até semanas após a indução de parkinsonismo, diferentemente da 

proposta da presente pesquisa (Knorr et al., 2022). Isso pode limitar tanto a avaliação da 

capacidade neuroprotetora quanto do efeito na redução de alterações motoras da 

intervenção proposta. Tal abordagem é justificada pela necessidade de excluir um efeito 

sobre a absorção ou o metabolismo da 6-OHDA nos indivíduos estudados (Harnack et 

al., 2008; Mckinnon et al., 2019). No entanto, ao desenvolver um grupo controle 

adequado, é possível contornar um eventual efeito confundidor decorrente do 

metabolismo da 6-OHDA no encéfalo dos roedores.  

A proposta desta tese é original e não apresenta estudos similares que permitam 

uma comparação direta. Pode-se identificar na literatura alguns estudos similares em 

alguns aspectos, porém com diferenças estruturais importantes. 

Um estudo investigou a neuroproteção em ratos implantando um eletrodo de DBS 

no NST anteriormente à lesão por 6-OHDA, com um protocolo de estimulação cerebral 

constante por duas semanas, não tendo sido replicado até o momento (Maesawa et al., 

2004). A presente tese se difere substancialmente deste estudo, tanto no animal de 

experimentação utilizado (camundongo) quanto nas análises realizadas. Esta tese inclui 

avaliações comportamentais e de mudanças de massa corporal, o que ainda não foi 

abordado na literatura.  

Outro estudo que também se assemelha em alguns aspectos a esta tese utilizou o 

modelo de camundongo hemiparkinsoniano pela infusão de 6-OHDA e implementou um 

protocolo de estimulação elétrica composto por pulsos elétricos de 130 Hz de frequência, 

90 μs de duração de pulso e 100 μA de corrente, com duração de 5 dias, 4 horas por dia. 

No entanto, o estudo foi realizado em animais manipulados geneticamente para expressar 

receptores de dopamina D1 e D2. A lesão foi realizada no MFB e o início da DBS ocorreu 

14 dias após a lesão. Não houve avaliação de variáveis comportamentais, sendo o objetivo 

avaliar o efeito da DBS no núcleo estriado desses animais (Visanji et al., 2015). 

Duas revisões em 2022 avaliaram estudos de neuromodulação invasiva em 

roedores parkinsonianos (Knorr et al., 2022; Merino Ruiz, Guimarães & Mortari, 2022). 

Conjuntamente, essas revisões identificaram sessenta e cinco artigos que abordam a 

pesquisa pré-clínica de DBS em DP utilizando roedores. Desses, apenas quatro utilizaram 

o camundongo como plataforma experimental. Considerando que os camundongos são 
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menores e têm custos de manutenção mais baixos, a pesquisa pré-clínica em diversas 

áreas tem optado por utilizá-los em vez de ratos (Bryda, 2013). Isso destaca uma 

oportunidade para avançar na pesquisa nessa área, utilizando camundongos, um modelo 

que ainda não foi explorado de forma abrangente. 

 Ao expandir o universo das experiências pré-clínicas para além da DP, a literatura 

mostra protocolos de neuromodulação invasiva em camundongos que foram realizados 

tanto com eletrodos desenvolvidos de forma artesanal (Schor & Nelson, 2019; Melo-

Thomas et al., 2018; Arsenault et al., 2015) quanto com dispositivos manufaturados pela 

indústria (de Haas et al., 2012; Schmuckermair et al., 2013; Halpern et al., 2014). Não há 

referência clara às características do dispositivo que permitam a conexão do eletrodo à 

fonte de energia, nem às características que reduzam o risco de deslocamento do eletrodo 

do alvo após fixação (Knorr et al., 2022). Algumas empresas que disponibilizam 

dispositivos de estimulação cerebral para pesquisa pré-clínica mostram detalhes dos 

dispositivos em seus sites, focando-se principalmente no diâmetro, nas características 

(monopolares, bipolares ou bipolares concêntricos) e no material do eletrodo (FHC, 

2020). Neste estudo, desenvolveu-se um eletrodo intracerebral com um diâmetro distal 

total de 140 μm. Esse valor é intermediário entre os diâmetros dos eletrodos utilizados 

até o momento em pesquisas pré-clínicas com modelos de roedores, que variam entre 50 

e 300 μm, tanto em ratos quanto em camundongos (Knorr et al., 2022). Para sua 

confecção, utilizaram-se materiais e especificações previamente descritos na literatura, 

incluindo um cátodo de platina e irídio, envolvido em um material não condutor e 

protegido por uma agulha romba 26G, que funciona como ânodo (Spieles-Engemann; 

Collier; Sortwell, 2010; Tibar et al., 2020). O eletrodo está acoplado a uma placa de 

circuito impresso projetada com convexidades que facilitam a fixação do dispositivo ao 

crânio e ajudam a prevenir deslocamentos do eletrodo do alvo cerebral, características 

ainda não descritas na literatura.  

Em relação aos custos, os eletrodos intracerebrais comercializados atualmente têm 

preços que oscilam entre 30 e 50 dólares (PROTECHINTERNATIONAL, 2024a; 

PROTECHINTERNATIONAL, 2024b), enquanto o dispositivo de neuromodulação 

produzido para esta tese teve um custo estimado de menos de seis dólares por unidade. 

Assim, o uso de materiais de baixo custo na fabricação deste dispositivo facilita a 

replicação do protocolo com um investimento reduzido, tornando a tecnologia mais 

acessível. 



 104 

A perda de massa corporal nos primeiros dias após a indução do 

hemiparkinsonismo em camundongos é um fenômeno esperado e bem documentado 

(Heuer et al., 2012; Park et al., 2015). Alguns protocolos de pesquisa excluem os animais 

das análises experimentais na ausência dessa perda de massa, pois nessa situação a 

indução da lesão por 6-OHDA pode não ter sido bem-sucedida (Valverde et al., 2020). 

No entanto, na literatura atual, não existem dados sobre o efeito da DBS na massa corporal 

no modelo de DP em roedores, provavelmente devido à aplicação de protocolos de 

neuromodulação invasiva iniciados dias a semanas após a indução de parkinsonismo, nos 

quais os animais que sobrevivem à infusão intracerebral de 6-OHDA tendem a recuperar 

a sua massa corporal.  

No presente estudo, apesar do comprometimento significativo do estado clínico 

dos animais na fase aguda após a indução de parkinsonismo, a DBS resultou em uma 

recuperação da massa corporal nos animais parkinsonianos (Figura 23). Embora não seja 

possível afirmar as causas exatas desse ganho de massa, é provável que esteja relacionado 

a uma melhoria motora que permitiu aos animais alimentar-se. Evidências derivadas de 

estudos em seres humanos também sugerem que a DBS pode ter efeitos no ganho de peso 

não apenas pelos efeitos favoráveis no desempenho físico, reduzindo o gasto energético 

decorrente de flutuações motoras e rigidez, mas também por induzir alterações 

metabólicas que aumentam a massa gorda (Steinhardt et al., 2023).  

É importante considerar que avaliar a saúde metabólica e o nível de estresse em 

animais de experimentação é complexo e envolve a análise de múltiplas variáveis, como 

os níveis séricos de cortisol, corticoides endógenos, glicemia, massa das glândulas 

adrenais, comportamento, ingestão alimentar e volume de líquido ingerido, além da perda 

de massa corporal, que devem ser considerados de forma integrada (Moberg; Mench, 

2000). Portanto, este estudo, ao aferir apenas uma variável de bem-estar animal, sugere, 

mas não confirma, possíveis mudanças no estresse animal e na saúde metabólica 

decorrentes da DBS. 

Outro aspecto importante observado é que os animais do grupo 6-OHDA + DBS 

seguiram a curva de ganho de massa corporal dos animais Naive até o dia da eutanásia 

no D7, mais de 48 horas após a cessação da DBS (Figura 23). 

Vista a ausência de dados na literatura sobre efeitos da DBS após a suspensão da 

neuromodulação em roedores parkinsonianos (Zhang et al., 2024), foi necessário recorrer 

a estudos em seres humanos. Evidências clínicas sugerem que pacientes com DP 

submetidos à DBS experimentam benefícios duradouros no tremor, bradicinesia e rigidez, 
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avaliados sem o uso de medicamentos antiparkinsonianos e estimulação cerebral em até 

1 e 5 anos após o início do tratamento (Castrioto et al., 2011), sem que haja evidências 

consistentes de neuroproteção até o momento. Entretanto, a capacidade da DBS de manter 

o desempenho motor dos pacientes por vários anos após o procedimento cirúrgico, aferido 

na ausência da neuromodulação, tem sido questionada, pois as avaliações motoras 

ocorreram pouco tempo após a suspensão da neuromodulação profunda (Limousin; 

Foltynie, 2019), com intervalos entre a suspensão da DBS e as avaliações motoras 

oscilando entre 30 (Gervais-Bernard et al., 2009) e 60 minutos (Castrioto et al., 2011). 

Portanto, no modelo experimental de DP em roedores, ainda não há evidências na 

literatura de respostas motoras favoráveis após a cessação da DBS. Ainda assim, os dados 

do presente estudo sugerem que os animais parkinsonianos que receberam DBS 

mantiveram uma curva de recuperação da massa corporal perdida durante a fase aguda de 

estresse após a indução do parkinsonismo, provavelmente em decorrência de uma 

melhoria motora que permaneceu após a suspensão da estimulação. 

No teste de performance motora por Rotarod, um dos testes mais sensíveis para 

detectar resposta relativa em relação à morte neuronal na SN em decorrência da lesão 

cerebral por 6-OHDA em camundongos (Iancu et al., 2005), optou-se pelo uso de um 

protocolo com velocidade fixa, com o objetivo de obter dados mais sensíveis na detecção 

de pequenas mudanças no desempenho motor (Monville; Torres; Dunnett, 2006). 

Considerando a frequente perda de massa corporal, a morte prematura dos animais 

submetidos à infusão intracerebral de 6-OHDA e as suas dificuldades para alimentar-se e 

manter a temperatura corporal (Guillaumin; Vlcek; Wallén-Mackenzie, 2022), o 

desempenho motor dos animais do grupo 6-OHDA + DBS e os do grupo 6-OHDA ao ser 

comparado com os do grupo Naive mostrou uma diferença clara e esperada (Figura 24). 

Porém, ao comparar somente os animais dos grupos 6-OHDA + DBS e 6-OHDA, 

identificou-se que o primeiro mostrou valores superiores de desempenho motor, aferido 

no Rotarod no D4, logo após as três horas de estimulação, mostrando o efeito favorável 

da DBS nessa avaliação (Figura 25). 

Em 2020, Chen e colaboradores utilizaram o modelo de hemiparkinsonismo em 

rato, injetando 6-OHDA no estriado esquerdo, e após três semanas da lesão, estimularam 

eletricamente o NST ipsilateral com pulsos de 130 Hz de frequência, 90 μs de duração de 

pulso e 100 μA de corrente, constantemente por uma semana. Foram identificados no 

grupo que recebeu DBS efeitos favoráveis nos marcadores de neuroinflamação, assim 
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como no teste de performance motora no Rotarod, utilizando um protocolo com aumento 

progressivo no número de rotações por minuto (Chen et al., 2020).  

Fang e colaboradores, em 2006, avaliaram a melhora no desempenho motor de 

ratos hemiparkinsonianos submetidos a DBS no NST ipsilateral à lesão por 6-OHDA no 

MFB. Os autores criaram dois grupos de animais lesionados, injetando volumes 

diferentes de 6-OHDA. A DBS foi realizada após 4 semanas da lesão cerebral nos dois 

grupos, com pulsos de 130 Hz de frequência, 60 μs de duração de pulso e 200 μA de 

corrente, de até 1 hora por dia. A estimulação foi realizada somente durante as avaliações 

comportamentais, mostrando uma melhora no desempenho motor no Rotarod que foi 

significativa apenas no grupo submetido à lesão menor no MFB (Fang et al., 2006). 

Mottaghi e colaboradores, em 2021, estudaram o efeito na atividade de ondas beta 

intracranianas, relacionadas a bradicinesia e rigidez na DP, em animais 

hemiparkinsonianos. Para tal, eles induziram hemiparkinsonismo injetando 6-OHDA no 

MFB e, após 2 semanas, instalaram eletrodos de DBS no NST ipsilateral à lesão. Os 

autores instituíram um protocolo de estimulação com pulsos retangulares bifásicos de 130 

Hz de frequência e 65 μs de comprimento de pulso, sem clara referência à corrente 

utilizada, após duas semanas da lesão por 6-OHDA. A estimulação foi realizada somente 

durante os testes comportamentais (teste de campo aberto, de assimetria com o cilindro e 

de performance motora no Rotarod), identificando uma melhora no desempenho motor e 

na frequência da onda beta cortical nos animais estimulados eletricamente quando 

comparados aos hemiparkinsonianos que não receberam estimulação (Mottaghi et al., 

2021). 

Tibar e colaboradores, em 2020, publicaram um estudo no qual procuraram 

validar um dispositivo de DBS portátil em ratos hemiparkinsonianos. Eles iniciaram o 

protocolo de estimulação 38 dias após a indução do hemiparkinsonismo. Os parâmetros 

de estimulação utilizados foram de pulsos de 130 Hz de frequência, 60 μs de duração de 

pulso e 300 μA de corrente, de forma contínua, por 1 semana. O desempenho motor dos 

animais hemiparkinsonianos no Rotarod, avaliados sem estimulação cerebral entre o 34o 

e o 37o dia, foi inferior quando comparado ao desempenho motor dos mesmos animais 

entre o 39o e o 44o dia, sob o efeito da DBS (Tibar et al., 2020).   

Os protocolos dos artigos mencionados anteriormente diferem significativamente 

do utilizado neste estudo. O rato é o modelo animal mais amplamente empregado, o teste 

de desempenho motor com o Rotarod segue um protocolo de velocidade crescente e o 

tempo de estimulação cerebral varia amplamente, de semanas até somente uma hora. 
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Apesar das variações nos protocolos, todos os estudos, incluindo esta tese, mostraram 

uma resposta motora favorável no teste de performance motora com o uso do Rotarod. 

Neste estudo, a melhora na performance observada no Rotarod foi aferida após a 

suspensão da estimulação cerebral, o que poderia sugerir uma persistência dos benefícios 

induzidos pela DBS. Não há na literatura evidências claras de um efeito motor prolongado 

em roedores parkinsonianos neuromodulados fora da estimulação cerebral, avaliado pelo 

teste de Rotarod. Além disso, nem todos os estudos que utilizaram o Rotarod 

especificaram a fase do protocolo na qual o teste foi realizado. Tibar e colaboradores 

(2020), Fang e colaboradores (2006) e Mottagui e colaboradores (2021) indicaram que o 

teste foi conduzido durante a estimulação cerebral profunda, enquanto Chen e 

colaboradores (2020) não mencionaram se o teste foi realizado durante a 

neuromodulação. Nesta tese, considerando que o teste foi realizado imediatamente após 

a suspensão da estimulação, não é possível afirmar com certeza a existência de um efeito 

motor prolongado da neuromodulação invasiva, visto que o efeito motor pode não ser 

persistente. 

O teste do cilindro foi desenvolvido para avaliar o volume de movimento do 

animal no relacionado ao uso do membro superior deficitário em decorrência da lesão 

encefálica, no caso, induzida por 6-OHDA. O coeficiente de assimetria (Woodlee et al., 

2008) obtido e derivado dele foi utilizado no estudo. Os animais saudáveis exploram o 

ambiente com os membros superiores direito e esquerdo de forma simétrica, obtendo 

valores do coeficiente de assimetria de aproximadamente 50%, como observado no grupo 

Naive. Valores acima de 50% indicam o uso preferencial do membro ipsilateral à lesão, 

ou não-deficitário, e valores abaixo de 50% indicariam o uso preferencial do membro 

contralateral à lesão, ou seja, o deficitário, em decorrência da lesão. 

Os animais submetidos a DBS apresentaram um coeficiente de assimetria não 

diferente ao do grupo Naive (Figura 26), o que indicaria que os animais desse grupo 

exploraram o ambiente utilizando o membro contralateral à lesão de forma equivalente 

aos animais não lesionados. Somente os animais do grupo 6-OHDA apresentaram um 

coeficiente de assimetria maior em comparação com o grupo Naive, no D2 e no D4, 

mostrando o uso preferencial do membro sadio durante a exploração do ambiente (Figura 

26). 

Huotarinen e colaboradores (2019) publicaram um estudo com o objetivo de 

descrever os efeitos discinéticos da DBS, assim como o desempenho no cilindro em ratos 

hemiparkinsonianos, após infusão de 6-OHDA no MFB. O eletrodo de estimulação 



 108 

cerebral foi implantado seis semanas após a indução da lesão. Os autores definiram como 

parâmetros de estimulação pulsos elétricos de 130 Hz de frequência e de 60 μs de duração, 

por três dias. Foram definidos dois protocolos de corrente, em função do aparecimento de 

discinesias induzidas pela estimulação elétrica, um sendo de alta e outro de baixa corrente, 

cada um não superior a 400 μA. O primeiro fez a contagem total dos contatos tanto com 

o membro superior direito, esquerdo e com os dois membros. O segundo considerou os 

contatos com os dois membros como um contato com o membro superior direito ou 

esquerdo a depender de qual membro tocou primeiro no cilindro, exceto quando o contato 

com os dois membros ocorreu muito próximo. O desempenho motor no teste do cilindro 

se mostrou favorável nos grupos estimulados, tanto nos animais que receberam corrente 

alta como nos que receberam corrente baixa (Huotarinen et al., 2019). 

Spieles-Engelmann e colaboradores (2011) estudaram o efeito da DBS no Fator 

Neurotrófico derivado do cérebro, ou BDNF (Derived Neurotrophic Factor) no modelo 

de rato hemiparkinsoniano, por uma injeção de 6-OHDA intraestriatal, recebendo pulsos 

de estimulação cerebral bipolar numa frequência de 130 Hz, 60 μs de duração de pulso e 

de 30–50 μA de corrente, iniciadas duas semanas após a lesão, que se manteve constante 

por duas semanas. As avaliações de desempenho motor incluíram o teste de assimetria, 

que mostrou melhoria na exploração do meio usando o membro contralateral à lesão no 

grupo de animais hemiparkinsonianos quando expostos à DBS, mas que se perdeu após 

24 horas da suspensão do estímulo (Spieles-Engemann et al., 2011). 

Outra publicação (Valverde et al., 2020) utilizou a optogenética para estudar os 

fenômenos intracerebrais associados à DBS, utilizando camundongos transgênicos que 

expressavam canalorodopsinas em dois tipos de interneurônios GABAérgicos corticais 

(parvalbumínicos e somatostatínicos). Foi induzido hemiparkinsonismo nesses 

camundongos transgênicos, assim como em camundongos selvagens, pela infusão de 6-

OHDA no MFB. Os parâmetros de estimulação estipularam pulsos de 60 μs de 

comprimento, 120 μA de corrente de 130 Hz de frequência, por dois minutos, durante as 

avaliações nos testes comportamentais. Uma das análises realizadas foi o teste do cilindro, 

utilizando um coeficiente de assimetria que calculava a porcentagem de contatos na 

parede do cilindro com o membro ipsilateral à lesão e subtraindo desse valor a 

porcentagem de contatos na parede do cilindro realizados com o membro contralateral à 

lesão. Os animais que receberam optoativação de neurônios GABAérgicos 

somatostatínicos corticais mostraram resposta motora favorável à DBS no teste do 
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cilindro. No entanto, os animais com neurônios GABAérgicos parvabulínicos 

optoativados e os animais selvagens não mostraram essa resposta. 

Vários fatores impedem estabelecer comparações diretas entre os resultados 

obtidos em estudos anteriores e os deste estudo. Dentre eles estão: o protocolo de indução 

de parkinsonismo, com lesões no MFB ou no estriado; o tempo de início da 

neuromodulação após a lesão nigroestriatal; o tempo de duração e os parâmetros de 

estimulação; e os diferentes métodos para calcular e expressar os valores de assimetria. 

Apesar disso, tanto neste estudo como nos previamente publicados, foram observadas 

respostas motoras favoráveis no teste de assimetria realizado a partir do uso do cilindro 

em roedores hemiparkinsonianos submetidos a DBS.  

Procurando aferir a exploração do ambiente por parte dos animais utilizando o 

membro contralateral à lesão, foi calculado o número de vezes que eles fizeram contato 

com a parede do cilindro utilizando o membro superior contralateral à lesão, somado à 

metade do número de contatos com os dois membros superiores. Esse cálculo foi 

denominado Índice de Preservação da Motricidade (IPM). O objetivo dessa aferição é 

quantificar a exploração do ambiente utilizando o membro com movimentação diminuída 

devido à lesão intracerebral com 6-OHDA. Não há na literatura registros de tentativas de 

aferir o volume de movimento por essa avaliação, o que impossibilita comparações. 

Ao analisar os dados de cada dia de estimulação de forma isolada, o IPM não 

mostrou diferenças entre os grupos grupo 6-OHDA + DBS 6-OHDA (Figura 27). No 

entanto, ao avaliar a média dos valores do IPM durante os quatro dias de protocolo, o 

grupo 6-OHDA + DBS apresentou um número maior de contatos do que o grupo 6-

OHDA (Figura 28), sugerindo que a estimulação cerebral resultou em um maior volume 

de movimentos do membro contralateral à lesão. O cálculo do tamanho do efeito reforça 

essa afirmação. 

Na literatura, há relatos de aumento da resistência elétrica logo após o 

procedimento de colocação do eletrodo cerebral, em encéfalos de rato e de primata não-

humano (Badstübner et al., 2012; Lempka et al., 2009), atribuídos à formação de um 

processo de encapsulamento do dispositivo intracerebral. Por sua vez, em seres humanos, 

há dados consistentes da diminuição da resistência com o passar do tempo, porém as 

aferições realizadas foram predominantemente após 1 mês do procedimento cirúrgico 

(Cheung et al., 2013), até um ano (Hartmann et al., 2015).  

Deve-se considerar também que a avaliação da resistência do circuito 

desenvolvido para este estudo foi realizada por um osciloscópio e foi numa onda 
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monofásica, quadrada, de 100 μA de corrente, 130 Hz de frequência e 60 μs de duração 

de pulso, similares às utilizadas nos seres humanos (Shi; Zhang, 2021). No entanto, os 

dados aferidos em estudos prévios em animais que mostraram um aumento de resistência 

elétrica logo após a instalação de eletrodos cerebrais avaliaram ondas sinusoidais aferidas 

por um espectrômetro, o que não permite uma extrapolação correta desses dados para o 

processo real de DBS cerebral em humanos, realizado por ondas não sinusoidais (Lempka 

et al., 2009), nem permite uma comparação adequada com dados de resistência 

apresentados neste estudo (Figura 22). 

A capacidade de preservação dos neurônios nigrais associada à DBS da NST em 

roedores parkinsonianos induzidos pela infusão intracerebral de 6-OHDA, identificada 

nesse estudo (Figuras 29, 30 e 31), tem sido previamente descrita em outras publicações.  

Há na literatura, quatro estudos desenvolvidos em roedores, frequentemente 

citados (Knorr et al., 2022; Mckinnon et al., 2019), que mostraram neuroproteção de 

neurônios nigrais. 

O primeiro, previamente citado nesta tese, é o de Maesawa e colaboradores, que 

em 2004, de forma pioneira, identificaram neuroproteção nos ratos submetidos, 

precocemente a DBS (Maesawa et al., 2004). Os autores propuseram um protocolo no 

qual a implantação do eletrodo precedeu a indução experimental de parkinsonismo e 

mantiveram a estimulação cerebral do NST por duas semanas, de forma constante. Após 

esse período, eles realizaram o teste comportamental rotacional de apomorfina. Foram 

estudados três grupos de ratos. O primeiro grupo de animais recebeu um eletrodo 

intracerebral bipolar concêntrico no NST e, após dois dias, uma infusão intraestriatal de 

40 μg de 6-OHDA. O segundo recebeu o mesmo procedimento, mas o eletrodo não foi 

ativado. O terceiro recebeu somente a infusão de 6-OHDA. Utilizaram parâmetros de 

estimulação similares aos do protocolo desta tese (130Hz de frequência de pulso, 60μs de 

comprimento de pulso e 80-100μA de corrente). Os autores identificaram que nos animais 

do primeiro grupo houve uma preservação de neurônios dopaminérgicos de ao redor de 

84%. No segundo, de 43% e no terceiro, de 21%. Não houve diferença estatística entre a 

porcentagem de neurônios preservados no segundo e terceiro grupos.  

O segundo é o publicado por Temel e colaboradores (2006). Os autores utilizam 

também ratos como modelo experimental de DP induzida pela infusão de 6-OHDA 

intraestriatal. Os autores estudaram três grupos de animais. O primeiro recebeu uma 

infusão bilateral de solução fisiológica intraestriatal. O segundo, uma infusão bilateral de 

10 μg de 6-OHDA em cada estriado. O terceiro, o mesmo procedimento lesional, além da 
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implantação de dois eletrodos bipolares concêntricos, alvejando bilateralmente o NST. O 

protocolo de estimulação, iniciado após uma semana da indução do parkinsonismo, se 

estendeu por três meses, por uma hora ao dia. Os parâmetros de estimulação foram de 

130 Hz de frequência de pulso, 60 μs de duração de pulso e 30 μA de corrente. Ao induzir 

lesões e implantar DBS bilateralmente, os dois lados dos animais evoluíram praticamente 

idênticos. Os autores observaram que os animais parkinsonianos que receberam 

neuromodulação apresentaram uma contagem de neurônios com um valor que 

correspondeu de 72 a 74% do obtido nos animais que receberam solução fisiológica 

intraestriatal. Em contrapartida, os animais parkinsonianos que não receberam 

neuromodulação apresentaram uma contagem de neurônios correspondente ao 53 a 55% 

do número de neurônios contabilizados no grupo que recebeu solução fisiológica 

intraestriatal. Os animais parkinsonianos que receberam neuromodulação tiveram uma 

contagem de neurônios ao redor de 30% maior do que os que não a receberam. Não houve 

análises comportamentais. 

O terceiro foi o de Harnack e colaboradores (2008). Esses autores estudaram três 

grupos de ratos. O primeiro grupo recebeu uma infusão intraestriatal de 20 µg de 6-

OHDA e a implantação de um eletrodo cerebral no NST, ativado. O segundo, o mesmo 

procedimento, porém com o eletrodo inativo. O terceiro, somente a infusão de 6-OHDA. 

A DBS se iniciou cinco dias após a indução da lesão, e manteve-se constante por duas 

semanas. Os parâmetros de estimulação utilizados foram de 130 Hz de frequência de 

pulso, 52 μs de comprimento de pulso e 50 μA de corrente. Ao comparar o lado lesionado 

com o lado sadio, os autores identificaram uma preservação de 44,5% dos neurônios 

dopaminérgicos nigrais TH+ nos animais parkinsonianos que receberam 

neuroestimulação. Em contraste, os animais parkinsonianos com eletrodo cerebral inativo 

preservaram apenas 30% desses neurônios e os animais parkinsonianos sem eletrodos 

instalados preservaram 27%. 

O quarto é o estudo de Spieles-Engelman e colaboradores (2010). Esses autores 

estudaram a capacidade neuroprotetora da neuromodulação do NST utilizando dois 

grupos de ratos. Os dois grupos de animais receberam uma infusão intraestriatal de 20 µg 

de 6-OHDA e a implantação de um eletrodo bipolar concêntrico de estimulação cerebral 

no dorso do NST, sendo que no primeiro o eletrodo foi ativado e no segundo, o eletrodo 

se manteve inativo. O protocolo de estimulação, que consistiu em um estímulo elétrico 

de 130 Hz de frequência de pulso, 60 μs de duração de pulso e 100 μA de corrente, foi 

iniciado duas semanas após a indução do parkinsonismo e se manteve constante por mais 
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duas semanas. Foi identificada uma preservação dos neurônios TH+ nigrais nos animais 

submetidos a estimulação cerebral de ao redor de 46%, em comparação com os animais 

parkinsonianos não neuromodulados, nos quais houve uma preservação de 25%.  

É interessante identificar que o modelo utilizado em todos os estudos acima 

referidos foi o de 6-OHDA em infusão intraestriatal. Esse protocolo de indução de 

parkinsonismo é considerado um modelo que de DP crônica, pois apresenta uma evolução 

na degeneração do sistema nigroestriatal dos animais de experimentação, que evolui com 

o passar do tempo (Sauer; Oertel, 1994), diferentemente do modelo de parkinsonismo 

agudo, com infusões de 6-OHDA no MFB, que induzem um parkinsonismo grave e 

degeneração rápida do sistema nigroestriatal do animal (Boix; Padel; Paul, 2015). Ao 

estudar a eventual capacidade neuroprotetora de um tratamento, certamente é indicado o 

uso de um modelo que evolui em piora com o tempo, com o objetivo de que a intervenção 

a ser testada modifique essa evolução. 

Deve-se considerar que não há como estabelecer uma relação direta entre o 

modelo animal usado nas pesquisas acima, nas quais foram utilizados ratos como animal 

experimental, com o desta tese, que usa o camundongo. Além disso, o modelo utilizado 

neste trabalho recebeu uma dose de 40 µg de 6-OHDA no estriado, que é uma dose 

consideravelmente superior à maioria das doses utilizadas na literatura (Smith; Heuer, 

2011), mas que induz claro comprometimento motor além de inequívocos sinais de 

degeneração nigroestriatal, com ao redor de 70% de morte neuronal dopaminérgica 

(Biolchi et al., 2020; Oliveira Amaral; Mortari, 2018). Em modelos experimentais de 

roedores que receberam doses proporcionalmente menores, por vezes, não são claramente 

identificadas quedas no desempenho motor nos testes comportamentais (Yuan et al., 

2005), assim como as alterações histopatológicas induzidas pela neurotoxina na SN 

(Homolak et al., 2024). 

Deixando de lado as diferenças metodológicas, no que é relacionado à capacidade 

de preservação neuronal, os dados apresentados nesta tese, em que se obteve uma 

preservação média dos neurônios dopaminérgicos de 88% nos animais parkinsonianos 

submetidos a DBS, são similares aos encontrados por Maesawa e colaboradores (2004), 

que obtiveram uma taxa de preservação de neurônios de 84% nos animais parkinsonianos 

tratados com DBS, e por Temel e colaboradores (2006), que identificaram preservação 

de 72 a 74%. Por outro lado, tanto Harnack e colaboradores (2008) como Spieles-

Engelman e colaboradores (2010) obtiveram porcentagens de preservação de neurônios 

nigrais dopaminérgicos menores, mas ainda relevantes, de 44 e 46%, respectivamente.  
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Sobre os dados apresentados que sugerem uma compartimentalização na 

capacidade neuroprotetora dos neurônios nigrais em decorrência do uso da DBS, não há 

na literatura dados que mostrem uma abordagem similar à desenvolvida nesta tese. Os 

dados apresentados mostraram que não houve diferença na preservação de neurônios TH+ 

na região medial da SNpc, mas ao observar as regiões central e lateral, observou-se clara 

na preservação neuronal nos animais parkinsonianos que receberam DBS (Figura 33). 

Sauer e Oertel (1994) descreveram uma concentração maior de um marcador 

neuronal fluorescente (FluoroGold), na região medial da SN de rato após a sua infusão 

no estriado ipsilateral (Sauer; Oertel, 1994) e justificaram esse achado por causa de uma 

conexão íntima entre a região medial da SN e o dorso do estriado descrita em estudos 

sobre a conformação da rede nigroestriatal de roedores (Björklund; Dunnett, 2007). Há 

relatos na literatura de uma maior morte neuronal na região medial da SN em ratos após 

infusão de 6-OHDA no MFP (Zuch et al., 2000).  

Pode-se hipotetizar que a causa da compartimentalização da SNpc na capacidade 

de preservar neurônios TH+ mediada pela DBS no NST pode estar relacionada à 

conformação do sistema nigroestriatal de roedores. A 6-OHDA foi infundida no estriado 

dorsal no animal, que possui uma rede rica de interconexões neuronais com a SNpc, de 

forma mais significativa na região medial. Assim, a região nigral que sofreu inicialmente 

e em maior volume as agressões metabólicas decorrentes da infusão da neurotoxina terá 

sido provavelmente essa região. Por consequência, provavelmente os efeitos 

neuroprotetores da DBS não foram capazes de agir de forma clara nesse processo de 

morte neuronal na SNpc medial. Entretanto, nas regiões nigrais em que a agressão por 6-

OHDA não foi tão intensa, provavelmente em decorrência de uma interconexão neuronal 

menos rica com o dorso do estriado, os efeitos neuroprotetores da DBS puderam ser mais 

facilmente observáveis.  

Não há estudos que tenham avaliado a neuroproteção das fibras estriatais 

dopaminérgicas por meio de DBS em modelos de DP induzidos por neurotoxinas em um 

protocolo de estimulação cerebral precoce. Estudos que abordem essa variável, 

permitindo comparar os dados apresentados nesta tese são escassos. O estudo 

previamente comentado de Spieles-Engelman (Spieles-Engemann et al., 2010) é um 

deles. Os autores compararam a densidade de fibras TH+ no estriado de dois grupos de 

ratos, após receberem infusão intraestriatal de 6-OHDA: um grupo que recebeu 

neuromodulação após duas semanas da indução do parkinsonismo e outro que não 

recebeu neuromodulação. Em contraste com os achados compatíveis com neuro proteção 
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de neurônios nigrais, eles não relataram sinais de neuroproteção das fibras 

dopaminérgicas estriatais associados à DBS. Em uma análise intragrupo, eles relataram 

valores de DO média nos estriados do lado lesionado de ao redor de 76% menor do que 

o sadio nos animais que receberam DBS, e de 93% menor nos que não receberam. É 

importante considerar que esses autores utilizaram uma técnica para aferir a densidade 

estriatal dopaminérgica que foi diferente à aplicada nesta tese, pois fizeram uso da sonda 

Space Ball, desenvolvida para estudar o comprimento de axônios, dendritos e capilares 

(West, 2018). 

Um estudo que aferiu a DO dos cortes de estriado pelo software ImageJ, ainda que 

com um protocolo de aquisição e análise de imagens diferente ao utilizado nesta tese, foi 

o de Du e colaboradores em 2018 (DU et al., 2018). Os autores estudaram quatro grupos 

de ratos. O primeiro recebeu uma infusão intraestriatal de solução fisiológica e os outros 

três receberam 10 µg de 6-OHDA somente em um dos estriados. O segundo grupo não 

foi submetido à implantação de eletrodos intracerebrais. O terceiro e o quarto grupos 

receberam eletrodos intracerebrais no NST, mas somente o último grupo recebeu 

neuromodulação efetivamente. O protocolo foi iniciado após três semanas da indução da 

lesão cerebral e consistiu em um estímulo elétrico de 130 Hz de frequência de pulso, 90 

μs de duração de pulso e 100 μA de corrente, mantido por sete dias, de forma contínua. 

Os autores analisaram os valores intragrupo da DO aferida nos estriados dos animais 

parkinsonianos. O quarto grupo, que recebeu neuromodulação, apresentou um valor de 

DO aferida nos estriados lesionados que foi 74% menor quando comparado ao lado sadio. 

Por outro lado, nos animais parkinsonianos tanto do segundo quanto do terceiro grupo, 

que não receberam neuroestimulação, os dados foram praticamente idênticos e mostraram 

um valor de DO aferida nos estriados lesionados que foi 84% menor quando comparado 

ao lado sadio. 

Observou-se que os protocolos experimentais aplicados nos estudos acima 

referidos para a aferição da densidade de fibras dopaminérgicas estriatais foram muito 

diferentes dos aplicados nesta tese. Há também diferenças importantes no modelo animal 

utilizado, na dose proporcional em µg/Kg de 6-OHDA empregada, no tempo transcorrido 

entre a indução do parkinsonismo e o início da DBS, assim como o número de dias que 

os animais foram submetidos a neuromodulação. Todas essas diferenças podem ter 

influenciado na disparidade entre os dados de literatura, que afirmaram não ter 

identificado sinais de neuroproteção das fibras estriatais dopaminérgicas, e os propostos 

nesta tese, em que foi possível identificar esse efeito (Figuras 35 e 36). 
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Uma revisão  publicada em 2022 (Knorr et al., 2022) hipotetizou que as 

dificuldades em identificar uma capacidade neuroprotetora da DBS nas fibras 

dopaminérgicas estriatais pode se dever à possibilidade da DP se comportar como uma 

axonopatia (Cheng; Ulane; Burke, 2010), com o início do quadro motor e a sua progressão 

em decorrência de uma disfunção fora o corpo neuronal, além de achados de uma maior 

degeneração estriatal de fibras dopaminérgicas (Kish; Shannak; Hornykiewicz, 1988; 

Scherman et al., 1989) do que de neurônios nigrais em estudos pós mortem de pacientes 

portadores de DP. 

Ademais, chama a atenção os altos valores de DO obtidos nesta tese, não somente 

no grupo 6-OHDA + DBS senão também no grupo 6-OHDA (Figuras 35 e 36), muito 

diferentes de dados publicados em outros estudos. A 6-OHDA, após ser injetada no 

estriado dos animais de experimentação, só pode ter atingido a SNpc pelas fibras 

dopaminérgicas nigroestriatais. Os dados na tese não apontaram para uma franca 

degeneração nessas fibras. Ainda, não é possível afirmar que a presença da marcação por 

TH corresponda às fibras neuronais com função preservada. Há que se considerar a 

possibilidade de que a enzima TH identificada corresponda a axônios não mais viáveis, 

ainda presente nos cortes e que, pelo curto tempo entre a indução da lesão e a eutanásia, 

ainda não tenha sido possível identificar uma diminuição na sua concentração. Na tese 

aqui apresentada, o tempo entre a indução da lesão e a eutanásia foi de sete dias, mas nos 

estudos da literatura previamente citados foram de quatro semanas, um tempo no qual o 

tecido cerebral pode ter conseguido depurar a TH de fibras neuronais não mais viáveis.  

Entretanto, tanto no estudo de Spieles-Engelman e colaboradores (2010) como no 

de Du e colaboradores (2008), cujos autores identificaram clara diferença ao comparar os 

dados intragrupo da DO aferida nos estriados lesionados e os sadios dos animais 

parkinsonianos, tanto os que receberam neuromodulação como os que não a receberam, 

não se procurou identificar se houve uma diferença intergrupo entre as densidades de 

fibras dopaminérgicas estriatais aferidas neles. Optou-se, então, por utilizar os dados de 

DO publicados nos estudos acima citados para calcular uma diferença intergrupos, pelo 

cálculo do coeficiente DO E/D. Obteve-se diferença em favor dos animais parkinsonianos 

que receberam neuromodulação, que foi de 72% no primeiro estudo e de 61% no segundo. 

Entretanto, ao não dispor dos dados completos, não é possível avaliar se esses dados são 

estatisticamente relevantes. Nesta tese, a comparação intergrupos calculada pelo 

coeficiente DO E/D foi de 84%, sendo estatisticamente relevante (Figura 37).  
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Conferimos então que, ao comparar os coeficientes DO E/D calculados a partir 

dos dados das duas pesquisas previamente publicadas e acima discutidas, os valores dos 

dados publicados por Spieles-Engelman e colaboradores (2010) foram superiores aos de 

Du e colaboradores (2008). Devemos observar que os primeiros autores iniciaram o 

protocolo de neuromodulação duas semanas após a indução do parkinsonismo, e o 

mantiveram por duas semanas, enquanto os outros iniciaram o protocolo de DBS após 

três semanas da indução da lesão, e o mantiveram por uma semana. 

Em suma, na mesma linha dos dados que indicam neuroproteção nos neurônios 

da SNpc nos animais parkinsonianos que receberam DBS, neste estudo se observou uma 

maior densidade das fibras dopaminérgicas TH+ do grupo 6-OHDA + DBS quando 

comparado ao grupo 6-OHDA. Esses achados foram identificados tanto nas comparações 

intragrupos (comparando as diferenças entre os lados sadio e lesionado dentro de um 

grupo) quanto intergrupos (comparando as diferenças da relação na DO aferidas no 

estriado do lado doente/sadio de um grupo, com o outro). A literatura consultada focou 

nas diferenças intragrupo, sem identificar sinais de neuroproteção. Utilizando os dados 

publicados, calcularam-se comparações intergrupos, que mostraram uma diferença a 

favor dos animais parkinsonianos que foram submetidos à DBS. Essa diferença foi maior 

nos animais que receberam neuromodulação com um menor intervalo de tempo após a 

lesão nigroestriatal, assim como nos que receberam um maior tempo de estimulação. 

Finalmente, é importante considerar que todos os resultados favoráveis, tanto 

motores como de neuroproteção, identificados nos camundongos parkinsonianos que 

receberam neuromodulação invasiva, podem não ser somente decorrentes dos efeitos 

elétricos no NST. O protocolo contemplou eletrodos colocados na região dorsal desse 

núcleo que, tanto no encéfalo dos camundongos assim como nos seres humanos, 

corresponde à Zona Incerta (ZI) (Watson; Lind; Thomas, 2014). Essa região está 

composta por grupamentos neuronais de diferentes naturezas, assim como por projeções 

pálido, nigro e cerebelo talâmicas envolvidas na geração de bradicinesia, rigidez e tremor 

(Ossowska, 2020). Estudos com roedores mostraram que intervenções lesionais 

farmacológicas ou elétricas nessa região modificam a expressão dos sinais motores 

parkinsonianos (Milner; Mogenson, 1988; Ossowska et al., 1993). 

Estudos de DBS na ZI nos roedores são escassos. Benazzouz e colaboradores 

(2004) estudaram os efeitos metabólicos no NST em decorrência da estimulação cerebral 

profunda de forma conjunta do NST e da ZI, em ratos parkinsonianos (Benazzouz et al., 

2004). Os autores não avaliaram mudanças comportamentais ou sinais de neuroproteção 
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nos animais experimentais. Em contrapartida, há evidência de que nos pacientes 

portadores de DP, a neuromodulação da ZI traz efeitos motores favoráveis (Garcia-Garcia 

et al., 2016), porém talvez não na mesma intensidade do que os induzidos pela 

neuromodulação da NST (Welter et al., 2014). 

Os resultados são de difícil interpretação, considerando as diferenças 

citoarquiteturais dessa região, com populações neuronais muito diferentes dependendo da 

subregião da ZI (Ossowska, 2020),assim como pelas dificuldades de restringir o campo 

elétrico neuromodulatório a essa região, visto o espraiamento de corrente fornecida pelos 

eletrodos localizados na região dorsal da NST, que atingirão grupamentos neuronais, 

assim como axônios presentes na ZI (Yokoyama et al., 2002).   
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6. CONCLUSÃO 

 

O dispositivo de estimulação cerebral profunda desenvolvido para este estudo 

mostrou-se eficaz, de baixo custo, com uma estrutura favorável ao ancoramento no crânio 

e com dimensões adequadas ao encéfalo de camundongos.  

Os dados apresentados no estudo mostram um ganho de massa corporal, um efeito 

motor favorável, uma redução da perda de terminações dopaminérgicas estriatais e um 

efeito neuroprotetor nos neurônios nigrais, tanto globalmente quanto 

compartimentalizado, mais evidente nas regiões centrais e laterais da SNpc de 

camundongos parkinsonianos que receberam quatro dias de DBS, três horas por dia, 

iniciada um dia após a indução do parkinsonismo por 6-OHDA, em comparação com 

aqueles que não a receberam.  

Assim, obteve-se uma sólida plataforma de pesquisa em neuromodulação invasiva 

em camundongos parkinsonianos. 

Outros estudos são necessários para confirmar os achados identificados nesta tese. 

Porém, ainda que muito preliminares, encoraja-se a pesquisa das capacidades de 

neuroproteção da neuromodulação invasiva em estágios precoces da doença, 

provavelmente antes mesmo do aparecimento dos sinais motores. 

Possivelmente, futuramente, será possível diagnosticar e estadiar a DP antes 

mesmo do início dos sinais motores. Nesse momento, estratégias neuroprotetoras 

sabidamente eficazes terão um lugar preponderante no arsenal terapêutico para o 

tratamento da doença.  

Indicar procedimentos neurocirúrgicos invasivos numa doença diagnosticada 

seguindo critérios biológicos e não clínicos, em uma fase na qual ainda não se 

identifiquem claramente sinais compatíveis com a doença, envolve questões éticas 

relevantes. Entretanto, em um cenário em que terapias neuroprotetoras conservadoras 

instituídas em estágios precoces da DP não obtenham sucesso em frear ou mesmo retardar 

o avanço da doença, poderá ser viável discutir a progressão na invasibilidade das 

estratégias terapêuticas para atingir neuroproteção. 
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7. DIFICULDADES VENCIDAS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O protocolo de neuromodulação invasiva desenvolvido para esta tese se iniciou 

no início do ano de 2020. Naquela época, o surto de COVID-19, causado pelo novo 

Coronavírus SARS-CoV-2, teve um impacto devastador em todo o mundo. Surgido no 

final de 2019, rapidamente se espalhou globalmente, resultando em milhões de mortes e 

causando uma crise sem precedentes nos sistemas de saúde. A pandemia também gerou 

uma profunda crise econômica, com o fechamento de negócios, aumento do desemprego 

e a interrupção de atividades educativas e científicas (Furtado et al., 2023). 

A Universidade de Brasília, não indiferente à situação epidemiológica, procedeu 

à suspensão das atividades didáticas presenciais. Os laboratórios foram fechados. A Etapa 

1 do Plano Geral de Retomada das Atividades na Universidade de Brasília (Rossi, 2021) 

contemplou o início da retomada gradual presencial de atividades administrativas 

essenciais que deviam ser realizadas presencialmente e a manutenção das demais 

atividades administrativas de forma remota a partir de outubro de 2021, um ano e dez 

meses após o início do doutorado. 

As restrições impostas pela pandemia afetaram diretamente a elaboração do 

protocolo desta tese, exigindo resiliência, criatividade e soluções inovadoras para dar 

continuidade ao processo. 

Atualmente, o protocolo desenvolvido abre um caminho para o desenvolvimento 

de futuros estudos pré-clínicos em neuromodulação invasiva, área de grande impacto e 

interesse científico (Krauss et al., 2021).  

Hoje, com a técnica neurocirúrgica e os cuidados pós-operatórios dos animais 

aprimorados, há a possibilidade de estudar os efeitos motores e neuroprotetores 

decorrentes de períodos mais longos de neuromodulação. Nesse contexto, o dispositivo 

de neuromodulação desenvolvido e testado nesta pesquisa pode ser utilizado em futuros 

estudos e servir de base para ser adaptado a outros modelos animais. 

Protocolos futuros poderão incluir outras avaliações comportamentais, dentre 

elas, o uso do teste de apomorfina. Essa substância é um agonista dopaminérgico que, 

quando injetado subcutaneamente em animais hemiparkinsonianos, induz rotações no 

animal no sentido contralateral à lesão, devido à hipersensibilidade dos seus receptores 

dopaminérgicos (Von Voigtlander; Moore, 1973). O número de rotações que os animais 

apresentam se correlaciona ao grau da lesão do sistema nigroestriatal (Boix; Padel; Paul, 

2015).  
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Visto que o protocolo experimental definiu que a neuroestimulação seria realizada 

em corrente constante, mas o estimulador elétrico utilizado funciona a voltagem 

constante, aferiu-se a resistência do sistema encéfalo-eletrodo. Esse procedimento 

permitiu calcular a voltagem necessária para fornecer a corrente a ser entregue ao encéfalo 

do animal. Essa estratégia se revelou um recurso interessante para o estudo do 

comportamento da resistência elétrica ao longo do tempo, abrindo o caminho para estudar 

as mudanças na condutividade e resistência elétrica no cérebro de animais 

neuromodulados e não neuromodulados, investigando as interrelações entre o tempo e a 

corrente na resistência elétrica do sistema encéfalo-eletrodo.  

Para o aprimoramento das análises histológicas, introduziu-se um protocolo novo 

de quantificação da marcação TH+. Esse novo método se mostrou bastante eficaz, 

podendo substituir ou complementar métodos atuais de contagem celular. 

Com base no protocolo desta tese, futuros estudos poderão focar-se em abordar 

estratégias neuroprotetoras combinadas, associando a neuromodulação invasiva ao uso 

de fármacos com eficácia neuroprotetora comprovada em camundongos (Mayer et al., 

2024). 
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ANEXOS 
 

Parecer consubstanciado do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal

 
 

*Este documento se restringe à avaliação ética do projeto supracitado e não substitui outras licenças e permissões que porventura se façam necessárias. 

Brasília, 26 de junho de 2020. 
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