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RESUMO 

A doença de Huntington (DH) é uma patologia neurodegenerativa, autossômica 

dominante caracterizada por sintomas atribuídos à morte de neurônios estriatais e 

corticais. O mecanismo da neurodegeneração na DH parece estar relacionado com 

excitotoxicidade, disfunção mitocondrial e estresse oxidativo. A injeção intraestriatal 

de ácido quinolínico é conhecida por produzir alterações neuroquímicas e prejuízo 

motor similares à observada na DH. O processo excitotóxico pode induzir a 

produção de mediadores inflamatórios que são regulados por diversas vias de 

sinalização intracelular, como a via PI3K/mTOR. A ativação da via PI3K/mTOR 

participa da excitabilidade neuronal e captação de glutamato pelos astrócitos. No 

entanto, o papel exato de mTOR na excitotoxicidade atualmente não é 

compreendido. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da inibição do 

mTOR contra os danos causados no estriado pelo administração única e unilateral 

de AQ (200 nmol) em camundongos. A rapamicina (0,2, 2, 20 µM/250 nL volume) foi 

injetada 15 minutos antes da administração de AQ e avaliados a alteração motora, 

neurodegeneração e ativação glial (astrócitos e microglia) depois de 2 dias da 

administração de AQ. Os mediadores inflamatórios e fatores neurotróficos foram 

avaliados após 8 horas da administração AQ. Uma única injeção de ácido 

quinolínico intraestriatal (200 nmol) diminuiu de forma significativa a coordenação 

motora, aumentou mediadores pro - inflamatórios (IL-1β, IL-6 e TNF-α) bem como 

aumentou a neurodegeneração no estriado ipsilateral quando comparado com o 

grupo controle negativo. Os resultados do tratamento farmacológico com rapamicina 

mostraram um perfil distinto entre as doses testadas. No parâmetro de produção de 

mediadores inflamatórios, todas as doses reverteram a expressão de citocinas pró-

inflamatórias e ainda a dose de 0,2 µM aumentou a expressão da citocina anti-

inflamatória, IL-10. Além disso, a menor dose de rapamicina reverteu a diminuição 

da marcação astrocitária induzida pela administração de AQ, além da melhora do 

perfil comportamental quando comparado ao grupo AQ. Os resultados do presente 

estudo demonstram que a inibição desta molécula reverte os efeitos excitotóxicos 

induzidos pela administração de AQ e sugerem o envolvimento de mTOR na 

patogenia da doença de Huntington. Palavras-chave:  doença de Huntington, 

mTOR, rapamicina, ácido quinolínico, inflamação, fatores neurotróficos. 
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ABSTRACT  

Huntington's disease (HD) is a autosomal dominant neurodegenerative disorder, 

characterized by symptoms attributed to the death of striatal and cortical neurons in 

the brain. The mechanism of neurodegeneration in HD seems to be related to 

excitotoxicity, oxidative stress and mitochondrial dysfunction. The intrastriatal 

injection of quinolinic acid is known to produce neurochemical alterations and motor 

impairment similar to that seen in Huntington's disease. The excitotoxic process may 

induce the production of inflammatory mediators that are regulated by several 

signaling pathways, such as activation of the PI3K/mTOR pathway. PI3K/mTOR 

pathway participates in neuronal excitability and glutamate uptake by astrocytes, 

events that may contribute to hyperexcitability and neuronal excitotoxicity. However, 

the exact role of mTOR in excitotoxicity is not currently understood. The objective of 

this study was to investigate the effects of mTOR inhibition against damage caused 

by striatal administration of single and unilateral QA (200 nmol) in mice .Rapamycin 

(0,2, 2, 20 µM/250 nL volume) was injected 15 minutes before the administration of 

QA and it was evaluated motility disorders, neurodegeneration and glial activation 

(astrocytes and microglia) 2 days after the administration of QA. Inflammatory 

mediators and neurotrophic factors were evaluated after 8 hours of QA 

administration. A single intrastriatal injection of QA (200 nmol) led to a significant 

decrease in motor coordination, increased mediators pro - inflammatory (IL-1β, IL-6 

and TNF-α) and increased neurodegeneration in the ipsilateral striatum compared 

with the negative control group. The results of pharmacological treatment with 

rapamycin showed a distinct profile among the tested doses. In inflammatory 

parameter, all doses reversed the expression of pro - inflammatory cytokines and 

even the dose of 0.2 µM increased the expression of the anti-inflammatory cytokine 

IL-10. Furthermore, the lowest dose of rapamycin avoided the reduction of the 

astrocytic immunoreactivity induced by QA and reversed the motor impairment 

compared to the QA group. The results of this study provided evidence of the 

involvement of mTOR in the pathogenesis of Huntington's disease. Keywords:  

Huntington’s disease, mTOR, rapamycin, quinolinic acid, inflammation, neurotrophics 

factors. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doença de Huntington 

A doença de Huntington (DH), também conhecida como coréia de Huntington 

(‘khoreia’ é a palavra grega para “dança”), foi descrita pela primeira vez em 1872 

pelo neurologista George Huntington que identificou as características clínicas da 

doença e o perfil de transmissão familiar. As caracterizações genéticas foram 

descritas a partir de 1993, quando o grupo Hereditary Disease Foundation identificou 

uma expansão instável do tripleto CAG (citosina-adenina-guanina), na região 

codificante (exon 1) do gene HD (do inglês, Huntington’s disease) ou htt que codifica 

a proteína huntingtina (htt) (Gil-Mohapel et al. 2011, Hall 1954). Assim, DH é 

caracterizada como uma doença neurodegenerativa autossômica dominante 

causada pela expansão de poliglutamina (CAG) no gene que codifica a proteína 

huntingtina.  

A proteína htt, em condições normais, contribui para transporte vesicular e a 

transmissão sináptica e, como tal, é altamente expressa em dendritos e terminais 

nervosos (Kraft et al. 2012). Na DH, a proteína mutante (mhtt) contém mais do que 

40 repetições de glutamina, sendo que de trinta e seis a 40 repetições de glutamina 

estão associados a uma progressão mais lenta da patologia. O número de 

repetições de CAG está diretamente relacionado com a gravidade da doença (Bano 

et al. 2011). A proteína mhtt está associada, direta ou indiretamente, às disfunções 

intracelulares que levam a neurodegeneração observada na DH, como os 

mecanismos de excitotoxicidade, desregulação metabólica, disfunção mitocondrial, 

estresse oxidativo, apoptose e autofagia (Clabough 2013, Gil-Mohapel et al. 2011, 

Heng et al. 2009, Vonsattel 2008). 

Atualmente, a DH é uma doença rara que apresenta uma prevalência de 

cerca de 2,71 por 100.000 pessoas ao ano (Pringsheim et al. 2012) entre indivíduos 

entre 35 e 50 anos, sendo que após a manifestação da doença, a média de vida do 

paciente é de cerca de 15 a 20 anos. Pacientes que apresentam a doença 

precocemente, isto é, abaixo de 20 anos de idade, chamado de DH juvenil, 
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apresentam o desenvolvimento dos sinais e sintomas mais rapidamente e levam a 

morte em cerca de 10 anos (van Dijk et al. 1986).  

O diagnóstico da DH é feito através de exame genético que determina o 

número de repetições de poliglutamina e é complementado com observações dos 

sinais e sintomas da doença e histórico familiar (Zuhlke and Thies 1996).  

Os principais sinais e sintomas de DH são alterações motoras, em que se 

observam movimentos anormais, involuntários e breves dos braços, das pernas, da 

face e/ou do tronco (coreia) e, nos estágios mais avançados da doença, observa-se 

bradicinesia, lentidão anormal dos movimentos voluntários e rigidez intensa. Os 

pacientes com DH também apresentam alterações cognitivas, envolvendo déficit no 

aprendizado espacial e memória de trabalho, e psíquicas, como alteração da 

personalidade e depressão (Bano et al. 2011, Lange et al. 1995, Lawrence et al. 

1996, Roze et al. 2011). Além disso, grande parte dos pacientes desenvolve 

caquexia, estado patológico caracterizado por extrema magreza.  

Em um nível celular, a DH é caracterizada principalmente pela degeneração 

de neurônios estriatais e corticais (Figura 1). Outras áreas cerebrais também são 

afetadas no decorrer da doença como as áreas do globo pálido, tálamo, hipotálamo, 

substância nigra e cerebelo (Chen et al. 2013a, Clabough 2013). O conjunto destas 

áreas é chamado de gânglios da base e estão envolvidos em função motora, 

cognitiva, associativa e mnemônica (Bolam et al. 2000). A alteração destas 

estruturas cerebrais na DH podem levar a redução da massa cerebral em cerca de 

25 a 30% (Roze et al. 2011). 
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Figura 1: Alterações anatômicas cerebrais na DH. A) Aumento ventricular. B) 

Diminuição estriatal (Hadzi et al. 2012). 

O estriado é constituído em sua maior parte (90 a 95%) por neurônios 

espinhosos médios que tem como principal neurotransmissor o ácido gama 

aminobutírico (GABA) e neuropeptídeos encefalina, neurotensina, substância P ou 

dinorfina (Baez-Mendoza and Schultz 2013, Bolam et al. 2000). 

O neurotransmissor GABA, que se encontra diminuído na DH, tem um papel 

importante na gênese da coreia. Isso ocorre, porque o GABA é um neurotransmissor 

inibitório, que controla o sistema dopaminérgico. Quando ocorre a diminuição de 

neurônios GABAérgicos na região estriatal, há um desequilíbrio da atividade 

dopaminérgica e assim seu reflexo nos movimentos de pacientes com DH. 

Crossman e colaboradores, em 1988, realizaram um estudo em macacos e 

observaram que a injeção de bicuculina, um antagonista do GABA, na parte lateral 

do globo pálido ou na parte medial do putâmen e no núcleo subtalâmico, induzem 

movimentos coreicos. Baseado neste estudo, esses autores propõem que a 

interrupção da via gabaérgica estriado-palidal é a causa básica do aparecimento da 

coréia (Crossman et al. 1988).  
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Figura 2: Esquema das projeções GABA e glutamatérgicas no gânglio basal. A) 

Paciente normal. B) Paciente com DH estágio inicial. C) Paciente com DH estágio 

avançado. Azul: neurônios GABAégicos. Vermelho: neurônios glutamatérgicos 

(GLUT). Verde: neurônios dopaminérgicos (DA). GPe: globo pálido externo. GPi: 

globo pálido interno. SNc: substância nigra pars compacta. SNr: substância nigra 

reticulada. STN: núcleo subtalâmico. SP: substância P. Enk: encefalina (Andre, 

Cepeda and Levine 2010).  

. Além das projeções GABAérgicas no estriado, esta região também recebe 

projeções glutamatérgicas (GLU) de todas as áreas corticais e talâmicas (Figura 2). 

A hiperativação destas projeções glutamatérgicas resulta em excitotoxicidade 

(Clabough 2013, Miller and Bezprozvanny 2010, Vonsattel 2008).   

A função motora é controlada pelo circuito gânglio basal que é dividido em via 

direta e via indireta (Figura 2A). A harmonia dos movimentos se dá pelo equilíbrio da 

via direta e da via indireta. A via direta provoca a desinibição do tálamo e, por 

consequência, o aumento da ativação do córtex motor. A desinibição talâmica é 

devida à ação inibitória dos neurônios Gabaérgicos do estriado no globo pálido 

interno e na substância nigra reticular que, então, deixam de inibir o tálamo. Já a via 

indireta desinibe o núcleo subtalâmico e, assim, inibe o tálamo e diminui a atividade 

do córtex motor, através da inibição do globo pálido externo pelos neurônios 

GABAérgicos do estriado. O subtálamo desinibido passa a excitar o globo pálido 
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interno que tem ação inibitória sobre o tálamo. Assim, o tálamo inibido deixa de 

ativar o córtex motor e este terá menor atividade. No início de DH (Figura 2B), 

disfunção cortical induz a libertação excessiva de glutamato no estriado que resulta 

na perda, principalmente, de neurônios espinhosos médios. A morte destes 

neurônios leva a um desequilíbrio entre as vias direta e indireta culminando no 

sintoma de hipercinesia. Nos estágios mais avançados da DH (Figura C), 

dependendo do estágio da neurodegeneração no estriado ocorre a disfunção das 

vias direta e indireta, podendo resultar em hipocinesia ou hipercinesia (Andre et al. 

2010). 

Hoje em dia, não existe cura para a DH e os medicamentos disponíveis 

apenas atenuam alguns sinais e sintomas da doença. A Academia Americana de 

Neurologia (AAN) publicou um guia para o tratamento da coreia na DH, no qual são 

propostos o uso de inibidores do transportador de monoaminas vesicular que 

ocasionam a depleção sináptica de catecolaminas como a tetrabenazina e 

clozapina; os antagonistas de receptores glutamatérgicos, como amantadina ou o 

inibidor da liberação de glutamato, como riluzol. Também são prescritos 

benzodiazepínicos e antidepressivos para as alterações psíquicas, como 

risperidona, olanzapina, haloperidol e aripiprazol e medicamentos que alteram o 

metabolismo energético como coenzima Q10. Efeitos secundários podem aparecer 

no decorrer do uso destes medicamentos como sedação e diminuição do 

funcionamento cognitivo (Armstrong and Miyasaki 2012, Reilmann 2013). 

Uma vez que o tratamento atual da DH é apenas para amenizar os sintomas, 

a busca de novos alvos farmacológicos vem sendo estudada. Assim, modelos in 

vitro e in vivo por alteração genéticos ou administração de substâncias químicas são 

utilizados para investigar os mecanismos patológicos da DH, a fim de se obter uma 

melhor compreensão da doença (Ramaswamy, McBride and Kordower 2007, Ribeiro 

et al. 2013, Schlachetzki, Saliba and de Oliveira 2013). 

Os modelos animais genéticos são usados para a investigação da expressão 

anormal da proteína mhtt nos processos fisiológicos. Assim, são manipulados 

animais com alteração genética da proteína mhtt que variam o número de 



27 

 

poliglutaminas, por exemplo, os modelos com os animais R6/2 (115-156 CAG), 

N171-82Q (82 CAG), YAC128 (128 CAG) e BACHD (97 CAG), e animais knock-in, 

como HdhQ97/Q97, HdhQ111/Q111 e HdhQ150/Q150, com 97, 111 e 150 repetições 

respectivamente (Bates et al. 1997, Ribeiro et al. 2013). 

Modelos não genéticos, que visam a investigação de processo bioquímico 

decorrente da doença também são usados para melhor compreensão da DH. Tanto 

em cultura neuronal quanto a administração local em animais, a injeção aguda das 

substâncias químicas 3-nitropropiônico, uma toxina mitocondrial exógena, e ácido 

quinolínico, um agonista de receptor N-metil D-Aspartato (NMDA) endógeno, podem 

mimetizam algumas mudanças neuroanatômicas e induzir o déficit comportamental 

verificado nesta doença neurológica (Schlachetzki et al. 2013).  

1.2. Modelo excitotóxico de doença de Huntington pe la administração de ácido 
quinolínico  

1.2.1. Excitotoxicidade 

A excitotoxicidade é um importante processo biológico que é caracterizado 

pela intensa estimulação neuronal por glutamato. Esta estimulação exagerada por 

glutamato induz um excessivo influxo de íons cálcio, desencadeando a ativação de 

diversas enzimas, e como consequência, morte celular. O processo de 

excitotoxicidade está associado a algumas doenças como em acidente vascular 

cerebral, lesão cerebral traumática, esclerose múltipla, DA, epilepsia, DP e DH 

(Gasparini and Griffiths 2013, Lynch and Guttmann 2002, Miller and Bezprozvanny 

2010, Schwarcz, Whetsell and Mangano 1983). 

O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais abundante no cérebro 

(Gasparini and Griffiths 2013) e está envolvido em uma variedade de processos 

fisiológicos, tais como aprendizado, memória e formação de redes neuronais durante 

o desenvolvimento (Kumar, Kalonia and Kumar 2010, Ozawa, Kamiya and Tsuzuki 

1998, Simeone, Sanchez and Rho 2004). Os efeitos do glutamato são mediados por 

receptores ionotrópicos ou metabotrópicos tais como do tipo cainato, ácido α-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico (AMPA) e N-metil D-Aspartato (NMDA). O 

processo excitotóxico é resultante de uma cascata de eventos que levam a morte 
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neuronal e é desencadeada pela excessiva ativação dos receptores de NMDA, em 

sua grande maioria, ou AMPA.  

A excitotoxicidade se inicia quando o glutamato é liberado pelos neurônios 

pré-sinápticos que ativam os receptores ionotrópicos de glutamato presentes no 

neurônio pós-sinápticos, resultando no influxo de íons Na+ e Ca2+ na célula. Com 

isso, ocorre a despolarização da membrana, abertura de canais de cálcio voltagem-

dependentes, liberando assim, mais glutamato e diminuindo ou inibindo a 

recaptação de glutamato por seu transportador. A liberação excessiva do 

neurotransmissor glutamatérgico leva a ativação de receptores metabotrópicos 

(mGluR1-7) que também aumentam o cálcio intracelular, via retículo 

endoplasmático. A entrada de íons sódio contribui ainda mais para o influxo de 

cálcio ao estimular a bomba sódio-cálcio. O influxo excessivo de cálcio gera uma 

disfunção mitocondrial e subsequente formação de radicais livres. Todos estes 

mecanismos culminam na morte neuronal (Colton et al. 2010). 

Diferentes estudos demonstram que na DH ocorre um aumento de glutamato 

na região estriatal devido à redução da recaptação de glutamato pela glia, 

especificamente pela baixa regulação do transportador de glutamato do tipo 1 GLT1, 

presente principalmente em astrócitos (Arzberger et al. 1997, Behrens et al. 2002, 

Comings et al. 1981, Hassel et al. 2008, Lievens et al. 2005, Lievens et al. 2001, 

Mangano and Schwarcz 1981). Além disso, ocorre diminuição da expressão de 

glutamina sintetase, enzima que converte glutamato em glutamina na glia (Behrens 

et al. 2002, Lievens et al. 2001) e alteração da expressão de receptores de 

glutamato (Cha et al. 1999, Cha et al. 1998, Greenamyre et al. 1985). 

Coyle (1976) e McGeer (1976) e seus colaboradores desenvolveram os 

primeiros modelos de DH por excitotoxicidade, em que examinaram os efeitos de 

injeção intraestrial de ácido caínico em ratos, agonista glutamatérgico (Coyle and 

Schwarcz 1976, McGeer and McGeer 1976). Esta injeção causou alterações 

neuroquímicas, histológicas e comportamentais semelhantes aquelas presente em 

pacientes em HD. As lesões no estriado podem ser induzidas por meio de outros 

análogos de glutamato, tais como ácido iboténico e ácido quinolínico (Beal et al. 

1986, Isacson et al. 1984, Schwarcz et al. 1981). 
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1.2.2. Ácido quinolínico 

 O ácido quinolínico (AQ), ou ácido piridina 2,3-dicarboxílico, é um metabólito 

do triptofano pela via das quinureninas (Figura 3). No sistema nervoso central 

(SNC), está presente principalmente nas células microgliais na concentração de 

nanomolar (Chen and Guillemin 2009, Lugo-Huitron et al. 2013, Perez-De La Cruz, 

Carrillo-Mora and Santamaria 2012, Schwarcz and Pellicciari 2002). Elevadas 

concentrações de AQ induzem excitotoxicidade e morte neuronal, bem como 

alterações na produção de fatores neurotróficos e mediadores inflamatórios. O AQ 

tem sido associado com a patogênese de determinadas doenças e distúrbios 

neurodegenerativos, incluindo a DA, ELA, DH, autismo e depressão (Lugo-Huitron et 

al. 2013).  

A primeira evidência de que quinureninas podem exercer um papel 

neurotóxico no cérebro foi descrita por Lapin em 1978, que observou convulsões em 

ratos após a injeção intracerebroventricular de AQ (Lapin 1978). Em 1981, Stone e 

Perkins demonstraram que AQ exerce um papel excitatório no SNC, agindo como 

um agonista do receptor NMDA (Stone and Perkins 1981).  

A primeira correlação entre AQ e a DH foi observada por Schwarcz e 

colaboradores (1983) que demonstraram que AQ produzia lesões neuronais no 

estriado resultando em alterações neuroquímica, comportamental e patológica 

semelhantes à DH (Schwarcz et al. 1983). Estudo post mortem de cérebros de 

pacientes com DH mostrou um aumento da enzima conversora da quinurenina para 

AQ, ácido 3-hidroxiantranílico oxigenase (Kohler et al. 1988). Trabalhos posteriores 

também relataram o aumento nas concentrações de intermediários da via da 

quinurenina no cérebro de pacientes acometidos com a DH (Connick et al. 1989, 

Connick et al. 1988, Pearson and Reynolds 1992, Schwarcz et al. 1988). 
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Figura 3: Via de produção do ácido quinolínico pela cascata das quinureninas (Lugo-

Huitrón et al., 2013). 

Considerando que o AQ é incapaz de atravessar a barreira hematoencefálica 

(Lugo-Huitrón et al., 2013), nos modelos experimentais de DH, o AQ é administrado 

diretamente no estriado. A administração bilateral de AQ em ratos induz alterações 

motoras e cognitivas, bem como a atrofia do tecido estriatal e a dilatação ventricular 
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(Shear et al. 1998, Block, Kunkel and Schwarz 1993, Sanberg et al. 1989, Popoli et 

al. 1994). A administração unilateral de AQ em ratos também demonstra perda 

neuronal na área estriatal e alterações comportamentais (Macaya and Burke 1992, 

Topper et al. 1993, Vecsei and Beal 1991, Kalonia and Kumar 2011, Kalonia, Kumar 

and Kumar 2011b, Kalonia, Kumar and Kumar 2011a). Além disso, AQ induz a perda 

de neurônios GABAérgicos, pois afeta os neurônios espinhosos médios do estriado, 

reproduzindo o que se observa na DH. Assim, a injeção intraestriatal de AQ tem sido 

utilizada como um bom modelo de neurotoxicidade para a DH, mimetizando os 

sintomas observados no estágio inicial da doença, como a hiperatividade.  

 

Figura 4: Mecanismos do AQ no SNC que culminam na neurotoxicidade. A) Síntese 

de AQ no SNC pela microglia. B) AQ liberado no SNC leva a inibição da recaptação 

de glutamato e liberação de citocinas por astrócitos. C) AQ liberado no SNC leva 

disfunção mitocondrial que resulta na ativação de caspases e produção de radicais 

livres que culminam na morte neuronal (Lugo-Huitrón et al., 2013). 
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O AQ atua como agonista de receptor glutamatérgico do subtipo NMDA (de 

Carvalho, Bochet and Rossier 1996), A ativação destes receptores pelo AQ induz 

um aumento da liberação de glutamato e intenso aumento de influxo de cálcio em 

neurônios e astrócitos. Além do efeito excitotóxico de AQ (Figura 4), esta substância 

também está envolvida na inibição da recaptação de glutamato por astrócitos 

(Arzberger et al. 1997, Behrens et al. 2002, Comings et al. 1981, Connick and Stone 

1988, Hassel et al. 2008, Lievens et al. 2005, Lievens et al. 2001, Mangano and 

Schwarcz 1981, Schwarcz et al. 1981, Tavares et al. 2002).  

A remoção do glutamato na fenda sináptica é realizada por proteínas 

transportadoras de glutamato que estão presentes em diferentes células do SNC 

como neurônios, astrócitos, oligodendrócitos, microglia e células endoteliais. Cinco 

subtipos de transportadores de glutamato foram identificados: o transportador de 

aminoácidos excitatórios 1 (EAAT1) ou transportador de glutamato - aspartato 

(GLAST) (Storck et al., 1992); o EAAT2 ou transportador de glutamato -1 (GLT-1) 

(Pines et al., 1992); o EAAT3 ou EAAC1 (Kanai e Hediger, 1992), EAAT4 (Fairman 

et al., 1995) e EAAT5 (Arriza et al., 1997). Porém, os principais transportadores de 

glutamato são EAAT1/GLAST e EAAT2/GLT-1 expressos em astrócitos, que 

contribuem para cerca de 90% da recaptação de glutamato. Assim, como descrito 

anteriormente, o AQ inibe a recaptação de glutamato na fenda sináptica, por inibir os 

transportadores em astrócito. 

Dados na literatura mostram que a injeção intraestriatal de AQ altera o 

metabolismo energético pelo influxo excessivo de cálcio. Assim ocorre a disfunção 

mitocondrial em que diminui o processo da respiração celular, reduzindo 

principalmente a atividade dos complexos II, II-III e III e inibindo a enzima succinato 

desidrogenase (SDH). Além disso, também diminuiu os níveis de ATP e aumentou a 

produção de espécies reativas de oxigênio e peroxidação lipídica (Behan et al. 1999, 

Rios and Santamaria 1991).  

Eventos inflamatórios também estão associados à toxicidade induzida por AQ. 

A microglia, célula responsável por respostas inflamatórias no SNC, também produz 

e secreta AQ. Durante o processo inflamatório, os níveis de AQ aumentam 
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principalmente devido ao aumento na taxa de síntese. Assim, o contrário também 

ocorre, isto é, o insulto excitotóxico de AQ pode desencadear a ativação de microglia 

e por consequência, a produção de mediadores inflamatórios e alteração nos fatores 

neurotróficos. Estudos mostram que a administração intraestriatal de AQ em 

modelos de ratos induz a expressão das citocinas TNF-α e IL-6 que podem ser 

atenuados através da inibição da COX-2 (Kalonia and Kumar 2011, Kalonia et al. 

2011a, Kalonia et al. 2011b, Kalonia, Mishra and Kumar 2012, Schiefer et al. 1998).  

Assim, todos esses eventos decorrentes da substância neurotóxica AQ estão 

de alguma forma intimamente relacionados e também agem sinergicamente 

culminando na neurodegeneração. 

1.3. Neuroinflamação 

A neuroinflamação é um importante processo na resolução ou progressão de 

condições patológicas. A resposta inflamatória é caracterizada pela vasodilatação 

local, o aumento da permeabilidade capilar e a infiltração de células de defesa. No 

SNC, a resposta inflamatória é mediada por células gliais, em especial a microglia 

(Bettcher and Kramer 2013, Wyss-Coray and Mucke 2002, Honig 2000). Durante um 

insulto no SNC, estas células adquirem uma morfologia amebóide com capacidade 

de migrar, proliferar e fagocitar. A microglia ativada é responsável pela liberação de 

quimiocinas, citocinas e fatores neurotróficos. Em seu estado inativo, a microglia 

apresenta várias ramificações com prolongamentos irregulares e reduzido corpo 

celular (Kettenmann et al. 2011, Ginhoux et al. 2013).  

Estímulos como infecção, lesão ou degeneração no SNC desencadeiam a 

ativação e proliferação microglial que liberam fatores pró-inflamatórios e 

neurotóxicos, incluindo citocinas, radicais livres, óxido nítrico e eicosanóides. O 

objetivo inicial desta ativação é reparar o dano. Porém, a ativação contínua da 

microglia no SNC pode levar a lesão subsequente de neurônios e células gliais 

(Hurley and Tizabi 2013). 
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Existem crescentes evidências na literatura que a inflamação no SNC está 

envolvida na patogênese das doenças neurodegenerativas como ELA, DA, DH e DP 

(Jha, Jeon and Suk 2012, Lima et al. 2012).  

Em modelos animais de DH, a ativação microglial e a alteração da expressão 

de mediadores inflamatórios vêm sendo relatada e associada com a progressão 

subclínica da doença (Tai et al. 2007, Topper et al. 1993, Leaver et al. 2012, Pavese 

et al. 2006, Kraft et al. 2012, Bethea et al. 1999, Fouda et al. 2013, Ryu, Choi and 

McLarnon 2005, Ryu, Choi and McLarnon 2006, Sharma et al. 2011).  

O envolvimento da neuroinflamação no modelo animal de DH vem sendo 

comprovada pelos estudos com inibidores de ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, que 

mostram que o tratamento com estes anti-inflamátorios melhoram as alterações do 

peso corporal, comportamento e bioquímicas geradas pela administração de ácido 

quinolínico (Kalonia et al. 2010, Kalonia et al. 2009b, Kalonia et al. 2009a, Dairam, 

Muller and Daya 2007, Dairam, Chetty and Daya 2006, Salzberg-Brenhouse et al. 

2003, Kalonia and Kumar 2011, Kalonia et al. 2011b).  

1.4. Papel da via PI3K/Akt/mTOR  

As fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) são uma família de proteínas envolvidas 

nos processos de regulação do crescimento celular, metabolismo, proliferação, 

homeostase da glicose, no tráfico de vesícula e inflamação (Carracedo and Pandolfi 

2008).  

A ativação da enzima PI3K (Figura 5), por diversos estímulos como o fator de 

crescimento semelhante a insulina (IGF-1), leva a fosforilação de fosfatidilinositol 

4,5-bifosfato (PIP2) para gerar fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Em sequencia, 

PIP3 se liga à uma das isoformas da Akt (também conhecida com PKB) e facilita a 

sua fosforilação no terminal treonina (Thr308/309/305) e serina (Ser273/474/472), 

respectivamente da Akt1, Akt2 ou Akt3, pela quinase fosfatidilinositol dependente 

(PDK) 1 e 2 (Wang, Pan and Chen 2012). Uma vez ativada, a Akt é capaz de 

fosforilar e inibir o glicogênio sintase 3-quinase (GSK-3), levando ao aumento da 
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síntese protéica por aumentar a atividade do fator de iniciação eucariótica 2B 

(elF2B).  

A Akt inibe os complexos da esclerose tuberosa (TSC) 1 e 2 que por sua vez 

inibe o Ras enriquecida no cérebro (Rheb), levando a ativação do alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTOR). Ao ser ativada, a mTOR se associa a proteína 

reguladora associada ao mTOR (raptor) e a “proteína semelhante a subunidade β da 

proteína G” (G protein β-subunit-like protein - GβL) formando o complexo mTORC1, 

que ativa “proteína quinase 1 ribossomal S6” (ribosomal S6 protein kinase 1 - 

p70S6K) e inibe proteína 1 ligante do fator de iniciação eucariótico 4E (4E-BP1) . A 

mTOR ativada também pode se associar com rictor (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR) e Sin1 (proteína interativa 1 de proteína quinase ativada por 

estresse ) formando o complexo mTORC2 que tem como principal alvo a Akt e Rho 

(Dello Russo et al. 2013).  

A regulação da atividade da via PI3K ocorre através da conversão de PIP2 

em PIP3 pela PTEN (fosfatase homóloga a tensina) (Dello Russo et al. 2013). 
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Figura 5: Via PI3K/Akt/mTOR (Costa-Mattioli and Monteggia 2013). 

A via PI3K/Akt/mTOR está envolvida no controle de metabolismo de energia, 

sendo considerada relevante para a longevidade e indução da biogênese 

mitocondrial (Wang et al. 2012), e sobrevivência das células em resposta aos fatores 

de crescimento, estresse oxidativo e privação de nutrientes. Além disso, esta via 

está relacionada com a ativação microglial e também poderia contribuir para a 

captação de glutamato (Wu et al. 2010). O descontrole dessa via está envolvida na 

causa de algumas doenças como câncer, diabetes, neurodegeneração.  

O alvo de mamífero de rapamicina (mTOR ) é uma serina / treonina proteína 

quinase, que participa na regulação do crescimento e proliferação celular, 

metabolismo e vários processos intracelulares, tais como a transcrição e tradução do 

RNA mensageiro, autofagia e organização citoesquelética. Além disso, desempenha 
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papel numa série de mecanismos específicos do cérebro, como plasticidade 

sináptica, aprendizado e desenvolvimento cortical (Jaworski and Sheng 2006, Lin et 

al. 2001, Tang et al. 2002). mTOR está envolvida na fisiopatologia de várias 

doenças, tais como a hipertrofia cardíaca, diabetes, obesidade e desordens 

neurodegenerativas. Além disso, estudos mostram que no câncer e diabetes há o 

aumento da atividade desta proteína e assim é um alvo farmacológico no tratamento 

destas doenças (Zoncu, Efeyan and Sabatini 2011, Liu et al. 2009).  

O envolvimento de mTOR nos processos inflamatório e excitotóxico vem 

mostrando que esta proteína ativa a microglia (Dello Russo et al. 2009), e regula a 

expressão do receptor de glutamato em astrócitos GLT1 (Wu et al. 2010).  

Estudos em modelos de camundongo de DH mostram que mTOR está 

envolvido na agregação da proteína mhtt e inibidor de mTOR pode melhorar a 

autofagia e, consequentemente, reduzir o acúmulo de mhtt e morte neuronal (Wong 

2013, Ravikumar et al. 2004). Além disso, estudos vêm mostrando o papel 

neuroprotetor da via PI3K/Akt/mTOR em modelo celular com administração de ácido 

quinolínico (Jang et al. 2010) e em modelos in vivo genético de DH (Humbert et al. 

2002, Gines et al. 2003). 
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1.4.1 Rapamicina 

A rapamicina ou sirolimo (Figura 6) é um produto da fermentação da bactéria 

Streptomyces hygroscopicus, que inibe a proteína alvo da rapamicina dos mamíferos 

(mTOR). Foi descoberta na década de 1960 em bactérias coletadas do solo na Ilha 

de Páscoa (nome da droga vem do nome nativo da ilha, Rapa Nui) (Sehgal 2003).  

 

Figura 6: Estrutura química da rapamicina 

A rapamicina é um fármaco usado na clínica para a imunossupressão pós-

transplantes e vem sendo utilizada na oncologia para o tratamento do câncer renal e 

hepatocelular e linfomas de células do manto.  

O mecanismo de ação da rapamicina envolve a inibição seletiva da atividade 

de mTORC1 através da formação de um complexo trimolecular com mTOR e 

FKBP12. A inibição do mTOR bloqueia a progressão do ciclo celular na transição 

das fases G1 para S. Sequencialmente, a rapamicina afeta a fosforilação / ativação 

da quinase p70 S6 (p70S6K), um evento precoce da resposta mitogênica. Ao inibir 

esta enzima, cujo substrato importante é a subunidade ribossomal 40S da proteína 

S6, a rapamicina reduz a tradução da codificação de RNAm para certas proteínas 

ribossomais e fatores de alongamento, diminuindo desse modo a síntese da 

proteína. Além disso, a rapamicina inibe a atividade enzimática da quinase 

dependente de ciclina (cdk2), que funciona como um regulador fundamental da 

transição de Gl - S. No entanto, a inibição de p70s6k e cdk2 não são um efeito direto 
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do complexo FKBP – rapamicina (Dumont and Su 1996, Huang, Bjornsti and 

Houghton 2003, Crespo and Hall 2002, Price et al. 1992). Além disso, vem sendo 

proposto que a rapamicina inibe mTOR pela desestabilização do complexo mTOR-

Raptor (Ballou and Lin 2008). 

Quando em altas concentrações e em tratamentos crônicos, a rapamicina 

também interfere na regulação de mTORC2 (Garelick and Kennedy 2011, Georgakis 

and Younes 2006, Sarbassov, Ali and Sabatini 2005, Dello Russo et al. 2013). 

Estudos mostram que a inibição de mTOR aumenta a autofagia. A autofagia é 

importante processo de eliminação das organelas defeituosas em que estas são 

englobadas e decompostas, corrigindo assim um defeito, sem ter que destruir a 

célula. O processo autofágico é regulado através da formação de um complexo entre 

as proteínas quinases APG1, APG13 e APG17, chamado complexo APG. O 

mecanismo de inibidores de mTOR e a autofagia está relacionada com a 

desfosforilação da proteína quinase APG13 que aumenta sua afinidade a proteína 

APG1, aumentando a atividade do complexo APG1 (Kamada, Sekito and Ohsumi 

2004, Kamada et al. 2000, Matsuura et al. 1997, Funakoshi et al. 1997).  

Mais ainda, a rapamicina também demonstrou alterar o processo inflamatório. 

O seu efeito ainda é contraditório, o estudo feito por de Oliveira e colabroadores 

mostraram que a inibição de mTOR em culturas de microglia aumenta a produção 

de COX-2 e mPGES-1 após estímulo com LPS (de Oliveira et al. 2012); em 

monócitos do sangue periférico, a rapamicina é capaz de aumentar a liberação de 

citocina pró-inflamatória IL-12 e reduzir a citocina anti-inflamatória IL-10 estimuladas 

por LPS (Schmitz et al. 2008). Por outro lado, em cultura de microglia estimulada por 

LPS, a rapamicina reduziu a expressão de NO sintase e COX (Dello Russo et al. 

2009, Jang et al. 2005). Em estudo in vivo, uma única dose de rapamicina, 

administrado quatro horas após traumatismo craniano em camundongos, reduziu o 

número de microglia/macrófagos ativados na região cortical próximo ao local da 

lesão (Erlich et al. 2007).  

Na DH, a rapamicina vem mostrando induzir a autofagia (Williams et al. 2008, 

Zheng et al. 2010, Thoreen and Sabatini 2004, Sarkar and Rubinsztein 2008, Mealer 
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et al. 2014, Sarkar et al. 2008), resultando na redução da neurotoxicidade da 

proteína mhtt, por diminuir o número de poliglutaminas. 

Tendo em vista o envolvimento paradoxal da rapamicina no processo 

inflamatório e sua implicação em alguns processos da doença de Huntington, o 

estudo no modelo excitotóxico de DH poderia fornecer informações relevantes sobre 

a fisiopatologia da doença, bem como para elucidar o papel exato da mTOR em seu 

mecanismo fisiopatológico.  



41 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a participação da proteína 

alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) no processo de neuroinflamação e 

neurodegeneração utilizando um modelo murino de excitototoxicidade de doença de 

Huntington. 

2.2. Objetivos Específicos 

� Padronizar o modelo excitotóxico da doença de Huntington (HD) induzido pela 

administração estriatal de ácido quinolínico em camundongos C57Bl/6; 

� Avaliar as alterações motoras induzidas pela administração estriatal de AQ 

durante 2, 7 e 14 dias após AQ; 

� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera os níveis de 

fatores neurotróficos e mediadores inflamatórios induzido pela administração de AQ 

unilateral no estriado, após 8 horas de AQ, em camundongos C57Bl/6; 

� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera o perfil motor 

observado após a injeção de AQ unilateral no estriado, após 2 dias de AQ em 

camundongos C57Bl/6; 

� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera a 

neurodegeneração estrital induzida pela administração de AQ unilateral no estriado, 

após 2 dias de AQ em camundongos C57Bl/6; 

� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera a ativação 

microglial induzida pela administração de AQ unilateral no estriado, após 2 dias de 

AQ em camundongos C57Bl/6; 

� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera a proliferação 

astrocitária induzida pela administração de AQ unilateral no estriado, após 2 dias de 

AQ em camundongos C57Bl/6; 
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� Testar a hipótese de que o tratamento com rapamicina altera a liberação de 

glutamato do sinaptossoma estriatal de camundongos C57Bl/6 induzida por AQ. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Aspectos éticos 

Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFMG, sob o número de protocolo CEUA n° 327/2012. 

3.2. Animais 

Os animais usados no estudo foram camundongos machos da linhagem 

C57BL/6 (10 a 12 semanas de idade) provenientes do Centro de Bioterismo do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-

ICB-UFMG). Os animais tiveram livre acesso à água e ração sendo mantidos em 

ciclo claro/escuro com duração de 12 horas cada e temperatura local de 24°C. Os 

animais permaneceram na sala de comportamento por 30 minutos antes da 

realização dos experimentos. Todos os experimentos foram realizados no período 

entre 8h00 e 17h00. 

3.3. Drogas 

 Rapamicina (LC Laboratories, Woburn, MA, USA), inibidor de mTOR, foi 

inicialmente dissolvida em DMSO 100% (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo USA) 

resultando em uma solução estoque 10 mM e foi posteriormente diluída em salina e 

administrada por via intraestriatal nas doses 5 x 10-5, 5 x 10-4 e 5 x 10-3 nmol em 250 

nL. Ácido quinolínico (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo USA) foi dissolvido em solução 

tampão de fosfato (PBS, pH final de 7,0) e administrado de forma unilateral no 

estriado (150 ou 200 ou 250 nmol em 250 nL). 

3.4. Cirurgia estereotáxica para implantação da cân ula guia 

 Os animais foram anestesiados com administração intraperitoneal (i.p.) de 

uma solução de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), sendo, em seguida, 

submetidos a tricotomia do escalpo e seu crânio fixado a um aparelho estereotáxico 

(Insight®). Em seguida, foi realizada a assepsia do escalpo com álcool iodado, 

seguida de uma incisão sagital para a exposição e limpeza da calota craniana. Após 

o nivelamento da calota craniana no equipamento, dois parafusos foram fixados no 
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crânio e uma cânula guia de 7 mm foi implantada no estriado direito seguindo as 

coordenadas: anterior/posterior +0,6 mm, médio/lateral -2,1 mm e dorso/ventral −2,2 

mm em relação ao bregma baseando no atlas Paxinos and Watson (2001) (Figura 

7). Para evitar a oclusão da cânula e contaminação, a mesma foi vedada com auxílio 

de um mandril de aço inoxidável. Após a cirurgia, os animais foram mantidos em 

aquecimento, com o auxilio de uma lâmpada, até completa recuperação da cirurgia. 

Para realização dos experimentos futuros, os animais operados se recuperaram por, 

no mínimo, 7 dias antes da realização dos experimentos. 

 

Figura 7: Local de administração da rapamicina e ácido quinolínico (modificado de 

Paxinos 2001). 

3.5. Microinjeção das drogas 

 Para a realização da injeção das drogas, o mandril foi retirado da cânula guia 

e uma agulha odontológica gengival 30 G (8 mm) foi inserida. A agulha foi conectada 

a uma seringa Hamilton® de 25 µL com o auxílio de um polietileno (P10). Para a 

padronização do modelo, foi administrado 250 nL de AQ (dose de 150 ou 200 ou 

250 nmol) ou PBS, a uma taxa de infusão de 0,08 µL/min, aguardando-se um minuto 

após a infusão para difusão da droga, evitando também o refluxo da substância. A 
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avaliação do comportamento e as análises bioquímicas foram programadas 

conforme mostrado na Figura 8. 

 

Figura 8: Programação de estudo da padronização do modelo de Huntington 

induzida pela administração de ácido quinolínico intraestriatal. 

Para a avaliação do efeito da inibição de mTOR sobre diferentes parâmetros 

associados à excitotoxicidade induzida por AQ, rapamicina ou veículo (5% DMSO 

em salina) foram injetados em um volume de 250 nL, 15 min antes da administração 

de AQ ou PBS. Ao longo do texto, as doses de rapamicina serão representadas em 

concentração molar, sendo que 5 x 10-5, 5 x 10-4 e 5 x 10-3 nmol correspondem a 

0,2, 2 ou 20 µM respectivamente. 

Os animais foram divididos em seis grupos: Grupo 1, veículo + PBS; Grupo 2, 

veículo + AQ 200 nmol; Grupo 3, Rapamicina 0,2 µM + PBS; Grupo 4, Rapamicina 

0,2 µM + AQ 200 nmol, Grupo 5, Rapamicina 2 µM + AQ 200 nmol, Grupo 6, 

Rapamicina 20 µM + AQ 200 nmol. A avaliação do comportamento e as análises 

bioquímicas foram programadas conforme mostrado na Figura 9. 

 

Figura 9: Desenho experimental do tratamento farmacológico com rapamicina. 
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3.6. Testes comportamentais 

3.6.1. Massa corporal 

A massa corporal dos animais foi avaliada antes da administração de AQ e 

nos dias 2, 7 e 14 dias para a padronização do modelo e no tratamento com 

rapamicina no segundo dia após administração de AQ. 

3.6.2. Rotarod 

O aparelho rotarod (Insight®) foi utilizado para avaliar a coordenação motora 

e equilíbrio do animal. O desempenho no rotarod é avaliado pelo tempo de 

permanência do animal sobre a haste girante. Antes da cirurgia para introdução da 

cânula guia, foi realizado o treinamento dos animais no aparelho, na qual os animais 

foram colocados na haste girante por 3 minutos nas baixas velocidades de rotação 

(14, 17, 20 e 24 rpm), sendo realizado três dias consecutivos. Após 7 dias da 

cirurgia para introdução da cânula guia, os animais foram submetidos a leitura basal 

no aparelho, em que foram colocados na haste giratoria na rotação inicial de 14 rpm 

e no módulo acerelar de 14 – 37 rpm, sendo cronometrado o tempo permanente, de 

cada animal, na haste (tempo máximo 5 minutos) (Hunter et al. 2009). A leitura foi 

realizada em triplicata e a média dos valores estabelecida como leitura basal. Após 

administração de AQ ou PBS, os animais foram submetidos novamente a leitura no 

aparelho, em triplicata. 

3.7. Avaliação bioquímica 

3.7.1 Quantificação dos níveis de fatores neurotróf icos e citocinas no estriado 

Após 8 horas da administração de AQ ou PBS, os estriados direito e esquerdo 

dos camundongos foram dissecados e estocados separadamente a −80 °C. Para a 

extração de citocinas, os tecidos foram homogeneizados em 200 µL de solução 

inibidora de proteases [NaCl 0,4 M; Tween 20 (Synth) 0,05%; Bovine Serum Albumin 

(BSA) (Inlab Confiança) 0,5%; fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) (Calbiochem) 

0,1 mM; cloreto de benzetônio (Vetec) 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 UI de aprotinina 

(Sigma), diluídos em PBS]. O homogenato foi centrifugado e aliquotado. Os níveis 

do fator neurotróficos derivado do cérebro (BDNF), do fator de crescimento do nervo 
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(NGF) e da interleucina 1β (IL-1β) foram quantificados através do kit de Elisa (R&D 

Systems, Abingdon, UK) de acordo com o protocolo do fabricante. A interleucina 2 

(IL-2), IL-4, IL-6, interferon-γ (INF- γ), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), IL-10 e 

IL-17A foram quantificadas utilizando o kit Th1/Th2 (BD Pharmigen, CA, USA) por 

Cytometric Bead Array (CBA) de acordo com o procedimento descrito pelo 

fabricante. As proteínas totais das amostras foram quantificadas pelo método de 

Bradford (1976) (Bio-Rad). O resultado foi expresso em pg/mg de proteína total. 

3.7.2. Imunofluorescência 

3.7.2.1. Retirada e corte do cérebro 

Após os testes comportamentais, os animais foram anestesiados com 

cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), e posteriormente submetidos a perfusão 

cardíaca utilizando PBS 1x seguido de paraformaldeído (PFA) 4%. O cérebro foi 

cuidadosamente retirado e imediatamente fixado em PFA 4% por 24h a 4°C, e 

posteriormente crioprotegido com uma solução de 30% de sacarose em PBS por 2 

dias a 4 °C. Em seguida o cérebro foi congelado utilizando isopentano e 

armazenados a – 80 °C.  

Os cérebros foram seccionados em 30 µm com o auxilio do criostato (Leica 

Biosystem, USA), na temperatura de −20°C, sendo separados em porções do 

estriado anterior, medial e posterior. A porção medial foi utilizada para realização da 

técnica de imunofluorescência. 

3.7.2.2. Morte neuronal 

A técnica de Fluoro Jade C (FJC) foi usada para quantificar o número de 

neurônios estriatais em processo de neurodegeneração. Cortes do estriado medial 

foram montados em lâminas gelatilinizadas e secas ao ar livre. As lâminas foram 

imersas em solução 1% de hidróxido de sódio (NaOH) em 80% de etanol por 5 min. 

Em seguida, imersas por 2 min em 70% etanol e por 2 min em água destilada, e 

então incubada em solução de permanganato de potássio 0,06% por 20 min. A 

seguir, foram posteriormente imersas em água por 2 min e incubada em solução de 

FJC 0,0001% por 20 min. As lâminas foram imersas duas vezes em água destilada 
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por 1 min e secas em estufa a 37°C. Após 10 min, as lâminas secas foram imersas 

em xilol por 1 min. Os cortes foram visualizados em microscópio de fluorescência 

(Zeiss, Oberkochen, Germany) usando o comprimento de onda de 488 nm. A análise 

quantitativa das imagens foi realizada no software livre Image J. As imagens foram 

analisadas pela contagem manual de células por área. 

3.7.2.3. Ativação de células gliais 

A ativação glial foi determinada por imunomarcação de ionized calcium-

binding adapter molecule 1 (Iba-1), para marcação de micróglia, e Glial fibrillary 

acidic protein (GFAP) para marcação de astrócitos. Em resumo, as fatias do estriado 

medial (30 µm) foram lavadas 3 vezes em solução tampão tris (TBS) e depois 

bloqueadas com 4% BSA contendo 0,05% triton em TBS, posteriormente lavadas e 

incubadas com anticorpos primários (1:400 Anti-Iba1 da WAKO ou 1:1000 GFAP da 

Santa Cruz Biotechnology), durante a noite a 4°C. Após lavagem, os cortes foram 

incubados com anticorpo secundário por 1 h a temperatura ambiente [AlexaFluor 

488 para GFAP e AlexaFluor 594 para anti-Iba-1, 1:1000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)]. Os cortes foram visualizados em microscópio de fluorescência (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) e quantificados usando o programa Image-J pela 

intensidade dos pixels por região selecionada. 

3.8. Sinaptossoma 

3.8.1. Isolamento do sinaptossoma 

Camundongos machos da linhagem C57BL/6 (10 a 12 semanas de idade) 

foram decapitados e o estriado removido e homogeneizado em solução de sacarose 

0,32 M contendo ditiotreitol (0,25 mM) e EDTA (1 mM). O homogenato foi então 

submetido à centrifugação a baixa velocidade (1000 x g x 10 min) e o sinaptossoma 

foi purificado a partir do sobrenadante através da centrifugação por gradiente 

descontínuo de Percoll (Dunkley et al. 1988). Os sinaptossomas isolados foram 

novamente suspensos em solução de Krebs-Ringer - HEPES (KRH: NaCl 124 mM, 

KCl 4 mM, MgSO4 1,2 mM, glicose 10 mM, HEPES 25 mM, pH 7,4), sem adição de 

CaCl2, e mantidos em gelo até ser utilizado para a quantificação de liberação de 

glutamato. 
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3.8.2. Liberação de glutamato no estriado 

 O teste de liberação de glutamato foi realizado de acordo com o aumento na 

fluorescência, devido à produção de NADPH+ na presença de glutamato 

desidrogenase e NADP+ (Nicholls, Sihra and Sanchez-Prieto 1987). Na placa de 

Elisa foi adicionado 300 µL/poço da mistura de sinaptossomas, CaCl2 (concentração 

final 1 mM) e NADP+ (concentração final 1 mM) em KRH e realizado a leitura de 

fluorescência no espectrofluorímetro (Biotek Synergy 2), a 37 °C, sob agitação 

constante durante um tempo de leitura de 2 minutos. Foi adicionada aos poços a 

glutamato desidrogenase - GDH (35 unidades para um volume final de 300 µL) e 

após 5 minutos de leitura, adicionou-se AQ ou PBS ou KCL nos respectivos poços, 

num tempo de leitura de 10 minutos. A calibração foi realizada por adição de 

quantidade conhecida de glutamato padrão. Realizou-se inicialmente a padronização 

da concentração de ácido quinolínico por meio de uma curva x resposta com as 

seguintes concentrações: 0,1 mM, 0,5 mM, 5 mM e 10 mM. Em outro protocolo 

experimental, rapamicina foi testada as concentrações 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,05, 

0,25, 2,5, 25, 100 nM, sendo adicionada antes de colocar o GDH e realizada uma 

leitura de 15 minutos. Poços com controle negativo contendo sinaptossomas não 

tratados e também veículo foram testados. O comprimento de onda de excitação foi 

fixado em 360 nm e o comprimento de onda de emissão de 450 nm. 

3.9. Análise dos dados  

Os resultados foram apresentados em média ± erro padrão da média. A análise 

estatística foi realizada utilizando o programa Graph Pad Prism (Graph Pad Software, 

San Diego, CA). Os resultados foram analisados por análise de variância de uma via 

(one-way ANOVA) seguido do teste de Newman-Keuls ou de duas vias (two-way 

ANOVA) seguido do teste Bonferroni. Os valores de p < 0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Padronização do modelo excitotóxico da doença de Huntington induzido 
por administração unilateral de ácido quinolínico n o estriado 

 Inicialmente foi padronizado o modelo murino de doença de Huntington 

induzido por injeção intraestriatal de AQ. Para isso, foi avaliada a alteração motora 

pelo teste no aparelho rotarod e o peso corporal utilizando três doses de AQ (150, 

200 ou 250 nmol em 250 nL). Conforme demonstrado na Figura 10, a administração 

de AQ nas diferentes doses reduziu o tempo sobre a haste giratória após dois e sete 

dias da administração de AQ. Porém, no 14º dia apenas as doses de 200 e 250 nmol 

diferiram de forma estatística do grupo controle (Figura 10). 

 

 Figura 10: Avaliação da alteração motora no 2º, 7º e 14º dias após administração de 

AQ (150, 200 ou 250 nmol) ou PBS (N= 7-8 animais/grupo). Valores são expressos 

como média do percentual do tempo (em segundos) em relação à leitura basal. 

*p<0,001 e ***p<0,05 comparado com PBS (two-way ANOVA, seguido pelo teste de 

Bonferroni). 
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Em relação à alteração do peso corporal (Figura 11), não houve diferença 

estatística entre as três doses de ácido quinolínico (150, 200 e 250 nmol) e nem no 

decorrer dos dias analisados. Além disso, não houve morte dos animais em 

nenhuma das três doses de ácido quinolínico (150, 200 e 250 nmol) ou PBS. 

 

Figura 11: Avaliação da alteração do peso corporal no 2º, 7º e 14º dias após 

administração de AQ (150, 200 ou 250 nmol) ou PBS (N = 7-8 animais/grupo). 

Valores são expressos como média do tempo (segundos) e erro padrão da média. 

Não houve diferença estatística entre os grupos (two-way ANOVA, seguido pelo 

teste de Bonferroni).  

Diante destes resultados e com o objetivo de realizar um estudo que avalie as 

alterações agudas da administração de ácido quinolínico, resolvemos definir o tempo 

de 2 dias após administração de ácido quinolínico para realizar os posteriores testes, 

visto que nesse momento ocorre alteração motora em todas doses testadas. 

Utilizou-se a dose de 200 nmol/250, tendo em vista que esta foi a menor dose capaz 

de manter um padrão de redução do tempo na haste rolante durante todos os dias 

testados. 
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4.2. Avaliação do efeito do tratamento com rapamici na na produção de 
mediadores inflamatórios 

Inicialmente foi avaliado o efeito de rapamicina sobre a produção de 

mediadores inflamatórios 8 h após a administração de AQ. Observa-se que a 

administração de AQ (200 nmol/250 nL) aumentou significativamente a produção de 

IL-1β, IL-6 e TNF-α em relação ao controle (veículo + PBS). O tratamento com 

rapamicina (0,2, 2 e 20 µM) diminuiu a produção destas citocinas no lado ipsilateral 

(Figura 12 B, 12D e 12F).  

No hemisfério contralateral, observa-se redução da expressão de IL-1β nas 

três doses de rapamicina associadas ao AQ (Figura 12A) e de TNF-α nas doses de 

2 e 20 µM de rapamicina (Figura 12E). Além disso, observa-se um aumento de IL-6 

na dose de 2 µM de rapamicina quando comparado com o controle + PBS (Figura 

12C). 
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Figura 12: Efeito de rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM sobre a produção das 

citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α no estriado após 8 horas de administração de AQ 200 

nmol (N = 6-7 animais / grupo). Valores expressos como média e erro padrão da 

média. (A, C e E) Análise quantitativa do estriado contralateral das citocinas IL-1β, 

IL-6 e TNF-α, respectivamente. (B, D e F) Análise quantitativa do estriado ipsilateral 

das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α, respectivamente. * p<0.001, ** p<0.01 e *** p<0.05 

comparado com veículo + PBS. # p<0.001 e ## p<0.01 comparado com veículo + 

AQ (one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls).  
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Conforme mostrado na figura 13, o tratamento com rapamicina 0.2 µM 

aumentou estatisticamente a produção da citocina anti-inflamatória IL-10 quando 

comparada com todos os outros grupos (Figura 13B). No lado contralateral, não é 

observada diferença estatística entre os grupos (Figura 13A). 

 

Figura 13: Efeito do tratamento com rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM sobre a 

produção de interleucina -10 (IL-10) no estriado após 8 horas de administração de 

AQ 200 nmol (N= 6-7 animais / grupo). Valores expressos como média e erro padrão 

da média. (A) Análise quantitativa do estriado contralateral da citocina IL-10. (B) 

Análise quantitativa do estriado ipsilateral da citocina IL-10. ** p<0.01 comparado 

com veículo + PBS. ### p<0.05 comparado com veículo + AQ (one-way ANOVA, 

seguido pelo teste de Newman-Keuls).  
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Os níveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-17A e IFN-γ são menores quando 

comparados com IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α. Nos resultados da figura 14H, 

observam-se uma redução estatística de IFN-γ no grupo veículo + AQ e nos grupos 

do tratamento com rapamicina quando comparado com o controle (veículo + PBS). 

Porém, em relação aos valores das outras citocinas (IL-2, IL-4, IL-17A), o grupo 

veículo + AQ não alterou a expressão das mesmas. Já no tratamento com 

rapamicina, observa-se uma redução também das citocinas IL-2, nas doses de 2 e 

20 µM de rapamicina (Figura 14B), e de IL-4, na dose de rapamicina 20 µM, quando 

comparado com o controle (veículo + PBS) (Figura 14D). Por outro lado, rapamicina 

não altera os níveis de IL-17A (Figura 14F). 

No lado contralateral, não é observada diferença estatística entre os grupos, 

exceto a IFN-γ, que foi reduzida pela maior dose de rapamicina quando comparada 

com o grupo controle negativo (veículo + PBS) (Figura 14G). 
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Figura 14: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na produção 

de interleucina -2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-17A (IL-17A) e interferon 

gama (IFN-γ) no estriado após 8 horas de administração de AQ 200nmol (N= 6-7 

animais / grupo). Valores expressos como média e erro padrão da média. (A, C, E e 

G) Análise quantitativa do estriado contralateral das citocinas IL-2, IL-4, IL-17A e 

IFN-γ, respectivamente. (B, D, F e H) Análise quantitativa do estriado ipsilateral das 

citocinas IL-2, IL-4, IL-17A e IFN-γ, respectivamente. ** p<0.01 e *** p<0.05 

comparado com veículo + PBS. (one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-

Keuls).  
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4.3. Avaliação do efeito do tratamento com rapamici na na produção de fatores 
neurotróficos 

A seguir, avaliamos o efeito de rapamicina sobre a produção de fatores 

neurotróficos. Observa-se na figura 15 (B e D) que o AQ não altera a produção de 

BDNF (p=0,17) e NGF (p=0,43) no lado ipsilateral. Além disso, o tratamento não 

altera os níveis desses fatores neurotróficos.  

No hemisfério contralateral, observa-se uma redução estatística de BDNF no 

tratamento com rapamicina 20 µM (Figura 15A). 

 

Figura 15: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na produção 

de fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e do fator de crescimento do nervo 

(NGF) no estriado após 8 horas de administração de AQ 200 nmol (N= 6-7 animais / 

grupo). Valores expressos como media e erro padrão da média. (A e C) Análise 

quantitativa do estriado contralateral de BDNF e NGF, respectivamente. (B e D) 

Análise quantitativa do estriado ipsilateral de BDNF e NGF, respectivamente. 

***p<0.05 comparado com veículo + PBS. (one-way ANOVA, seguido pelo teste de 

Newman-Keuls).  
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4.4. Avaliação do efeito do tratamento com rapamici na na alteração motora e 
peso corporal 

 A avaliação do efeito do tratamento com rapamicina na alteração motora foi 

feita pelo teste no aparelho rotarod após 2 dias de administração de AQ  (Figura 16). 

Observa-se que os grupos veículo + AQ, rapa 2 + AQ e rapa 20 + AQ reduziram 

estatisticamente o tempo de permanência do animal na haste do rotarod quando 

comparado com os controles (veículo + PBS, rapa 0,2 + PBS) e o tratamento rapa 

0,2 + AQ (2 dias: veículo + PBS: 110,29% ± 13,98; rapa 0,2 + PBS: 114,43% ± 

13,71; veículo + AQ: 64,43% ± 8,77; rapa 0,2 + AQ: 91,40% ± 15,85; rapa 2 + AQ: 

52,28% ± 11,46; rapa 20 + AQ: 76,02% ± 22,12). O tratamento com rapamicina na 

dose de 0,2 µM apresenta uma reversão do efeito causado pelo AQ. 

 

Figura 16: Avaliação da alteração motora no tratamento rapamicina nas doses de 

0,2, 2 e 20 µM (N= 8 - 15 animais/grupo). Valores são expressos como média da % 

do tempo (segundos) em relação ao basal e erro padrão da média. *p<0.001 e 

**p<0.01 comparado com veículo + PBS. ###p<0.05 comparado com veículo + AQ. 

§§p<0.01 comparado com rapa 2 + AQ (two-way ANOVA, seguido pelo teste de 

Bonferroni). 
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Não houve diferença na massa corporal entre os diferentes grupos dois dias 

após a administração das drogas (Figura 17). Além disso, não houve morte de 

animais em nenhum dos grupos. 

 

Figura 17: Avaliação da alteração do peso corporal no tratamento rapamicina nas 

doses de 0,2, 2 e 20 µM (N= 8 animais/grupo). Valores são expressos como média 

do tempo (segundos) e erro padrão da média. Não houve diferença estatística entre 

os grupos (two-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni).  

4.5. Efeito da rapamicina na neurodegeneração estri atal  

No lado contralateral, não há marcação de morte neuronal entre os grupos 

(Figura 18). A administração de AQ aumentou a morte neuronal no estriado 

ipsilateral como demonstrado pela imunomarcação com Fluoro Jade C (Figura 19 e 

20). E o tratamento com rapamicina na dose de 0,2 µM reduziu estatisticamente a 

morte neuronal quando comparado com os grupos veículo + AQ e rapa 2 + AQ. 

Também é notada uma alteração na morfologia do tecido nos grupos com 

administração de AQ, aparentando perda tecidual (Figura 19). 
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Figura 18: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM sobre a 

neurodegeneração estriatal contralateral usando a técnica de FJC (N= 5-8 

animais/grupo). Valores expressos como média e erro padrão da média. (one-way 

ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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Figura 19: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM sobre a 

neurodegeneração estriatal ipsilateral usando a técnica de FJC (N= 5-8 

animais/grupo). Valores expressos como média e erro padrão da média. (one-way 

ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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Figura 20: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM sobre a 

neurodegeneração estriatal ipsilateral pela análise do número de células por área 

(N= 5-8 animais/grupo). Valores expressos como média e erro padrão da média 

*p<0.001 comparado com veículo + PBS, ##p<0.01 comparado com veículo + AQ e 

§§p<0.01 comparado com rapa 2 + AQ (one-way ANOVA, seguido pelo teste de 

Newman-Keuls). 
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4.6. Efeito da rapamicina sobre a ativação microgli al  

Os resultados de marcação de microglia (Figura 21B e 22B) mostram que 

ambos os hemisférios não apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos. 

Porém no hemisfério ipsilateral, observa-se uma tendência de aumento nos grupos 

veículo + AQ, rapamicina 0,2 µM + AQ e rapamicina 2 µM + AQ quando comparados 

com o controle, veículo + PBS, e rapamicina 20 µM + AQ.  

Além disso, é observada uma diferença no formato da microglia quando se 

compara os hemisférios, sendo que no lado contralateral essas células apresentam 

ramificações (Figura 21A), indicando seu estado inativo, e no ipsilateral um formato 

amebóide e robusto, indicando um processo de ativação (Figura 22A). 
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Figura 21: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na ativação 

de microglia estriatal contralateral (N= 3-4 animais/grupo). Valores expressos como 

média e erro padrão da média. (A) Fotografia representativa no aumento de 20x do 

Iba. (B) Análise quantitativa do Iba. Não houve diferença estatística entre os grupos 

(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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Figura 22: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na ativação 

de microglia estriatal ipsilateral (N= 3-4 animais/grupo). Valores expressos como 

média e erro padrão da média. (A) Fotografia representativa no aumento de 20x do 

Iba. (B) Análise quantitativa do Iba. Não houve diferença estatística entre os grupos 

(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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4.7. Efeito do tratamento com rapamicina sobre a at ivação astrocitária  

Não houve diferença estatística entre os grupos no hemisfério contralateral 

(Figura 23 A e 23B). 

Os resultados (Figura 24A e 24B) mostram que no hemisfério ipsilateral o 

grupo tratado com rapamicina 0,2 µM + AQ apresenta um aumento estatístico na 

marcação de astrócitos quando comparado com o controle positivo, veículo + AQ.  
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Figura 23: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na ativação 

astrocitária estriatal contralateral (N= 5-8 animais/grupo). Valores expressos como 

média e erro padrão da média. (A) Fotografia representativa no aumento de 20x do 

GFAP. (B) Análise quantitativa do GFAP. ### p<0,05 comparado com veículo + AQ 

(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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Figura 24: Efeito do tratamento rapamicina nas doses de 0,2, 2 e 20 µM na ativação 

astrocitária estriatal ipsilateral (N= 5-8 animais/grupo). Valores expressos como 

média e erro padrão da média. (A) Fotografia representativa no aumento de 20x do 

GFAP. (B) Análise quantitativa do GFAP. ### p<0,05 comparado com veículo + AQ 

(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 



69 

 

4.8. Padronização do modelo de liberação de glutama to por sinaptossoma 
induzido por AQ 

O AQ aumenta a liberação de glutamato em sinaptossoma de camundongo 

C57Bl/6 nas concentrações de AQ 10 mM e 5 mM, quando comparado com todos os 

grupos e com os controles PBS e KCl, respectivamente (Figura 25).  

 

Figura 25: Avaliação da liberação de glutamato no sinaptossoma estriatal após 

estimulo com ácido quinolínico nas doses 0,1, 0,5, 5 e 10 mM (N= 2 animais/grupo). 

Valores expressos como média e erro padrão da média. ** p<0,01 comparado com 

PBS. #p<0,001 e ## p<0,01 comparado com AQ 10mM (one-way ANOVA, seguido 

pelo teste de Newman-Keuls). 

 A concentração de 5 mM foi utilizada nas análises posteriores, tendo em vista 

que apresenta um perfil intermediário de liberação de glutamato, efeito que poderia 

ser aumentado ou diminuído pela rapamicina. 
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4.9. Avaliação do tratamento com rapamicina na libe ração de glutamato pelo 
sinaptossoma 

Os resultados da investigação do efeito de rapamicina na liberação de 

glutamato em sinaptossoma estriatal de camundongo C57Bl/6 mostrou um perfil 

diferente dependente da dose, isto é, nas maiores concentrações a rapamicina induz 

um aumento de liberação de glutamato (acima de 0,05 nM) quando comparado com 

o controle positivo (veículo + AQ 5 mM) e em concentrações mais baixas induz uma 

liberação menor que o controle positivo (Figura 26). Todas as concentrações 

testadas foram diferentes estatisticamente (p<0,05) dos controles KCl, PBS e Rapa 

100 mM, menos o grupo de menor concentração de rapamicina (0,0001nM).  

 

Figura 26: Avaliação da liberação de glutamato no sinaptossoma estriatal após 

tratamento com rapamicina nas doses 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,05, 0,25, 2,5, 25, 

100 nM e estímulo com AQ 5 mM (N= 3 -10 sinaptossomas/grupo). Valores 

expressos como % da média de liberação de glutamato em relação ao AQ e erro 

padrão da média. # p<0,001 e ##p<0,01 comparado com AQ 5 mM. (one-way 

ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls). 
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4.10. Resumo dos resultados in vivo 

Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos no tratamento com rapamicina seguido do 

estímulo com AQ em camundongos da linhagem C57Bl/6. 

Tratamento Parâmetros inflamatórios 
Ativação 
microglial 

Morte 
neuronal 

Ativação 
astrocitária 

Alteração 
motora  

PBS - - - - - 

AQ  

IL-1β, IL-6 e TNF-α 

INFγ 
- 

 
- 

 

Rapa 0,2 µM  

IL-1β, IL-6, TNF-α e INFγ 

IL-10 
- 

   

Rapa 2 µM  IL-1β, IL-6, TNF-α e INFγ - - -  

Rapa 20 µM  IL-1β, IL-6 e TNF-α e INFγ - - -  
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5. DISCUSSÃO 

O ácido quinolínico é um dos principais produtos da via da quinurenina (Stone 

and Perkins 1981, Chen and Guillemin 2009, Lugo-Huitron et al. 2013, Perez-De La 

Cruz et al. 2012, Schwarcz and Pellicciari 2002). Esta molécula produz excitação 

(Stone and Perkins 1981) e dano neuronal (Schwarcz et al. 1983), parte pela 

ativação dos receptores de NMDA e, outra parte, pela geração de estresse oxidativo 

(Behan et al. 1999, Rios and Santamaria 1991). Na doença de Huntington, os níveis 

endógenos de ácido quinolínico são aumentados. Assim, modelos que utilizam a 

administração de AQ vêm sendo utilizados para investigar os mecanismos 

intracelulares da DH (Macaya and Burke 1992, Topper et al. 1993, Vecsei and Beal 

1991, Kalonia and Kumar 2011, Kalonia et al. 2011b, Kalonia et al. 2011a). 

No presente estudo, utilizamos o modelo de doença de Huntington induzido 

por excitotoxicidade pelo estímulo de ácido quinolínico em camundongos C57Bl/6. 

Kalonia e colaboradores demonstraram que a administração bilateral de AQ (300 

nmol em 4 µL) em ratos Wistar reduz o tempo de permanência do animal na haste 

giratória no teste do rotarod, bem como diminui o peso corporal dos animais após 7, 

14 e 21 dias (Kalonia and Kumar 2011, Kalonia et al. 2011b). Nos nossos resultados, 

a administração unilateral de AQ também mostrou um perfil de diminuição do tempo 

na haste giratória em todas as doses de AQ (150, 200 e 250 nmol em 250 nL), mas 

não se observou uma redução do peso corporal dos animais. Essa diferença pode 

ser devida à administração unilateral de AQ, à espécie e também possivelmente as 

doses testadas não são suficientes para alterar o metabolismo energético do animal. 

Além da alteração motora, o AQ também induz um processo inflamatório, 

ativa células gliais e altera a produção de neurotrofinas (Kalonia and Kumar 2011, 

Kalonia et al. 2011a, Kalonia et al. 2011b, Kalonia et al. 2012, Schiefer et al. 1998). 

A via de sinalização PI3K/Akt/mTOR tem um importante papel na modulação do 

processo inflamatório (de Oliveira et al. 2008, de Oliveira et al. 2012). Em modelo in 

vitro, a via PI3K demonstrou um papel neuroprotetor diante do estimulo excitotóxico 

de AQ (Jang et al. 2010). Assim, neste estudo investigamos os efeitos da inibição de 
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mTOR pela rapamicina em um modelo excitotóxico de doença de Huntington em 

camundongos C57Bl/6, avaliando diferentes parâmetros, tais como alteração 

motora, produção de mediadores neurotróficos e inflamatórios, ativação microglial, 

proliferação astrocitária, neurodegeneração e liberação de glutamato.  

Além do excesso de glutamato extracelular que ocasiona o processo 

excitotóxico, a inflamação aparece como um elemento-chave no processo 

neurodegenerativo. O envolvimento do processo inflamatório no modelo excitotóxico 

de DH pela administração de AQ é pouco descrito na literatura. Em 1998, Schiefer e 

colaboradores mostraram que a administração de AQ 240 nmol unilateral no estriado 

de ratos Wistar aumentou a produção da citocina IL-6 após 3 horas da injeção de 

AQ, tendo um pico máximo 6 h após o estímulo, sendo este reduzido após 24h 

(Schiefer et al. 1998). No estriado (Silvestroni et al. 2009) e no plasma de pacientes 

com DH também foi relatado uma super expressão de IL-6 (Dalrymple et al. 2007, 

Bjorkqvist et al. 2008). Também é observado um aumento da expressão de TNF-

α  (Block and Schwarz 1994), bem como o aumento da expressão de IL-1β 

(Ellrichmann et al. 2013). Estas citocinas apresentam um perfil pró-inflamatório e a 

sua produção é também resultado, não exclusivamente, da ativação microglial.  

Assim, nossos dados são condizentes com os achados de que no modelo de 

DH ocorre um aumento da produção dos mediadores inflamatórios IL-1β, IL-6 e 

TNF-α no grupo com administração de AQ. Também demonstramos que o 

tratamento com rapamicina no modelo de excitotoxicidade induzida por AQ em 

camundongos diminui a produção destas citocinas. Além disso, o tratamento com 

rapamicina na menor dose (0,2 µM) aumentou a expressão de IL-10, uma citocina 

anti-inflamatória, que vem demonstrando um papel neuroprotetor (Fouda et al. 2013, 

Chen et al. 2013b, Sharma et al. 2011, Bethea et al. 1999), (Lu et al. 2014). O efeito 

de inibição da produção de citocinas já foi demonstrado em outros modelos. Em 

cultura de micróglia estimuladas com LPS, rapamicina diminuiu a produção de IL-6 e 

IL-1 β (Han et al. 2013) e a liberação de IL-1 beta e TNF-α em cultura de astrócitos 

de ratos, expostos à isquemia (Gabryel et al. 2004).  
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A produção de mediadores inflamatórios pode ser modulada pela ativação de 

microglia. Um estudo post mortem do cérebro de paciente com DH mostrou um 

acúmulo significativo de microglia ativada em regiões que são afetadas pela DH 

como gânglios da base e córtex frontal (Sapp et al. 2001). Em modelos animais de 

DH, a ativação microglial também vem sendo relatada como um evento precoce nos 

processos patogênicos de DH e está associada com a progressão subclínica da 

doença (Tai et al. 2007, Topper et al. 1993, Leaver et al. 2012, Pavese et al. 2006, 

Kraft et al. 2012). Ryu e colaboradores mostraram a ativação microglial após 48 h e 

7 dias de administração de AQ (60 nmol em 1µL) unilateral no estriado em ratos 

Sprague–Dawley (Ryu et al. 2005, Ryu et al. 2006). 

Nos nossos resultados, para quantificação da microglia foi realizada uma 

análise de densidade microglial por área que mostrou não haver diferença estatística 

entre os grupos. Porém, observa-se uma diferença na morfologia destas células no 

controle positivo (veículo + AQ) em que a microglia apresenta um aspecto mais 

amebóide, indicando um processo de ativação.  

Estudos mostram que a inibição de mTOR diminui a ativação microglial. Um 

estudo em cultura de microglia de rato usando o estímulo de mistura de citocinas 

mostrou que a inibição da quinase mTOR pela droga RAD001 reduziu a ativação 

microglial e os níveis intracelulares de ciclo-oxigenase (Dello Russo et al. 2009). Em 

modelo de epilepsia, a inibição de mTORC1 pela rapamicina atenuou a microgliose 

induzida pela pilocarpina (Brewster et al. 2013). Rapamicina também diminuiu a 

ativação microglial em modelo murino de DA (Majumder et al. 2011). Em nossos 

resultados, não houve diferença estatística entre os grupos, mas morfologicamente, 

a dose de 20 µM de rapamicina apresenta um aspecto similar ao controle negativo. 

Além disso, foi realizada apenas uma administração de rapamicina, sendo que a 

ativação de microglia foi avaliada apenas 48h depois da administração de AQ.  

O descontrole do processo inflamatório, bem como o processo excitotóxico 

causado pela administração de ácido quinolínico, promovem a morte neuronal no 

local administrado (Hansson et al. 1999, Velloso et al. 2009, Zeron et al. 2002). 

Conforme estudos mostrados na literatura, nossos resultados confirmam o aumento 
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de morte neuronal após a administração de AQ intraestriatal quando comparado 

com o controle negativo. Porém, em relação ao tratamento com rapamicina, o grupo 

com a menor dose de rapamicina (0,2 µM) é observada uma diminuição estatística 

da morte neuronal estriatal quando comparado ao grupo AQ. Um estudo recente 

investigou o efeito do mecanismo autofágico na neuroproteção contra o insulto 

excitotóxico do glutamato em cultura de células hipocampais, demonstrando que a 

rapamicina foi capaz de reduzir o efeito neurotóxico do glutamato, através da 

autofagia (Kulbe et al. 2014). A autofagia é um importante processo para a remoção 

de organelas danificadas e proteínas agregadas, podendo aumentar a sobrevida 

celular ou causar a morte. mTOR induz a autofagia por inibir o complexo mTORC1 e 

as proteínas subseqüentes (Ghavami et al. 2014). Além destas observações, 

também foi notada uma alteração na estrutura do tecido estriatal, em que se observa 

perda tecidual após a administração de AQ. 

Os fatores neurotróficos, como BDNF e NGF, promovem a sobrevivência 

neuronal, bem como a proliferação celular e diferenciação de neurônios (Hagg 

2005). No estriado, BNDF é importante para sua atividade e sobrevivência neuronal, 

sendo que cerca de 95% do BDNF estriatal é de origem cortical e o restante de 

origem na substância nigra (Zuccato and Cattaneo 2007). Estudos mostram que na 

DH, os níveis de BDNF encontram-se diminuídos (Strand et al. 2007, Zuccato and 

Cattaneo 2007, Giampa et al. 2009). Um estudo em modelo murino de DH mostrou 

que a administração de BDNF reverte os efeitos da doença (Canals et al. 2004). Na 

DH, também é relatada a diminuição dos níveis de NGF no plasma de pacientes 

com a doença (Tasset et al. 2012, Lorigados, Soderstrom and Ebendal 1992, 

Lorigados et al. 1998). No presente trabalho, entretanto, não foram encontradas 

alterações nos níveis de BDNF e NGF, nem após a injeção de AQ e nem no 

tratamento farmacológico com rapamicina. Uma possível explicação para a ausência 

de efeito da administração de AQ sobre BDNF e NGF é o momento escolhido para a 

determinação dos níveis destas neurotrofinas. 

A morte neuronal induzida pela administração de AQ é devida, 

principalmente, ao processo excitotóxico. A captação do neurotransmissor da fenda 

sináptica é feita principalmente pelos astrócitos. O estímulo excitotóxico de AQ pode 
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induzir tanto um aumento quanto uma diminuição da proliferação astrocitária 

(astrogliose) (Ryu and McLarnon 2008), dependendo da dose (Ting, Brew and 

Guillemin 2009) e do tempo (Dihne et al. 2001).  

No presente trabalho, não observamos a avaliação astrocitária não mostrou 

um aumento de astrogliose no grupo AQ como relatado na literatura, possivelmente 

devido ao tempo e a dose escolhida. O tratamento com rapamicina na dose mais 

baixa, 0,2 µM, mostrou uma maior marcação astrocitária.  

O aumento do número de astrócitos observado no tratamento de rapamicina 

0,2 µM possibilitaria o aumento da recaptação de glutamato presente e 

possivelmente diminuiria seus efeitos no local. Estudos mostram que a 

administração de AQ aumenta a liberação de glutamato, bem como inibe esta 

enzima que auxilia na reciclagem do neurotransmissor, aumentando a 

disponibilidade de glutamato na fenda sináptica, aumentando assim os efeitos 

excitotóxicos do neurotransmissor (Arzberger et al. 1997, Behrens et al. 2002, 

Comings et al. 1981, Connick and Stone 1988, Hassel et al. 2008, Lievens et al. 

2005, Lievens et al. 2001, Mangano and Schwarcz 1981, Schwarcz et al. 1981, 

Tavares et al. 2002).  

A avaliação da liberação de glutamato em sinaptossoma estriatal mostrou que 

nossos resultados condizem com o descrito na literatura, em que ocorre o aumento 

da liberação de glutamato após estímulo com AQ. Também foi observado que o 

tratamento farmacológico com a rapamicina apresenta um efeito dependente da 

concentração sobre a liberação de glutamato após estímulo com AQ, isto é, em 

reduzidas concentrações (abaixo de 0,05 nM), a rapamicina diminui a liberação de 

glutamato induzida pelo AQ. Porém, em concentrações mais elevadas (acima de 

0,05 nM) a rapamicina aumenta a liberação de glutamato induzida por AQ. Este 

efeito pode estar relacionado a ativação ou inibição de diferentes proteínas ou 

alteração do influxo de cálcio. Acreditamos que o diferente efeito da rapamicina 

envolve além da inibição do complexo mTORC1 a participação de mTORC2. Um 

estudo utilizando glomérulo isolado mostrou que a rapamicina na concentração de 

40 µM induziu a inibição de mTORC2 quando mesurado o seu principal alvo, a 
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fosforilação de Akt Ser473. Além disso, os pesquisadores inibiram a sinalização de 

cálcio e verificaram que a atividade da Akt diminui, sugerindo que a sinalização de 

Ca2+ também está envolvida com mTORC2 (Vassiliadis et al. 2011).  

O sintoma mais acentuado na DH é a alteração motora, o que pode ser 

observado em modelos murinos da doença (Kalonia and Kumar 2011, Kalonia et al. 

2011b). Zhang e colaboradores mostraram que a ingestão de rapamicina melhora o 

quadro de envelhecimento em camundongos C57Bl/6 e melhora a desempenho 

motor dos camundongos avaliado pelo aparelho rotarod tanto em animais machos 

quanto em fêmeas (Zhang et al. 2014). Em estudo murino genético de DH, também 

mostrou uma melhora no perfil motor após tratamento com rapamicina (Ravikumar et 

al. 2004). 

Na avaliação da alteração motora, pelo rotarod, foi observada uma reversão 

do efeito de ácido quinolínico na dose de 0,2 µM de rapamicina, enquanto que nas 

doses de 2 e 20 µM de rapamicina o efeito se assemelha ao observado no ácido 

quinolínico. Essa melhora no comportamento da dose de 0,2 µM de rapamicina pode 

ser devido às alterações observadas nos mediadores inflamatórios, aumento da IL-

1β, bem como a diminuição de IL-1β, IL-6 e TNF-α, além do aumento do número de 

astrócito, células de defesa do SNC e diminuição da morte neuronal estriatal. Os 

resultados do presente estudo demonstram que a inibição desta molécula reverte os 

efeitos excitotóxicos induzidos pela administração de AQ e sugerem o envolvimento 

de mTOR na patogenia da doença de Huntington. 
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6. CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos no trabalho proposto, podemos concluir que a 

micro-injeção intraestriatal de AQ causa uma neurotoxicidade, induzindo uma piora 

no comportamento motor, bem como nos parâmetros inflamatórios e 

neurodegenerativo. O tratamento farmacológico com o inibidor de mTOR, 

rapamicina, melhora os parâmetros inflamatório e comportamental com a menor 

dose. Além disso, a rapamicina apresenta um efeito dual sobre a liberação de 

glutamato em comparação ao AQ. Assim, estudos posteriores são necessários para 

se entender melhor o mecanismo da rapamicina sobre processos de 

excitotoxicidade. 
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