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 “O cientista não estuda a natureza porque ela é útil; ele a 

estuda porque se deleita nela, e se deleita nela porque ela é 

bela. Se a natureza não fosse bela, não valeria a pena ser 

conhecida, e se não valesse a pena ser conhecida, a vida não 

valeria a pena ser vivida.” 
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ABSTRACT 
 
 

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

and hereditary, that evolves inevitably to death. Stimulation of metabotropic 

glutamate receptor 5 (mGluR5), which is coupled to Gαq, promotes increased 

levels of IP3 and intracellular Ca2+, which can cause excitotoxicity. However, 

activation of this receptor is also able to promote the activation of 

neuroprotective pathways, including AKT and ERK, making this a good object of 

study. Recent data demonstrate that mGluR5 positive allosteric modulators 

(PAMs) may favor the activation of certain signaling pathways over others. The 

results obtained by our study demonstrate that the mGluR5 PAMs, DFB, 

CDPPB and VU1545, are able to protect primary cultured striatal neurons from 

cell death induced by glutamate insult. In vivo experiments using a transgenic 

mouse model of HD (BACHD) indicate that these animals exhibit HD-related 

symptoms, including impaired motor and cognitive functions. Moreover, CDPPB 

sub-chronic administration was effective to ameliorate this cognitive impairment. 

 

 
Keywords: Huntington’s Disease, mGluR5, allosteric modulators, BACHD 
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RESUMO 
 
 

A doença de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa, 

hereditária e progressiva que evolui inevitavelmente para a morte. A 

estimulação do receptor metabotrópico de glutamato 5 (mGluR5), que é 

acoplado à proteína Gαq, estimula a produção de IP3 e o aumento de Ca2+ 

intracelular, o que pode contribuir para a excitotoxicidade. No entanto, a 

ativação desse receptor também é capaz de promover a ativação de vias 

neuroprotetoras, incluindo a via da AKT e ERK, tornando este um bom objeto 

de estudo. Dados recentes demonstram que moduladores alostéricos positivos 

do mGluR5 (MAPs) podem privilegiar a ativação de determinadas vias de 

sinalização em detrimento a outras. Os resultados obtidos por nosso estudo 

demonstraram que os MAPs do mGluR5, DFB, CDPPB e VU1545, são 

capazes de proteger os neurônios estriatais em cultura primária da morte 

celular induzida por insulto de glutamato. Experimentos in vivo com um 

camundongo transgênico modelo da DH (BACHD) indicam que estes animais 

apresentam sintomas característicos da DH, incluindo comprometimento motor 

e cognitivo.  Além disso, a administração sub-crônica de CDPPB a esses 

animais mostrou-se eficaz em amenizar o comprometimento cognitivo.   

 
 
Palavras chave: Doença de Huntington, mGluR5, moduladores alostéricos, 

BACHD 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Huntington 

 

A Doença de Huntington (DH) é uma desordem neurodegenerativa, 

autossômica dominante, caracterizada pela tríade de sintomas: movimentos 

involuntários do corpo, distúrbios psiquiátricos e demência (Dowie et al., 

2010). Os sintomas se manifestam tipicamente na meia vida do indivíduo, 

evoluem por cerca de 10 a 15 anos, culminando inevitavelmente na morte do 

paciente. A DH é causada pela expansão instável de repetições CAG no 

éxon 1 do gene referente à proteína huntingtina (htt),  localizado no 

cromossomo 4p16 (Gusella et al., 1983; Anborgh et al., 2005; Jin e Johnson, 

2010; Ribeiro et al., 2010; The The Huntington's Disease Collaborative 

Research Group, 1993) . Tal mutação resulta em uma expansão anormal de 

uma cauda de poliglutamina na porção amino-terminal da proteína htt 

(Faideau et al., 2010). Neuropatologicamente, a DH é caracterizada pela 

perda progressiva de células neuronais dos núcleos putâmen e caudado e 

de regiões neocorticais do cérebro (Young, 2003; Li e Li, 2004; Faideau et 

al., 2010) havendo uma diminuição global do volume cerebral (FIG. 1) (Ho et 

al., 2003). 

Não existem dados concretos que permitam definir a prevalência da 

DH no Brasil, mas estima-se que nos Estados Unidos a prevalência seja de 

5 a 10 casos por 100.000 habitantes e a taxa de indivíduos com novas 

mutações é de 1% a 3% (Hersch e Rosas, 2008). 
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Figura 1. Comparativo cérebro de indivíduos com DH e indivíduos que não apresentam a 

doença. A figura mostra a redução do volume dos núcleos putâmen e caudado e de regiões 

neocorticais do cérebro com DH. Ao lado o cérebro de um indivíduo que não apresenta a 

DH. 

 

1.2 Glutamato e doença de Huntington 

 

  
O glutamato, principal neurotransmissor excitatório do cérebro, 

desempenha importante papel na plasticidade sináptica, aprendizado, 

memória e outras funções cognitivas (Mehta et al., 2013). Existem dois tipos 

de receptores de glutamato: os ionotrópicos e os metabotrópicos. Os 

receptores ionotrópicos, receptor de NMDA (NMDAR) e de AMPA-Kainato, 

são canais iônicos, localizados principalmente no terminal pós-sináptico, 

que se abrem com a ligação do glutamato, permitindo o fluxo dos íons Ca2+ 

e Na+ diretamente para o interior das células, mediando respostas 

neurotransmissoras rápidas (Masu et al., 1991). Os receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGluRs) são acoplados à proteína G (O'brien 
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et al., 2003). O glutamato tem ação excitatória quando estimula receptores 

ionotrópicos, no entanto, com relação aos receptores metabotrópicos, sua 

ação é modulatória, podendo ser tanto excitatória quanto inibitória (Masu et 

al., 1991). Os oito receptores metabotrópicos de glutamato são subdivididos 

em três subgrupos (I, II e III), que se diferenciam entre si por sua 

sequência, farmacologia e mecanismo de transmissão de sinais (O'brien et 

al., 2003; Anborgh et al., 2005; Conn et al., 2005). 

Os mGluRs do grupo I (mGluR1 e 5) são acoplados à proteína Gαq, 

promovendo ativação da fosfolipase C (PLC). Os grupos II (mGluR2 e 3) e 

III (mGluR4, 6, 7 e 8) são acoplados à proteína Gαi e associados a uma 

diminuição da produção de adenosina monofosfato cíclico (AMPc),  sendo 

localizados principalmente na região pré-sináptica, onde regulam a 

liberação de neurotransmissores, tais como o glutamato. Estes dois últimos 

grupos são distintos por sua farmacologia (Conn e Pin, 1997; O'brien et al., 

2003). Todos os subtipos dos mGluRs possuem um grande domínio amino-

terminal, onde está presente o local de ligação do agonista, o glutamato 

(O'hara et al., 1993; Conn e Pin, 1997; Bockaert e Pin, 1999; O'brien et al., 

2003). 

Os mGluRs do grupo I estão localizados principalmente na região pós-

sináptica, e sua ativação é acoplada à via do mensageiro fosfatidilinositol 

(PI). Nesta via, a ligação do agonista ao seu receptor de membrana 

promove a ativação da proteína Gαq. Uma vez ativada, ligada a guanosina 

trifosfato (GTP) a subunidade α se desacopla das subunidades βγ, ativando 

a PLC que catalisa a hidrólise do lipídeo de membrana fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). A 
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DAG permanece na membrana plasmática e atua no recrutamento de uma 

proteína quinase C (PKC) dependente de Ca2+. O IP3, hidrossolúvel, se 

difunde pelo citoplasma e se associa a receptores presentes na membrana 

do retículo endoplasmático (RE). A ativação destes receptores de IP3 leva à 

liberação de Ca2+ presentes no RE para o citoplasma, onde esse íon 

participa da ativação da PKC e de várias outras proteínas (Masu et al., 

1991; Ritzen et al., 2005; Xu et al., 2009; Ribeiro et al., 2010). A 

estimulação dos receptores mGluR1/5 também leva à estimulação de outras 

vias de sinalização importantes para a proliferação e sobrevivência celular, 

tais como a ativação das proteínas quinase B (AKT) e proteína quinase 

regulada por sinais extracelulares (ERK) (FIG. 2) (Masu et al., 1991; O'brien 

et al., 2003; Mao et al., 2005; Ritzen et al., 2005; Xu et al., 2009; Huang et 

al., 2010). As proteínas AKT e ERK podem ser ativadas por meio da 

proteína Homer. A ativação do mGluR5 promove a formação de um 

complexo Homer/PIKE, que ativa a fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) que, por 

sua vez, fosforila a proteína AKT (Guhan e Lu, 2004; Mao et al., 2005). 
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Figura 2: Sinalização celular via mGluR5. A ligação do glutamato ao seu receptor promove 

a ativação da proteína Gαq, ativando fosfolipase C (PLC). A PLC catalisa a hidrólise de 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). 

A DAG permanece na membrana plasmática e recruta a proteína quinase C (PKC). O 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) hidrossolúvel, se difunde pelo citoplasma e se associa a 

receptores de IP3 presentes na membrana do retículo endoplasmático (RE). Ao lado, a 

fosforilação da proteína quinase B (AKT) ocorre pela interação do mGluR5 com a proteína 

HOMER. 

 

 

1.3 Excitotoxicidade e neurodegeneração 

 

Excitotoxicidade é o processo pelo qual aminoácidos excitatórios 

promovem neurodegeneração, constituindo na principal causa de morte celular 

em muitas doenças agudas do sistema nervoso central (SNC), incluindo 

acidente vascular cerebral, traumatismo e epilepsia, e ocorrendo também em 
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doenças crônicas, como a esclerose amiotrófica lateral, doença de Parkinson 

(DP), doença de Alzheimer (DA) e DH. A liberação excessiva e recaptação 

ineficiente de neurotransmissores excitatórios promovem hiperatividade de 

seus receptores e, eventualmente, a morte neuronal (Aarts e Tymianski, 2004; 

Nicholls, 2004).   

Em condições fisiológicas, o glutamato liberado a partir de terminais pré-

sinápticos atua sob receptores pós-sinápticos e promove despolarização, o que 

leva à liberação de Mg2+ a partir dos NDMAR, permitindo a passagem de Ca2+ 

através deste canal. Os receptores AMPA são comumente co-expressos com o 

NMDAR nas sinapses, onde em conjunto, contribuem para o processo de 

plasticidade sináptica, que está envolvida nos processos de aprendizado e 

memória (Mehta et al., 2013). 

Diversos estudos sugerem que níveis elevados de Ca2+ estão 

relacionados com a morte celular de neurônios do corpo estriado na DH 

(Zhang et al., 2008; Ribeiro et al., 2010). Existem pelo menos três 

mecanismos diferentes que explicam o aumento do Ca2+ intracelular na DH: 

1) a proteína htt mutante causa uma sensibilização do receptor de NMDA, 

resultando em um aumento do Ca2+ intracelular nos neurônios (Chen et al., 

1999; Sun et al., 2001; Chen et al., 2008) 2) a htt desestabiliza a regulação 

mitocondrial de Ca2+  (Panov et al., 2002; Choo et al., 2004); 3) a htt 

sensibiliza o receptor de IP3, o que resulta em uma maior liberação de Ca2+ 

dos estoques intracelulares (Tang et al., 2005).  

Os receptores mGluR5 são expressos em grande quantidade nas 

células do corpo estriado, e sua sinalização celular é alterada em 

camundongos modelo da DH HdhQ111/Q111 (camundongos com expansão de 
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111 glutaminas na região amino-terminal) quando comparados com 

camundongos controle HdhQ20/Q20 (Ribeiro et al., 2010). Em camundongos 

HdhQ111/Q111, a htt mutante leva a uma dessensibilização dos receptores 

mGluR5, o que resulta em uma menor formação de IP3 e curiosamente em 

um aumento da liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares (Ribeiro et 

al., 2010).  

Por outro lado, a ativação das vias protetoras da morte neuronal, 

envolvendo AKT e ERK1/2, pelo mGluR5  ocorre de maneira mais 

pronunciada em camundongos HdhQ111/Q111  jovens, quando comparados a 

camundongos controle HdhQ20/Q20, indicando uma resposta adaptativa dos 

neurônios HdhQ111/Q111, bem como o papel neuroprotetor do mGluR5 na DH  

(Ribeiro et al., 2010). 

A presença da proteína htt mutada nas células desencadeia uma 

série complexa e pouco compreendida de eventos bioquímicos deletérios 

que, de forma progressiva, pode ocasionar o estresse neuronal, resultando 

em disfunção fisiológica e neurodegeneração. Uma hipótese é que os 

neurônios estriatais expressam principalmente os subtipos NR1A/NR2B do 

NMDAR (Calabresi et al., 1999; Tang et al., 2005), e que a htt mutante 

aumenta seletivamente a atividade destes canais quando comparado com os 

outros subtipos de NMDAR (Tang, 2003).  

Na presença da htt mutada, a estimulação de NMDARs com 

subunidades NR1A/NR2B promovem alto influxo de Ca2+ que, em excesso no 

citosol é transportado para a mitocôndria. Com o tempo, a capacidade de 

armazenamento de Ca2+ pela mitocôndria é excedida, levando à liberação de 

citocromo-c para o citosol e ativação de caspases que participam da via 
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intrínseca de apoptose (Calabresi et al., 1999; Tang, 2003; Tang et al., 2005). 

Isto sugere que a neurodegeneração tardia que ocorre nos neurônios estriatais 

na DH possa ser pelo menos em parte resultado da perda da capacidade de 

armazenamento de Ca2+ mitocondrial (FIG. 3) (Tang et al., 2005).   

 

 

Figura 3. Sinalização celular em neurônio estriatal normal e na DH. O glutamato liberado 

estimula os receptores NMDA (NMDAR) com subunidades NR1A/NR2B e mGluR5 em 

neurônios estriatais. (A) Em neurônios normais, a ativação NMDAR promove influxo de Ca
2+

 e 

ativação do mGluR5. A ativação do mGluR5 estimula a fosfolipase C (PLC), através da 

proteína G formando diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). A ativação do mGluR5 

coopera com a ativação de NMDAR em grande parte através da DAG, que ativa a proteína 

quinase c (PKC). O IP3 promove liberação de Ca
2+ 

do retículo endoplasmático (ER). (B) A 

proteína huntingtina (htt) mutante desestabiliza a sinalização de Ca
2+

 através de dois 

mecanismos: aumento da resposta dos NMDAR, provavelmente pela diminuição a interação 

com o complexo PSD95-NR1A/NR2B e sensibilização dos receptores de IP3 (IP3R). O 

resultado é aumento intracelular de Ca
2+

, de caspase e calpaína e ativação da via de apoptose. 

 

 

1.4 Drogas com ação no mGluR5 

 

Muitos dos agonistas e antagonistas utilizados no estudo da função dos 

mGluRs foram desenvolvidos como análogos do glutamato e agem por meio da 
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ligação ao sítio ortostérico do ligante endógeno (glutamato) ou perto dele, no 

domínio amino-terminal (O'brien et al., 2003). 

Os moduladores alostéricos são substâncias que se ligam a um 

determinado receptor em uma região diferente daquela em que se liga o 

agonista endógeno (sítio ortotestérico), e somente possuem atividade na 

presença do ligante endógeno ou ortostérico, como o glutamato.  O 2-metil-

6(feniletinil) piridina (MPEP), modulador alostérico negativo (MAN) seletivo do 

mGluR5, foi um dos primeiros compostos com ação antagonista para o 

mGluR5. Ele atua estabilizando a conformação do receptor na forma inativa, 

reduzindo a capacidade de o glutamato formar IP3, sem, entretanto, afetar a 

afinidade entre o glutamato e seu receptor (Lea e Faden, 2006). Ao contrário 

dos ligantes endógenos, os moduladores alostéricos positivos (MAPs) não 

requerem a presença de aminoácidos em sua estrutura. Estes aminoácidos são 

polares e carregados, necessitando serem transportados ativamente através da 

barreira hemato-encefálica (Ritzen et al., 2005). Os MAPs são relativamente 

lipofílicos e não carregados, o que facilita a sua passagem através da barreira 

hemato-encefálica por meio de difusão passiva (Ritzen et al., 2005). Estas 

características dos MAPs permitem o estudo de seu efeito sistêmico, por meio 

de administração subcutânea ou intraperitoneal.  

Os MAPs do mGluR5, tais como 3,3-Difluorobenzaldazina (DFB) 

(O'brien et al., 2003),   N-[4-Chloro-2-[(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-

yl)methyl]phenyl}-2-hydroxybenzamide  (CPPHA) (O'brien et al., 2004),  3-

ciano-N-(1,3difenil-1H-pirazol-5-il)benzamida (CDPPB) (Lindsley et al., 2004), 

4-nitro-N-(1-(2-fluorofenil)3-fenil-1Hpirazol-5-il) benzamida (VU1545), (4-

fluorophenyl)(3-(3-(4-fluorophenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)piperidin-1yl)methanone 
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(ADX47273)  (De Paulis et al., 2006),  podem privilegiar a ativação de uma via 

de sinalização em detrimento a outra (Chen et al., 2008). Dados da literatura 

sugerem que DFB e CPPHA, na ausência de agonista, são capazes de 

promover a ativação de ERK1/2 em astrócitos (Zhang et al., 2005). Além disso, 

também já foi demonstrado que MAPs do mGluR5 são capazes de proteger 

contra injúria neuronal traumática em um mecanismo envolvendo ERK1/2 

(Chen et al., 2012). MAPs do mGluR5, por atravessarem a barreira 

hematoencefálica, podem ser usados para estudos in vivo e apresentam um 

grande potencial para tratar pacientes com a DH (Ritzen et al., 2005) 

Kinney e colaboradores (2005) descreveram pela primeira vez o uso do 

CDPPB como MAP do mGluR5. O desenvolvimento desta droga decorreu da 

necessidade de se obter uma substância que apresentasse efeito in vivo, uma 

vez que seu antecessor, o CPPHA, não possui tal efeito (Kinney et al., 2005). A 

ligação do CDPPB ao receptor não altera a afinidade da ligação entre o 

mGluR5 e seu agonista, sendo assim, os efeitos modulatórios do CDPPB 

podem ser estudados sem que a ligação do agonista pelo receptor seja 

alterada.  

Tendo em vista que a morte neuronal é o gatilho patológico da Doença 

de Huntington e que os MAPs do mGluR5 apresentam potencial efeito 

neuroprotetor, torna-se importante a investigação mais aprofundada acerca dos 

efeitos dos MAPs sobre modelos da DH. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 
 

Selecionar moduladores alostéricos positivos para o mGluR5 que sejam 

capazes de prevenir a morte neuronal induzida pelo insulto de glutamato;  

 
 

2.2 Objetivos específicos 

 
 
- Caracterizar os tipos celulares presentes na cultura primária estriatal; 
 
- Avaliar a capacidade dos MAPs do mGluR5 (CDPPB, DFB e VU1545) em 
proteger os neurônios contra a morte induzida por glutamato; 
 

- Estudar os mecanismos envolvidos na neuroproteção promovida pelos MAPs 
do mGluR5 
 

- Comparar o desempenho motor e cognitivo dos camundongos BACHD e WT; 
 

- Verificar a ação in vivo do CDPPB; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

3.1 Material 

 

2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich)  

Agarose (HEXAPUR) 

Alexa Fluor 488  

Alexa Fluor 633  

Anticorpo monoclonal anti-núcleo neuronal – NeuN  

Anticorpo monoclonal anti-núcleo neuronal – NeuN  

Anticorpo primário anti transportador vesicular de GABA – VGAT (Merck 

Millipore Billerica, MA, USA). 

Anticorpo secundário de cabra anti camundongo -  Alexa Fluor 633  

Anticorpo secundário de cabra anti coelho - Alexa Fluor 488  

B27 (Invitrogen)  

Betaína Solution (Sigma) 

BSA (Sigma Aldrich) 

CDPPB  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA) 

DAPI 

DFB  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA) 

DHPG  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA) 

DMSO (Sigma Aldrich) 

dNTP (Invitrogen) 

EDTA  

Eppendorff  0,2;  0,6 e1mL (Eppendorff)  

Estreptomicina (Invitrogen)  



 

28 
 

GlutaMAX (50.0 mg·mL-1 penicillin and 50.0 mg·mL-1 streptomycin) 

H2O 

Isopropanol 

Lamínula 12mm (Pró cito Laboratórios)  

Live/dead viability ( Life Technologies, Foster City, CA, USA). 

Live/dead viability ( Life Technologies, Foster City, CA, USA). 

LY294002 ( Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA).   

Meio Neurobasal  

MgSO4 (Sigma Aldrich)  

MPEP  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA). 

MPEP  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA). 

N2 (Invitrogen)  

NaCl (Sigma Aldrich)  

Paraformaldeído (Sigma Aldrich) 

PBS 

Penicilina (Invitrogen)  

Pipeta Pasteur  

Placa 4 wells Nunc  

Poli-L-ornitina (Invitrogen)  

Poli-L-ornitina (Invitrogen)  

Ponteiras 10 µL (Eppendorff)  

Ponteiras 1000 µL (Eppendorff)  

Ponteiras 200 µL (Eppendorff)  

Primer actina 

Primer htt 
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Proteinase K (Sigma Aldrich) 

SDS (HEXAPUR/ Sigma)  

Sybr Safe 

Taq 

TRIS (Sigma Aldrich)  

Tris HCl  

Tris-EDTA 

Triton X100 (Sigma Aldrich)  

VU1545  (Tocris Cookson Inc. Ellisville, MO, USA) 

 

 

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Modelo de camundongo 

 

O trabalho foi realizado com camundongos das linhagens C57, SWISS e 

modelos transgênicos FVB/NJ (wild type) e FVB/N-Tg(HTT*97Q)IXwy/J 

(BACHD) obtidos do The Jackson Laboratory (Bar Habor, ME, USA). Os 

animais foram criados e mantidos no biotério do Departamento de Bioquímica e 

Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG em ciclo de 12 horas 

claro/escuro, com temperatura constante de 23°C e recebendo água e ração ad 

libitum. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estão em 

concordância com as normas e receberam aprovação do CETEA-UFMG 

(Comitê de Ética em Experimentação Animal – UFMG), parecer nº 03/2011 

(Anexo 1).  

Os ensaios in vitro foram realizados utilizando os embriões de 

camundongos E15 (embriões com idade de 15 dias de gestação) dos 
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camundongos C57 e FVB/N. Os experimentos comportamentais foram 

realizados utilizando camundongos machos, da linhagem FVB (WT e BACHD) 

com 2 a 24 semanas de idade. 

 

3.2.2 Cultura primária de neurônios 

 

 As culturas neuronais foram preparadas a partir da região estriatal do 

cérebro de embriões E15. Após a dissecação, o tecido estriatal foi submetido à 

digestão por tripsina, seguido de dissociação celular utilizando uma pipeta-

Pasteur polida no fogo.  As células foram adicionadas ao meio Neurobasal 

suplementado com N2 e B27, 2.0 mM de GlutaMAX, 50.0 µg/ml penicilina, e 

50.0 µg/ml estreptomicina e em seguida plaqueadas em placas de 4 poços 

previamente preparadas com poli-L-ornitina. As células foram incubadas a 

37ºC e 5% CO2 ao longo de 10 a 12 dias in vitro, sendo o meio trocado a cada 

4 dias. 

 

3.2.3 Genotipagem 

 

 Extração do DNA 

 A extração do DNA foi realizada a partir de tecidos dos camundongos 

FVB (WT e BACHD). As amostras foram adicionadas a 500 uL de solução de 

extração (H2O, SDS 10%, Tris-EDTA, NaCl, Proteinase K) e deixadas overnight 

em banho-maria a 55 ºC. Seguiu-se centrifugação a 16.000g por 10 minutos 

em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos 

eppendorfs contendo 500uL de isopropanol. A seguir, foi realizada a 
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homogeneização (10x) e uma nova etapa de centrifugação a 16.000g por 10 

minutos em temperatura ambiente. Após esta etapa, o sobrenadante foi 

descartado e os tubos foram deixados invertidos e abertos para secar por pelo 

menos 1 hora. Após este tempo, foi adicionado 200 µL de solução TE 0,5X 

(Tris HCl 1M, EDTA 0,5M, H2O) e deixado no banho-maria a 37ºC por no 

mínimo 1 hora. As amostras de DNA foram armazenadas a 4ºC 

 

 Amplificação do DNA 

A amplificação do gene htt, cujo amplicom é de aproximadamente 650 

pb, e da actina utilizada como controle da qualidade da extração do DNA 

(amplicom de aproximadamente 122 pb) foi realizada segundo o protocolo 

apresentado na tabela 1 e 2: 

   Tabela 1: Mix para PCR 

Reagentes 1x 

H2O de injeção 5,813 µL 

Primer 1+2 1,20 µL 

Buffer 10x 1,31 µL 

dNTP 1,04 µL 

DMSO 0,60 µL 

Betaína (5M) 0,60 µL 

β – Mercapto (1:1000) 0,917 µL 

Taq 0,12 µL 

DNA-amostra 0,75 µL 

Total 12,35 µL 

   Total do mix por tubo: 11,60 µL 

 

 Primer htt: 

 Foward: CCG CTC AGG TTC TGC TTT TA  

 Reverse: TGG TCG GTG CAG CGG CTC CTC  
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 Primer actina: 

 Foward: TGG AAT CGT GTG GCA TCC ATC A 

 Reverse: AAT GCC TGG GTA CAT GGT GGT A 

 

Tabela 2: Programa do Termociclador 

Fase do PCR Temperatura (
o
C) Tempo (minutos) Número de ciclos 

Temperatura inicial 94
o
C 5’ 1 

Desnaturação 94
o
C 20’’ 25 

Anelamento 57
o
C 20’’ 

Extensão 70
o
C 1’ 30’’ 

Final da extensão 72
o
C 7’ 1 

Espera 4
o
C ∞  

 

Após a amplificação, 12 µL da amostra mais 3µL de tampão de amostra 

5x foi aplicada em gel de agarose a 2% contendo Sybr Safe. O gel (tabela 3) 

foi acondicionado em uma cuba de eletroforese horizontal com solução tampão 

de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE 0,5x) e submetido a uma corrente de 100 

volts por 30 minutos aproximadamente. A captura digital da imagem do gel foi 

realizada através de transiluminador (FIG. 4).  

 

Tabela 3: Eletroforese: Gel de agarose 2% 

Gel Reação para cuba maior 

TAE (0,5x) 100 mL 

Agarose 2 g 

Sybr safe 10 µL 
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Figura 4: Genotipagem de camundongos BACHD.  As bandas representam a amplificação 

do gene da htt, as canaletas que não apresentaram bandas indicam a ausência da htt 

transgênica humana, ou seja, camundongo WT. 

 

 

3.2.4 Imunofluorescência 

 

 Os neurônios estriatais obtidos da cultura primária, plaqueados e 

incubados por 8 dias, foram lavados duas vezes com PBS 1X e fixados com 

paraformaldeído a 4% em PBS por 20 minutos. Após a fixação, as células 

foram lavadas com PBS e pré-incubadas com uma solução permeabilizante 

contendo PBS, Triton 0,2% e BSA 3% por 60 minutos. Em seguida, os 

neurônios foram incubados com anticorpos primários em solução 

permeabilizante (coelho-anti-GAT1 (1:200) ou  camundongo-anti-NeuN- 

marcador exclusivo de neurônios (1:500) a 4°C por 16 horas. As células foram 

então, lavadas e incubadas com anticorpos secundários (cabra-anti-coelho ou 

anti-camundongo) conjugados com Alexa Fluor 633 e Alexa Fluor 488 

respectivamente por 60 minutos em solução permeabilizante (diluição 1:1000). 
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Finalmente as células foram lavadas com PBS e incubadas com marcador 

nuclear DAPI (1:1000) por 10 minutos. A detecção da maracação foi realizada 

utilizando filtros para excitação de 390/40, 482/18 e  586/15 nm e emissão de 

446/33 nm para DAPI, 533/59 nm para Alexa Fluor 488 conjugado com anti-

NeuN e  646/68 nm para  Alexa Fluor 633 conjugado com anti-GAT.  As 

imagens foram obtidas por meio do microscópio de fluorescência FLOID (Life 

Technologies).  

 

3.2.5 Ensaio de morte celular 

 

Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit Live/Dead (Life 

Technologies). O Kit é composto pelos reagentes calceína-AM e homodímero 

de etídeo-1. O teste se baseia no princípio de que a calceína-AM é permeável 

a membrana celular, porém, após ser clivada por esterases contidas em células 

vivas, a mesma se torna incapaz de atravessar a membrana, permanecendo 

retida dentro da célula e levando a um aumento da fluorescência verde ao 

longo do corpo celular. O homodímero de etídeo-1 só é capaz de permear 

células que apresentem membrana danificada, ou seja, em processo de morte. 

Após permear a membrana celular, o homodímero de etídeo-1 se liga aos 

ácidos nucléicos, emitindo fluorescência vermelha (FIG. 5).  

Os neurônios foram incubados por 20 horas na presença de veículo, 

droga ou glutamato, DHPG, MPEP, DFB, VU1545, CDPPB e/ou LY294002. 

Após incubação, os neurônios foram marcados com calceína-AM (2.0 µM) e 

homodímero de etídeo-1 (2.0 µM), preparado em solução PBS 1X por 15 

minutos na incubadora. Após este tempo, os neurônios foram lavados três 
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vezes com PBS 1x.  

 As fotos foram obtidas por meio do microscópio FLOID, utilizando o filtro 

488 para as imagens verdes (calceína-AM) e 633 para as imagens vermelhas 

(homodímero de etídeo-1). Consideramos um número mínimo de 300 células 

por poço, utilizando o software ImageJ. O número de células mortas foi 

expresso como porcentagem do número total de células.  

 

Figura 5:   Princípio do ensaio de teste de viabilidade celular.  (A) A calceína-AM, ao 

atravessar a membrana celular, é clivada pela enzima esterase, tornando-se incapaz de deixar 

o interior celular, o que promove um aumento da emissão de fluorescência verde (células 

vivas) ao longo do corpo celular. (B) O homodímero de etídeo-1 ao atravessar membranas 

comprometidas, se liga aos ácidos nucléicos e emite fluorescência vermelha (células mortas).  
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3.2.6 Campo aberto 

 

 Para avaliar a atividade locomotora nos camundongos em estudo, 

utilizamos o aparato de campo aberto Harvard Aparattus® (Massachusetts 

United States). O aparato contém pares de lasers distribuídos horizontalmente 

detectando o movimento do animal. Mensuramos neste teste a distância 

percorrida pelo camundongo em todo o aparato, o qual está diretamente 

relacionado com a atividade locomotora do mesmo. Os animais foram 

habituados na sala de experimento por ao menos 15 minutos, e a duração do 

teste foi de 10 minutos. O experimento foi realizado na fase clara do dia. Este 

teste foi realizado com camundongos SWISS tratados com VU1445 a 1 mg/Kg 

ou MK-801 0,2 mg/Kg, administrados via i.p. (intraperitoneal). 

 

3.2.7 Reconhecimento de objeto 

 

 O aparato utilizado foi uma caixa de PVC com dimensões de 

50 cm × 35 cm × 25 cm, iluminada e filmada. Os pares de objetos utilizados 

eram ora de plástico ou vidro, com dimensão e peso suficientes para não 

serem derrubados ou escalados pelos animais. Camundongos foram expostos 

aos objetos anteriormente ao teste e não exibiram preferência por um dos 

objetos ou por um dos lados da caixa. O teste constituiu de diferentes etapas 

(FIG. 6): 

1) Habituação: no dia anterior ao teste, os animais foram habituados na 

caixa vazia ao longo de 10 minutos.  
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2) Familiarização: no dia do teste, os animais foram colocados na caixa 

com dois objetos idênticos colocados em posições simétricas com 

relação ao centro do aparato, a uma distância de 15 cm de cada 

parede. Ao longo de 10 minutos, os animais foram filmados e 

puderam explorar livremente os dois objetos. Após este tempo, os 

animais voltaram para suas respectivas gaiolas. 

3) Teste: após 90 minutos do período de familiarização, os animais 

foram reintroduzidos ao aparato e expostos a dois objetos, sendo um 

objeto familiar e o outro um novo objeto. Os objetos foram mantidos 

nas mesmas posições em todas as fases. 

 

Figura 6:   Teste de reconhecimento de objeto.  Cada animal é colocado em uma caixa vazia 

por 1 minuto até que os objetos idênticos sejam alocados na caixa, em posições simétricas. Os 

animais são retirados da caixa teste e recolocados após 90 minutos. Nos 10 minutos seguintes, 

um dos objetos é substituído e o tempo de exploração em cada obejeto é avaliado. 

 

O aparato foi limpo com álcool 70% a cada troca de animal a fim de 

reduzir possíveis odores. Os testes foram realizados durante a fase clara do 

ciclo do dia e antes do início dos testes, os animais foram habituados à sala do 

experimento por ao menos15 minutos. 

O teste foi realizado com animais tratados e não tratados com CDPPB 

(5mg/Kg) por 7 dias. O CDPPB foi preparado em solução contendo 0,5% de 

metilcelulose e administrado via intraperitoneal com volume de 2 mL/Kg. 
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3.2.8 Rota Rod 

 

Foram utilizados dois grupos de animais contendo de 6 a 7 

camundongos FVB (WT e BACHD), sendo computada a latência (permanência 

em segundos) que o animal demora a cair da barra giratória do aparelho rota-

rod (Insight®), com tempo de corte de no mínimo 5 segundos e no máximo 300 

segundos. Os animais foram treinados por três dias consecutivos anteriores ao 

teste. Antes de cada treino e teste, os animais foram habituados à sala por ao 

menos 15 minutos. O resultado foi dado pela média de tempo em segundos de 

permanência de cada grupo no aparelho. 

 

3.2.9 Rearing-Climbing 

 

 Foi utilizado um aparato confeccionado com arame, de formato 

cilíndrico, com dimensões de 10,5 cm de diâmetro e 40 cm de altura. Os 

animais de cada grupo foram colocados individualmente no aparato e filmados 

por 5 minutos para posterior análise. A cada troca de animal o aparato foi 

higienizado com álcool a 70%. O teste foi realizado durante a fase clara do dia, 

e em cada teste foi analisada a latência de escalada de cada animal. Os 

resultados foram agrupados em tempos de 0-75 segundos, 76-150 segundos, 

151-300 segundos. 

 

3.2.10 Análise estatística 

 

As imagens obtidas no ensaio de morte neuronal foram analisadas 

utilizando o Software Image J® (National Institute of Mental Health). Os valores 
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obtidos para células mortas por estímulo foram corrigidos pelos valores da 

morte basal. A média e o erro padrão foram calculados para o número de 

experimentos independentes, como indicados nas legendas das figuras. O 

programa Graph Pad PRISM (versão 5 Graph Pad Software Inc.) foi utilizado 

para as análises estatísticas, que foi determinada pelo método ANOVA, 

seguido de teste Bonferroni (post-hoc), sendo que os resultados foram 

considerados estatisticamente diferentes para valores de p < 0,05.  
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4. RESULTADOS 

 
 

4.1  Caracterização da cultura primária 

 

 
 Com o intuito de caracterizar as células presentes na cultura primária 

neuronal, utilizamos a técnica de imunofluorescência utilizando o anticorpo anti-

NeuN, que é um marcador exclusivo de neurônios, associado ao anticorpo 

secundário Alexa-Fluor 488 (Fig. 7A, verde). Utilizamos ainda o marcador de 

núcleo celular DAPI a fim de quantificar o número global de células em cultura 

(Fig. 7B, azul). A quantificação desse dado nos indicou que aproximadamente 

95% das células foram marcadas com NeuN, o que nos indica que as células 

presentes na cultura são em sua maioria neurônios  (FIG 7).  

 

 

 

 

 

 

 Figura 7:   Fluorescência emitida pela marcação  com NeuN e DAPI.  (A) Células 

marcadas com NeuN (1:500) conjugado com AlexaFluor 488 (1:1000) emitindo fluorescência 

verde (aproximadamente 95%) (B) Núcleos celulares marcados com DAPI (1:1000) emitindo 

fluorescência azul (aproximadamente 4,47%). (C) sobreposição.   

 

 Visto que aproximadamente 95% das células em cultura são neurônios, 

nosso próximo passo foi determinar quais subtipos neuronais estariam 

presentes. A cultura primária foi realizada a partir da região do corpo estriado e, 
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uma vez que a maioria dos neurônios estriatais são GABAérgicos (Conn, 

Christopoulos, et al., 2009), intentamos determinar os níveis de contaminação 

com neurônios não GABAérgicos. A cultura neuronal foi incubada com o 

anticorpo primário anti-GAT-1, que é um marcador de neurônios GABAérgicos, 

conjugado com o anticorpo secundário Alexa-Fluor 633. A grande maioria dos 

neurônios em cutlura foram marcados com o anticorpo anti-GAT-1, 

comprovando a presença predominantemente de células GABAérgicas (FIG. 

8).  

 

 

Figura 8:   Fluorescência emitida pela marcação com anti-GAT1.  (A) Células marcadas 

com anti-GAT1 (1:000) conjugado com AlexaFluor 633 (1:1000) emitindo fluorescência 

vermelha. (B) Núcleos celulares marcados com DAPI (1:1000) emitindo fluorescência azul. (C) 

Sobreposição. 

 

 Com o intuito de  verificar se a marcação pelo anticorpo anti-GAT1 seria 

específica, incubamos a cultura neuronal apenas com o anticorpo secundário 

Alexa Fluor 633 (1:1000), na ausência de quaquer anticorpo primário. Como 

esperado, não observamos marcação na ausência do anticorpo anti-GAT1, 

indicando que a marcação é específica (FIG 9). 

 

 



 

42 
 

 

Figura 9:   A marcação do anticorpo anti-GAT1 é específica.  (A) Células marcadas apenas 

com AlexaFluor 633 (1:1000) não emitem fluorescência. (B) Núcleos celulares marcados com 

DAPI (1:1000) emitindo fluorescência azul. (C) Sobreposição. 

 

 
 
4.2 Efeito de diferentes concentrações de glutamato na morte neuronal 

 

 Glutamato, o principal neurotransmissor do cérebro de mamíferos, 

quando em excesso, promove o aumento da concentração de Ca2+ intracelular 

por meio da ativação de receptores ionotrópicos pós-sinápticos, que promovem 

a entrada de Ca2+ a partir do meio extracelular, e da ativação de receptores 

metabotrópicos, os quais promovem a liberação deste íon a partir de estoques 

intracelulares. O acúmulo de Ca2+ intracelular de forma exacerbada ativa uma 

cascata de eventos que pode culminar em excitotoxicidade (Mehta et al., 2013). 

Estimulamos a cultura primária de neurônios estriatais com concentrações 

crescentes de glutamato a fim de selecionar doses do neurotransmissor que 

fossem suficientes para causar um insulto de morte neuronal similar ao que 

ocorre na DH. Tratamos os neurônios em cultura primária com 50, 100 e 250 

μM de glutamato por um período de 20 horas. Por meio do ensaio de morte 

neuronal, encontramos que as doses de 50, 100 e 250 μM de glutamato levam 

a uma morte neuronal de 17,22 ± 0,74%, 35,66 ± 5,25% e 52,23 ± 6,04%, 

respectivamente (FIG. 10). A partir destes resultados, selecionamos as 
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concentrações de 50 e 100 μM, uma vez que 250 μM promoveu morte neuronal 

muito elevada, a qual dificilmente poderia ser revertida.  

 

 

 

Figura 10:   Morte neuronal por insulto de glutamato.  Os neurônios estriatais obtidos da 

cultura primária de embriões E15 foram estimulados com concentrações crescentes de 

glutamato (50, 100 e 250 μM) por 20 horas. Os dados representam a média de três 

experimentos independentes. * indicam diferenças significativas em comparação á morte basal 

(p < 0,05). 

 

 

4.3 DHPG, mas não o MPEP, protege os neurônios da morte induzida por 

glutamato 

 
Devido à capacidade do mGluR5 em promover neuroproteção e/ou 

excitotoxicidade, tem sido discutido se a melhor alternativa terapêutica seria 

ativar ou inibir este receptor. Ambos o DHPG, que é agonista mGluR1/5, e o 

MPEP, que é um antagonista e MAN do mGluR5, foram propostos como tendo 

atividade neuroprotetora (Flor et al., 2002; Wisniewski e Car, 2002). 
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A fim de avaliar a capacitade destes compostos em promover 

neuroproteção, incubamos neurônios estriatais em cultura primária com doses 

de 10 μM de DHPG e 10 μM de MPEP, na presença ou na ausência de 50 μM 

de glutamato por 20 horas. Observamos que na ausência de glutamato, ambas 

as substâncias causam morte neuronal acima dos níveis basais. Estes dados 

sugerem que estas substâncias possuem toxicidade intrínseca. Quando na 

presença de 50 μM de glutamato, observamos que apenas o DHPG é capaz de 

reduzir a morte neuronal por insulto de glutamato (FIG.11). 
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Figura 11:   DHPG, mas não MPEP, protege os neurônios da morte induzida por glutamato. 

(A e C) Imagem de neurônios estriatais marcados com Calceína-AM (células vivas, verde). (B e D) 

Neurônios estriatais marcados com homodímero de etídeo1 (células mortas, vermelhas). As 

figuras A e B mostram a morte basal destes neurônios. As figuras C e D mostram a morte neuronal 

por insulto de 50 μM de glutamato. (E) O gráfico mostra a porcentagem de morte celular acima da 

morte basal de neurônios tratados com MPEP 10 μM e DHPG 10 μM na presença ou na ausência 

de glutamato 50 μM. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes. * 

indica diferença significativa em comparação ao grupo tratado com glutamato. # indicam diferenças 

significativas em comparação à morte basal (p < 0,05).  

 

4.4 Efeito dos veículos de diluição das drogas sobre a morte neuronal 

 
  

As drogas utilizadas em nosso estudo foram diluídas ou preparadas com 

água, HBSS, DMSO (1:1000 v/v), DMSO (1:10.000 v/v). Como forma de 

controle, realizamos um ensaio de morte neuronal em que os neurônios da 

cultura primária foram estimulados apenas com tais veículos. A FIG 12 mostra 
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que nenhum dos veículos utilizados no estudo causa morte neuronal a valores 

diferentes da morte basal. 

 

 
 

Figura 12: Os veículos de diluição das drogas não causam morte neuronal. O gráfico 

representa a porcentagem de morte neuronal dos neurônios estriatais quando tratados com H2O 

(1:1000 v/v), HBSS (1:1000 v/v), DMSO (1:1000 v/v), DMSO (1:10.000 v/v), e glutamato a 50μM   

(1:1000 v/v) por 20 horas. Os dados representam a média de três experimentos independentes.  

 
4.5 Capacidade dos moduladores alostéricos nas concentrações de 100 

nM e 10 µM em prevenir a morte de neurônios estriatais em cultura 

primária 

 

 Visto que o agonista mGluR1/5, DHPG, e o modulador alostérico 

negativo, MPEP, são pouco eficazes em promover neuroproteção, avaliamos 

então a capacidade dos MAPs do mGluR5, CDPPB, DFB e VU1545, de 

proteger os neurônios do insulto com glutamato. Para tal, estimulamos 

neurônios estriatais em cultura primária com concentrações de 100 nM e 10 µM 
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dos MAPs na presença de glutamato a 50 µM e 100 µM. Observamos na FIG 

13 que todos os MAPs testados foram eficazes em promover neuroproteção 

nas doses de 10 µM e 0,1 µM na presença de 50 µM e 100 µM de glutamato.  

 

 

Figura 13: Os MAPs do mGluR5 protegem os neurônios em cultura primária da morte 

neuronal induzida por glutamato. (A) Porcentagem de morte celular de neurônios tratados com 

10 µM de DFB, VU1545 e CDPPB na presença de 50 µM e 100 µM de glutamato. (B) 

Porcentagem de morte celular de neurônios tratados com 100 nM de DFB, VU1545 e CDPPB na 

presença de 50 µM e 100 µM de glutamato. Os dados representam a média de quatro 

experimentos independentes. * indicam diferenças significativas em comparação ao grupo tratado 

com glutamato na ausência de MAPs (p < 0,05).  
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4.6 Capacidade dos moduladores alostéricos a 1 µM em prevenir a morte 

de neurônios BACHD 

 

 Para availar se os MAPs do mGluR5 teriam efeito neuroprotetor em 

neurônios em cultura primária de camundongos modelo da DH, estimulamos os 

neurônios de embriões E15 WT e BACHD com 1.0 µM dos MAPs , CDPPB, 

DFB e VU1545, na presença ou ausência de glutamato 50 µM. 

 Após realizar o ensaio de morte neuronal, observamos que todos os 

MAPs testados foram eficazes em prevenir a morte neuronal, tanto dos 

neurônios WT quanto BACHD (FIG. 14). 

 Interessantemente, observamos que o MAP VU1545 promoveu 

neuroproteção de forma mais significativa nos neurônios BACHD quando 

comparado à proteção aos WT. Esta observação é apoiada pela análise 

estatística (two-way ANOVA), que indicou uma interação significativa entre o 

genótipo e o tratamento com VU1545 [±(2.030) = 3.446; P = 0.045]. Estes 

dados estão em acordo com (Ribeiro et al., 2010), que mostra maior ativação 

de vias protetoras através da estimulação do mGluR5 em camundongos 

expressando o gene da htt mutante, o que sugere um mecanismo 

compensatório contra a doença.  
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Figura 14: Os MAPs do mGluR5 protegem os neurônios BACHD em cultura primária da 

morte neuronal induzida por glutamato. (A) Porcentagem de morte celular de neurônios 

tratados com 1 µM de DFB e 50 µM de glutamato. (B) Porcentagem de morte celular de neurônios 

tratados com 1 µM de VU1545 e 50 µM de glutamato. (C) Porcentagem de morte celular de 

neurônios tratados com 1 µM de CDPPB e 50 µM de glutamato. Os dados representam a média de 

seis experimentos independentes. * indicam diferenças significativas em comparação ao grupo 

tratado com glutamato na ausência de MAPs (p < 0,05).  

 

4.7 Curva dose-resposta do MAP VU1545 

 

 Para determinar concentrações mínimas em que os MAPs seriam 

capazes de promover neuroproteção, realizamos uma curva dose-resposta 

para o VU1545 em concentrações de 1, 5, 10, 100 e 10.000 nM, na presença 

ou ausência de 50 µM de glutamato por 20 horas. 
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 Na presença de glutamato 50 µM, o VU1545 foi eficaz em promover 

neuroproteção em todas as doses testadas, quando comparado ao valor de 

morte neuronal na ausência do MAP. Interessantemente, na ausência de 

glutamato, nenhuma das concentrações de VU1545 promoveu morte neuronal 

a valores acima do basal, embora haja uma tendência na concentração de 

10.000 nM. Estes resultados mostram que além de ser potente neuroprotetor, o 

VU1545 possui também uma baixa toxicidade (FIG 15). 

 

 
 

Figura 15: O MAP VU1545 é um potente neuroprotetor e possui baixa toxicidade. 

Porcentagem de morte neuronal sob o estímulo de VU1545 em concentrações de 1, 5, 10, 100 e 

10.000 nM na presença ou ausência de 50 µM de glutamato por 20 horas. Os dados representam 

a média de quatro experimentos independentes. * indicam diferenças significativas em 

comparação ao grupo tratado com glutamato na ausência de MAPs (p < 0,05).  

 

4.8 Efeito neuroprotetor do VU1545 contra a morte neuronal induzida por 

NMDA 

  

A maior parte da morte neuronal causada pela super-estimulação com 

glutamato é devido à hiperestimulação de receptores de NMDA (Zeron et al., 

2001). Entretanto, a estimulação de outros receptores, como os mGluRs do 
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grupo I,  pode ter ação neuroprotetora (Baskys et al., 2005).  Para determinar 

se a neuroproteção promovida pelo VU1545 seria depende da co-estimulação 

dos mGluRs pelo glutamato, decidimos verificar se o VU1545 possui efeito 

neuroprotetor sob a neurotoxicidade induzida pelo agonista NMDA. A 

estimulação dos NMDAR promoveu níveis elevados de morte neuronal de 

maneira dose-dependente. 100 nM de VU1545 promoveu neuroproteção contra 

a morte neuronal induzida por NMDA e esta neuroproteção foi significativa em 

neurônios tratados com 10 µM de NMDA. Estes dados indicam que a 

neuroproteção do VU1545 é independente da co-estimulação pelo glutamato e 

que este MAP é capaz de proteger os neurônios da neurotoxicidade induzida 

por glutamato e NMDA (FIG. 16). 

 

 

Figura 16: VU1545 protege contra a morte induzida por NMDA. Porcentagem de morte 

neuronal induzida por NMDA em concentrações 0.1, 1 e 10 µM, na presença ou ausência de 

VU1545 100 nM por 20 horas. Os dados representam a média de três experimentos 

independentes. * indicam diferenças significativas em comparação ao grupo tratado com 10.0 µM 

de NDMA na ausência de VU1545 (p < 0,05).  
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4.9 Bloqueio da proteção neuronal pelo VU1545 por MPEP 

 

Visto que o VU1545 é um potente neuroprotetor, decidimos confirmar se 

sua neuroproteção ocorre via mGluR5. Para tal, estimulamos neurônios 

estriatais em cultura primária com 100 nM de VU1545 e com glutamato 50 µM, 

na ausência ou presença do MAN do mGluR5, MPEP a 10 µM. 

Observamos que a neuroproteção promovida pelo VU1545 na presença 

de glutamato é revertida pela co-incubação com MPEP, indicando que a 

proteção via VU1545 é dependente da ativação do mGluR5 (FIG. 17). 

 

 

Figura 17: A proteção neuronal pelo VU1545 é via mGluR5. O gráfico mostra a porcentagem de 

morte neuronal induzida por VU1545 100.0 nM e MPEP 10.0µM na presença ou ausência de 

glutamato 50.0 µM. Os dados representam a média de três experimentos independentes. * indica 

diferença significativa em comparação ao grupo tratado com glutamato (p < 0,05).  
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4.10 A neuroproteção promovida por VU1545 é dependente da ativação de 

AKT 

 

 A proteína AKT tem ação neuroprotetora e sua fosforilação é ativada 

pelos MAPs do mGluR5. O LY249002 é capaz de inibir a PI3K, a qual é 

responsável pela fosforilação da proteína AKT (Rong et al., 2003). Para 

determinar se a ativação da AKT é importante para o efeito neuroprotetor dos 

MAPs do mGluR5, estimulamos neurônios estriatais em cultura primária com 

25 µM de LY249002 na presença de 50 µM de glutamato e 1 µM de VU1545. 

Observamos com este experimento que a neuroproteção ao insulto por 

glutamato mediada pelo VU1545 é revertida pelo LY294002, mostrando assim 

que o mecanismo de proteção ativado pelo VU1545 é dependente da ativação 

da proteína AKT (FIG.18). 
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Figura 18: A proteção neuronal pelo VU1545 é dependente da fosforilação de AKT. O gráfico 

mostra a porcentagem de morte neuronal induzida por glutamato 50 µM, na presença ou ausência 

de LY294002 25.0 µM e VU1545 1 µM. Os dados representam a média de quatro experimentos 

independentes. * indica diferença significativa em comparação ao grupo tratado com glutamato (p 

< 0,05).  

 

 

4.11 Potencial neuroprotetor da memantina versus VU1545 

 

 Com o objetivo de avaliar mais minuciosamente a ação neuroprotetora 

do VU1545, realizamos experimentos onde comparamos o efeito neuroprotetor 

do VU1545 à droga memantina, que é um antagonista do receptor NMDA 

amplamente utilizada para o tratamento de enfermidades tais como a doença 

de Alzheimer (Li et al., 2004; De Felice et al., 2007). Estimulamos a cultura 

primária de neurônios estriatais com memantina em concentrações de 1 µM, 10 

µM e 30 µM, na presença ou ausência de 50 µM de glutamato. Em seguida, 

comparamos estes achados com a proteção promovida pelo VU1545 a 1 µM. 

 Nossos resultados indicam que todas as doses de memantina na 

ausência de glutamato promovem morte neuronal a níveis acima do basal, 

indicando que esta droga é potencialmente tóxica à célula, ao contrário do 

observado com o VU1545. Ao observar os resultados na presença de 

glutamato, vemos que a memantina é eficiente em reduzir a morte neuronal 

somente em doses mais altas, de 10 uM e 30 uM. Entretanto, VU1545 promove 

neuroproteção de maneira mais eficiente que a memantina e em doses 

menores (FIG. 19).  
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Figura 19: O VU1545 é mais eficaz em promover neuroproteção que a memantina. O gráfico 

mostra a porcentagem de morte neuronal induzida por memantina a 1 µM, 10 µM e 30 µM na 

presença ou ausência de 50 µM de glutamato. Os dados representam a média de cinco 

experimentos independentes. * indicam diferenças significativas em comparação ao grupo tratado 

com glutamato (p < 0,05).  

 

4.12 Desempenho motor dos camundongos BACHD no Rota-rod 

 

 Finalizados os experimentos in vitro, decidimos que seria importante 

realizar testes in vivo com os MAPS do mGluR5, a fim de analisarmos o efeito 

dos MAPS sob o comportamento do animal. Para tanto, decidimos 

primeiramente submeter o camundongo modelo da DH, o BACHD, a testes 

comportamentais a fim de verificar a capacidade motora e cognitiva destes 

animais. O primeiro teste realizado foi o rota-rod. Este experimento foi realizado 

a cada 4 semanas ao longo de 24 semanas da vida do animal, com inicio na 8ª 
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semana de vida. A FIG. 20 compara o desempenho motor dos camundongos 

BACHD versus WT, onde é verificada a latência do animal para cair do 

aparelho de rota-rod, ou seja, a quantidade de tempo em que o animal 

consegue permanecer no aparelho. Observamos que os camundongos WT 

possuem um desempenho motor melhor que os BACHD, e estes resultados se 

mantêm ao longo do período do estudo. Esta observação é apoiada pela 

análise estatística (two-way ANOVA), que indicou um efeito significativo do 

genótipo sobre o desempenho do animal no teste [±(1.48) =  5,336; p = 

0.0395]. 
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Figura 20: Camundongos BACHD submetidos ao teste Rota-rod. Animais com idade de 8 a 

24 semanas foram submetidos ao teste do rota-rod. Os dados representam a média da latência 

para cair. WT n=8 e BACHD n=6 * indicam diferenças significativas em comparação à latência 

do grupo WT na mesma idade (p < 0,05). 

 
 
 
4.13 Desempenho motor dos camundongos BACHD no Rearing-Climbing 
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 No teste de rearing-climbing, analisamos a latência para escalada no 

aparato. A FIG 21 mostra os resultados obtidos ao longo de 12, 16 e 20 

semanas de vida dos camundongos modelo BACHD e WT. O gráfico apresenta 

a porcentagem dos camundongos que iniciaram a escalada nos tempos de 0-

75 segundos, 76-150 segundos, 151-300 segundos. Observamos em todos os 

períodos testados um melhor desempenho dos camundongos WT sobre os 

BACHD. 

 

 
  

Figura 21.Tempo médio para subir no teste de escalada Rearing-Climbing em função do 

genótipo e idade. Cada gráfico mostra a porcentagem de camundongos que iniciaram a 

escalagem em menos de 75 s (preto), entre 75 e 150 s (cinza escuro), entre 150 e 300 s (cinza 

claro), ou que não subiram (branco). Idades de a) 12 semanas e b) 16 semana e b) 20 

semanas. 

 

 

 



 

58 
 

4.14 Efeito do VU1545 in vivo 

 

 Tendo visto que não há até o momento estudos que tenham avaliado se 

o modulador alostérico VU1545 possui atividade in vivo, realizamos o teste de 

campo aberto utilizando este modulador na concentração de 1 mg/Kg i.p., 

diluído em 1% de metilcelulose em solução salina e administrado sob forma 

aguda na presença ou na ausência do antagonista de receptor de NMDA, MK-

801 a 0,2mg/Kg i.p.. Wade S. (2010) mostrou em seu estudo que o MK-801 

possui como efeito o aumento da atividade locomotora em animais submetidos 

ao teste de campo aberto. Sendo assim, intentamos investigar se a 

hiperlocomoção causada pelo MK-801 poderia ser revertida pela administração 

de VU1545 via intraperitoneal, uma vez que o CDPPB apresentou tal efeito 

(Fowler et al., 2011). A FIG 22 apresenta os resultados do campo aberto. 

Podemos observar que o MK-801 foi eficaz em promover hiperlocomoção nos 

animais submetidos ao teste, comparado com os animais que não receberam 

tratamento. Entretanto, encontramos que o VU1545, apesar de exibir ótimos 

resultados in vitro, não foi eficaz em reduzir a hiperlocomoção induzida pelo 

MK-801. Esse dado corrobora o que foi sugerido anteriormente, através de 

dados não mostrados, sobre a ineficácia do VU1545 in vivo (Stauffer, 2011) 
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Figura 22. VU1545 não reverte a atividade locomotora induzida por MK-801. Gráfico 

mostra a distância percorrida no aparato na ausência de tratamento (N=6), após tratamento 

com MK-801 0,2 mg/Kg (N=6) na presença ou ausência de VU1545 1mg/Kg (N=6). Os dados 

representam as médias ± SEM, expressa como percentagem da distância percorrida pelos 

animais. 

 

 

4.15 Efeito do tratamento subcrônico com CDPPB em camundongos 

BACHD  

 

 Foi demonstrado anteriormente que os camundongos BACHD possuem 

comprometimento cognitivo (Southwell et al., 2009).  O CDPPB possui boa 

tolerabilidade e quando administrado de forma aguda, em doses de 10 mg/Kg e 

30 mg/Kg, é eficaz em reverter o déficit de memória induzido por 10mg/Kg de 

MK-801 (Uslaner et al., 2009). Para avaliar se o CDPPB seria capaz de 

melhorar o desempenho dos camundongos BACHD com sete meses de idade, 

realizamos tratamento subcrônico por 7 dias com CDPPB na dose de 5mg/Kg, 

preparado em 0,5% de metilcelulose e administrado via intraperitoneal. No 

sétimo dia de tratamento e 20 minutos após a administração da droga, os 
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animais BACHD e WT foram submetidos ao teste de reconhecimento de objeto, 

no qual eles deveriam diferenciar entre um objeto já familiar a eles e um objeto 

novo.  

 Como demonstrado na FIG. 23, na ausência de tratamento com o 

CDPPB, os camundongos WT foram capazes de diferenciar entre o objeto 

familiar e o novo, visto que exploraram o objeto novo por mais de 50% do 

tempo. Já os camundongos BACHD não foram capazes de diferenciar entre o 

objeto novo e o objeto já familiar, indicando um déficit de memória nesses 

camundongos. Após 7 dias de tratamento com o CDPPB, os camundongos 

BACHD se equipararam ao desempenho  dos camundongos WT, já que 

exploraram o objeto novo por um tempo superior ao tempo de exploração do 

objeto familiar. Isto nos indica que o CDPPB possui atividade in vivo, e mais, 

que ele é capaz de reverter, pelo menos parcialmente, o dano cognitivo 

causado pela doença de Huntington. 

 

 

Figura 23. O CDPPB melhora o desempenho de camundongos BACHD no teste de 

reconhecimento de objetos. Gráfico mostra a porcentagem de tempo de exploração do objeto 

novo calculado como um índice entre o tempo gasto explorando um novo objeto x100/tempo 
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nos dois objetos. A pontuação de 50% indica que não há preferência. Os camundongos foram 

submetidos ao teste antes do tratamento (NT) (WT, n = 6) e BACHD (n = 6), e após 

administração de CDPPB 5 mg/kg, via intraperitoneal por sete dias consecutivos.  Os dados 

representam as médias ± SEM, expressa como percentagem de tempo a explorar ambos os 

objetos. *Indicam exploração do objeto novo por um tempo significativamente maior em relação 

à exploração aleatória dos dois objetos (maior que 50%) (p <0,05). 
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5. DISCUSSÃO  

 
 

A perda de tecido neuronal é o principal fator causal de doenças 

neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, doença de Parkinson e 

a doença Huntington (Vonsattel e Difiglia, 1998; Donev et al., 2009; Bagetta et 

al., 2010; Ribeiro et al., 2011). Assim, uma droga capaz de proteger os 

neurônios dos processos de morte celular seria um importante instrumento 

terapêutico para o tratamento de tais doenças. Neste estudo mostramos que os 

MAPs do mGluR5, tais como DFB, VU1545 e CDPPB, têm efeitos 

neuroprotetores significativos, reduzindo a morte neuronal induzida por 

glutamato e NMDA. O efeito neuroprotetor dos MAPs decorre de sua 

capacidade em ativar AKT sem, entretanto, promover aumento de [Ca2+]i (Doria 

et al., 2013). Neste estudo nós demonstramos que o efeito neuroprotetor dos 

MAPs é dependente de ativação da AKT, haja vista que o bloqueio desta 

quinase reverte a neuroproteção mediada pelos MAPs. É importante ressaltar 

que o potencial dos MAPs como alternativas terapêuticas para doenças 

neurodegenerativas é ressaltado pelos altos níveis de neuroproteção 

observados em neurônios BACHD quando estimuladas com concentrações 

excitotóxicas de glutamato e pela maior eficiência dos MAPs dos mGluR5 na 

ativação de AKT em culturas primárias de neurônios estriatais BACHD. Além 

disso, o tratamento com o CDPPB inverteu o déficit de memória exibida pelos 

camundongos BACHD. 

A estimulação do mGluR5 pode levar à ativação de vias capazes de 

promover neuroproteção ou exacerbar a neurotoxicidade (Bruno et al., 2001; 

Zeron et al., 2002; Schiefer et al., 2004; Baskys et al., 2005; Tang et al., 2005). 
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A ativação da liberação de Ca2+ intracelular pelo mGluR5 ocorre via proteína 

Gαq/11, o que leva à ativação da fosfolipase Cβ1 e produção de InsP3. Altos 

níveis de [Ca2+]i podem contribuir para processos de excitotoxicidade, 

exacerbando a morte neuronal (Orrenius et al., 2003). Por outro lado, a 

estimulação do mGluR5 contribui para a ativação dos NMDAR, sendo que a 

ativação deste ultimo receptor está intimamente envolvida no processo 

neurotóxico (Awad et al., 2000). Em suporte a esse pressuposto, foi 

demonstrado que o bloqueio do mGluR5 pelo MPEP foi capaz de atenuar a 

apoptose induzida por glutamato em neurônios estriatais de camundongos 

transgênicos da DH (Tang et al., 2005). No entanto, os nossos dados mostram 

resultados opostos, uma vez que demonstramos que o MPEP não é capaz de 

reduzir a morte celular neuronal induzida por glutamato (Fig. 11). Além de o 

MPEP possuir efeito neurotóxico quando aplicado na ausência de glutamato 

(Fig. 11) observamos que ele inverte o efeito neuroprotetor mediado pelo 

VU1545 (Fig. 17). Em nosso estudo, estimulamos os neurônios estriatais com 

glutamato na presença ou ausência de MPEP por 20 horas, diferente das 8 

horas de estimulação realizada por (Tang et al., 2005). É razoável pensar que o 

efeito neuroprotetor inicial promovido por MPEP decorre do bloqueio da 

liberação intracelular de Ca2+, entretanto, ele também bloqueia a ativação de 

vias neuroprotetoras, sugerindo que quando o bloqueio do mGluR5 ocorre por 

longos períodos, o efeito do MPEP passa a ser neurotóxico (Doria et al., 2013). 

O mGluR5, além de promover a libertação de Ca2+ através de receptores 

de InsP3, pode também ativar vias neuroprotetoras, tais como a ERK1/2 e AKT 

(Rong et al., 2003; Mao et al., 2005). Corroborando esses resultados, trabalhos 

recentes indicam que a ativação dos mGluR1/5 promove neuroproteção (Bruno 
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et al., 2001; Baskys et al., 2005; Ribeiro et al., 2010; Chen et al., 2012). Neste 

trabalho nós encontramos que o DHPG é neuroprotetor ante a morte neuronal 

causada pelo insulto de glutamato (Fig. 11), o que sugere que a ativação dos 

mGuR1/5 é  mais eficaz em promover neuroproteção do que o bloqueio dos 

mGluR1/5. Ocorre, entretanto que a neuroproteção mediada pelo DHPG não é 

tão eficaz quanto a neuroproteção promovida pelos MAPs do mGluR5. Além 

disso, ao contrário dos MAPs do mGluR5, o DHPG aumenta a morte neuronal 

basal (Fig. 11). O DHPG, além de ativar vias neuroprotetoras, também 

promove a liberação de Ca2+ a partir dos estoques intracelulares, o que pode 

contribuir para a excitotoxicidade (Ribeiro et al., 2010). Hipotetizamos neste 

trabalho que tanto o bloqueio do mGluR5 com MPEP quanto sua ativação por 

meio do DHPG não são estratégias ideais para promover neuroproteção. Por 

outro lado, a interação dos MAPs com o mGluR5 estabilizam uma conformação 

do receptor de forma a facilitar a ativação de vias neuroprotetoras, tais como  

AKT e ERK1/2, sem desencadear liberação excessiva de Ca2+ intracelular. 

Trabalhos publicados indicam que a ativação de AKT pelo mGluR5 

parece ser independente da via InsP3/Ca2+, uma vez que seria o acoplamento 

de Homer/PIKE/mGluR5 que permitiria a ativação de PI3K por PIKE, 

promovendo a ativação da AKT (Rong et al., 2003; Hou e Klann, 2004). Além 

disso, já foi demonstrado que os MAPs do mGluR5 são capazes de ativar 

determinada via de sinalização em detrimento a outra (Zhang et al, 2005; 

Bradley et ai, 2009, Chen et al, 2012). A estimulação de astrócitos corticais 

com DFB, CPPHA e CDPPB na ausência de um agonista do mGluR5 falhou 

em promover liberação de Ca2+ para além dos valores basais (Zhang et al., 

2005; Bradley et al., 2009). No entanto, o DFB e CPPHA são hábeis em 
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aumentar a ativação de ERK1/ 2, ainda que na ausência de um agonista do 

mGluR5 (Zhang et al., 2005). Além disso, cultura primária de neurônios 

corticais, quando tratados com CDPPB, exibiram níveis elevados de ativação 

de ERK1/2 (Chen et al. De 2012). O mGluR5 promove a ativação de ERK1/2 e 

AKT de forma semelhante, e esta ativação ocorre via Homer. Os MAPs do 

mGluR5, além de serem eficientes em promover ativação de AKT na ausência 

de um agonista do mGluR5, não desencadeiam aumento de [Ca2+]i (Doria et 

al., 2013). A ativação de AKT por meio dos MAPs do mGluR5 parece ser 

essencial para prevenir a morte neuronal induzida pelo glutamato, uma vez que 

o bloqueio da ativação AKT reverte completamente a neuroproteção induzida 

pelos MAPs (Fig. 18). 

Demonstramos neste trabalho que o VU1545 parece ser mais eficaz em 

promover neuroproteção em neurônios estriatais de camundongos BACHD, 

quando comparado ao controle WT. Quando os neurônios de um camundongo 

modelo transgênico da DH foram tratados com DHPG, esses não 

apresentaram níveis de fosforilação de AKT diferentes do controle (Ribeiro et 

al., 2010). Entretanto, no caso do VU1545, este MAP promoveu maior nível de 

fosforilação de AKT em neurônios estriatais BACHD em relação ao controle 

(Doria et al., 2013).  Estes dados ilustram o potencial dos MAPs do  mGluR5, 

especialmente o VU1545, como ferramentas terapêuticas para prevenir a morte 

neuronal que ocorrem na DH. Os MAPs do mGluR5 são bastante seletivos 

para o mGluR5 e atualmente estão sendo testados no tratamento de outras 

desordens do sistema nervoso central (Ritzen et al., 2005; Conn, Lindsley, et 

al., 2009; Rodriguez et al., 2010). Testes in vivo em animais e ensaios clínicos 

em humanos indicam que os MAPs do mGluR5 podem ser boas opções 
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terapêuticas para o tratamento da esquizofrenia, apresentando baixa toxicidade 

e boa tolerância pelos pacientes (Rodriguez et al., 2010; Spear et al., 2011; 

Gray et al., 2012). Os dados aqui apresentados demonstram que a 

neuroproteção mediada pelos MAPs ocorre via mGluR5 e que esta proteção é  

dependente da ativação da AKT. Mostramos ainda que os MAPs possuem 

baixa toxicidade e são eficazes em proteger os neurônios do insulto pelo 

glutamato. O VU1545 mostrou-se capaz de promover neuroproteção em doses 

muito baixas e esta neuroproteção foi mais robusta em neurônios BACHD do 

que em WT. Os experimentos comportamentais indicam que os camundongos 

BACHD apresentam um desempenho motor e cognitivo inferior aos WT. O 

tratamento sub-crônico com CDPPB melhorou o déficit de memória relacionado 

à DH, observado em camundongos BACHD, enfatizando ainda mais o 

potencial dos MAPs do mGluR5 como ferramentas potenciais para tratar 

doenças neurodegenerativas, especialmente a DH. Como o diagnóstico da DH 

pode ser realizado no início da vida por testes moleculares, os MAPs do 

mGluR5 poderiam ser utilizados para retardar a perda neuronal e, por 

conseguinte, a progressão da doença. 
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6. PERSPECTIVAS 

 
 
 O estudo da atividade in vivo dos MAPs para o mGluR5 apresenta 

grande potencial para minimizar o efeito da DH. Como visto que o CDPPB 

possui atividade in vitro e in vivo, nossos futuros trabalhos visam: 

 

 Realizar uma curva dose-resposta a fim de identificar doses mínimas de 

CDPPB que sejam eficazes em promover neuroproteção; 

 

 Avaliar o efeitos da administração crônica de CDPPB a camundongos 

BACHD por meio dos seguintes experimentos: 

 

 Fosforilação de ERK e AKT para determinar se a administração 

de CDPPB é capaz de ativar vias protetoras in vivo; 

 Imunohistoquímica para avaliar morte neuronal e formação de 

agregados huntingtina; 

 Microscopia eletrônica para avaliar a morfologia neuronal e 

sináptica; 

 Preferência por sacarose para avaliar o efeito antidepressivo do 

CDPPB sobre os animais WT e BACHD; 

 Reconhecimento de objeto para avaliar se o CDPPB ameniza o 

comprometimento cognitivo dos animais WT e BACHD; 

 Rota-rod para avaliar se o CDPPB ameniza o comprometimento 

motor dos animais WT e BACHD; 

 Teste aversivo de comida para avaliar o efeito ansiolítico do 

CDPPB sobre os animais WT e BACHD; 
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 Teste de enterrar bola de gude para avaliar o efeito ansiolítico do 

CDPPB sobre os animais WT e BACHD; 

 Ressonância magnética para mensurar alterações de tamanho e 

volume do cérebro e estruturas específicas de animais BACHD e 

WT, tratados ou não com CDPPB;  
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