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Introdução 

 

 

1.1 A Doença de Huntington 

 

A doença de Huntington (DH) foi descrita inicialmente por George Huntington em 

abril de 1872, na revista norte-americana "Medical and Surgical Reporter”, com o nome 

de coréia hereditária (Huntington, 1872). Trata-se de uma desordem neurodegenerativa 

de caráter autossômico dominante, caracterizada por sintomas de movimento 

involuntário do corpo, perda da função cognitiva, distúrbios psiquiátricos, levando o 

paciente inevitavelmente à morte (Young, 2003, Li and Li, 2004). A proteína huntingtina 

(Htt), apresentando uma expansão de mais de 37 poliglutaminas na região amino-

terminal, é apontada como fator determinante para desenvolvimento desta doença 

(Group, 1993).  Portanto,  pacientes que apresentam a forma mutada da Htt irão, 

invariavelmente, desenvolver a DH (Group, 1993). A prevalência da DH é de 5 a 10 

casos em cada 100.000 indivíduos (Smith et al., 2005). Em geral, a doença se 

manifesta na meia idade, sendo que a severidade da doença aumenta com o número 

de glutaminas, ou seja, quanto maior o número de expansões de poliglutaminas, mais 

precoces e mais severos serão os sintomas (Jason et al., 1997, Kirkwood et al., 1999).  

Observa-se inicialmente na DH a incapacidade de executar movimentos simples, como 

por exemplo, dificuldades na execução da marcha, que se tornam mais evidentes com 

o avanço da doença (Poe and Seifert, 1997). Bradicinesia e rigidez são pouco 

observadas nas fases iniciais e surgem no estágio final da doença, quando o paciente 
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torna-se rígido e acinético (Folstein et al., 1986, Penney et al., 1990). Em estágios 

avançados, a rigidez muscular, bradicinesia e distonia, incapacitam a realização de 

movimentos voluntários do paciente (Ribchester et al., 2004). A proteína Htt selvagem 

exibe ampla distribuição no organismo e está presente em diversos tipos celulares, 

podendo estar associada ao núcleo, retículo endoplasmático, complexo de Golgi e às 

mitocôndrias, apresentando papel importante para a homeostase celular (Li and Li, 

2004). Além disso, ela exerce também um papel importante no transporte vesicular e 

nas sinapses, sendo capaz de interagir com proteínas da vesícula sináptica, transporte 

axonal e microtúbulos (Smith et al., 2005).  

A razão pela qual a Htt mutante afeta neurônios ainda não está completamente 

elucidada, mas sugere-se que, além da perda da função normal da Htt selvagem, 

também ocorra um ganho de função da Htt mutante, resultando em toxicidade e 

consequente morte neuronal (Di Prospero and Fischbeck, 2005). Já é bem 

estabelecido que a Htt mutante promove alterações na transcrição gênica, função 

mitocondrial e homeostase de Ca2+  (Smith et al., 2005, Rozas et al., 2010). Embora 

ainda não esteja claro como a Htt mutante promove a morte celular, é certo que a 

progressão da DH é determinada pela morte neuronal progressiva que ocorre no 

neocortex e no corpo estriado destes pacientes  (Group, 1993).  

 

 

1.2 Modelos animais para a DH 

 

Existe uma constante busca pelo desenvolvimento de modelos animais que 

possam refletir o padrão da DH. Os primeiros modelos transgênicos que foram 
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desenvolvidos para o estudo dessa doença foram as linhagens de camundongos R6/1 

e R6/2 (Mangiarini et al., 1996). Estes modelos foram seguidos por várias outras 

linhagens transgênicas de camundongos que diferem quanto à extensão da expansão 

de poliglutaminas, a porção do gene inserido, o promotor e o nível de expressão da 

proteína mutante (Li et al., 2005). A linhagem R6/2 apresenta um fenótipo de déficit 

motor, incluindo falta de coordenação motora, marcha anormal, hipoatividade e 

dificuldade de aprendizagem, com idade de início por volta de quatro semanas (Carter 

et al., 1999, Lione et al., 1999). A formação de agregados é muito acentuada nesses 

animais e eles apresentam sintomas neurológicos graves e morte precoce, entre 3 e 6 

meses de idade (Mangiarini et al., 1996). No entanto, apesar de apresentarem um 

fenótipo robusto, esses animais não representam um modelo preciso para o estudo da 

DH, pois expressam somente a região N-terminal da proteína huntingtina, a qual é 

composta principalmente por poliglutaminas. 

O modelo YAC128 expressa a Htt humana inteira contendo uma expansão de 

128 glutaminas (Slow et al., 2003). Esse modelo da DH foi criado utilizando-se 

cromossomos artificiais de levedura (Davies et al., 1997, Schilling et al., 1999). Já os 

camundongos knock-in, HdhQ97/Q97, HdhQ111/Q111 e HdhQ150/Q150, foram gerados pela 

substituição do primeiro éxon do gene da Htt murina pelo primeiro éxon do gene 

humano, contendo a expansão CAG (Wheeler et al., 2000). Os animais HdhQ111/Q111 

apresentam um fenótipo muito leve, exibindo menos anomalias comportamentais que o 

R6/2, BACHD e YAC128 (Menalled et al., 2014). 

O modelo BACHD foi criado utilizando-se um cromossomo artificial de bactéria 

contendo a Htt humana inteira, onde foram inseridas 97 repetições CAA-CAG no éxon 
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1 da Htt (Gray et al., 2008). Este modelo é bastante robusto por apresentar progressão 

da DH semelhante ao que ocorre em pacientes. Assim, camundongos BACHD 

apresentam déficits mais suaves quando comparado aos demais modelos e exibem 

formação de agregados de Htt e perda de células neuronais apenas aos 12 meses de 

idade (Gray et al., 2008, Doria et al., 2015). Camundongos BACHD apresentam 

alterações motoras relativamente precoces e também exibem déficit cognitivo a partir 

dos 6 meses de idade (Gray et al. 2008, Doria et al 2015, Menalled). Nesse sentido, o 

BACHD é considerado como um dos melhores modelos até o momento para o 

desenvolvimento de estudos relativos à DH (Ribeiro et al., 2013). 

 

 

1.3 Transmissão glutamatérgica e sinalização de Ca2+ neuronal  

 

 O glutamato é o principal neurotransmissor das sinapses excitatórias no 

sistema nervoso central (SNC) de mamíferos, desempenhando um papel importante na 

plasticidade sináptica, aprendizado, memória e outras funções cognitivas (Hayashi, 

1954, Hollmann and Heinemann, 1994, Humeau et al., 2003, Yu et al., 2008). Os 

receptores para glutamato são divididos em duas classes principais: metabotrópicos e 

ionotrópicos (Hollmann and Heinemann, 1994, Magistretti, 2009, Traynelis et al., 2010, 

Nicoletti et al., 2011). Existem oito receptores metabotrópicos (mGluRs) (O'Brien et al., 

2003, Conn et al., 2009)  os quais são subdivididos em três subgrupos (I, II e III) de 

acordo com homologia de sequência, farmacologia e mecanismo de transmissão de 

sinais (O'Hara et al., 1993, Conn and Pin, 1997, Bockaert and Pin, 1999, O'Brien et al., 

2003, Anborgh et al., 2005, Conn et al., 2005). O grupo I  compreende os receptores 
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mGluR1 e mGluR5,  os quais são acoplados à proteína Gαq/11, sendo localizados 

principalmente na região pós-sináptica (Conn and Pin, 1997, O'Brien et al., 2004). A 

ativação do mGluR1 e mGluR5 pelo agonista promove a ativação da proteína Gαq, 

fazendo com que a subunidade α da proteína G seja desacoplada das subunidades β/, 

desencadeando a ativação da fosfolipase C (PLC), a qual catalisa a hidrólise do lipídeo 

de membrana fosfatidilinositol 4,5 - bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 

1,4,5-trifosfato (InsP3). O InsP3 associa-se aos receptores presentes na membrana do 

retículo endoplasmático (RE) promovendo sua ativação e ocasionando um influxo de 

Ca2+ proveniente do RE para o citoplasma (Masu et al., 1991, Ritzen et al., 2005, Xu et 

al., 2009, Ribeiro et al., 2010). Os grupos II (mGluR2 e mGluR3), e III (mGluR4, 

mGluR6, mGluR7 e mGluR8) são acoplados à proteína Gαi/0 e estão associados à 

redução da produção de adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Esses receptores de 

glutamato estão localizados principalmente na região pré-sináptica, onde são capazes 

de regular a liberação de glutamato através da interação das subunidades β/ da 

proteína Gαi/0 com os canais para Ca2+ sensíveis à voltagem (CCSV), os quais regulam 

a liberação de neurotransmissores (Fig. 1) (Conn and Pin, 1997, Zamponi, 2013). 

 

Figura 1: Ilustração das interações moleculares que ocorrem durante a inibição mediada pelas 
subunidades Gβy sobre os canais CaV2. A e B representam um canal CaV2. A ligação da Gβy ocorre 
provavelmente em múltiplos sítios: na porção amino-terminal, no loop I-II e no domínio C-terminal do 
canal. A ligação de Gβy provoca uma alteração conformacional nas regiões amino-terminal e no loop I-II 
do canal (painel Aii), levando a alteração do gating para potenciais mais despolarizados, além do 
desacoplamento do sensor de voltagem para ativação do canal. A forte despolarização da membrana 
(painel B) leva a alterações conformacionais que resultam no desacoplamento da Gβγ e à perda de sua 
interação com o canal, restabelecendo a conformação das regiões amino-terminal e do loop I-II. Fonte: 
(Zamponi and Currie, 2013) (Adaptado). 
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 Além de ativar receptores metabotrópicos, o glutamato liberado a partir de 

terminais pré-sinápticos também age nos receptores ionotrópicos pós-sinápticos, 

promovendo excitação. Os receptores ionotrópicos ativados por glutamato foram 

nomeados através dos seus agonistas seletivos: N-metil-d-aspartato (NMDA), ácido α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico (AMPA) e cainato (MacDermott et al., 

1986, Hawkins, 2009, Traynelis et al., 2010). Os receptores de NMDA (NMDARs) são 

proteínas transmembranares que formam um poro permeável ao Na+, K+ e Ca2+. Sete 

subunidades dos NMDARs já foram identificadas até o momento: GluN1, GluN2A-

GluN2D e GluN3A-GluN3B, sendo que a maioria dos NMDARs são complexos 

heterotetraméricos compostos tipicamente por duas subunidades GluN1 e duas GluN2 

(Stephenson et al., 2008). As subunidades do NMDAR contem um domínio amino-

terminal extracelular longo, um domínio de ligação ao ligante (o glutamato liga-se às 

subunidades GluN2 e o co-agonista glicina liga-se às subunidades GluN1 e GluN3), um 

domínio transmembranar (quatro domínios transmembrana ligados por laços curtos) e 

um domínio intracelular C-terminal (Mayer and Armstrong, 2004, Paoletti, 2011). 

O tipo de subunidade que compõe o NMDAR é importante para as propriedades 

funcionais desse canal. Por exemplo, se a subunidade GluN3 for incorporada ao canal 

funcional além das subunidades GluN1 e GluN2, as correntes do NMDAR são 

reduzidas e o receptor se torna menos sensível ao bloqueio de Mg2+ (Cavara and 

Hollmann, 2008, Henson et al., 2010). Além disso, os receptores contendo as 

subunidades GluN2A e GluN2B apresentam uma maior permeabilidade ao Ca2+, 

enquanto que a presença de uma subunidade GluN3 na composição do receptor 

resulta numa baixa permeabilidade ao Ca2+ (Burton-Bradley, 1973).  



10 
 

 O Ca2+ é um sinalizador intracelular que é responsável por regular diferentes 

processos fisiológicos, como a liberação de neurotransmissores, transcrição gênica, 

proliferação celular e apoptose (Berridge et al., 2003). O aumento da concentração 

intracelular de Ca2+ pode ser oriundo dos estoques internos ou do meio extracelular. O 

aporte de Ca2+ a partir da região extracelular ocorre através do influxo desse íon por 

diversos canais presentes na membrana, em resposta a estímulos como 

despolarização ou ativação por ligantes (Carafoli and Brini, 2000, Parekh, 2003). 

Diversos tipos de canais estão envolvidos na sinalização de Ca2+ neuronal, como por 

exemplo, os CCSV, os receptores para InsP3 (InsP3R) e os NMDARs. A liberação de 

Ca2+ a partir dos estoques intracelulares, como o RE, é mediada por InsP3Rs. A 

ativação desses InsP3Rs pode ocorrer pela estimulação de mGluR1 e mGluR5, como 

descrito anteriormente, bem como pela estimulação de outros receptores 

metabotrópicos acoplados à proteína Gαq. Além disso, tanto a mitocôndria possui um 

papel muito importante na sinalização citosólica de Са2+, como também proteínas 

ligadoras de Ca2+ participam na manutenção dos seus níveis citosólicos, por exemplo, 

calbindina-D28 e parvalbumina, e dentro do RE, a calreticulina e calnexina em 

neurônios (Bezprozvanny, 2010).  

  O influxo de Ca2+ através do NMDAR inicia eventos criticamente envolvidos 

em mudanças duradouras da atividade sináptica, como a potencialização de longo 

prazo (LTP) e a depressão de longo prazo (LTD) (Bliss and Collingridge, 1993, 

Traynelis et al., 2010). Dessa forma, alterações nas concentrações intracelulares de 

Ca2+ são importantes para eventos de plasticidade sináptica, os quais são essenciais 

para a cognição e memória. Por outro lado, a superativação do receptor pode ser 
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prejudicial ao estimular as vias de morte celular dependentes de Ca2+, resultando em 

neurodegeneração (Lipton and Rosenberg, 1994). Por exemplo, a elevação 

exacerbada da concentração de Ca2+ intracelular pode iniciar uma série de eventos 

citoplasmáticos e nucleares, promovendo ativação de enzimas proteolíticas, 

endonucleases e lipases, e, consequentemente, morte celular (Mitani et al., 1998). 

Além disso, pode ocorrer produção de radicais livres e esgotamento dos estoques de 

antioxidantes, com consequente aumento do dano por peroxidação lipídica (Iadecola, 

1997). 

 Assim, distúrbios da sinalização de Ca2+ estão intimamente associados a 

processos de morte neuronal e é possível que processos excitotóxicos associados a 

um aumento dos níveis de Ca2+ citosólicos sejam os principais eventos 

desencadeadores da morte neuronal que ocorre na DH (Hajnoczky et al., 2003, 

Orrenius et al., 2003). Vários estudos indicam que a Htt mutada pode promover 

distúrbios na sinalização de Ca2+ que estariam associados à morte de neurônios 

estriatais. O nosso grupo e outros demonstraram que tanto a ativação  de NMDAR 

quanto a ativação de mGluR (Fig. 2) podem estar envolvidas no distúrbio da 

sinalização de Ca2+ que ocorre na DH (Zeron et al., 2002, Ribeiro et al., 2010).  
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Figura 2: Ilustração do modelo proposto para alterações de sinalização de mGluR1/5 na DH em 
camundongos HdhQ20/Q20 e HdhQ111/Q111. mGluR1/5 são acoplados às proteínas Gαq/11, e sua ativação 
resulta na formação de diacilglicerol (DAG) e IP3, liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares e 
ativação de PKC, bem como ativação de ERK e AKT. Em camundongos HdhQ111/Q111, a formação de IP3 
mediada por mGluR1/5 é diminuída devido ao aumento da dessensibilização de mGluR1/5 mediada por 
PKC. Apesar da diminuição da formação de InsP, a liberação de Ca2+ mediada por mGluR1/5, assim 
como a ativação de ERK e AKT estão aumentadas em camundongos HdhQ111/Q111, em comparação aos 
HdhQ20/Q20. Assim, esta diminuição da formação de InsP através do mGluR5 é provavelmente a 
consequência de uma resposta adaptativa numa tentativa de manter os neurônios HdhQ111/Q111 vivos na 
fase pré-sintomática da doença. Fonte: (Ribeiro, FM et al. The Journal of Neuroscience, 2010). 

 

 Foram identificados pelo menos três mecanismos diferentes que são 

responsáveis pelo aumento dos níveis citosólicos de Ca2+ causado pela Htt mutada 

(Fig.3): 1) A proteína Htt mutada é capaz de sensibilizar NMDAR, aumentando sua 

permeabilidade ao Ca2+, o que promove o aumento dos níveis citosólicos desse íon em 

neurônios estriatais (Chen et al., 1999, Sun et al., 2001); 2) A proteína Htt mutada 

promove uma desestabilização da mitocôndria, diminuindo a capacidade dessa 

organela de regular os níveis de Ca2+ (Panov et al., 2002, Choo et al., 2004) e 3) A Htt 

mutada é capaz de sensibilizar o InsP3R, aumentando a liberação de Ca2+ a partir dos 

estoques intracelulares (Tang et al., 2003, Zuccato et al., 2010). 
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Figura 3: Disfunção da sinalização de Ca2+ na DH. A Htt mutante provoca um aumento de Ca2+ 
citosólico, mitocondrial e apoptose nos neurônios espinhosos médios (MSN). A Htt mutante 
perturba a sinalização de Ca2+ promovendo uma hiperfunção dos NMDARs, possivelmente através de 
uma diminuição da interação entre o complexo PSD95-NR1A/NR2B. A Htt mutante leva ainda a uma 
hiper sensibilização dos InsP3Rs, facilitando a liberação de Ca2+ a partir do retículo endoplasmático. O 
aumento exacerbado de Ca2+ ativam calpaínas, que clivam a Htt. Este aumento citosólico excessivo de 
Ca2+ resulta também na captação mitocondrial de Ca2+, que desencadeia a abertura de mtPTP e 
consequente apoptose. O controle mitocondrial de Ca2+ é ainda desestabilizado pela associação direta 
de Htt mutante com as mitocôndrias. MuHtt, huntingtina mutante; MCU, transportador uniporte de 
Ca2+  mitocondrial; MtPTP, poro de transição de permeabilidade mitocondrial; VGCC, canal para 
Ca2+ abertos por voltagem. Fonte: (Zuccato et al., 2010) (Adaptado). 

 

 

1.4 Canais para Ca2+ Sensíveis à voltagem  

 

Os CCSV são ativados pela despolarização celular, sendo cruciais para o 

processo de excitabilidade em neurônios e células musculares (Reuter, 1979, 

McCleskey et al., 1986, Takahashi and Momiyama, 1993, Bers, 2002, Nowycky and 

Thomas, 2002). Os CCSV apresentam ampla distribuição no corpo e são divididos em 
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três famílias (Tab. 1): Cav1 (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4), Cav2 (Cav2.1, Cav2.2 e 

Cav2.3) e Cav3 (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3) (McCleskey et al., 1986, Miller, 2001), cuja 

classificação é baseada em suas propriedades biofísicas e farmacológicas (Bean, 

1989, Hess, 1990, Zhang et al., 1993, Randall and Tsien, 1995). Os CCSV são 

proteínas multiméricas cujas propriedades são determinadas pela sua subunidade 

formadora do poro, a α1 (Hofmann et al., 1999). Esta subunidade é composta por quatro 

domínios homólogos contendo seis segmentos transmembrana que incluem o sensor 

de voltagem S4 e a região P de revestimento do poro. Esses canais ainda são 

compostos por subunidades denominadas auxiliares β,  e α2δ, as quais exercem um 

papel modulatório, regulando as propriedades biofísicas do canal, bem como seu 

tráfego membranar (Gerster et al., 1999, Klugbauer et al., 1999, Klugbauer et al., 2000).  

 

Gene(nome atual) Nome anterior Tipo  Localização Bloqueador 

Cav1.1–Cav1.4 α1S, α1C, α1D, α1F L Músculos e neurônios Diidropiridinas 

Cav2.1 α1A P/Q neurônios ω-agatoxinas 

(veneno de aranha) 

Cav2.2 α1B N neurônios ω-conotoxinas 

(veneno de molusco 

marinho) 

Cav2.3 α1E R neurônios SNX-482  

(veneno de 

tarântula) 

Cav3.1-Cav3.3 α1G, α1H, α1I T Músculos e neurônios Mibefradil 

 

Tabela 1: Nomenclatura e distribuição dos CCSV. 
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Os CCSV exercem um papel importante nos processos funcionais do sistema 

nervoso, onde pelo menos dois desses subtipos (Cav2.2 e Cav2.1) foram relacionados 

ao controle da liberação de neurotransmissores nas sinapses (Catterall, 2000). O 

aumento da concentração de Ca2+ no terminal nervoso é necessário para que ocorra a 

exocitose de neurotransmissores via proteínas do complexo SNARE 

(Soluble NSF Attachment Receptor) (Araque et al., 2000). Além de regular as 

concentrações de Ca2+ no terminal pré-sináptico, já foi demonstrado que Cav2.2 

interage com as proteínas do complexo SNARE,  sintaxina 1A e SNAP25, bem como 

com a sinaptotagmina, a qual é a proteína sensora de Ca2+ associada ao complexo 

SNARE (Westenbroek et al., 1992, Sheng et al., 1994, Rettig et al., 1996, Sheng et al., 

1996, Jarvis and Zamponi, 2001). Essa interação entre o CCSV e as proteínas do 

complexo SNARE é de grande importância para a regulação das correntes de Ca2+ e 

para a modulação da exocitose de neurotransmissores. Por exemplo, já foi 

demonstrado que a sintaxina 1A é capaz de regular o Cav2.2 (Zamponi GW1, 1997, 

Zamponi et al., 1997, Zamponi and Snutch, 1998). Além disso, o Cav2.2 é capaz de 

interagir com as subunidades β da proteína G e essa interação leva a uma inibição 

das correntes de Ca2+ (abertura do canal em potenciais mais hiperpolarizados) e a uma 

diminuição da liberação de neurotransmissores (Zhang et al., 1996, Herlitze et al., 

1997, Qin et al., 1997, Zamponi et al., 1997, Agler et al., 2003).  

Este trabalho tem como foco o estudo dos canais dos subtipos Cav2.2 e Cav1.2, 

uma vez que esses canais são altamente expressos no cérebro (Schlick et al., 2010). 

Além disso, como descrito anteriormente, o Cav2.2 tem um papel importante no 

controle da liberação de neurotransmissores nas sinapses (Catterall, 2000). Já, os 
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canais Cav1.2, que representam 90% da expressão dos Cav1 no cérebro (Hell et al., 

1993, Sinnegger-Brauns et al., 2009), são localizados pós-sinapticamente, no corpo 

celular e em dendritos dos neurônios (Di Biase et al., 2008, Jenkins et al., 2010). Os 

Cav1.2 participam de vias envolvidas no controle da expressão gênica, além de 

modularem a plasticidade neuronal, aprendizado e memória (Ma et al., 2012, Striessnig 

et al., 2014). 

  

 

1.5 Bloqueadores de canais para Ca2+  

 

Uma relação entre CCSV e doenças neurodegenerativas já foi demonstrada, 

uma vez que dados publicados anteriormente indicam que o peptídeo β-amilóide é 

capaz de interagir com Cav1.2, alterando a atividade do canal e promovendo um 

aumento da expressão desse canal para Ca2+ na membrana plasmática (Scragg et al., 

2005, Kim and Rhim, 2011). Além disso, Cav1.2 parece ter função relevante na morte 

neuronal que ocorre em doenças neurodegenerativas, tais como a doença de 

Alzheimer (DA), uma vez que bloqueadores de Cav1.2, especialmente a isradipina, 

apresentam função neuroprotetora contra a morte induzida pelo oligômero Aβ 

(Anekonda et al., 2011). Alguns estudos epidemiológicos também suportam a hipótese 

de que bloqueadores de Cav1.2 são capazes de prevenir ou retardar a progressão da 

DA (Tollefson, 1990, Fritze and Walden, 1995, Forette et al., 1998). Isradipina é um 

bloqueador de Cav1.2 que é bem tolerado por pacientes e é aprovado para o uso em 

humanos para o tratamento da hipertensão. Já foi demonstrado que injeções 

subcutâneas de isradipina (2.5 mg/kg por 7 dias) antagoniza o dano hipocampal e o 
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déficit de memória causado por hipóxia em ratos, indicando que essa droga apresenta 

efeito neuroprotetor in vivo (Barhwal et al., 2009). Uma dose de isradipina de 3 mg/kg 

também foi capaz de proteger neurônios dopaminérgicos in vivo em camundongos 

modelo da doença de Parkinson (DP) (Chan et al., 2007, Ilijic et al., 2011). Atualmente 

a isradipina está sendo avaliada em ensaios clínicos para o tratamento da DP (Simuni 

et al., 2010). Apesar desses vários estudos que relacionam o Cav1.2 e doenças 

neurodegenerativas, não existem estudos que investiguem se o Cav1.2 poderia ter uma 

função no distúrbio de Ca2+ que ocorre em pacientes com DH. Além disso, não existem 

pesquisas que investiguem se o Cav2.2 poderia contribuir para a alteração de liberação 

de glutamato observada em camundongos modelo da DH (Lievens et al., 2001, 

Behrens et al., 2002, Lee et al., 2013, Valencia et al., 2013). 

  
 
1.6 Toxinas de Phoneutria nigriventer 

 

As toxinas de aranhas Phoneutria nigriventer, denominadas Phoneutriatoxinas, 

têm sido extensamente estudadas e estão se tornando ferramentas farmacológicas de 

grande importância (Escoubas et al., 2000). Estas Phoneutriatoxinas oferecem 

potencial farmacológico por atuarem em receptores neuronais e em sua maioria em 

canais iônicos (Diniz et al., 1990, Romano-Silva et al., 1993, Cassola et al., 1998, 

Grishin, 1999, Gomez et al., 2002, Rajendra et al., 2004). Vários trabalhos descrevem 

as ações destas toxinas em modular canais para Ca2+, sendo capazes de inibir as 

correntes de Ca2+ por bloquearem o poro do canal (Cassola et al., 1998, Leao et al., 

2000, Dos Santos et al., 2002, Vieira et al., 2005).  
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Inicialmente, quatro grupos ou frações diferentes de polipeptídeos neurotóxicos 

(PhTx1, PhTx2, PhTx3 e PhTx4) foram purificados a partir do veneno de Phoneutria 

nigriventer. A PhTx1 contém apenas um peptídeo (Diniz et al., 1990), enquanto PhTx2 

e PhTx3 são uma coleção de pelo menos nove e seis isotoxinas, respectivamente 

(Cordeiro Mdo et al., 1992, Cordeiro Mdo et al., 1993). Duas toxinas, PnTx4-6-1 e 

PnTx4-5-5, foram purificadas a partir de PhTx4 e as suas sequências de aminoácidos 

completas foram determinadas. Ambas possuem alta atividade inseticida (Figueiredo et 

al., 1995). Contudo, experimentos demonstraram que a PnTx4-5-5 inibe seletivamente 

NMDAR em neurônios hipocampais de ratos (de Figueiredo et al., 2001).  Como os 

NMDARs estão intimamente envolvidos nos processos de morte neuronal que ocorrem 

em várias doenças neurodegenerativas (Lipton and Rosenberg, 1994, Milnerwood et 

al., 2010, Wang et al., 2013, Parsons and Raymond, 2014), levantamos a hipótese que 

essa toxina  seria uma droga neuroprotetora potencial.    
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2. Hipótese do trabalho 

 

 

A nossa hipótese é que a Htt mutante possa alterar a função de CCSV, 

contribuindo para a morte neuronal e para as alterações da plasticidade sináptica 

observadas na DH.  

As alterações promovidas na função do Cav1.2 poderiam contribuir para o 

distúrbio da sinalização de Ca2+, facilitando assim a morte de neurônios que expressam 

a Htt mutante. Já as alterações da função do canal  Cav2.2 pela proteína Htt mutante 

poderiam contribuir para a perturbação da liberação de glutamato, promovendo, 

portanto, alterações na plasticidade sináptica.  
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3. Discussão 

 

 

Com o objetivo de elucidar as alterações promovidas pela Htt mutante sobre a 

regulação dos níveis de Ca2+ intracelular, buscamos nos artigos que compõem essa 

tese, determinar se os CCSV, Cav2.2 e Cav1.2, apresentariam alterações em suas 

funções em um camundongo modelo da DH, o BACHD. Observamos que a expressão 

desses CCSV, bem como suas propriedades eletrofisiológicas apresentavam-se 

alteradas em camundongos BACHD. Entretanto, as consequências das alterações 

nesses canais se mostraram bastante diversas quando são comparados Cav2.2 e 

Cav1.2. É sabido que alterações nos níveis de Ca2+ pré e pós-sinápticos podem 

influenciar tanto processos de neurotransmissão, quanto sobrevivência/morte neuronal. 

Assim, um primeiro artigo publicado mostra que as alterações observadas nos canais 

Cav2.2 em animais BACHD parecem estar relacionadas às alterações de liberação de 

glutamato observada nesses animais, uma vez que Cav2.2 é expresso principalmente 

nos terminais pré-sinápticos e tem função importante na liberação de 

neurotransmissores. Já num segundo artigo, as alterações observadas em canais 

Cav1.2, cuja localização é principalmente pós-sináptica, estão intimamente 

relacionadas a um aumento da entrada de Ca2+ e morte neuronal. Dessa forma, tendo 

por base os resultados obtidos neste trabalho, propomos que bloqueadores dos canais 

Cav1.2 apresentam potencial neuroprotetor. Além disso, analisamos ainda em um 

terceiro artigo publicado, a importância de uma outra droga com potencial 

neuroprotetor, a PnTx4-5-5, a qual é bloqueadora de NMDARs. Os dados apresentados 
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nesses artigos indicam que tanto bloqueadores dos canais Cav1.2 quanto a toxina 

bloqueadora de NMDARs (PnTx4-5-5) apresentam atividade neuroprotetora in vitro. 

O trabalho apresentado no Apêndice 1, “N-type Ca2+ channels are affected by 

full-length mutant huntingtin expression in a mouse model of Huntington’s 

disease”, demonstra que o canal Cav2.2 contribui para as alterações de liberação de 

glutamato observadas em animais BACHD e que essas alterações variam de acordo 

com a idade dos animais.  Embora animais BACHD de 3 meses de idade apresentem 

um aumento da liberação de glutamato, animais aos 12 meses de idade apresentam 

uma diminuição dessa liberação. Essas alterações na liberação de glutamato já haviam 

sido relatadas em trabalhos anteriores (Joshi et al., 2009, Valencia et al., 2013). 

Entretanto, nenhum desses trabalhos havia relacionado as alterações na liberação de 

glutamato a uma disfunção do Cav2.2, o que é claramente demonstrado em nossos 

resultados, visto que o bloqueio dos canais Cav2.2 pela ω-CgTxGVIA, bloqueadora 

seletiva de Cav2.2, aboliu o aumento da liberação de glutamato apresentado por 

camundongos BACHD jovens. Uma vez que alguns sintomas relacionados à DH 

aparecem mesmo antes que níveis detectáveis de perda neuronal possam ser 

detectados, alterações na neurotransmissão poderiam explicar os sintomas iniciais 

desta doença (Diamond et al., 1992, Hahn-Barma et al., 1998). Em vista disso, um 

estudo pormenorizado dos mecanismos envolvendo as alterações do Cav2.2 em 

camundongos BACHD em muito poderia contribuir para a elucidação das alterações da 

neurotransmissão e da plasticidade sináptica observadas na DH. O trabalho 

apresentado no Apêndice 1 deixa claro que camundongos BACHD aos 3 meses de 

idade apresentam um aumento da expressão de Cav2.2 na membrana plasmática e um 
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aumento das correntes de Ca2+. Além disso, a Htt mutante parece aumentar os níveis 

de interação entre Cav2.2 e sintaxina 1A e diminuir a interação do canal com as 

subunidades β da proteína G. Tanto o aumento da expressão do Cav2.2 na membrana 

plasmática quanto a diminuição da interação do canal com as subunidades β da 

proteína G poderiam explicar a redução das correntes de Ca2+ via Cav2.2 e, em 

consequência, o aumento da liberação de glutamato observado nesses camundongos 

jovens. Interessantemente, os dados desse trabalho indicam que em camundongos 

BACHD com 12 meses de idade, ocorre uma diminuição da liberação de glutamato e 

uma redução na expressão total e na membrana plasmática do Cav2.2. Além disso, 

observa-se uma diminuição da interação do Cav2.2 com a sintaxina 1A e um aumento 

de sua interação com as subunidades β da proteína G. Assim, as alterações da função 

e expressão do Cav2.2 se alteram com a idade e estão intimamente relacionadas às 

alterações da liberação de glutamato. 

O aumento da liberação de glutamato que ocorre no estriado de camundongos 

BACHD com 3 meses de idade poderia levar a um aumento da ativação de receptores 

de glutamato, incluindo NMDARs, os quais poderiam modular a excitabilidade neuronal 

e a transmissão sináptica, bem como desencadear excitotoxicidade (Parsons and 

Raymond, 2014, Banerjee et al., 2016). O estriado é a primeira e principal região 

cerebral afetada na DH e os NMDARs desempenham um papel importante na perda 

neuronal relacionada à doença (Vonsattel and DiFiglia, 1998, Zeron et al., 2002). 

Assim, o aumento da liberação de glutamato estriatal observado neste estudo poderia 

contribuir para a excitotoxicidade mediada por NMDARs. No entanto, como citado 

anteriormente na introdução, a morte de neurônios do estriado e do córtex só pode ser 
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detectada em camundongos BACHD com 12 meses de idade (Gray et al., 2008, Doria 

et al., 2015). Apesar do aumento da liberação de glutamato aos 3 meses de idade, 

mostramos no nosso estudo que aos 12 meses de idade camundongos BACHD 

apresentam uma diminuição da liberação de glutamato. Portanto, é possível que esse 

aumento da liberação de glutamato aos 3 meses de idade não contribua para a morte 

neuronal, mas que possa modular outros processos relacionados ao glutamato, 

incluindo a neurotransmissão. O glutamato é o principal neurotransmissor do cérebro 

de mamíferos e tem uma função essencial na excitabilidade neuronal (Banerjee et al., 

2016). Portanto, uma hipótese que levantamos é a de que esse aumento da liberação 

de glutamato em camundongos BACHD jovens possa exercer influência na 

neurotransmissão, a qual poderia influenciar os sintomas que se apresentam antes 

mesmo que sejam observados níveis detectáveis de morte neuronal. Experimentos 

futuros serão importantes para determinar se esse aumento da liberação de glutamato 

em camundongos BACHD jovens contribui para a evolução da doença ou constitui um 

mecanismo compensatório presente nas fases iniciais da doença, mas que é perdido 

em camundongos mais velhos.  

 Diferentemente do observado no caso do Cav2.2, houve um aumento da 

expressão total e na membrana plasmática de Cav1.2 no córtex de camundongos 

BACHD nas idades de 3 e 12 meses de idade, quando comparados a camundongos 

WT. Os dados relacionados ao trabalho sobre o Cav1.2 constam no Apêndice 2, 

“Alterations on calcium channels in a mouse model of Huntington´s disease and 

neuroprotection by blockage of CaV1.2 channel”. Esses achados são bastante 

interessantes, tendo em vista que estudos anteriores já haviam demonstrado que a Htt 
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mutante é capaz de promover alterações nas concentrações intracelulares de Ca2+, 

envolvendo uma sensibilização dos NMDARs e dos InsP3Rs e uma desestabilização 

mitocondrial (Chen et al., 1999, Sun et al., 2001, Panov et al., 2002, Zeron et al., 2002, 

Tang et al., 2003, Choo et al., 2004, Ribeiro et al., 2010). Esses estudos são de grande 

relevância, visto que esse aumento da concentração intracelular de Ca2+ está 

intimamente associado à morte neuronal. Assim, os resultados apresentados no 

Apêndice 2 representam um novo mecanismo através do qual a Htt mutante é capaz de 

promover um aumento da concentração intracelular de Ca2+. Os resultados 

apresentandos nesse trabalho demonstram que camundongos BACHD apresentam um 

aumento da expressão de Cav1.2 e um aumento das corrente de Ca2+ sensíveis à 

Nifedipina, a qual é um bloqueador seletivo desse canal. Além disso, bloqueadores dos 

canais Cav1.2 se mostraram neuroprotetores contra o insulto de glutamato em 

neurônios BACHD, demonstrando que o aumento da atividade desse canal poderia 

contribuir para os processos de morte neuronal observados na DH.  

 Vários dos resultados obtidos nesses trabalhos nos indicam que as alterações 

relacionadas ao canal Cav1.2, e não ao Cav2.2, estão envolvidas em processos de 

morte neuronal. Como exposto anteriormente, a expressão do Cav2.2 encontra-se 

reduzida na idade onde foram detectadas perda neuronal (12 meses de idade). Já a 

expressão de Cav1.2 encontra-se aumentada tanto em camundongos jovens quanto 

em camundongos de 12 meses de idade. Além disso, o bloqueio de canais Cav1.2 com 

nifedipina e isradipina se mostrou neuroprotetor. Dessa forma, os nossos dados 

favorecem a hipótese que bloqueadores de Cav1.2, mas não de Cav2.2, constituem 

drogas potenciais para o tratamento da neurodegeneração que ocorre na DH. Como 
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descrito na introdução, drogas capazes de bloquear Cav1.2 já estão sendo testadas em 

outras doenças neurodegenerativas (E. Ilijic, 2011, Parkinson Study, 2013). Assim, 

nosso trabalho contribui para incluir a DH nessas pesquisas. 

 Afim de identificar alterações nas correntes dos canais Cav2.2 e Cav1.2, 

realizamos experimentos de eletrofisiologia utilizando a técnica Patch clamp na 

configuração Whole cell em neurônios corticais em cultura primária de embriões 

BACHD. Os resultados desses experimentos indicam que os neurônios BACHD 

apresentam maior corrente de Ca2+ total comparado aos WT. Utilizando-se da ω-

CgTxGVIA e Nifedipina foi possível identificar que correntes Cav2.2 e Cav1.2 

apresentam-se aumentadas em camundongos BACHD (Apêndices 1 e 2). Entretanto, 

nem a ω-CgTxGVIA nem a Nifedipina isoladamente foram capazes de eliminar a 

diferença da corrente de Ca2+ observada entre camundongos BACHD e WT. Em vista 

disso, estudos posteriores serão importantes para determinar se a combinação desses 

dois compostos seria suficiente para eliminar o aumento da corrente de Ca2+ observada 

em camundongos BACHD. É bem descrito na literatura que os CCSV do subtipo 

Cav2.1 também são importantes para a entrada de Ca2+, principalmente em terminais 

pré-sinápicos (Takahashi and Momiyama, 1993, Regehr and Mintz, 1994, Wheeler et 

al., 1994;  1996, Iwasaki and Takahashi, 1998, Qian and Noebels, 2001). Assim, 

estudos posteriores envolvendo esses canais também poderiam ser importantes para 

elucidar a desregulação da corrente de Ca2+ observada em camundongos BACHD.  

 Outro resultado relevante que pode ser apreciado ao se comparar os 

resultados obtidos nos trabalhos onde buscamos analisar as alterações de Cav2.2 

(Apêndice 1) e Cav1.2 (Apêndice 2) na DH diz respeito às diferenças observadas nas 
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regiões cerebrais analisadas. Nos dois trabalhos, analisamos as regiões do córtex e 

estriado, as quais estão intimamente relacionadas ao desenvolvimento da DH (Group, 

1993, Young, 2003, Li and Li, 2004). A maioria das alterações observadas em relação 

ao Cav2.2 ocorreram no estriado. Por exemplo, camundongos BACHD de 3 meses de 

idade apresentaram diminuição da expressão de Cav2.2 na membrana plasmática, 

diminuição da liberação de glutamato e alterações nos níveis de interação do CCSV 

com as proteínas reguladoras (sintaxina 1A e β) quando analisada a região do 

estriado, mas não do córtex cerebral. Já camundongos BACHD de 12 meses de idade 

apresentaram tais alteração tanto no estriado quanto no córtex. Interessantemente, as 

alterações observadas com relação à atividade e expressão de Cav1.2 ocorreram no 

córtex de camundongos BACHD, mas não no estriado, tanto no caso de camundongos 

com 3 quanto com 12 meses de idade. Esses dados deixam claro que a investigação 

das alterações observadas na DH relativas a CCSV devem levar em conta não só a 

idade do camundongo, como também a região cerebral analisada.   

  Como mencionado na introdução, a superestimulação de NDMARs pode levar a 

excitotoxicidade (Waxman and Lynch, 2005, Parsons and Raymond, 2014). 

Consequentemente, alterações na expressão e/ou função de NMDARs foram 

implicadas em várias desordens neurológicas e alterações patológicas, incluindo 

esquizofrenia, isquemia, DA, DH e DP (Lipton and Rosenberg, 1994, Milnerwood et al., 

2010, Wang et al., 2013, Parsons and Raymond, 2014). Também já foi demonstrado 

que a inibição farmacológica do NMDAR exerce um efeito neuroprotetor em um modelo 

animal para a DH, utilizando-se cultura primária de neurônios estriatais de 

camundongos YAC128 (Tang et al., 2005, Shehadeh et al., 2006). Dessa maneira, 
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drogas capazes de bloquear NMDARs constituem ferramentas importantes com 

potencial neuroprotetor. Dados anteriores demonstraram que uma toxina obtida a partir 

da aranha Phoneutria nigriventer, a PnTx4-5-5, seria capaz de inibir os NMDARs em 

cultura de neurônios hipocampais (de Figueiredo et al., 2001). O trabalho constante no 

Apêndice 3, “The Phoneutria nigriventer spider toxin, PnTx4-5-5, promotes 

neuronal survival by blocking NMDA receptors”, corroborando esse dado 

anteriormente publicado, mostra que houve um bloqueio eficiente dos NMDARs pela 

PnTx4-5-5 em fatias hipocampais de camundongos. Este trabalho mostra ainda que a 

PnTx4-4-5 exerce efeito neuroprotetor frente à morte induzida por glutamato e por 

peptídeo β-amilóide em neurônios cortico-estriatais. Além disso, essa toxina também foi 

eficiente em promover a neuroproteção de neurônios cortico-estriatais de 

camundongos BACHD contra o insulto glutamatérgico. Sendo assim, esse trabalho traz 

uma nova opção de bloqueador de NMDARs com ação neuroprotetora. Embora outros 

bloqueadores de NMDARs existam, nenhuma dessas drogas se mostrou capaz de 

modificar o curso de doenças neurodegenerativas quando utilizadas em pacientes. 

Esse é o caso da memantina, que, embora seja uma droga aprovada para o tratamento 

da DA, não é capaz de parar a progressão da doença e não produz efeitos positivos em 

longo prazo (Ehret and Chamberlin, 2015, Geldenhuys and Darvesh, 2015). Dessa 

forma, novas classes de drogas capazes de bloquear NMDARs através de um novo 

mecanismo são uma necessidade premente para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas. Embora a PnTx4-5-5 também seja um bloqueador de NMDARs, 

essa toxina tem uma estrutura química completamente diferente da memantina e, 

portanto, deve promover o bloqueio do receptor e a neuroproteção através de um 
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mecanismo diferente dos bloqueadores de NMDARs desenvolvidos até o momento. 

Assim, mais estudos envolvendo PnTx4-5-5 poderiam levar ao desenvolvimento de 

uma nova classe de drogas capazes de bloquear NMDARs, tendo o potencial de serem 

mais eficazes em modificar o curso da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

4. Conclusão 

 

 

Os CCSV Cav2.2 e Cav1.2 apresentam alterações em sua expressão, em sua 

localização subcelular e em suas correntes de Ca2+ em camundongos BACHD, quando 

comparado a camundongos selvagens. As alterações envolvendo o Cav2.2 variam de 

acordo com a idade e promovem alterações na liberação de glutamato, podendo 

contribuir para as alterações na neurotransmissão observadas na DH. Já o aumento da 

expressão e das correntes de Ca2+ via Cav1.2 ocorrem em camundongos de todas as 

idades, inclusive em camundongos mais velhos, o que poderia contribuir para os 

processos de excitotoxicidade observados na DH. Interessantemente, bloqueadores 

tanto de Cav1.2 (nifedipina e isradipina) quanto de NMDARs (PnTx4-5-5) são capazes 

de promover neuroproteção. 
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