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RESUMO 

Marques, L. B. Modelagem celular in vitro da Doença de Huntington com ácido 3-

nitropropiônico e ácido quinolínico e avaliação das funções neuroprotetoras da adenosina. 

2022. 110p. Dissertação de Mestrado – Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas 

(Bioquímica). Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

A Doença de Huntington (Huntington's disease - HD) trata-se de uma patologia 

neurodegenerativa hereditária caracteriza por meio da expressão das proteínas huntingtinas 

mutantes (mHtt), das mortes dos neurônios espinhais médios (medium spiny neurons – MSNs) 

GABAérgicos D2-positivos do striatum e da hipercinesia. Uma hipótese se refere à função das 

mHtts de potencializarem os efeitos excitotóxicos das estimulações dos receptores de NMDA 

(NMDAR) por meio da inibição da succinato desidrogenase, resultando em desequilibrio das 

[Ca2+]i, estresse oxidativo e apoptose. A adenosina – agonista dos receptores purinérgicos P1 – tem 

sido descrita por conta das suas funções neuroprotetoras e neuromodulatórias. Assim, 

estabelecemos dois modelos in vitro da HD fundamentados nas neurodiferenciações das linhagens 

murinas de célula-tronco embrionárias E14-TG2a e progenitoras neurais do hipocampo HT-22; 

seguidas pelos tratamentos com ácido quinolínico (QA) – agonista seletivo dos NMDARs –, na 

ausência e na presença do ácido 3-nitropropiônico (3-NP) – inibidor irreversível da succinato 

desidrogenase. Estes modelos foram utilizados nas avaliações das funções neuroprotetoras da 

adenosina. Os neurônios pós-mitóticos das culturas de E14-TG2a diferenciadas foram 

caracterizados conforme os MSNs GABAérgicos do striatum; enquanto os neurônios HT-22 

diferenciados foram caracterizados de modo inespecífico. Metodologia: imunofluorescência 

(microscopia e citometria); PCR em tempo real; análise das variações dos potenciais das 

membranas plasmáticas e das variações transientes das [Ca2+]i por microfluorimetria; e 

quantificações das reduções do AlamarBlue® (% de sobrevida celular) e das atividades 

extracelulares de LDH (U/L) (necrose) por espectrometria. Avaliamos a capacidade do 3-NP de 

potencializar os efeitos excitotóxicos do QA comparando dois grupos de neurônios HT-22 

diferenciados: QA 8mM (EC50) (controle); e 3-NP 5mM/QA 8mM. Avaliarmos o potencial 

neuroprotetor da adenosina comparando quatro grupos de neurônios HT-22 diferenciados: QA 

8mM; adenosina 250µM/QA 8mM; 3-NP 5mM/QA 8mM; 3-NP 5mM/adenosina 250µM/QA 

8mM. Os neurônios pós-mitóticos derivados das E14TG2a foram classificados como MSNs 



GABAérgicos do striatum integrantes de uma cultura neuronal heterogênea semelhante às 

conexões nigroestriatais, corticoestriatais, striatonigral e striatopallidal. Os neurônios HT-22 

diferenciados perfaziam uma cultura neuronal heterogênea, não totalmente madura, composta por 

neurônios glutamatérgicos, dopaminérgicos, colinérgicos e GABAérgicos. Os neurônios HT-22 

diferenciados 3-NP 5mM apresentaram menores % de sobrevida celular após os tratamentos com 

QA 8mM por 24h (p<0.05); e maiores amplitudes das variações das [Ca2+]i dependentes do QA 

8mM (p<0.05) (cinética – 6 minutos). Por outro lado, os neurônios HT-22 diferenciados pré-

tratados com 3-NP 5mM apresentaram menores atividades extracelulares de LDH após o 

tratamento com QA 8mM por 24h – menor proporção de necrose. Os pré-tratamentos com 

adenosina 250µM indicaram uma tendência dos efeitos neuroprotetores (p>0.05) – maiores % de 

sobrevida celular; menores atividades extracelulares de LDH; e menores amplitudes das variações 

transientes das [Ca2+]i. Em conjunto, nossos resultados indicam que a inibição da succinato 

desidrogenase potencializa os efeitos excitotóxicos dos NMDARs por meio da alteração das [Ca2+]i 

e, provavelmente, dos mecanismos de morte celular; enquanto a adenosina apenas tendeu à 

neuroproteção. 

Palavras-chave: Doença de Huntington, MSNs GABAérgicos do striatum, excitotoxicidade, 

ácido quinolínico, ácido 3-nitropropiônico, adenosina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

Marques, L. B. In vitro cell modeling of Huntington's Disease with 3-nitropropionic acid and 

quinolinic acid and evaluation of the neuroprotective functions of adenosine. 2022. 110p. 

Masters Thesis – Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São 

Paulo, São Paulo. 

Huntington's disease (HD) is a hereditary neurodegenerative pathology characterized by 

mutant huntingtin proteins (mHtt) expression, striatum D2-positive GABAergic medium spiny 

neurons (MSNs) cell death and hyperkinetic motor symptoms development. One hypothesis refers 

to the principle that mHtt potentiates the excitotoxic effects of NMDA receptor (NMDAR) 

stimulation by the inhibition of mitochondrial succinate dehydrogenase, resulting in [Ca2+]i 

imbalance, oxidative stress and apoptosis. Adenosine – P1 purinergic receptor agonist – is related 

to neuroprotective and neuromodulatory functions. Thus, we established two in vitro HD models 

based on the neurodifferentiation of murine embryonic stem cell lines E14-TG2a and hippocampal 

neuroprogenitor cell line HT-22 followed by treatment with quinolinic acid (QA) – selective 

agonist of NMDARs –, in the absence and in the presence of 3-nitropropionic acid (3-NP) – 

irreversible inhibitor of succinate dehydrogenase. These models were used to assess the 

neuroprotective functions of adenosine. Post-mitotic neurons from differentiated E14-TG2a 

cultures were characterized according to striatum's GABAergic MSNs; while the differentiated 

HT-22 neurons were characterized in a non-specific way. Methodology included 

immunofluorescence (microscopy and cytometry); real-time PCR; analysis of variations in the 

plasma membrane potentials and of transient variations in the [Ca2+]i by microfluorimetry; and 

quantification of AlamarBlue® reductions (% cell survival) and of extracellular LDH activity 

(U/L) (necrosis) by spectrometry. We evaluated the ability of 3-NP to potentiate the excitotoxic 

effects of QA by comparing two groups of differentiated HT-22 neurons: 8mM QA (control); and 

5mM 3-NP/8mM QA. We evaluated the neuroprotective potential of adenosine comparing four 

groups of differentiated HT-22 neurons: QA 8mM; 250µM adenosine/8mM QA; 5mM 3-NP/8mM 

QA; 5mM 3-NP/250µM adenosine/8mM QA. Postmitotic neurons derived from E14TG2a were 

classified as striatum’s GABAergic MSNs that are part of a heterogeneous neuronal culture similar 

to nigrostriatal, corticostriatal, striatonigral, and striatopallidal connections. Differentiated HT-22 

neurons consisted of a heterogeneous neuronal culture and not fully mature glutamatergic, 



dopaminergic, cholinergic and GABAergic neurons. Differentiated HT-22 neurons following 5mM 

3-NP treatment showed lower % cell survival after treatments with 8mM QA for 24h (p<0.05); and 

higher amplitudes of the variations of [Ca2+]i induced by 8mM QA (p<0.05) (kinetics – 6 minutes). 

On the other hand, differentiated HT-22 neurons 5mM 3-NP showed lower extracellular LDH 

activities after treatment with 8mM QA for 24h – indicating a lower proportion of necrotic cells. 

Pretreatments with 250µM adenosine indicated a trend towards neuroprotective effects, such as 

higher percentages of cell survival; lower extracellular LDH activities; and lower amplitudes of 

transient variations of [Ca2+]i. Taken together, our results indicate that succinate dehydrogenase 

inhibition potentiated the excitotoxic effects of NMDARs by altering [Ca2+]i and, probably, cell 

death mechanisms, while adenosine only to neuroprotection. 

Keywords: Huntington's disease, GABAergic striatal MSNs, excitotoxicity, quinolinic acid, 3-

nitropropionic acid, adenosine. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. BASES TEÓRICAS 

1.1.1. Fundamentos da Doença de Huntington (Huntington’s disease – HD) 

A Doença de Huntington (Huntington's disease - HD) é uma patologia neurodegenerativa 

progressiva de herança autossômica dominante cuja etiologia se refere às poli-inserções do códon 

CAG no primeiro exon do gene IT15 (Interesting Transcript 15) do cromossomo 4 (4p63) 

responsável por codificar a proteína huntingtina (Htt) (Figura 1) (Pandey e Rajamma, 2018; Bates 

et al., 2015; McColgan e Tabrizi, 2017; André et al., 2010). O número de poli-inserções do códon 

CAG determina a quantidade de resíduos de glutamina na região N-terminal (cauda 

poliglutamínica - poliQ). O número de resíduos de glutamina na cauda poliQ determina a 

caracterização das proteínas Htt entre selvagens (wild type - WT) e mutantes (mHtt). As proteínas 

Htt selvagens apresentam caudas poli-Q N-terminais polimórficas com sequências de 6-35 

resíduos de glutamina. As proteínas mHtt apresentam caudas poliQ N-terminais com números 

superiores a 40 unidades de glutamina - cauda poliQ alongada (Bates et al., 2015; Walling et al., 

1998; Perez-de La Cruz e Santamaria, 2007; Cisbani e Cicchetti, 2012; Pandey e Rajamma, 2018). 

Indivíduos que não herdaram a mutação expressam apenas proteínas Htt, enquanto indivíduos que 

herdaram a mutação expressam tanto Htt como mHtt - haja vista o efeito letal do knockout do gene 

HTT (Sepers e Raymond, 2014; Pandey e Rajamma, 2018). Embora as proteínas Htt e mHtt sejam 

expressas em todas as células do organismo, os neurônios piramidais corticais glutamatérgicos e 

os neurônios espinhais médios (medium spiny neurons - MSNs) GABAérgicos do striatum são os 

mais afetados pelos efeitos citotóxicos da mHtt (Walling et al., 1998; Tong et al., 2011; Sepers e 

Raymond, 2014; Girling e Wang, 2016). 
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Figura 1. Transcrição, tradução e modificações pós-traducionais das proteínas huntingtina. A expressão do gene HTT 

pode transcrever um mRNA relativo à Htt (1) ou mRNAs contendo regiões do exon 1 com aumento do número de 

repetições do códon CAG referentes às proteínas huntingtina mutantes (mHtt) (2). As traduções dos mRNAs produzem 

proteínas Htt ainda não processadas (3) e mHtts contendo regiões poliglutamínicas (poliQ) expandidas (4). Os 

processamentos finais das proteínas Htt e mHtt ocorrem, principalmente, por meio das clivagens proteolíticas (5). 

Modificado de Bates et al. (2015). 

Os MSNs GABAérgicos do striatum constituem as conexões córtico-gânglio basais 

(córtico-BGs) corticoestriatais (Sepers e Raymond, 2014). As comunicações sinápticas 

corticoestriatais se fundamentam na neurotransmissão glutamatérgica por intermédio dos 

receptores de NMDA (N-methyl-D-aspartate receptors – NMDAR) cujo segundo-mensageiro é o 

Ca2+ (Bunner e Rebec, 2016; Shipp, 2017; Vyklicky et al., 2014; Hansen et al., 2018; Galvan et 

al., 2012). A expressão de mHtt também resulta em alterações sinápticas correlacionadas às 

disfunções nos sistemas das sinalizações dopaminérgicas, canabioides, colinérgicas, purinérgicas 

e por BDNF (Sepers e Raymond, 2014; Gianfriddo et al, 2003; Popoli et al., 2002; Chiu et al., 

2015; Ferrante et al., 2010; Díaz-Hernandez et al., 2009). Os MSNs GABAérgicos D2-positivos 

do striatum - integrante da via indireta do circuito córtico-BG – são os principais a sofrerem 

neurodegeneração na HD (Sepers e Raymond, 2014). 



A semiologia da HD objetiva correlacionar os processos neurodegenerativos localizados 

nas conexões corticoestriatais ao desenvolvimento dos sinais e sintomas de cognitivos, motores, 

psíquicos e psiquiátricos (Shepherd, 2013; Sepers e Raymond, 2014; Rangel-Barajas e Rebec, 

2016). Além disso, a HD não possui cura e os tratamentos medicamentosos se fundamentam no 

quadro clínico sintomatológico (Bates et al., 2015; Labbadia e Morimoto, 2013; Sepers e 

Raymond, 2014; McColgan e Tabrizi, 2017; Pandey e Rajamma, 2018). Dentre os sintomas, os 

movimentos corporais hipercinéticos caracterizam a ‘Coreia de Huntington’ (André et al., 2010; 

Chen et al., 2013). Assim sendo, abordaremos o circuito córtico-gânglio basal (córtico-BG) em 

detalhes, pois se refere a um dos circuitos neuronais constituídos por meio dos MSNs 

GABAérgicos D2-positivos do striatum – responsáveis pelas funções inibitórias do controle da 

coordenação dos movimentos corporais voluntários. 

 O controle da coordenação dos movimentos corporais voluntários funciona por meio das 

diversas conexões sinápticas do circuito córtico-BG (Lanciego et al., 2012; Shipp, 2017). Os 

circuitos córtico-BGs são constituídos por neurônios do córtex cerebral e por neurônios da secção 

dorsal dos gânglios da base (BGs) (Delong e Thomas, 2007; Lanciego et al., 2012; Shipp, 2017). 

O circuito córtico-BG se inicia a partir das eferências dos neurônios piramidais corticais 

glutamatérgicos. Estas eferências corticais glutamatérgicas, no sentido dos neurônios 

glutamatérgicos do núcleo subtalâmico (subthalamic nucleus - STN), constituem as conexões 

córtico-subtalâmicas (cortico-subthalamic nucleus connection); enquanto no sentido dos MSNs 

GABAérgicos do striatum, constituem as conexões sinápticas corticoestriatais (Sano et al., 2013; 

Lanciego et al., 2012; Huerta-Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). 

As conexões corticoestriatais são formadas por uma de duas classes de MSNs 

GABAérgicos do striatum caracterizadas conforme os padrões previstos de expressão molecular 

(Figura 2) (Sano et al., 2013; Shipp, 2017; Ploktin e Goldberg, 2018). Estas conexões 

corticoestriatais constituem uma das vias do sistema de controle da coordenação dos movimentos 

corporais voluntários ('direta' e 'indireta') (Sano et al., 2013; Lanciego et al., 2012; Shipp, 2017; 

Ploktin e Goldberg, 2018). Os MSNs GABAérgicos D1-positivos constituem as conexões 

corticoestriatais da via direta cuja função é estimular os movimentos corporais voluntários 

(Lanciego et al., 2012; Wang et al., 2015; Ploktin e Goldberg, 2018); enquanto os MSNs 

GABAérgicos D2-positivos constituem as conexões corticoestriatais da via indireta cuja função é 
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inibir os movimentos corporais voluntários (Lanciego et al., 2012; Wang et al., 2015; Ploktin e 

Goldberg, 2018). Por outro lado, as conexões córtico-subtalâmicas constituem a via hiperdireta 

cuja função é inibir os movimentos corporais voluntários (Lanciego et al., 2012). O predomínio 

das atividades da via direta resulta no aumento da frequência dos movimentos corporais 

(hipercinesia) (ex.: HD) (Ploktin e Goldberg, 2018). Em contrapartida, os predomínios das 

atividades associadas às vias indireta e hiperdireta resultam em diminuição das frequências dos 

movimentos corporais voluntários (hipocinesia) (ex.: Parkinson disease – PD) (Ploktin e 

Goldberg, 2018). Deste modo, a neurodegeneração dos MSNs GABAérgicos D2-positivos do 

striatum fundamenta as explicações a respeito das manifestações dos sintomas motores 

hipercinéticos característicos da coreia de Huntington (André et al., 2010; Chen et al., 2013). 

 

Figura 2. Disposição dos MSNs GABAérgicos do corpo estriado (striatum) no circuito córtico-gânglio basal (córtico-

BG). A figura representa um segmento do circuito córtico-BG referentes às vias do controle da coordenação motora. 

Os neurônios piramidais glutamatérgicos do córtex se projetam no sentido do striatum formando as conexões 

corticoestriatais. Os neurônios piramidais corticais glutamatérgicos expressam receptores purinérgicos A1 e A2A em 

seus terminais sinápticos. Os MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via direta do controle da coordenação 

motora – circuito striatonigral – expressam, além de GABA, receptores A1, D1 e substância P (SP). Os MSNs 

GABAérgicos do striatum integrantes da via indireta do controle da coordenação motora – circuito striatopallidal – 

expressam, além de GABA, receptores A2A, A1, D2 e encefalina (ENK). A figura também representa os circuitos 

nigroestriatal e estriatonigral – projeções dos neurônios dopaminérgicos da substantia nigra pars compacta (SNc) no 



sentido dos MSNs GABAérgicos do striatum e projeções dos MSNs GABAérgicos do striatum no sentido dos 

neurônios dopaminérgicos da SNc, respectivamente. Os MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via indireta 

encontram-se preponderantemente neurodegenerados na HD. Modificado de Blum et al. (2003). 

1.1.2. Neuroembriologia dos neurônios GABAérgicos do Striatum 

 Segundo Geater (2014), células-tronco (stem cells) são células indiferenciadas que se 

multiplicam indefinidamente. As células filhas podem manter-se no estágio indiferenciado, 

conservando as propriedades proliferativas das células precursoras; ou, mediante influências de 

vias de sinalização específicas, diferenciar-se em demais subtipos de células progenitoras – 

algumas poderão adquirir e preservar-se em estágios de diferenciação intermediários (células-

tronco adultas - adult stem cells) que são caracterizadas pela propriedade de multipotência 

(diferente das primeiras que poderão ser totipotentes ou pluripotentes). Multipotência é a 

capacidade de diferenciar-se em vários subtipos de células maduras, conforme o tecido onde se 

localizam. Pluripotência é a capacidade de diferenciar-se em qualquer célula do desenvolvimento 

embrionário, exceto do tecido extraembrionário (ex.: placenta). Quando as células-tronco 

pluripotêntes são denominadas "células-tronco embrionárias" (Embryonic Stem Cells - ESCs) 

quando obtidas a partir do isolamento da massa interna do embrião em desenvolvimento 

(blastocisto) (Fraichard, A. et al., 1995; Hancock, 2000; Geater, C., 2014; Martello e Smith, 2014; 

Strubing, C. et al., 1995). Em síntese, células-tronco apresentam dois possíveis destinos: células 

filhas com potenciais de desenvolvimento e proliferação semelhantes às da linhagem precursora; 

e células filhas especializadas para a diferenciação (Martello e Smith, 2014). 

 Cronologicamente, as ESCs, quando reimplantadas na massa interna do blastocisto, 

iniciam o processo de diferenciação a partir da formação da ectoderme primitiva que, por sua vez, 

originará, através do processo de gastrulação, os três folhetos embrionários: ectoderme, 

mesoderme e endoderme (Rathjen et al., 1999). Adiante, a neuroectoderme se forma a partir da 

ectoderme e mediante as influências da mesoderme (Rathjen et al., 1999). Assim, a origem 

embrionária dos neurônios espinhosos médios (medium spiny neurons - MSNs) do corpo estriado 

(striatum) ocorre por meio de um rito conhecido: neuroindução das células da ectoderme e 

formação da neuroectoderme; neurulação e consequente formação do tubo neural; padronização 

do eixo longitudinal Ântero-Posterior, dobramento e subdivisão em quatro estruturas anatômicas, 

duas anteriores (telencéfalo e diencéfalo – formadas a partir do prosencéfalo) e duas posteriores 

(mesencéfalo e rombencéfalo) (Evans, A. E. et al., 2012; Geater, C., 2014). 
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 O telencéfalo é subdividido em pallium e subpallium (Evans, A. E. et al., 2012; Geater, C., 

2014). A partir do pallium se origina o neocortex; enquanto a partir do subpallium se origina o 

corpo estriado, o globo palido, o bulbo olfatorio e alguns neurônios do córtex. O subpallium, após 

uma rápida migração de neurônios pós-mitóticos, se subdivide em três subestruturas anatômicas 

denominadas eminência ganglionar lateral (LGE), eminência ganglionar medial (MGE) e 

eminência ganglionar caudal (CGE) (Evans, A. E. et al., 2012; Geater, C., 2014). A LGE será o 

sítio epigênico do caudate e do putamen; assim como o local necessário à manifestação de duas 

outras subdivisões, as quais são denominadas dorsal LGE (dLGE) e ventral LGE (vLGE), 

conforme o padrão de expressão genica regional (Evans, A. E. et al., 2012). Existem duas zonas 

proliferativas denominada "zona ventricular (VZ)" e "zona subventricular (SVZ)" no interior do 

neuroepitélio circundado pelo telencéfalo. A região VZ é o sítio epigênico dos interneurônios 

GABAérgicos (secretadores de γ-aminobutyric acid - GABA), a partir da qual estas células 

migram no sentido das localizações anatômicas onde são observados nos cérebros de animais 

maduros (Geater, C., 2014). Os MSNs constituem cerca de 90% do LGE (Geater, C., 2014). 

As subestruturas dos gânglios da base (basal ganglia, BG) denominadas núcleo caudado, 

putamen e núcleo accumbens constituem a superestrutura 'corpo estriado' (striatum) (Geater, C., 

2014). O striatum desenvolve funções correlacionadas ao controle da coordenação motora 

primaria, assim como às vias das emoções e da cognição (Evans, A. E. et al., 2012). O striatum 

apresenta 95% de sua superfície constituída por meio dos MSNs GABAérgicos (Sepers e 

Raymond, 2014; Geater, C., 2014). Os MSNs GABAérgicos são as células mais afetadas na HD 

(Bates, B. et al., 2013). 

1.1.3. Neuroanatomia dos gânglios da base (BGs) 

 Os gânglios da base (BGs) são constituídos por um conjunto de estruturas anatômicas 

subcorticais interligadas (Lanciego et al., 2012; Haber, 2016). Estas estruturas são subclassificadas 

conforme as regiões em torno do eixo longitudinal do sistema nervoso central (SNC). Na secção 

dorsal encontra-se neostriatum (caudate e putamen), globus pallidus (externo, GPe; e interno, 

GPi), substantia nigra (SN) e subthalamic nucleus (STN); enquanto na secção ventral encontra-se 

núcleo accumbens e tubérculo olfatório. A secção ventral foi correlacionada aos mecanismos de 

recompensa e reforço (áreas límbicas); a secção central à cognição; e a secção dorsal ao controle 

da coordenação motora. 



1.1.4. Neurofisiologia do sistema de circuitos córtico-BGs do controle da coordenação dos 

movimentos corporais voluntários 

 Os neurônios do córtex motor atuam em conjunto com os neurônios da secção dorsal a fim 

de coordenar os movimentos corporais voluntários selecionados por meio dos processos cognitivos 

e emocionais (Shipp, 2017; Ploktin e Goldberg, 2018). Estas conexões sinápticas constituem um 

sistema de circuitos genericamente conhecidos como córtico-BGs, os quais apresentam funções 

correlacionadas ao controle da coordenação dos movimentos corporais voluntários (Ploktin e 

Goldberg, 2018). Os neurônios piramidais glutamatérgicos do córtex motor apresentam sítios 

eferentes em neurônios do striatum e do subthalamic nucleus (STN) (Sano et al., 2013; Huerta-

Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). O sistema de circuitos córtico-BGs 

correlacionados às funções motoras é constituído por três vias conhecidas como direta, indireta e 

hiperdireta (Figura 3) (Sano et al., 2013; Shipp, 2017). 

 

Figura 3. Modelo das vias do controle da coordenação dos movimentos corporais voluntários por meio dos circuitos 

córtico-BGs. Estes três loops representam as vias hiperdireta (HpDr), indireta (InDr) e direta (Dir). Anatomicamente, 

as vias se distinguem apenas nos segmentos localizados anteriormente ao GPi/SNr. As vias direta e indireta são 

integradas pelos MSNs GABAérgicos do striatum. Os MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via direta 

expressam receptores D1, enquanto os MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via indireta expressam 
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receptores D2. Por meio da via hiperdireta, a partir dos neurônios piramidais corticais glutamatérgicos, a excitação 

dos neurônios glutamatérgicos do núcleo subtalâmico (STN) promove a estimulação excitatória dos neurônios 

GABAérgicos (inibitórios) do GPi/SNr. Por meio da via indireta, a excitação dos MSNs GABAérgicos D2-positivos 

do striatum resulta na inibição dos neurônios GABAérgicos do GPe, os quais deixam de inibir os neurônios do STN, 

promovendo a excitação dos neurônios do GPi/SNr. Por meio da via direta, a excitação dos MSNs GABAérgicos D2-

positivos do striatum resulta na inibição dos neurônios do GPi/SNr. A estimulação dos neurônios do GPi/SNr promove 

a inibição dos neurônios glutamatérgicos do tálamo, o que resulta na desestimulação dos neurônios corticais e, 

consequentemente, em hipocinesia – mecanismos de feedback negativo. Por outro lado, a inibição dos neurônios do 

GPi/SNr resulta em desinibição dos neurônios glutamatérgicos do tálamo e, consequentemente, estimulação dos 

neurônios corticais e produção de hipecinesia – mecanismos de feedback positivo. Modificado de Shipp (2017). 

 As vias direta e indireta se iniciam a partir dos neurônios piramidais corticais 

glutamatérgicos que se projetam no sentido dos MSNs GABAérgicos do striatum (Lanciego et al., 

2012; Huerta-Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). Estes neurônios se conectam por 

meio das conexões sinápticas córtico-BGs corticoestriatais (Shipp, 2017). As conexões 

corticoestriatais são consideradas os primeiros sítios de resistência da série de circuitos cortico-

BGs correlacionados às funções de coordenação dos movimentos corporais voluntários (Sano, H. 

et al., 2013; Ploktin e Goldberg, 2018). Os MSNs GABAérgicos do striatum são as principais 

células receptoras das informações neurais direcionadas aos BGs (Lanciego et al., 2012). Eles 

apresentam elevada densidade dendrítica e integram inputs advindos do córtex, do tálamo e do 

tronco-cerebral. Quando estimulados pelo neurotransmissor excitatório glutamato, os MSNs 

GABAérgicos secretam o neurotransmissor inibitório GABA (aminoácido gamma-amino butirico, 

GABA) em seus terminais sinápticos. (Ploktin e Goldberg, 2018). Em cérebro de roedores, o 

striatum é a principal unidade de processamento dos BGs, sendo aproximadamente 90% de sua 

massa constituída pelos MSNs GABAérgico (Lanciego et al., 2012; Ploktin e Goldberg, 2018; 

Chen et al., 2013). 

 A via direta se inicia a partir dos MSNs GABAérgicos do striatum que se projetam 

monosinapticamente no sentido dos neurônios GABAérgicos do GPi (Lanciego et al., 2012; 

Huerta-Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). Além disso, os MSNs GABAérgicos da 

via direta também apresentam eferências no sentido dos neurônios GABAérgicos e 

dopaminérgicos da SNr (circuito striatonigral). Quando os neurônios GABAérgicos do GPi/SNr 

são inibidos por meio dos estímulos advindos dos MSNs GABAérgicos do striatum, os primeiros 

deixam de secretar o aminoácido GABA em seus terminais sinápticos aferentes aos neurônios 



piramidais talâmicos glutamatérgicos, o que resulta na desinibição deste último. Deste modo, 

neurônios piramidais talâmicos glutamatérgicos retomam a secreção de um excesso de glutamato 

em seus terminais sinápticos localizados em conexões tálamo-corticais. O estímulo excitatório do 

aminoácido neurotransmissor glutamato sobre os neurônios piramidais corticais resulta em 

aumento da liberação de glutamato nas fendas sinápticas das conexões corticoestriatais. A 

reestimulação dos MSNs GABAérgicos do striatum da via direta representa um mecanismo de 

feedback positivo (Lanciego et al., 2012; Ploktin e Goldberg, 2018). O desfecho neurofisiológico 

da via direta é a facilitação dos movimentos corporais (Freeze et al., 2013) (Lanciego et al., 2012) 

(Ploktin e Goldberg, 2018). 

 A via indireta é constituída por MSNs GABAérgicos do striatum que apresentam outputs 

em neurônios GABAérgicos do GPe (circuito Striatopallidal) (Lanciego et al., 2012; Huerta-

Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). Os neurônios GABAérgicos do GPe apresentam 

conexões sinápticas inibitórias sobre os neurônios subtalâmicos glutamatérgicos. Desta forma, a 

estimulação dos MSNs GABAérgicos do striatum promove a inibição dos neurônios 

GABAérgicos do GPe. Neurônios GABAérgicos do GPe, quando inibidos, deixam de inibir os 

neurônios glutamatérgicos subtalâmicos (subthalamic nucleus - STN). Neurônios glutamatérgicos 

subtalâmicos, desinibidos, retomam a liberação de glutamato em seus terminais sinápticos 

aferentes aos neurônios GABAérgicos do GPi/SNr. A estimulação excitatória dos neurônios 

GABAérgicos do GPi/SNr resulta em aumento da secreção (ou liberação) de GABA em seus 

terminais sinápticos aferentes aos neurônios piramidais talâmicos glutamatérgicos. A inibição dos 

neurônios piramidais talâmicos glutamatérgicos resulta em diminuição da liberação de glutamato 

nas fendas sinápticas das conexões tálamo-corticais. Por consequência, os neurônios piramidais 

corticais glutamatérgicos, não estimulados, diminuem a liberação de glutamato em seus terminais 

sinápticos aferentes às conexões corticoestriatais. Deste modo, a diminuição dos estímulos 

corticais por meio da ativação dos MSNs GABAérgicos do striatum da via indireta trata-se de um 

mecanismo de feedback negativo (Lanciego et al., 2012; Shipp, 2017; Ploktin e Goldberg, 2018). 

O desfecho será a redução da atividade motora voluntária (movimentos hipocinéticos) (Freeze et 

al., 2013; Lanciego et al., 2012; Shipp, 2017; Ploktin e Goldberg, 2018). 

 A via hiperdireta (hyperdirect pathway) se inicia a partir dos neurônios piramidais corticais 

glutamatérgicos aferentes aos neurônios glutamatérgicos do STN (Sano, H. et al., 2013). Desta 



25 
 

forma, os neurônios piramidais corticais glutamatérgico liberam o aminoácido glutamato em 

terminações nervosas aferentes aos neurônios glutamatérgicos do STN. Quando estimulados, os 

neurônios glutamatérgicos do STN aumentam a liberação de glutamato em suas terminações 

nervosas aferentes aos neurônios GABAérgicos do núcleo motor do GPi/SNr (Sano, H. et al., 

2013). A estimulação dos neurônios GABAérgicos do núcleo motor do GPi/SNr resulta no 

aumento da liberação do neurotransmissor inibitório GABA nas conexões sinápticas estriado-

talâmicas. A inibição dos neurônios piramidais talâmicos glutamatérgicos pelos neurônios 

GABAérgicos do GPi/SNr provoca uma diminuição da liberação do aminoácido glutamato nas 

conexões sinápticas tálamo-corticais (Sano, H. et al., 2013; Shipp, 2017). Deste modo, a inibição 

(ou desestimulação) dos neuronios pirâmidais corticais glutamatérgicos configura um mecanismo 

de feedback negativo. O desfecho será a diminuição da atividade motora (hipocinesia) (Sano, H. 

et al., 2013; Shipp, 2017). 

 Outro circuito capaz de influenciar as funções de controle da coordenação dos movimentos 

corporais voluntários é o nigroestriatal (Flores-Barrera et al., 2011; Lanciego et al., 2012; Ploktin 

e Goldberg, 2018). As conexões nigroestriatais são constituídas por meio dos contatos sinápticos 

entre os neurônios dopaminérgicos da SNc e seus eferentes MSNs GABAérgico do striatum da 

via direta e indireta. A estimulação dos neurônios dopaminérgicos da SNc pode resultar em 

ativação dos receptores D1 expressos em MSNs GABAérgicos da via direta, o que produz um 

aumento da atividade da via direta por meio do aumento da liberação de GABA em células do GPi. 

Por outro lado, a ativação dos receptores D2 expressos em MSNs GABAérgicos da via indireta 

inibe a liberação de GABA em seus terminais pré-sinápticos, o que resulta em uma diminuição da 

atividade da via indireta. Este mecanismo de neuromodulação permite aumentar a atividade da via 

direta e diminuir a atividade da via indireta. O desfecho será a inibição da liberação de GABA nas 

terminações nervosas dos neurônios GABAérgicos do GPi/SNr aferentes aos neurônios 

glutamatérgicos do tálamo. Deste modo, a estímulação dopaminérgica resulta em um aumento da 

atividade corporal voluntária, pois diminui o número de inputs inibitórios dos BGs em neurônios 

glutamatérgicos excitatórios do tálamo, aumentando, consequentemente, os números de inputs 

excitatórios nos neurônios piramidais corticais glutamatérgicos (Lanciego et al., 2012). 

 Desta forma, a HD configura o quadro clínico de hipercinesia, pois trata-se de uma 

consequência da perda dos MSNs GABAérgicos D2-positivos (via indireta). Este mecanismo é 



explicado por meio das funções inibitórias persistentes dos MSNs GABAérgicos D1-positivos da 

via direta sobre os neurônios GABAérgicos do GPi/SNr cujas diminuições dos outputs permitem 

uma ativação constante dos neurônios corticais motores pelos neurônios glutamatérgicos 

talâmicos. Por outro lado, na PD, os movimentos corporais diminuídos (hipocinesia) trata-se de 

um reflexo da perda dos neurônios dopaminérgicos SNc, o que resulta em um aumento da atividade 

inibitória dos neurônios GABAérgicos do GPi/SNr e, consequentemente, diminuição da ativação 

motora por meio do aumento da inibição dos neurônios do tálamo e do córtex motor. Este desfecho 

é explicado por meio da diminuição da atividade da via direta e por meio do aumento da atividade 

da via indireta. 

1.1.5. Neurobiologia dos MSNs GABAérgicos do striatum 

 Duas classes de MSNs GABAérgicos do striatum foram descritas, conforme as 

propriedades imunocitoquímicas, conexões/vias de integração e funções neurofisiológicas: MSNs 

que co-expressam GABA, substância P e receptores de dopamina D1 - apresentam eferências em 

neurônios GABAérgicos do GPi/SNr (circuito striatonigral - via direta) e se correlacionam às 

funções hipercinéticas; e MSNs que co-expressam GABA, encefalina, receptores purinérgicos A2A 

e receptores de dopamina D2 - apresentam eferências em neurônios GABAérgicos do GPe 

(circuito striatopallidal - via indireta) e se correlacionam às funções hipocinéticas (Lanciego et 

al., 2012; Chen et al., 2013; Shepherd, G. M. G., 2013; Shipp, 2017; Rangel-Barajas e Rebec, 

2016; Ploktin e Goldberg, 2018; Amita, H. et al., 2019). Em pacientes da HD, os MSN 

GABAérgico D2-positivo são os principais a sofrerem neurodegeneração (Reiner et al., 1988; 

Shepherd, 2013; Rangel-Barajas e Rebec, 2016; Amita et al., 2019). 

1.1.6. Patogenia celular na HD & Excitotoxicidade 

As conexões corticoestriatais permitem o estabelecimento das sinápses entre os neurônios 

piramidais corticais glutamatérgicos e os MSNs GABAérgicos do striatum, as quais são 

intermediadas pelos receptores glutamatérgicos de NMDA cujo segundo-mensageiro é o Ca2+ 

(Galvan et al., 2012; Vyklicky et al., 2014; Bunner e Rebec, 2016; Shipp, 2017; Hansen et al., 

2018). Na HD, os MSNs GABAérgicos do striatum D2R-positivos são os primeiros a sofrerem 

neurodegeneração (Goodliffe et al., 2018). As proteínas mHtts apresentam propriedades 

citotóxicas determinadas a partir de fatores como a perda das funções da Htt, dificuldade de 

depuração da mHtt, formação de agregados proteicos (citoplasmáticos e nucleares), predisposição 
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ao estresse oxidativo, disfunções nos sistemas de transcrição e das deficiências nos sistemas 

autofágicos (Figura 4) (Walling et al., 1998; Tong et al., 2011; Sepers e Raymond, 2014; Bates et 

al. 2015; Girling e Wang, 2016; Pandey e Rajamma, 2018). Em vista disso, a predominância de 

MSNs GABAérgicos D2-positivos neurodegenerados é explicada a partir da validação de uma das 

duas hipóteses teóricas que se referem à vulnerabilidade aos efeitos deletérios dos fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes (H1) e à sensibilidade aos efeitos citotóxicos da mHtt (H2); 

assim como a partir de uma terceira hipótese (H3) referente à potencialização dos fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes por meio dos efeitos citotóxicos da mHtt (Zeron et al., 2004; 

Sepers e Raymond, 2014; André et al., 2010; Kalani et al., 2018). Neste sentido, as principais 

hipóteses teóricas a respeito das causas das mortes preferenciais dos MSNs GABAérgicos do 

striatum versam a respeito das capacidades das proteínas mHtt de potencializarem os efeitos 

excitotóxicos dos aumentos das [Ca2+]i dependentes dos influxos de Ca2+ extracelular através dos 

receptores de NMDA ionotrópicos (iNMDARs) extrasinápticos (Paoletti et al., 2008; Milnerwood 

et al., 2010; Fan et al., 2012; Milnerwood et al., 2012; Sepers e Raymond, 2014; Girling e Wang, 

2016). 



 

Figura 4. Mecanismos patogênicos celulares na Doença de Huntington. (1) Transcrição do gene HTT e produção da 

proteína huntingtina de tamanho completo (full-lenght huntingtin protein) – antes de sofrer modificação pós-

traducional. O comprimento da região poli-Q varia conforme o número de repetições do códon CAG no exon 1 do 

gene HTT. (2) Clivagem das proteínas huntingtinas de tamanho completo por proteólise – produção de fragmentos 

protéicos. (3) Entrada dos fragmentos protéicos no núcleo da célula. (4) Formação de inclusões de fragmentos 

protéicos, e resultante desregulação transcricional. (5)  Fragmentos das proteínas huntingtina formam agregados 

citoplasmáticos. (6) A agregação das proteínas huntingtina aumenta por meio das disfunções nos sistemas 

proteostáticos, resultando nas disfunções celulares. (7) As proteínas huntintina mutantes resultam em disfunções 

celulares adicionais, incluindo as disfunções sinápticas, toxicidade mitocondrial e diminuição da taxa de transporte 

axonal. Demos ênfase aos mecanismos associados às disfunções sinápticas (quadro em vermelho) e às toxicidades 

mitocondriais (quadro em azul), pois se correlacionam, respectivamente, à hipótese teórica ‘H1’referente à 

vulnerabilidade aos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes e à hipótese teórica ‘H2’ referente à 

sensibilidade aos efeitos citotóxicos das proteínas mHtt – inibição do complexo mitocondrial II (succinato 

desidrogenase). O quadro em verde refere-se à hipótese teórica ‘H3’ relativa aos efeitos citotóxicos sinérgicos entre 

as estimulações dos receptores glutamatérgicos de NMDA e as inibições dos complexos mitocondriais II pelas mHtts. 

Modificado de Bates et al. (2015). 
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A excitotoxicidade conceitua-se como um evento neurotóxico secundário caracterizado por 

meio de um rápido influxo de Ca2+ extracelular seguido pelos aumentos exacerbados das 

concentrações citoplasmáticas de Ca2+ ([Ca2+]c), os quais resultam na ativação de uma série de 

cascatas de sinalização correlacionadas à morte celular (Tehse e Taghibiglou, 2018). Outro 

conceito se fundamenta nas características dos fenômenos excitotóxicos que se resultam dos 

efeitos citotóxicos das estimulações farmacológicas dos receptores excitatórios cujos mecanismos 

de transdução do sinal promovem a despolarização das membranas plasmáticas celulares a partir 

do aumento das concentrações citoplasmáticas do segundo-mensageiro Ca2+ (Dong et al., 2009; 

Stanika et al., 2012). 

As duas principais hipóteses teóricas de mecanismo excitotóxico são denominas “calcium 

loading” e “source specificity” (Stanika et al., 2012). Estas hipóteses objetivam correlacionar os 

aumentos excessivos das [Ca2+]c às mortes neuronais. A hipótese “calcium loading” correlaciona 

os aumentos dos níveis citoplasmáticos de Ca2+ de modo diretamente proporcional às mortes 

neuronais. A hipótese “source specificity” correlaciona os aumentos das variações transientes das 

[Ca2+]c de modo diretamente proporcional às porcentagens (%) de neurônios mortos em função 

das crescentes concentrações dos fármacos agonistas dos NMDARs. 

Discussões a respeito das causas eficientes às mortes neuronais por excitotoxicidade 

convergem em hipóteses que objetivam compreender os aumentos universais das [Ca2+]i e as 

estimulações necessárias dos iNMDARs (Stanika et al., 2012; Minnella et al., 2018). Assim, o 

Ca2+ trata-se de um intermediário comum aos fenômenos excitotóxicos – sendo uma causa 

material, universal e necessária à excitotoxicidade (Tymianski et al., 1993; Duchen, 2012). O 

glutamato, por sua vez, representa uma causa eficiente, necessária, porém, não universal à 

excitotoxicidade – haja vista a existência dos fenômenos excitotóxicos glutamato-independentes 

(Tehse e Taghibiglou, 2018). 

Os fenômenos excitotóxicos foram caracterizados por meio das variações transientes das 

[Ca2+]i, sendo os seus perfis bifásicos de aumento das [Ca2+]i correlacionados às morte neuronais 

devido à excitotoxicidade (Tymianski et al., 1993; Abramov et al., 2008). A primeira fase de 

aumento das [Ca2+]i se constitui a partir de uma rápida variação transiente das [Ca2+]c que decai 

em minutos, e se fundamenta no influxo de Ca2+ extracelular. A segunda fase representa um 

comportamento de manutenção das [Ca2+]i aumentadas, caracterizado por sustentabilidade e 



irreversibilidade, sendo correlacionado de modo diretamente proporcional às iminentes mortes 

celulares programadas (apoptose). Embora a segunda fase dos fenômenos excitotóxicos seja 

considerada um indício de morte neuronal; a primeira fase, correlacionada aos influxos 

transmembrana, trata-se de uma função prévia, universal e necessária à morte celular devido à 

excitotoxicidade. 

Na literatura científica, o glutamato é o principal estímulo inicial descrito de forma 

correlacionada à excitotoxicidade (Tehse e Taghibiglou, 2018). Da mesma forma, na HD, a 

excitotoxicidade se correlaciona à estimulação dos NMDARs e a fatores como: liberação 

acentuada do glutamato; recaptação defeituosa do glutamato; aumento da sensibilidade dos 

receptores glutamatérgicos; e disfunções nos mecanismos de transdução de sinal (Sepers e 

Raymond, 2014; Girling e Wang, 2016). Assim, o sistema de sinalização glutamatérgico 

representa um modelo clássico, efetivo e útil aos estudos de desenvolvimento dos fenômenos 

excitotóxicos por meio da adição de altas concentrações de um fármaco (ex.: o neurotransmissor 

glutamato) capaz de estimular de modo excessivo os NMDARs (ionotrópicos), resultando no 

aumento exacerbado das [Ca2+]i (Abramov et al., 2008; Martins et al., 2012; Stanika et al., 2012; 

Rivero-Segura et al., 2017; Minnella et al., 2018; Park et al., 2019; Krasil'nikova et al., 2019). A 

adição dos agonistas dos receptores glutamatérgicos em altas concentrações pode resultar na 

despolarização súbita das membranas plasmáticas neurais, enquanto promovem estados contínuos 

de despolarização das membranas plasmáticas quanto adicionados em baixas concentrações de 

modo crônico (Dong et al., 2009; Rueda et al., 2016). 

As funções neurotóxicas que correlacionam os aumentos das [Ca2+]i às porcentagens (%) de 

sobrevida neuronal auxiliam na compreensão das vias de influxo de Ca2+, das dinâmicas de 

variação transiente das [Ca2+]i e das funções cronológicas (cinética) dos aumentos das [Ca2+]i 

(Tymianski et al., 1993; Minnella et al., 2018). A apoptose é frequentemente avaliada quando se 

estuda a excitotoxicidade induzida por meio da ativação dos iNMDARs em cultura de neurônios 

(Martins et al., 2012; Sun et al., 2016; Rivero-Segura et al., 2017; Ding et al., 2018; Park et al., 

2019; Krasil'nikova et al., 2019; Liu et al., 2007). Entretanto, existem controvérsias em relação 

aos mecanismos de morte celular correlacionados à excitotoxicidade desenvolvida por meio das 

diferentes excitotoxinas (Allen et al., 1999; Lentile et al., 2001). Os fenômenos excitotóxicos 

glutamato-dependentes podem resultar em morte celular por apoptose ou necrose (Lentile et al., 
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2001; Liu et al., 2007; Pei et al., 2014; Rivero-Segura et al., 2017). Contudo, alguns autores 

argumentam a favor de que as estimulações dos receptores NMDA acima dos limites necessários 

à sobrevivência neuronal resultam em produção de espécies reativas, influxo de Ca2+ e morte 

celular por necroptose (Xu et al., 2007; Zhu et al., 2011). Por outro lado, trabalhos correlacionando 

a HD à autofagia apresentam inconsistências (Baldo et al., 2013); embora a indução de 

mecanismos autofágicos seja considerada uma alternativa terapêutica (Ravikumar et al., 2004). 

Apesar das diferenças entre as hipóteses de causa eficiente à excitotoxicidade (“calcium 

loading” e “source specificity”), nota-se um consenso em torno das hipóteses referentes à causa 

formal, as quais se fundamentam no princípio de que os aumentos exacerbados das [Ca2+]i 

suplantam os sistemas de manutenção dos níveis homeostáticos das [Ca2+]i, resultando nos 

desequilíbrios entre as [Ca2+]i (Duchen, 2012; Stanika et al., 2012; Ghezzi et al., 2017). Desta 

forma, os desequilíbrios entre as [Ca2+]i tratam-se de uma consequência da incapacidade dos 

sistemas de tamponamento do Ca2+ suportarem os aumentos excessivos das [Ca2+]i. Portanto, as 

vulnerabilidades neuronais à excitotoxicidade podem ser explicadas por meio da perda dos 

mecanismos de controle dos estados homeostáticos das [Ca2+]i, resultando nos aumentos 

excessivos das [Ca2+]i e, consequentemente, nos efeitos deletérios dos fenômenos excitotóxicos, 

assim como no desfecho morte celular. 

Conforme descrito, os aumentos das [Ca2+]i performam um fator que compõe as leis 

fundamentais dos princípios de causa-efeito dos fenômenos excitotoxicos. Assim, os efeitos 

deletérios da excitotoxicidade que se correlacionam de modo diretamente proporcional aos 

aumentos das [Ca2+]c incluem: acumulação mitocondrial de Ca2+; disfunções mitocondriais; 

produção de espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species, ROS); regulação positiva da 

óxido nítrico sintase (nNOS up regulation); produção de radicais livres; despolarização da 

membrana mitocondrial; ativação do poro de permeabilidade transitória nas membranas 

mitocondriais; estresse do retículo endoplasmático; e liberação de enzimas lisossomais (Stanika et 

al, 2012; Ghezzi et al., 2017; Minnella et al., 2018; Angelova et al., 2019). Os aumentos das 

[Ca2+]c dependentes dos iNMDARs também resultam em efeitos deletérios característicos da 

excitotoxicidade, porém, apresentam a particularidade de aumentarem a produção do radical 

superóxido a partir da ativação da NADPH oxidase-2 (NOX-2) (Rueda et al., 2016; Stanika et al, 

2012; Minnella et al., 2018; Angelova et al., 2019). 



As mitocôndrias desempenham funções importantes no metabolismo energético celular, na 

regulação das concentrações citoplasmáticas de cálcio livre, no controle dos estados de estresse 

oxidativo e nos mecanismos associados à sobrevivência e à morte celular (Dong et al., 2009; 

Kalani et al., 2018). Assim, a excitotoxicidade ocorre por meio da estimulação excessiva dos 

receptores glutamatérgicos, do desequilíbrio das concentrações intracelulares de cálcio e do 

desenvolvimento das disfunções mitocondriais. (Duchen, 2012). Com efeito, disfunções no 

sistema de sinalização glutamatérgico, de regulação das [Ca2+]i e nos mecanismos diretamente 

correlacionados às funções fisiológicas das mitocôndrias promovem, consecutivamente, o 

aumento das concentrações intracelulares de cálcio livre, a excitotoxicidade e a morte celular 

(Paoletti et al., 2008; Milnerwood et al., 2010; Rueda et al., 2015; Rueda et al., 2016; Ghezzi et 

al., 2017). Este rito se ratifica por meio dos resultados adquiridos a partir das pesquisas 

citopatológicas da HD, onde nota-se correlações diretamente proporcionais entre os fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes, as formações dos poros de permeabilidade transitória 

mitocondriais (mitochondrial permeability transition pore, mPTP) e as morte celulares (Duchen, 

2012; Kalani et al., 2018). 

A expressão das mHtts nos MSNs GABAérgicos do striatum resulta em disfunções 

metabólicas que são explicadas a partir das baixas expressões das subunidades do complexo 

mitocondrial II (succinato desidrogenase), as quais culminam na diminuição da eficiência 

catalítica entre os complexos mitocondriais II e III da cadeia de transporte de elétrons e no 

comprometimento das viabilidades celulares (Figura 5) (Oliveira, 2010; Ferreira et al., 2010; 

Quintanilla et al., 2016; Blum et al., 2018). De modo análogo, o tratamento de neurônios pós-

mitóticos com o ácido 3-nitropropiônico (3-NP) - um inibidor irreversível do complexo 

mitocondrial II – também resulta em comprometimento do metabolismo energético, anoxia 

química, produção de espécies reativas, neurodegeneração seletiva aos MSNs GABAérgicos do 

striatum D2-positivos, assim como nos comportamentos característicos dos animais modelos da 

HD (Vis et al., 1999; Leventhal et al., 2000; Milakovic et al., 2006; Karanian et al., 2006; Gupta 

e Deshpande, 2008; Herrera-Mundo e Sitges, 2010; Túnez et al., 2010; Gao et al., 2015; Blum et 

al., 2018; Ahmed et al., 2020; Cabral-Costas e Kowaltowski, 2020). Além disso, os tratamentos 

das culturas de fatia de tecido neural e das linhagens de células neurais e não-neurais com 3-NP 

promove a morte celular programada (apoptose) devido às disfunções mitocondriais 

correlacionadas à perda do potencial transmembrana mitocondrial (Δψm) e à produção das 
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espécies reativas de oxigênio (Pang e Geddes, 1997; Colle et al., 2012; Al-Sabahi et al., 2014; 

Kang et al., 2018; Wei et al., 2019; Ahmed et al., 2020). Assim, as inibições do complexo 

mitocondrial II por meio das expressões das proteínas mHtt ou dos tratamentos com 3-NP resultam 

nos aumentos da sensibilidade dos MSNs GABAérgicos do striatum aos fenômenos excitotóxicos 

dependentes das estimulações dos receptores de NMDA (Zeron et al., 2004; Gao et al., 2015; 

Milakovic et al., 2006). Pensando nisso, na Figura 5, focalizamos o complexo mitocondrial II 

(quadro em vermelho), pois trata-se do sítio de inibição do 3-NP necessário à configuração do 

nosso modelo de citotoxicidade bioquímica da HD; e os receptores de NMDA (quadro em azul), 

pois trata-se do sítio de atuação do agonista QA necessário ao nosso modelo de citotoxicidade 

neurofarmacológica da HD. Desta forma, o tratamento dos neurônios diferenciados com QA 

objetivou a avaliação da hipótese ‘H1’; o tratamento com 3NP objetivou a avaliação da hipótese 

‘H2’; e o tratamento com QA e 3-NP objetivou a avaliação da hipótese ‘H3’. 

 

Figura 5. mHtt e disfunções mitocondriais nos MSNs GABAérgicos do striatum. A imagem representa os eventos 

intracelulares que ocorrem nos MSNs GABAérgicos do striatum conforme as alterações causadas por meio da 

expressão da mHtt (proteína vermelha contendo a região poliglutaminica – poliQ – em verde) e de acordo com o 

contexto das comunicações sinápticas envolvendo os neurônios glutamatérgicos pré-sinápticos (neuron) – conexões 

corticoestriatais – e os astrócitos adjacentes (astrocyte). Na parte superior à esquerda, nota-se as desregulações 

transcricionais nucleares envolvendo as vias p53 e PGC-1α, assim como o transporte de proteínas mitocondriais 



codificadas no núcleo celular por meio dos transportadores TOM (outer-membrane transporter) e TIM (inner-

membrane transporter). Na parte superior à direita, nota-se que a mHtt inibe o complexo mitocondrial II da cadeia de 

transporte de elétrons e fosforilação oxidativa (OXPHOS) e interage diretamente com as proteínas e complexos 

protéicos adenina nucleotídeo translocase (ANT), canal iônico dependente de voltagem, mPTP e aralar. No centro, 

nota-se que o ATP produzido a partir da via glicolítica e da OXPHOS é utilizado como fonte de energia necessária à 

via não-mitocondrial de tamponamento de Ca2+ localizada no reticulo endoplasmático (ER) e mediada pela Ca+-

ATPase. Na direita, nota-se o influxo de Ca2+ através dos NMDARs glutamato-dependentes e via mitocondrial de 

tamponamento do Ca2+ citoplasmático – uniporter. Na parte inferior esquerda, nota-se que a mHtt impede o tráfico 

das mitocôndrias no sentido dos sítios de necessidade de ATP e de tamponamento de Ca2+. GAD (glutamic acid 

decarboxylase) converte glutamato (esferas em roxo) em GABA (esferas em rosa). Ciclo do ácido tricarboxílico (TCA, 

tricarboxylic acid cycle). Os mecanismos propostos ainda não foram completamente elucidados. O quadro em 

vermelho representa o sítio de inibição do ácido 3-nitropropiônico (3-NP), enquanto o quadro em azul representa o 

sítio de atuação do agonista ácido quinolínico (QA). Modificado de Oliveira (2010). 

Os mecanismos das proteínas mHtt que se correlacionam ao aumento da sensibilidade dos 

MSNs GABAérgicos do striatum diante da elevação da [Ca2+]c fundamentam-se na inibição do 

complexo mitocondrial II, a qual resulta em: aumento da permeabilidade das membranas 

mitocondriais; diminuição do potencial da membrana mitocondrial (deltapsim); diminuição do 

estado respiratório 3; diminuição da capacidade mitocondrial de captar o Ca2+ citoplasmático; 

despolarização das membranas mitocondriais após um aumento da [Ca2+]c; formação do Poro de 

Permeabilidade Transitória mitocondrial (mPTP); e no desenvolvimento de apoptose ou necrose 

(Brustovetsky et al., 2003; Milakovic et al., 2006). Por outro lado, sabemos que as aferências 

glutamatérgicas e dopaminérgicas são fatores correlacionados à predisposição ao estresse 

oxidativo (Brustovetsky et al., 2003); que as estimulações glutamatérgicas excessivas e os 

aumentos exacerbados das concentrações citoplasmáticas de cálcio livre induzem as formações 

dos mPTPs (Brustovetsky et al., 2003; Abramov et al., 2008; Duchen, 2012; Rueda et al., 2016); 

que a inibição do mPTP, na presença da mHtt, impede a diminuição das capacidades de captação 

mitocondrial de cálcio livre citoplasmático (Milakovic et al., 2006); e que os tratamentos com 

antagonistas dos NMDARs inibem o desenvolvimento de lesões no striatum resultantes das 

administrações sistêmicas do 3-NP (Sepers e Raymond, 2014). Em conjunto, tais observações 

justificariam a utilização dos antagonistas dos receptores NMDA na HD, entretanto, observou-se 

efeitos colaterais correlacionados às influências dos NMDARs nos mecanismos associados à 

viabilidade celular e à plasticidade neural (Zeron et al., 2001; Milnerwood et al., 2010; Girling e 

Wang, 2016). 
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1.1.7. Neurofarmacologia dos MSNs GABAérgicos do striatum 

1.1.7.1. Sistema glutamatérgico 

 O glutamato é um neurotransmissor excitatório do SNC cujos receptores podem ser 

metabotrópicos ou ionotrópicos (Niciu et al., 2012; Girling e Wang, 2016). A sinalização sináptica 

glutamatérgica funciona retransmitindo informações entre os terminais nervosos pré-sinápticos e 

os dendritos pós-sinápticos (Niciu et al., 2012). Os receptores metabotrópicos podem ativar ou 

inibir os seus sistemas de segundo-mensageiro por meio das interações com as suas respectivas 

proteínas-G cognatas, e não dependem do influxo de cátions (Niciu et al., 2012). Os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos são canais iônicos que permitem o influxo de Ca2+ e Na+ (Figura 6) 

(Niciu et al., 2012). Os canais iônicos dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos sofrem 

alterações conformacionais e se abrem após a ligação de agonistas (Niciu et al., 2012). Existem 

três classes de receptores glutamatérgicos ionotrópicos, as quais são nomeadas segundo a 

seletividade por agonistas, tais como N-methyl-Daspartate (NMDA), α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazole proprionic acid (AMPA) e kainate (KA) (Niciu et al., 2012). Os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos são constituidos por um complexo tetramérico de subunidades 

homoméricas ou heteroméricas (Niciu et al., 2012). Os receptores de NMDA podem ser 

constituídos pelas subunidades NR1, NR2A-D e NR3A-B (Niciu et al., 2012). As ativações dos 

receptores de NMDA necessitam das ligações com moléculas co-agonistas (ex.: glutamato e 

glicina) (Niciu et al., 2012). As funções farmacológicas dos receptores de NMDA podem 

apresentar propriedades neuroprotetoras e neurotóxicas, conforme a ativação diferencial dos 

receptores sinápticos e extrasinápticos, respectivamente (Niciu et al., 2012). As estimulações 

excessivas dos receptores de NMDA extrasinápticos induzem a ativação das vias intracelulares 

correlacionadas à morte celular programada (apoptose), enquanto as estimulações dos receptores 

de NMDA sinápticos promovem a ativação das vias intracelulares correlacionadas à sobrevivência 

celular (Niciu et al., 2012). Neste sentido, alguns autores argumentam dissertam sobre a 

necessidade da estimulação simultânea dos receptores de NMDA sinápticos e extrasinápticos a 

fim de se efetivar a morte neuronal (Zhou et al., 2013). 

As conexões corticoestriatais dos circuitos cótico-BGs permitem as comunicações 

sinápticas entre os neurônios piramidais corticais glutamatérgicos (pré-sinápticos; excitatórios) e 

os MSNs GABAérgicos do striatum (pós-sinápticos; inibitórios) (Sano et al., 2013; Lanciego et 



al., 2012; Huerta-Ocampo et al., 2014; Ploktin e Goldberg, 2018). As comunicações sinápticas 

entre os neurônios corticoestriatais ocorrem a partir da liberação de glutamato por meio dos 

terminais pré-sinápticos dos neurônios piramidais corticais glutamatérgicos e do desenvolvimento 

dos mecanismos de transdução do sinal através dos receptores de NMDA (Galvan et al., 2012; 

Bunner e Rebec, 2016; Vyklicky et al., 2014; Hansen et al., 2018). Os MSNs GABAérgicos do 

striatum realizam a síntese citoplasmática de ácido gamma amino butirico (GABA), o qual será 

liberado por meio dos seus terminais sinápticos após a estimulação dos receptores de NMDA 

(Chen et al., 2013). A liberação de GABA também sofre influências dos estímulos advindos dos 

neurônios que integram circuitos colaterais (Chen et al., 2013). 

 

Figura 6. Estequiometria e disposição das subunidades GluN1/2 dos receptores glutamatérgicos de NMDA. A 

estrutura cristalográfica demonstra que as subunidades GluN1 e GluN2 se associam de modo alternado e formam 

heterotetrâmeros. Os receptores de NMDA são ativados pela ligação conjunta de duas moléculas de glicina às 

subunidades GluN1 e de duas moléculas de glutamato às subunidades GluN2. A ativação dos receptores de NMDA 

resulta na abertura de um canal iônico central permeável a cátions. Modificado de Hansen et al. (2018). 

1.1.7.2. Sistema dopaminérgico 

 Um outro sistema neuromodulatório expressos no SNC de vertebrados é o dopaminérgico 

(Pivonello et al., 2007; Perreault et al., 2014). Os receptores dopaminérgicos pertencem à classe 

dos receptores sete domínios transmembrana acoplados à proteína G cujo principal ligante 

endógeno é o neurotransmissor dopamina. Os receptores dopaminérgicos são subclassificados em 

cinco subtipos (D1-D5). Por meio das projeções nigroestriatais, neurônios dopaminérgicos da SNc 

realizam contatos sinápticos cujos mecanismos de sinalização diferem entre os MSNs 
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GABAérgicos do striatum, conforme a expressão dos receptores D1-like e D2-like. Os MSNs 

GABAérgicos da via direta do controle da coordenação motora expressam os receptores D1-like. 

Os receptores D1-like são excitatórios, pois apresentam-se tipicamente acoplados a Gs/olf. Por 

outro lado, os MSNs GABAérgicos da via indireta expressam os receptores D2-like, os quais são 

inibitórios, pois encontram-se acoplados a Gi/o. A expressão molecular diferencial dos receptores 

de dopamina explica os resultados experimentais de aumento da atividade motora por meio do 

tratamento com fármacos dopaminérgicos, o que justifica a hipótese de que a estimulação dos 

MSNs GABAérgicos D1-positivos da via direta e a inibição dos MSNs GABAérgicos D2-

positivos favorece a execução dos movimentos corporais voluntários. 

1.1.7.3. Sistema purinérgico & HD 

 As funções farmacológicas do sistema de sinalização purinérgica, tais como a 

coneurotrasmissão, puderam ser comprovadas a partir das clonagens dos seus receptores 

(Burnstock, 2014). No sistema nervoso central (SNC), os receptores purinérgicos funcionam de 

modo associado aos receptores colinérgicos, GABAérgicos, glutamatérgicos e dopaminérgicos 

(North, 1996; Dubyak e El-Moatassim, 1993; Cheffer et al., 2018). As purinas – agonistas 

endógenos dos receptores purinérgicos – apresentam efeitos sinérgicos com os fatores de 

crescimento, diferenciação e proliferação neuronal – inclusive em células do striatum (Burnstock, 

2014). Assim sendo, as pesquisas a respeito das funções farmacológicas neuromodulatórias dos 

receptores purinérgicos fazem-se úteis e necessárias, pois se trata de um sistema de sinalização 

passível e promissor às investidas farmacoterapêuticas em diferentes contextos das mais variadas 

doenças do SNC (Burnstock, 2008; Cheffer et al., 2018). 

Os receptores do sistema de sinalização purinérgica se dividem em duas famílias 

denominadas P1 e P2 (Figura 7) (Dubyak e El-Moatassim, 1993; North, 1996; Burnstock, 1997; 

King e Townsend-Nicholson, 2000; Abbracchio et al., 2008; Burnstock, 2014; Fredholm, 2014; 

Burnstock, 2018). Estes receptores se distinguem a partir das características estruturais, 

bioquímicas e farmacológicas (Glaser et al., 2013; Burnstock, 2018; Cheffer et al., 2018). Na 

Doença de Huntington, as funções dos receptores P1 são mais compreendidas do que as funções 

dos receptores P2. 



 

Figura 7. Receptores purinérgicos. Os receptores purinérgicos se dividem em duas famílias denominadas P1 e P2. Os 

receptores P1 são receptores sete domínios transmembrana acoplados às diferentes famílias de proteína G (Gi, Go e 

Gs) – metabotrópicos. Os receptores P1 são relativamente seletivos à adenosina e foram classificados em quatro 

subtipos (A1, A2A, A2B e A3). Os receptores P2 se classificam em dois subtipos denominados P2X e P2Y. Estes 

receptores apresentam seletividades relativas aos diferentes nucleotídeos purínicos e pirimidínicos (ex.: ATP, ADP e 

UTP). Os receptores P2X são canais iônicos dependentes de ligante (ionotrópicos). Estes receptores se constituem por 

meio das interações entre trímeros formados por subunidades homodiméricos ou heterodiméricos. Os subtipos 

descritos foram denominados conforme a nomenclatura de P2X1-7. Os receptores P2Y são do tipo sete domínios 

transmembrana acoplados à proteína G. Estes receptores foram classificados conforme os subtipos P2Y 1, 2, 4, 6, 11, 

13 e 14. Modificado de Abbracchio et al. (2008). 

Os receptores P1 foram classificados em quatro subtipos (A1, A2A, A2B e A3); apresentam 

seletividade relativa à adenosina; e são inibidos pelas metilxantinas (ex.: cafeína) (Abbracchio et 

al., 2008; Glaser et al., 2013; Burnstock, 2018; Cheffer et al., 2018). Os receptores A1, A2A e A3 

são mais sensíveis à ligação da adenosina quando comparamos as suas afinidades em relação 

àquela dos receptores A2B (Cheffer et al., 2018). Os receptores P1 são metabotrópicos do tipo sete 

domínios transmembrana acoplados às diversas famílias de proteínas G (G protein-coupled 

receptor) (Gi, Go e Gs), assim como à adenilato ciclase (Abbracchio et al., 2008; Glaser et al., 

2013; Burnstock, 2018; Cheffer et al., 2018; Tescarollo et al., 2020; Garcia-Gil et al., 2021). Os 

receptores A1 e A3 se acoplam às proteínas G1/o, o que resulta na diminuição das atividades da 

adenilato ciclase e, portanto, nas baixas produções de cAMP. Os receptores A2A e A2B se acoplam 

às proteínas Gs, resultando nos aumentos das atividades da adenilato ciclase por meio dos 

mecanismos de transdução do sinal dependentes das proteínas quinase A (PKA) e, portanto, no 

aumento da produção de cAMP, no recrutamento dos canais de Ca2+ (excitatórios) e nas suas 

posteriores aberturas (Kovács et al., 2013; Mouro et al., 2018; Tescarollo et al., 2020; Garcia-Gil 
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et al., 2021). Além disso, os receptores A1 e A3 apresentam funções de regulação das atividades 

das fosfolipases C-β (PLC-β) (Glaser et al., 2013; Kovács et al., 2013; Cheffer et al., 2018; 

Tescarollo et al., 2020). A ativação das PLC-β resulta nas clivagens dos fosfolipídios de membrana 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato em diacilglicerol e Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3); o IP3, por sua 

vez, se difunde até o retículo endoplasmático rugoso, ativa os receptores de IP3 e estimula a 

liberação de Ca2+ (Glaser et al., 2013). 

Os receptores P2 se classificam em dois subtipos denominados P2X e P2Y; sendo 

relativamente seletivos aos nucleotídeos purínicos e pirimidínicos (ex.: ATP, ADP e UTP) 

(Abbracchio et al., 2008; Glaser et al., 2013; Burnstock, 2018; Cheffer et al., 2018). Os receptores 

P2X são canais iônicos (ionotrópicos) dependentes de ligante (ligand-gated ion channel 

receptors); preferencialmente seletivos ao ATP; os quais apresentam motivos de ligação às 

proteínas quinases. Quando ativados, os receptores P2X promovem um aumento rápido das 

condutâncias dos íons Ca2+, Na+ e K+ através das membranas plasmáticas. Estes receptores se 

constituem por meio das interações entre trímeros de subunidades homodiméricos ou 

heterodiméricos, sendo os subtipos descritos denominados conforme a nomenclatura P2X1-7 

(Burnstock, 2018; Cheffer et al., 2018). Os receptores P2Y, por sua vez, são metabotrópicos (G 

protein-coupled receptor); os quais, quando ativados, mobilizam Ca2+ intracelular. Os receptores 

P2Y se subclassificam nos subtipos P2Y 1, 2, 4, 6, 11, 13 e 14 (Glaser et al., 2013; Cheffer et al., 

2018). 

 As unidades nucleotídicas dos agonistas purinérgicos endógenos (ex.: ATP) podem ser 

clivadas em suas respetivas subunidades (ex.: ADP, AMP e adenosina) por meio das atividades 

catalíticas das enzimas da família das ectonucleotidases (Figura 8) (Burnstock, 1997; Burnstock, 

2014; Roszek e Czarnecka, 2015; Koles et al., 2016; Burnstock, 2018). As ectonucleotidases 

permitem o estabelecimento de um sistema autorregulatório fundamentado em um mecanismo de 

feedback negativo caracterizado por meio do intercâmbio entre as classes dos receptores 

purinérgicos P1 e P2 (Burnstock, 2014; Koles et al., 2016). Neste sentido, as liberações pré-

sinápticas do ATP promovem a estimulação dos receptores P2 pós-juncionais; a degradação do 

ATP por meio das ectonucleotidases da fenda sináptica resulta nas produções de ADP, AMP e 

adenosina; e a estimulação dos receptores P1 pré-juncionais por meio da adenosina inibe a 

liberação de ATP (Burnstock, 2014). Na ausência de danos celulares, o ATP é liberado na fenda 



sináptica por meio dos mecanismos de difusão passiva através dos canais iônicos, de difusão 

facilitada através das proteínas transportadoras e de transporte ativo dependentes de Ca2+, tais 

como a exocitose de vesículas de armazenamento através dos terminais sinápticos (Abbracchio et 

al., 2008; Yegutkin, 2014; Roszek e Czarnecka, 2015). A acumulação de ATP em vesículas 

sinápticas se faz por intermédio das proteínas transportadoras de nucleotídeos (Abbracchio et al., 

2008). As atividades catalíticas das ectonucleotidases influenciam o tempo de meia-vida dos 

respetivos nucleotídeos na fenda sináptica, alterando os perfis cinéticos de estimulação e de 

desensibilização dos receptores purinérgicos afetados (Abbracchio et al., 2008; Cheffer et al., 

2018). 

 

Figura 8. Autorregulação do sistema de sinalização purinérgico e neuromodulação. 1 – O ATP é liberado no espaço 

extracelular por meio do transporte passivo através dos canais iônicos, do transporte ativo por meio dos transportadores 

de membrana plasmática, assim como por meio do transporte vesicular. 2 – A liberação espontânea de moléculas 

purínicas ocorre nos casos de danificação celular ou de morte celular. 3 – As ectoenzimas (ex.: ectonucleotidases) 

realizam a hidrólise dos nucleotídeos extracelulares (ex.: ATP). O ATP, por exemplo, apresenta diferentes 

seletividades relativas aos receptores P2X e P2Y. As produções de ADP, AMP e adenosina a partir do precursor ATP 

por meio das atividades catalíticas das ectonucleotidases resulta na diminuição gradual das estimulações dos 

receptores P2, assim como no aumento gradual das estimulações dos receptores P1 – seletivos à adenosina. 4 – Os 

receptores P2X (ionotrópicos) e P2Y (metabotrópicos) – pós-sinápticos – medeiam respostas sinápticas rápidas e 

lentas, respectivamente. 5 – As moléculas purínicas extracelulares ativam os receptores P2X e P2Y; e a adenosina 

estimula os receptores P1. Os receptores purinérgicos, conforme as funções de cada subtipo, modulam diversos 

sistemas de neurotransmissão (ex.: dopamina e glutamato). Modificado de Koles et al. (2016). 
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 Outros mecanismos de regulação das concentrações de moléculas purínicas nas fendas 

sinápticas incluem as proteínas transportadoras de nucleotídeos e as enzimas adenosina quinase e 

adenosina desaminase (Sandau et al., 2016; Garcia-Gil et al., 2021). A adenosina quinases se 

encontra predominantemente expressa nos astrócitos, sendo a superexpressão correlacionada à 

epilepsia, enquanto o aumento das concentrações de adenosina se apresenta como alternativa 

terapêutica (Sandau et al., 2016). 

 Os receptores P1 apresentam estratégias regulatórias envolvendo processos de 

internalização pós-ativação, os quais são desencadeados a partir das reações de fosforilação 

catalisadas por meio das proteínas quinases acopladas à proteína G (Klaasse et al., 2008). Estes 

receptores apresentam distintos perfis cinéticos de desensibilização e de internalização quando 

expostos às moléculas agonistas (Klaasse et al., 2008). Os receptores A1 apresentam um perfil 

cinético lento de desensibilização (meia-vida determinada em horas), pois não são prontamente 

fosforilados. Os receptores A2A e A2B apresentam perfis cinéticos rápidos (meia-vida inferior à 

1h). Os receptores A3 apresentam perfis cinéticos ainda mais rápidos (meia-vida de poucos 

minutos). 

 A adenosina se comporta como um neuromodulador, pois controla o fluxo de informação 

entre os neurônios; e não como um neurotransmissor, os quais transferem uma informação 

propriamente dita (Cunha, 2005). Neste sentido, as funções neuromodulatórias da adenosina 

regulam a liberação dos neurotransmissores, assim como estabelecerem as interações entre os 

receptores de adenosina com outros receptores ou transportadores (Ribeiro e Sebastião, 2010). 

Desta forma, as neuromodulações pré-sinápticas alteram os perfis de liberação de um dado 

neurotransmissor, enquanto as neuromodulações pós-sinápticas influenciam os efeitos deste 

neurotransmissor (Ribeiro e Sebastião, 2010). As principais atividades neuromodulatórias da 

adenosina se fundamentam nas funções dos receptores A1 e A2A (Cunha, 2005). Assim, os 

mecanismos de neuromodulação intermediados pela adenosina variam conforme as 

especificidades das conexões sinápticas e os subtipos dos receptores purinérgicos; sendo os 

receptores A1 do hipocampo correlacionados à inibição da transmissão sináptica, enquanto os 

receptores A2A da mesma área cerebral se correlacionam às liberações de alguns 

neurotransmissores ou neuromoduladores produzindo um fine-tune das atividades neuronais 

(Ribeiro e Sebastião, 2010). 



Os receptores A1 se encontram expressos no cérebro de modo difuso e em grandes 

proporções em regiões tais como córtex cerebral, cerebelo, hipocampo corno dorsal e medula 

espinhal (Fredholm, 1997; Cunha, 2004; Ribeiro e Sebastião, 2010). Os receptores A2A, embora 

também sejam notados em todo o cérebro, apresentam um perfil de expressão mais restrito quando 

comparados aos receptores A1, predominando em neurônios do striatum (Fredholm, 1997; Chiu et 

al., 2015). Os receptores A2A também se encontram expressos em pequenas proporções no 

hipocampo, onde funcionam como moduladores (Mouro et al., 2018). Os receptores A2A são 

expressos principalmente por neurônios GABAérgicos do circuito striatopallidal e do bulbo 

olfatório (Ribeiro e Sebastião, 2010).   

Em conexões sinápticas glutamatérgicas, os receptores A1 apresentam funções 

neuromodulatórias pré-sinápticas e pós-sinápticas (Rombo et al., 2016). Neste sentido, os 

receptores A1 inibem a liberação de alguns neurotransmissores; e alterarem as condutâncias pós-

sinápticas, incluindo às correntes de influxos de Ca2+ através dos receptores de NMDA expressos 

em neurônios do hipocampo (Mouro et al. 2018). Ainda nos circuitos do hipocampo, a adenosina 

também apresenta funções neuromodulatórias cujos efeitos se correlacionam às estimulações dos 

receptores A1 pré-sinápticos, os quais inibem as correntes pós-sinápticas evocadas por meio das 

ativações dos receptores GABAA, resultando no aumento da excitabilidade dos neurônios 

piramidais, assim como dos interneurônios (Rombo et al., 2016). Por outro lado, por meio dos 

receptores A2A expressos em neurônios do striatum, a adenosina influencia os mecanismos de 

morte celular e de plasticidade neuronal (Mouro et al., 2018). Os receptores A2A também 

apresentam funções de neuromodulação do sistema glutamatérgico do hipocampo, as quais se 

correlacionam aos mecanismos de facilitação das correntes pós-sinápticas através dos receptores 

de NMDA sinápticos – correlacionados, positivamente, aos mecanismos de plasticidade neuronal 

– e à liberação pré-sináptica do glutamato – correlacionada à potencialização da excitotóxicidade 

(Mouro et al., 2018). Entretanto, os receptores A2A também já foram correlacionados aos 

mecanismos de facilitação das ações pós-sinápticas do BDNF e de aumento das liberações pré-

sinápticas de GABA (Mouro et al., 2018).  

No contexto dos transtornos psiquiátricos, os receptores A1 e A2A parecem controlar a 

plasticidade sináptica e a liberação dos neurotransmissores glutamato, dopamina e GABA (Cheffer 

et al., 2018). No controle motor, o bloqueio dos receptores de adenosina por meio da cafeína 
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influência as atividades motoras que se correlacionam aos mecanismos de neurotransmissão dos 

MSNs integrantes das vias direta (striatonigral pathway) e indireta (striatopallidal pathway) do 

circuito córtico-BG, responsável pelo controle da coordenação motora (Fisone et al., 2007). 

Por se tratar de um dos principais temas deste trabalho, enfatizamos as informações 

contidas na literatura científica que se referem às propriedades neuroprotetoras/neurotóxicas dos 

fármacos agonistas/antagonistas dos receptores purinérgicos; assim como aquelas relativas aos 

sintomas motores correlacionados às neurodegenerações dos MSNs GABAérgicos do striatum 

analisadas por meio dos modelos murinos da HD. A adenosina foi o fármaco de escolha às 

avaliações dos potenciais terapêuticos dos agonistas dos receptores P1, pois se trata de uma 

molécula bastante descrita na literatura científica. As funções neuroprotetoras dos nucleosídeos 

purínicos se correlacionam às ativações dos receptores purinérgicos e aos seus respectivos 

mecanismos de sinalização intracelular (Ribeiro et al., 2016). 

 A adenosina foi correlacionada aos mecanismos de inibição da liberação do glutamato 

(Jeon et al., 2011). A inibição da liberação pré-sináptica de glutamato se deve à ativação dos 

receptores A1 (Fredholm, 1997; Ribeiro et al., 2016; Mouro et al., 2018). Este efeito promove uma 

diminuição da excitotoxicidade, o que explica a propriedade neuroprotetora da adenosina (Ribeiro 

et al., 2016). 

A ativação dos receptores A1 resulta em neuroproteção frente aos aumentos das 

concentrações de Ca2+ resultantes das estimulações dos receptores excitatórios (Fredholm, 1997). 

Os efeitos neuroprotetores da adenosina foram explicados a partir das funções dos receptores A1 

tais como a inibição das elevações das [Ca2+]i por meio do bloqueio direto dos canais de Ca2+, a 

inibição da liberação de neurotransmissores excitatórios e o aumento da condutância das 

membranas neuronais aos íons K+, o que resulta em hiperpolarização e, consequentemente, na 

diminuição do influxo de Ca2+ através dos NMDARs (Mouro et al., 2018; Tescarollo et al., 2020). 

A hiperpolarização das membranas neuronais contribui para a manutenção do bloqueio dos 

receptores NMDA pelo Mg2+ (Ribeiro et al., 2016).  Por outro lado, a inibição dos receptores A1 

foi correlacionada à facilitação das correntes excitatórias pós-sináptica mediadas pelos NMDARs, 

sendo esta função mimetizada por meio do tratamento com cafeína (Martins et al., 2020). Este 

efeito foi explicado por meio do mecanismo que correlaciona a liberação de glutamato pré-

sináptico à inibição dos receptores A1 (Mouro et al., 2018). 



Em síntese, no contexto da excitotoxicidade, a propriedade neuroprotetora dos agonistas 

dos receptores A1 se deve à diminuição da liberação pré-sináptica de glutamato e à 

hiperpolarização das membranas dos neurônios pós-sinápticos (Fredholm, 1997; Cunha, 2005; 

Ribeiro et al., 2016; Tescarollo et al., 2020). Contudo, vale-se mencionar que a propriedade 

neuroprotetora da adenosina foi correlacionada às funções dos receptores A1 em tipos celulares e 

contextos patológicos específicos (Lee et al., 2004). 

A estimulação dos receptores A1 também promove neuroproteção diante dos efeitos 

citotóxicos correlacionados às consequências metabólicas da isquemia (Fredholm, 1997). Neste 

caso, a ativação dos receptores A1 resulta em neuroproteção por meio da diminuição do 

metabolismo celular (Cunha, 2005; Moreira-de-Sá et al., 2021). 

Por outro lado, agonistas dos receptores A2A foram correlacionados à liberação de 

glutamato e, consequentemente, à estimulação dos NMDARs, sendo este efeito revertido pela 

cafeina; enquanto os antagonistas dos receptores A2A apresentaram efeitos neuroprotetores frente 

aos fenômenos excitotóxicos (Fredholm, 1997; Pedata et al., 2014; Ribeiro et al., 2016; Martins 

et al., 2020; Moreira-de-Sá et al., 2021). Com efeito, a ativação dos receptores A2A pré-sinápticos 

induz a liberação de glutamato e facilita o desenvolvimento das correntes pós-sinápticas 

produzidas por meio dos receptores NMDA sinápticos (Mouro et al., 2018). Estes efeitos também 

se devem à inibição das correntes inibitórias pós-sinápticas produzidas por meio da ativação dos 

receptores GABAA (Rombo et al., 2016). Neste sentido, a ativação dos receptores A2A 

potencializam a excitotoxicidade (Sebastião, 2022). Além disso, as ativações dos receptores A2A 

foram correlacionadas às funções de plasticidade neural do sistema de sinalização purinérgico 

(Moreira-de-Sá et al., 2021). 

Alguns autores descrevem a interação entre receptores A2A e os receptores D2 que são 

expressos em neurônios do striatum (Glaser et al., 2020; Garcia-Gil et al., 2021). Estes complexos 

heteroméricos apresentam funções integradoras dos sinais individuais de inibição e excitação 

relativos aos receptores dopaminérgicos D2 e purinérgicos A2A, respectivamente. Esta função se 

concretiza de modo dependente da produção de cAMP a partir da ativação da enzima adenilato 

ciclase. Neste caso, a adenosina apresenta o potencial de diminuir a afinidade dos receptores D2 

pela dopamina (Glaser et al., 2020). 
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Os efeitos neuroprotetores da adenosina também foram correlacionados aos mecanismos 

de produção do BDNF (brain derived neurotrophic factor - BDNF) (Jeon et al., 2011; Ribeiro et 

al., 2016; Miranda-Lourenço et al., 2020). O BDNF é uma molécula da família das neurotrofinas 

cujas funções se correlacionam ao neurodesenvolvimento, à neurodiferenciação, à 

neuroplasticidade e à neuroproteção (Jeon et al., 2011; Ahmed et al., 2020). A produção de BDNF 

apresenta efeito neuroprotetor inclusive na presença do 3-NP (Ahmed et al., 2020). A propriedade 

da adenosina de influenciar positivamente a produção do BDNF foi correlacionada à ativação dos 

receptores purinérgicos A2A (Jeon et al., 2011; Ribeiro et al., 2015; Sandau et al., 2016; Mouro et 

al., 2018; Miranda-Lourenço et al., 2020). 

Um modelo murino fisiológico da HD se fundamenta no tratamento (injeção) destes 

animais com ácido quinolínico (QA), um agonista dos receptores glutamatérgicos NMDA. A 

infusão de QA no cérebro dos animais murinos permite a mimetização dos sintomas motores 

característicos da HD (mesmo na ausência da mHtt) - haja vista o potencial do QA de provocar a 

neurodegeneração dos MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via indireta dos circuitos 

córtico BGs (Sepers e Raymond, 2014; Gianfriddo et al, 2003). Nestes animais, os receptores A2A 

parecem controlar os níveis de glutamato nas sinapses corticoestriatais por influência nos 

mecanismos de outflow via transportadores de glutamato (glutamate transporters - GLT); sendo 

as exposições aos antagonistas dos receptores A2A procedimentos promotores dos antagônicos 

desfechos observados nos modelos murinos da HD, a depender dos fenótipos destes animais 

(Popoli et al., 2002; Gianfriddo et al., 2003; Pintor et al., 2004; Ferrante et al., 2010). 

Popoli et al. (2002) concluíram que os modelos animais murinos tratados com QA não 

mimetizam os sintomas motores característicos da HD quando pré-tratados com um antagonista 

dos receptores purinérgicos A2A. Da mesma forma, Gianfrriddo et al. (2003) demonstraram que 

um antagonista dos receptores A2A protegeu os MSNs do striatum contra os efeitos excitotóxicos 

do QA; e correlacionaram este desfecho à inibição do efluxo de glutamato a partir das células da 

glia. 

 Por outro lado, Ferrante et al. (2010) demonstraram que a exposição crônica de 

camundongos mutantes e selvagens (wild type - WT) a um agonista dos receptores A2A resultou 

em uma modulação genótipo-dependente dos perfis de expressão das subunidades dos NMDARs, 

além de que os camundongos modelo transgênico da HD apresentaram um abrandamento dos 



sintomas da HD dependentes das estímulações dos NMDARs quando pré-tratados com um 

agonista dos receptores A2A. Por sua vez, Chiu et al. (2015) demonstraram que o tratamento dos 

camundongos R6/2 (modelo transgênico da HD) com um agonista dos receptores A2A promove 

uma melhora dos sintomas da HD. 

Em um modelo in vitro da HD, Chiu et al. (2015) observaram que as proteínas mHtt favorecem 

o desequilíbrio entre as concentrações homeostáticas do Ca2+, a excitotoxicidade, disfunções do 

sistema ubiquitina-proteassoma, desregulações transcricionais, anormalidades mitocondriais e o 

estresse oxidativo. Estes autores também comprovaram as relações entre as células-tronco 

pluripotentes induzidas (iPSCs) oriundas de pacientes com HD (mHtt -/+) e diferenciadas em 

neurônios GABAérgicos em vista da suscetibilidade aos danos no DNA que se devem aos 

tratamentos com espécies reativas de oxigênio; sendo estes danos atenuados por meio do 

tratamento com um agonista dos receptores A2A de modo a diminuir a proporção de células 

apoptóticas - quando comparadas às células controles. 

1.2. BASES EXPERIMENTAIS 

1.2.1. Modelagem in vitro da HD & Adenosina como alternativa farmacoterapêutica 

As hipóteses teóricas sobre a citopatologia da HD objetivam explicar as causas das 

preponderantes neurodegenerações dos MSNs GABAérgicos D2-positivos (McColgan e Tabrizi, 

2017). As principais hipóteses objetivam correlacionar os desfechos das mortes celulares dos 

neurônios pós-mitóticos GABAérgicos às duas variáveis independentes não mutuamente 

excludentes, estimulação dos receptores de NMDA e inibição do complexo mitocondrial II. Uma 

primeira hipótese (H1) se refere à sensibilidade dos MSNs GABAérgicos do striatum aos efeitos 

citotóxicos das proteínas mHtt (Zeron et al., 2001; Ravikumar et al., 2004; Pandey e Rajamma, 

2018; Sepers e Raymond, 2014; Girling e Wang, 2016). Uma segunda hipótese (H2) se refere à 

vulnerabilidade dos MSNs GABAérgicos do striatum aos fenômenos excitotóxicos desencadeados 

a partir das estimulações dos receptores de NMDA (Zeron et al., 2001; Brustovetsky et al., 2003; 

Sepers e Raymond, 2014; Girling e Wang, 2016). Uma terceira hipótese (H3) considera as duas 

hipóteses anteriores a fim de inferir a respeito da propriedade dos efeitos citotóxicos das proteínas 

mHtt de potencializarem os efeitos deletérios dos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes 

(Paoletti et al., 2008; Brustovetsky et al., 2003; Milnerwood et al., 2010; Fan et al., 2012; 
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Milnerwood et al., 2012; Sepers e Raymond, 2014; Girling e Wang, 2016). Neste sentido, por 

último, vislumbra-se uma quarta hipótese (H4) cujo objetivo é explicar a sensibilidade dos MSNs 

GABAérgicos do striatum que expressam as mHtts às elevações das [Ca2+]i glutamato-

dependentes partindo-se dos efeitos citotóxicos das proteínas mHtt que se correlacionam ao 

aumento do estresse oxidativo e ao favorecimento da despolarização das membranas 

mitocondriais, findando em apoptose por via intrínseca (ou mitocondrial) (Duchen, 2012; 

Brustovetsky et al., 2003; Kalani et al., 2018). Neste sentido, fazem-se, também, úteis e 

necessárias as pesquisas científicas sobre as funções neuroprotetoras/neurotóxicas de fármacos 

neuromoduladores diante dos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes. 

Objetivando testar as hipóteses teóricas supracitadas (H1, H2 e H3), estabelecemos dois 

modelos in vitro da HD. O primeiro modelo consistiu na neurodiferenciação das células-tronco 

embrionárias de camundongo (mESCs) E14-TG2a por meio do método five stage de Okabe et al. 

(1996); o segundo, na neurodiferenciação das células da linhagem de neurônios do hipocampo de 

camundongos HT-22 por meio da incubação com o reagente N2. Em seguida, ambas culturas 

neuronais derivadas foram submetidas aos procedimentos de caracterização. Os neurônios 

adquiridos a partir das mESCs foram caracterizados conforme as propriedades (mofológicas, 

eletrofisiológicas, moleculares, imunocitoquímicas e farmacológicas) dos MSNs GABAérgicos do 

striatum; enquanto os neurônios HT-22 diferenciados foram caracterizados de maneira geral e 

inespecífica. Posteriormente, as culturas de neurônios diferenciados foram submetidas às análises 

das funções neurotóxicas dos tratamentos com ácido quinolínico (QA) – agonista seletivo dos 

receptores NMDA –, na ausência e na presença do ácido 3-nitropropiônico (3-NP) – inibidor 

irreversível da succinato desidrogenase (complexo mitocondrial II). Estes modelos in vitro da HD 

também serviram às avaliações das funções neuroprotetoras da adenosina – o agonista endógeno 

dos receptores purinérgicos P1 – diante dos fenômenos excitotóxicos desenvolvidos a partir das 

estimulações dos receptores de NMDAR, tanto na ausência como na presença do 3-NP. Desta 

forma, objetivamos a compreensão das funções de causa-efeito relativas aos fatores 

correlacionados à morte celular dos MSNs GABAérgicos D2-positivos do striatum por 

excitotoxicidade, assim como as relações referentes às funções neuroprotetoras da adenosina 

diante dos fenômenos excitotóxicos. Contudo, em relação aos resultados dos ensaios 

farmacológicos, apresentaremos apenas os dados referentes às culturas dos neurônios HT-22 

diferenciados. 



Em síntese, objetivamos testar as hipóteses teóricas descritas (H1, H2 e H3) a partir das 

análises de algumas funções referentes aos fatores considerados de predisposição à morte dos 

MSNs GABAérgicos do striatum observadas em modelos da HD (ex.: efeitos citotóxicos da mHtt; 

efeitos deletérios dos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes; e efeito citotóxico 

sinérgico entre os efeitos citotóxicos das proteínas mHtt e os efeitos deletérios dos fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes); assim como as hipóteses relativas aos mecanismos das 

mortes celulares (ex.: apoptose e necrose) induzidas por meio da estimulação dos receptores de 

NMDa, na ausência e na presença da inibição do complexo mitocondrial II (succinato 

desidrogenase). Desta forma, objetivamos, também, a compreensão dos eventos associados ao 

contexto das sinápses corticoestriatais, notados quando se manifesta os sintomas motores 

hipercinéticos característicos da “coreia de Huntington”. As funções de causalidade (causa-efeito) 

analisadas se fundamentaram nas correlações previstas entre as estimulações dos receptores de 

NMDA com concentrações crescentes do agonista QA e os desenvolvimentos dos fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes. As análises se fundamentaram nos ensaios de determinação 

das variações transientes das [Ca2+]i e dos percentuais (%) de viabilidade celular. O QA foi 

selecionado como fármaco agonista glutamatérgico, pois apresenta um potencial excitatório 

elevado; clearance sináptico reduzido; seletividade aos NMDARs constituídos pelas subunidades 

NR2A e o NR2B; especificidade relativa aos MSNs GABAérgicos do striatum que expressam 

substância P e receptores dopaminérgicos D2; efetividade em baixas concentrações em neurônios 

do striatum e do hipocampo; capacidade de aumentar a liberação de glutamato na fenda sináptica; 

e capacidade de diminuir a recaptação de glutamato na fenda sináptica (Lugo-Huitron et al., 2013). 

O tratamento com 3-NP objetivou mimetizar os efeitos citotóxicos das proteínas mHtt que se 

correlacionam à inibição do complexo mitocondrial II. A adição intermediária de adenosina 

objetivou a compreensão dos potenciais neuroprotetores/neurotóxicos dos receptores purinérgicos 

P1 frente aos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes. 

1.2.2. Protocolo five stage de neurodiferenciação das mESCs em MSNs GABAérgicos do 

Striatum 

Os MSNs GABAérgicos do striatum foram obtidos por meio da submissão da linhagem de 

células-tronco embrionárias de camundongo (Mouse Embryonic Stem Cells – mESCs) E14tg2a ao 

método five stage de Okabe et al. (1996). Okabe et al. (1996) foram os primeiros a publicar o 

método five stage de neurodiferenciação das células-tronco embrionárias de camundongos (Mouse 
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Embryonic Stem Cells – mESCs) em neurônios pós-mitóticos GABAérgicos. Este trabalho se 

tornou um clássico, pois demonstrou como diferentes moléculas influenciam a seletividade, a 

proliferação e a diferenciação celular quando adicionadas aos meios de cultura; além de 

descreverem as etapas necessárias ao neurodesenvolvimento do SNC, assim como a maneira de 

mimetizá-las e acompanhá-las in vitro. 

 O método five stage de neurodiferenciação das mESCs consiste em cinco etapas de 

procedimentos técnicos (Figura 9), as quais são realizadas entre seguintes seis fases de 

diferenciação celular: fase inicial blastocística - representada pelas mESCs (propriedade de 

autorenovação e pluripotência semelhante às células da massa interna do blastocisto embrionário 

- podem se diferenciar em células da endoderme, mesoderme e ectoderme); fase de gastrulação - 

produção dos três folhetos embrionários por meio da formação dos corpos embrióides (Embryoid 

Bodies, EBs); fase de seleção das células precursoras neurais (Neural Progenitor Cells, NPCs) 

derivadas dos EBs - seleção das células neuroepiteliais; fase de proliferação das NPCs na presença 

de bFGF - expanssão de células nestina-positivas (neuroepiteliais); fase de diferenciação das NPCs 

em linhagens neuronais (neurônios pós-mitóticos) após a retirada do bFGF - diferenciação das 

células nestina-positivas; e fase de maturação neuronal - caracterizada pela expressão de 

macromoléculas especificas, manutenção de propriedades eletrofisiológicas e responsividade 

farmacológica neuroespecífica. 

 A neurodiferenciação das mESCs se iniciam a partir da retirada do fator de inibição da 

leucemia (leukemia inhibitory factor - LIF) do meio de cultura (Okabe et al., 1996; Shin et al., 

2012; Smukler et al., 2006). As mESCs cultivadas na ausência de LIF se tornam EBs quando 

mantidas em um ambiente livre de superfície de aderência (etapa 1). Esta etapa nos permite 

mimetizar o embrião em desenvolvimento, pois viabiliza a formação dos três folhetos 

embrionários (Smukler et al., 2006). Posteriormente, as células são submetidas às seguintes etapas: 

seleção clonal - seleção das células precursoras neuroepiteliais (ou NPCs) provindas da 

neuroectoderme (etapa 2); proliferação seletiva das NPCs por meio da adição do bFGF (etapa 3); 

cessamento da proliferação e início da diferenciação neuronal (produção de neurônios pós-

mitóticos) após a retirada do FGF (etapa 4); e maturação dos neurônios pós-mitóticos excitatórios 

(neurônios glutamatérgicos) e inibitórios (MSNs GABAérgicos) (etapa 5). 

 



 Após a retirada do bFGF, o mecanismo por meio do qual os neurônios pós-mitóticos se 

tornam GABAérgicos é incerto. A título de conhecimento, citaremos as hipóteses relativas à 

neurodiferenciação GABAérgica: o FGF (fibroblast growth factors) interfere na especificação 

neural por meio da indução da diferenciação das células ectodermais em células neuroectodermais 

a partir da restrição (modulação negativa) dos mecanismos de promoção da diferenciação das 

células ectodermais em células epidermais diante do fator BMP (bone morphogenetic protein) 

(Wilson et al., 2001; Patthey e Gunhaga, 2014); a neurodiferenciação ocorre por meio de um 

mecanismo do tipo 'default', o qual, na ausência de estímulos externos,  permite que as células-

tronco embrionárias se tornem células neurais primitivas (Smukler et al., 2006). Contudo, na 

ausência do FGF, as células neurais possuem sobrevida limitada e baixa capacidade proliferativa 

(Smukler et al., 2006). Assim, o FGF permite que as células precursoras neurais, presentes nas 

organizações morfologicas denominadas 'rosetas', se estabeleçam após a retirada do LIF (Ying et 

al., 2003). Além disso, sabemos que o FGF bloqueia a via de sinalização do PDGF (Platelet-

derived growth factor), a qual é responsável por induzir a diferenciação das células precursoras 

neurais em células da glia (oligondendrócitos e astrócitos) (Strubing et al., 1995). Deste modo, 

utilizamos o bFGF como agente mitógeno, considerando que as células precursoras neurais se 

diferenciariam em neurônios pós-mitóticos GABAérgicos maduros (funcionais) apenas após a sua 

retirada; e como um fator que aumenta a seletividade do protocolo five stage para neurônios pós-

mitóticos GABAérgicos. 
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Figura 9. Etapas do método five stage de diferenciação das mESCs E14TG2a em neurônios pós-mitóticos. 
Diferenciação de células precursoras neurais a partir de células-tronco embrionárias (mESCs p/ EBs); seleção neural 

(EBs p/ NPCs); proliferação das células precursoras neurais na presença de bFGF; diferenciação das células 

precursoras neurais em linhagens neuronais (neurônios pós-mitóticos); e maturação neuronal. 

1.2.3. Caracterização dos MSNs GABAérgicos do striatum 

 Práticas comuns e necessárias à caracterização das células neurais incluem as descrições 

das propriedades morfológicas, neuroquímicas e eletrofisiológicas (Tepper, J. et al., 2008). 

Segundo Okabe et al. (1996), neurônios pós-mitóticos devem atender aos seguintes critérios: 

desenvolvimento de estruturas especializadas tais como dendritos e axônios; 

compartimentalização de proteínas do citoesqueleto em regiões celulares específicas; expressão 

de uma variedade de neurotransmissores, receptores específicos e canais iônicos; formação de 

conexões sinápticas; e possibilidade de ativar vias de sinalização downstream que seja iniciadas 

pela estimulação dos receptores plasmáticos de glutamato. Shin et al. (2012), por sua vez, 

defendem a necessidade de que os neurônios pós-mitóticos derivados das mESCs por meio do 

método five stage não devem apresentar apenas uma aparência característica dos MSNs 

GABAérgicos do striatum, mas que também devem demonstrar a posse das propriedades 

neurofisiológicas que lhes caracterizam como neurônios maduros. 



Desta forma, um procedimento padrão necessário à caracterização dos MSNs 

GABAérgicos do striatum deve respeitar critérios como: corpos celulares em formato oval (Shin 

et al., 2012); reações imunocitoquímicas anti-GAD67-positiva (Glutamato descarboxilase), anti-

DARP-32-positiva (fosfoproteína dopamina-/cAMP-regulada) e anti-TUJ1-positiva (β-3-tubulina) 

(Shin et al., 2012); capacidade de despolarizar a membrana plasmática e desenvolver potenciais 

de ação (Okabe et al., 1996); e resposta farmacológica positiva para os estímulos com agonistas 

de receptores de NMDA (Okabe et al., 1996). 

 Assim, objetivando avançar nos procedimentos de caracterização dos neurônios pós-

mitóticos obtidos por meio do método five stage, analisamos as características universais e 

necessárias relativas aos MSNs GABAérgicos do striatum que integram as vias direta e indireta 

dos circuitos córtico-BGs referentes ao controle da coordenação motora, selecionando aquelas 

mais relevantes a fim de torná-las marcadores úteis à caracterização destas subclasses de 

neurônios, conforme as suas especificidades. Neste sentido, incluímos as características dos 

diferentes MSNs GABAérgicos do striatum constituintes das distintas conexões corticoestriatais 

integrantes das vias direta ou indireta. As propriedades selecionadas se referem aos padrões de 

expressão molecular e aos perfis das respostas farmacológicas. 

 Dentre as propriedades relativas à expressão molecular, incluímos: marcação dos 

neurônios glutamatérgicos - objetiva avaliar a heterogeneidade da cultura dos neurônios pós-

mitóticos obtidos por meio do método five stage (a mistura de neurônios glutamatérgicos e 

GABAérgicos nos possibilita interpretar a cultura celular como semelhante às conexões 

corticoestriatais); marcação dos neurônios GABAérgicos do striatum com os anticorpos anti-

encefalina, anti-A2ARs e anti-D2Rs - objetiva avaliar a presença de neurônios pós-mitóticos 

semelhantes aos MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via indireta do circuito córtico-

BG; e a marcação dos neurônios GABAérgicos do striatum com os anticorpos anti-substância P e 

anti-D1Rs - objetiva avaliar a presença de neurônios pós-mitóticos semelhantes aos MSNs 

GABAérgicos do striatum integrantes da via direta do circuito córtico-BG. Os padrões de 

expressão molecular nos permitem inferir sobre a especificidade imunocitoquímica dos MSNs 

GABAérgicos; entretanto, não nos possibilita fundamentar explicações neurofisiológicas. Uma 

alternativa de resolução desta questão trata-se da caracterização dos perfis das respostas 

farmacológicas dos neurônios pós-mitóticos adquiridos por meio do método five stage, pois os 
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distintos MSNs GABAérgicos do striatum (via direta ou indireta) apresentam perfis 

farmacológicos específicos (efeitos) frente às diferentes moléculas neuroativas (ex.: 

neurotransmissores, coneurotransmissores e neuromoduladores). 

 As propriedades farmacológicas analisas foram: responsividade à estimulação 

glutamatérgica - haja vista as aferências glutamatérgicas advindas dos neurônios piramidais 

corticais glutamatérgicos (Sano et al., 2013; Lanciego et al., 2012; Huerta-Ocampo et al., 2014; 

Ploktin e Goldberg, 2018); responsividade à estimulação dopaminérgica (inibição ou excitação) - 

haja vista que os MSNs GABAérgicos do striatum integrantes da via direta apresentam respostas 

excitatórias, enquanto aqueles integrantes da via indireta apresentam respostas inibitórias 

(Pivonello et al.,  2007; Perreault et al., 2014); potencial neuroprotetor e neurotóxico da adenosina 

(agonista de receptores A2A) frente aos estímulos excitotóxicos do glutamato - em vista das nossas 

discussões a respeito da que os MSNs GABAérgicos do striatum (via direta) devem ser protegidos 

dos efeitos excitotóxicos do glutamato por meio do pré-tratamento com um agonista de receptores 

purinérgicos A2A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Estabelecer o modelo in vitro dos MSNs GABAérgicos do striatum a partir da neurodiferenciação 

das células-tronco embrionárias de camundongo (mouse embryonic stem cells - mESCs) ES-

E14TG2a, conforme o método five stage de Okabe et al. (1996). 

Estabelecer o modelo in vitro dos neurônios HT-22 diferenciados responsivos às estimulações 

glutamatérgicas (ex.: receptores NMDA) a partir da neurodiferenciação das células de linhagem 

neural do hipocampo HT22, conforme Liu et al. (2009) e Zhao et al. (2012) - este modelo foi 

necessário à padronização dos ensaios farmacológicos posteriormente realizados nos MSNs 

GABAérgicos do striatum obtidos por meio do método five stage. 

Analisar as características morfológicas, imunocitoquímicas, moleculares, eletrofisiológicas e 

farmacológicas dos MSNs GABAérgicos do striatum obtidos por meio do método five stage, 

conforme Okabe et al. (1996) e Shin et al. (2012). 

Analisar as características imunocitoquímicas, moleculares, e farmacológicas dos MSNs 

GABAérgicos do striatum obtidos por meio do método five stage e compará-las aos perfis 

determinados a partir da avaliação das propriedades específicas dos MSNs GABAérgicos do 

striatum integrantes das vias direta e indireta do controle da coordenação motora. 

Desenvolver e padronizar um modelo in vitro (celular) da HD fundamentado no pré-tratamento 

dos neurônios pós-mitóticos GABAérgicos com 3-NP seguido pelo tratamento com QA. 

Analisar as funções de causa-efeito entre as concentrações do agonista dos receptores NMDA 

ácido quinolínico (QA) (variável independente) e as variações transientes das [Ca2+]c (variável 

dependente), na ausência e na presença do 3-NP; e mediante o pré-tratamento com adenosina. 

Avaliar os perfis das funções de variação transiente das [Ca2+]c em termos dos fenômenos 

excitotóxicos desenvolvidos a partir das aplicações do QA, na ausência e na presença do 3-NP; e 

mediante o pré-tratamento com adenosina. 

Analisar as funções de causa-efeito entre as concentrações de QA e as atividades metabólicas 

celulares mensuradas por meio do ensaio de oxido-redução alamarBlue®, na ausência e na 

presença do 3-NP; e mediante o pré-tratamento com adenosina. 



55 
 

Analisar as funções de causa-efeito entre as concentrações de QA e as atividades de lactato 

desidrogenase extracelular mensuradas por meio do kit LDH Liquiform, na ausência e na presença 

do 3-NP; e mediante o pré-tratamento com adenosina. 

Avaliar o efeito neuroprotetor da adenosina frente ao tratamento dos neurônios pós-mitóticos com 

o QA, na ausência e na presença do 3-NP, a partir dos resultados obtidos por meio dos métodos 

(ensaios) de análise da citotoxicidade alamarBlue® e LDH Liquiform. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Cultivo Celular e Neurodiferenciação 

3.1.1. Células-tronco embrionárias murinas ES-E14TG2a  

 As células-tronco embrionárias murinas ES-E14TG2a (ATCC® CRL-1821TM) foram 

utilizadas como modelo de mESCs necessário ao método five stage de neurodiferenciação. As ES-

E14TG2a foram cultivadas em DMEM High glucose suplementado com 15% de SFB (soro fetal 

bovino), 1% de aminoácidos não-essenciais, 2 mM de L-glutamina, 50 µg/mL de penicilina e 

estreptomicina, 2 mM de piruvato de sódio na presença de LIF (leukemia inhibitory factor) a 103 

U ESGRO/LIF (Meio 1). A primeira etapa do método five stage promove a diferenciação das 

mESCs (estágio blastocístico) em corpos embrióides (Embryoid Bodies, EBs) (estágio de 

gastrulação). Nesta etapa, as ES-E14TG2a foram cultivadas em placas de petri livres de superfície 

de aderência utilizando Meio 1 ausente de LIF (Meio 2) por 4 dias. A segunda etapa do protocolo 

objetiva selecionar as células precursoras neurais nestina-positivas (Neural Progenitor Cells, 

NPCs). Os EBs foram transpostos para placas de poliestileno de baixa de aderência e cultivados 

em meio de cultura DMEM F-12 suplementado com insulina 5 µg/ml, apotransferrina 50 µg/ml, 

selenito de sódio 30 nM, fibronectina 5 µg/ml e L-glutamina 2 mM (Meio 3) por 7 dias. A terceira 

etapa do método five stage permite a proliferação das NPCs a partir da adição do bFGF. Nesta 

etapa, as NPCs foram cultivas em meio de cultura DMEM F-12 suplementado com insulina 25 

µg/ml, apotransferrina 50 µg/ml, selenito de sódio 30 nM, progesterona 20 nM, putrecina 100 µM, 

L-glutamina 2 mM, laminina 1 µg/ml e bFGF 10 ng/ml (Meio 4) por 4 dias. A quarta etapa 

proporciona a diferenciação das NPCs em neurônios pós-mitóticos a partir da retirada do bFGF. 

Os neurônios pós-mitóticos foram cultivados em meio de cultura Meio 4 ausente de bFGF (Meio 

5) por 7 dias. A quinta etapa se consiste em um período de maturação neuronal. Estes neurônios 

pós-mitóticos foram cultivados em meio de cultura Neurobasal (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

suplementado N2 e B27 (Meio 6) por 2-4 dias. Este período de maturação é fundamental para a 

expressão das macromoléculas que se correlacionam às funções eletrofisiológicas e 

farmacológicas. Em qualquer etapa do método five stage, os meios de cultura utilizados foram 

substituídos a cada dois dias. 
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3.1.2. HT-22 (Mouse Hippocampal Neuronal Cell Line) 

 As células HT22 foram mantidas em DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 

suplementado com 10% FBS (fetal bovine serum) e diferenciadas em meio de cultura NeuroBasal 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado com 1× N2 por 24–48 h, conforme descrito por Liu et 

al. (2009). 

3.2. Caracterização dos neurônios pós-mitóticos 

 Os neurônios pós-mitóticos foram caracterizados segundo as propriedades dos MSNs 

GABAérgicos do striatum descritas por Okabe et al. (1996) e por Shin et al. (2012). Além destas, 

incluímos aquelas relativas às propriedades dos MSNs GABAérgicos do striatum constituintes das 

conexões corticoestriatais integrantes das vias direta e indireta do circuito córtico-BG. As 

características avaliadas se fundamentaram nas análises imunocitoquímicas, moleculares, 

eletrofisiológicas e farmacológicas. 

3.2.1. Microscopia confocal 

 As análises das expressões moleculares foram realizadas utilizando-se das técnicas de 

marcação por imunocitoquímica, visualização em microscópio de fluorescência confocal, 

quantificação por citometria de tecido e análise por meio do software StataQuest - 6.0.115 

(TissueGnostics). As células foram fixadas por meio da solução de paraformaldeído 4% em 

solução de tampão fosfato (phosphate-buffered saline - PBS) (pH 7.4) a temperatura ambiente por 

20-30 minutos; lavadas três vezes com PBS 1X a 4°C; permeabilizadas com solução Triton X-100 

0.1% em PBS 1X; e incubadas com solução Triton X-100 0.1% em PBS 1X contendo soro de 

cabra normalizado (ou com soro normal de asno - conforme a origem do anticorpo secundário) a 

5% por 30 minutos. Em seguida, as células foram incubadas overnight com a solução de Triton X-

100 0.1% e soro de cabra normalizado a 5% em PBS 1X contendo os anticorpos primários a 4°C 

mediante agitação. Os anticorpos primários analisados foram: mouse anti-GAD 65/67, 1:200 

(ABCAM); goat anti-DARP 32, 1:50 (ABCAM); mouse anti-TUJ 1, 1:500 (SIGMA ALDRICH); 

rabbit anti-GFAP, 1:200 (ABCAM); rabbit anti-substância P, 1:100 (SIGMA ALDRICH); mouse 

anti-GABA, 1:100 (ABCAM); rabbit anti-Enk (encefalina), 1:400 (MERCK); mouse anti-A2AR, 

1:150 (ABCAM); rabbit anti-D2R, 1:150 (ABCAM); mouse anti-HTT, 1:200 (ABCAM); e rabbit 

anti-NMDAR1, 1:150 (ABCAM). Posteriormente, as soluções contendo os anticorpos primários 

foram removidas; e as células foram lavadas três vezes com solução Triton X-100 0.1% em PBS 



1X por 10 minutos. Finalmente, as células foram incubadas com a solução Triton X-100 0.1% em 

PBS 1X contendo anticorpos secundários conjugados com fluoróforos (Alexa 488, 555 ou 647; 

Goat ou donkey; FITC, TRITC, CY3 ou Cy5) em diluições de 1:500-1:1000 por 45 minutos, a 

temperatura ambiente, mediante agitação e protegidas da luz. As células foram, então, lavadas três 

vezes com solução Triton X-100 0.1% em PBS 1X por 10 minutos. Por último, as amostras foram 

incubadas com solução Triton X-100 0.1% em PBS 1X contendo o reagente DAPI a 300nM por 

5-10 minutos; e lavadas uma vez com solução Triton X-100 0.1% em PBS 1X. Uma amostra 

'controle negativo' foi acompanhada a partir da incubação com a solução tampão detergente sem a 

adição dos anticorpos primários, sendo caracterizada por meio da ausência de fluorescência. Por 

último, uma gota do meio de montagem Fluoromount G foi adicionada à cada amostra, seguido 

pela sobreposição de uma lamínula, e mantidas a 4 °C protegidas da luz até o momento das 

análises. 

3.2.2. Extração de RNA total, síntese de cDNA e PCR em tempo real 

 Para as análises de expressão dos mRNAs, selecionamos três grupos amostrais: ES-

E14TG2a em estágio indiferenciado (undifferentiated - UND); ES-E14TG2a no estágio final da 

diferenciação (MSNs GABAérgicos do striatum - GABAN); e cérebros de camundongos (Brain) 

(controle positivo). Os mRNAs foram isolados a partir das amostras supracitadas que se 

encontravam em reagente Trizol, conforme as instruções do fabricante (Invitrogen). As 

quantificações dos materiais genéticos foram realizadas por meio das análises de absorbância a 

260/280 nm utilizando o aparelho NanoDrop (Thermo Scientific). As integridades dos materiais 

genéticos foram avaliadas por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%. Os RNAs 

totais foram tratados com RNase-free DNase (Ambion) e, posteriormente, 2 µg destas amostras 

foram utilizados para as sínteses dos cDNAs por meio das reações da superscript II RNase H-

reverse transcriptase (Invitrogen), conforme as instruções do fabricante. As reações de síntese dos 

cDNAs foram constituídas por 1 µg de dNTP (10 mM), 2 µl de MgCl2 (25 mM), 1 µl oligodT (50 

ng/ml), 200 U transcriptase reversa, 40 U de inibidor de RNAse e 2 µl de tampão (10x) a fim de 

completar um volume final de 20 µl. As reações foram incubadas a 20 oC por 10 minutos, 42 oC 

por 45 minutos, 95 oC por 5 minutos, e 4 oC por 10 minutos. 

 As quantificações dos materiais genéticos das amostras foram realizadas por meio do 

ensaio de PCR em tempo real. As reações foram constituídas por 1 µl de cDNA, 3 µl de primer 
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Forward e Reverse (Tabela 1) e 6 µl de SYBR®-Green Dye. O termociclador foi programado 

conforme as condições necessárias à amplificação, sendo um período inicial de desnaturação a 95 

°C por 10 minutos; 40 ciclos compostos pelos intervalos de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, 

anelamento e extensão a 60 °C por 45 segundos; e um período final de extensão (curva de 

dissociação) a 72 °C por 10 minutos. A PCR foi realizada com auxílio do equipamento 

termociclador ABI One Plus (Applied Biosystems). O SYBR®-Green Dye foi utilizado como 

tecnologia de detecção dos materiais genéticos amplificados. As reações foram realizadas em 

triplicata e nenhum amplicon foi detectado no controle negativo. A técnica do ΔΔCT foi utilizada 

nas análises de quantificação relativa das expressões gênicas, conforme descrito por Pfaffl (2001). 

O gene da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como controle 

interno (housekeeping) nas normalizações. 

 Os genes e seus respectivos conjuntos de primers (sequência forward, 5'-3'; sequência 

reverse, 3'-5') foram: GAPDH (TGCACCACCAACTGCTTAG; 

GGATGCAGGGATGATGTTC), GFAP (AAGAGTGGTATCGGTCCAAGTTTG; 

CAGTTGGCGGCGATAGTCAT), S100β (GAGCAGGAAGTGGTGGACAA; 

CACTCCCCATCCCCATCTT), TUJ1 (AGACCTACTGCATCGACAATGAAG; 

GCTCATGGTAGCAGACACAAGG), Nestin (GAGAGTCGCTTAGAGGTGCA; 

CCACTTCCAGACTCCGGGAC), mGAD2 (CACCGAGCTGATGGCATCTT; 

GGGCGCAGGTTGGTAGTATT), mDARP32 (CCAACCCCTGCCATGCTTT; 

TTGGGTCTCTTCGACTTTGGG), mPENK (GAGAGCACCAACAATGACGAA; 

TCTTCTGGTAGTCCATCCACC), ecto-5'-nucleotidase/cd73 - hsE5NT/CD73 - 

(AGGTGTGGACATCGTGGTGGGA; GGGTACTTCCCCGCACGCAC), AdoRA1 

(GCAGGAAAGGGGTGGATGAA; CGCTGGTGCCCGATTCTTA), AdoRA2A 

(TCCTCACGCAGAGTTCCATC; TACCCGTCACCAAGCCATTG), AdoRA2B 

(GGAACCGAGACTTCCGCTAC; GACTGAGAGTAGACTGCGCC), AdoRA3 

(GAAGTAAGAACGGTGGCCCT; CCCTGCCTTCCCATTAACCT), mNMDAR1 

(CTGCGACCCCAAGATTGTCAA; TATTGGCCTGGTTTACTGCCT), mNMDAR2A 

(ACGTGACAGAACGCGAACTT; TCAGTGCGGTTCATCAATAACG), mAMPA-R1 

(CAAGTTTTCCCGTTGACACATC; CGGCTGTATCCAAGACTCTCTG), mAMPA-R2 

(TTCTCCTGTTTTATGGGGACTGA; CTACCCGAAATGCACTGTATTCT), mVGLUT1 

(TTGTGGCTACCTCCACCCTAA; CAGCCGACTCCGTTCTAAGG), mVGLUT2 



(TGGAAAATCCCTCGGACAGAT; CATAGCGGAGCCTTCTTCTCA), mGlutamine 

syntethase (TGAACAAAGGCATCAAGCAAATG; CAGTCCAGGGTACGGGTCTT), TH 

(CCTTCCGTGTGTTTCAGTGC; TCAGCCAACATGGGTACGTG), mTac1 

(AAGCGGGATGCTGATTCCTC; TCTTTCGTAGTTCTGCATTGCG). 

3.2.3. Análise dos potenciais de ação 

 As medidas de variação do potencial de membrana plasmática foram analisadas com 

auxílio do kit FLIPR® Membrane Potential Assay (Molecular Devices Corporation), conforme as 

instruções do fabricante. As análises microfluorimétricas foram realizadas por meio do 

instrumento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader. As variações das intensidades de 

fluorescência são proporcionais às variações dos potenciais de membrana plasmática. Neste 

ensaio, as membranas plasmáticas neurais foram despolarizadas por meio da adição de 

concentrações crescentes de cloreto de potássio (KCl). 

3.2.4. Citometria de fluxo 

 Os neurônios HT-22 diferenciados foram desprendidos das placas de cultura com solução 

TrypleTM Express, suspensas em solução PBS 1X e centrifugadas a 1000g por 10min; suspendidas 

em solução fixadora de paraformaldeído a 4% e mantidas em gelo sob proteção da luz por 30min; 

lavadas com solução PBS 1X; incubadas com a solução de bloqueio contendo soro fetal bovino 

2% e Triton 100X 0.1% em PBS 1X por 30min; e centrifugadas novamente. As células foram 

então incubadas com os anticorpos primários por 1h; e, posteriormente, incubadas com os 

anticorpos secundários Alexa Fluor 488 anti-rabbit e Alexa Fluor 647 anti-mouse (Life 

Technologies, 1:1000) por 45min. Uma amostra de células não incubada com os anticorpos foi 

considerada ‘controle negativo’. As amostras foram analisadas com auxílio do citômetro de fluxo 

Attune (Life Technologies, CA). O Alexa Fluor 488 foi excitado com o laser azul (488nm) e os 

comprimentos das ondas emitidas selecionados por meio do filtro 530/30. Alexa Fluor 647 foi 

excitado com o laser vermelho (638nm) e os comprimentos das ondas emitidas selecionados por 

meio do filtro 660/20. Os anticorpos primários utilizados foram: policlonal de coelho anti-TUJ1 

(Sigma, 1:700), policlonal de coelho anti-V-Glut (Abcam, 1:500), policlonal de coelho anti-V-Gat 

(Merck, 1:250), policlonal de coelho anti-ChAT (Abcam, 1:500), policlonal de coelho anti-

TH (Merck, 1:500), policlonal de coelho anti-D1R (Abcam, 1:100), policlonal de coelho anti-D2R 

(Abcam, 1:100), policlonal de cabra anti-ENK (Abcam, 1:500), policlonal de coelho anti-NMDAR 
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(Abcam, 1:100), policlonal de coelho anti-GAD65/67 (Abcam, 1:500), policlonal de cabra anti-

GFAP (Santa Cruz, 1:500). 

3.2.5. Ensaios farmacológicos 

 Os esquemas farmacológicos se iniciaram a partir do tratamento dos neurônios 

diferenciado com concentrações crescentes do QA. Os períodos de exposição aos tratamentos 

variaram conforme as técnicas analíticas. O método de determinação do valor de EC50 se 

fundamentou nos ensaios de citotoxicidade realizados por meio do alamarBlue® Assay e de 

quantificação das variações transientes das [Ca2+]c realizados por meio do kit FLIPR Calcium 3 

Assay (Molecular Devices). 

 Os valores das concentrações efetivas (effective concentration - EC) do ácido quinolínico 

(QA) foram determinados por meio de um esquema metodológico fundamentado nas seguintes 

etapas técnico-analíticas: 1 - transformação dos dados brutos de intensidade de fluorescência por 

meio de cálculos aritméticos (E0); 2 - modelagem matemática fundamentada no modelo de Hill 

(função farmacológica do sigmoid Emax model) e determinação dos parâmetros da curva de 

correlação não linear (ECMax, EC50, ECn e alpha - coeficiente de sigmoidicidade); 3 - seleção das 

concentrações de trabalho; 4 - avaliação das diferenças estatísticas entre os valores dos efeitos 

observados por meio das análises dos p-valores, conforme o teste-t ou à two-way ANOVA; 5 - 

avaliação e discussão sobre os perfis de interação farmacológica. 

Objetivando avaliar a capacidade do 3-NP 5mM (concentração não citotóxica) de 

potencializar os efeitos excitotóxicos do QA 8mM (EC50), as culturas de neurônios diferenciados 

foram divididas em dois grupos: grupo não pré-tratado com 3-NP e tratado com QA 8mM 

(controle); e grupo pré-tratado com o 3-NP 5mM e tratado com QA 8mM (tratamento). O pré-

tratamento com 3-NP 5 mM foi realizado uma hora antes da adição do QA 8mM. Para os ensaios 

de citotoxicidade, as culturas de neurônios diferenciados foram incubadas com QA por 24h. Para 

as determinações das amplitudes máximas das variações transientes das [Ca2+]c, as culturas de 

neurônios diferenciados foram expostas ao QA por 7 min – período da leitura (cinética). O 

tratamento das culturas neurais com 3-NP 5 mM não resultou em efeitos citotóxicos observáveis 

após 24h (dado não exibido). 

 



Objetivando avaliar o potencial neuroprotetor da adenosina 250µM (concentração não 

citotóxica), as culturas de neurônios diferenciados foram divididas em quatro grupos: grupo não 

pré-tratado com 3-NP e tratado com QA 8mM (controle); grupo não pré-tratado com 3-NP, pré-

tratado com adenosina 250µM e tratado com QA 8mM (tratamento 1); grupo pré-tratado com 3-

NP 5mM e tratado com QA 8mM (controle 2); grupo pré-tratado com 3-NP 5mM, pré-tratado com 

adenosina 250µM e tratado com QA 8mM (tratamento 2). O pré-tratamento com 3-NP 5 mM foi 

realizado uma hora antes da adição do QA 8mM. O pré-tratamento com adenosina 250 µM foi 

realizado trinta minutos (30 min) antes da adição do QA 8mM. Os períodos de exposição das 

culturas de neurônios diferenciados foram os mesmos daqueles descritos na metodologia do ensaio 

anterior. Um volume equivalente de meio de cultura foi adicionado a um dos grupos de cada um 

dos pares (controle e 3-NP). A adenosina a 250 µM não apresentou efeitos citotóxicos após 24h 

em ambas as condições (dado não exibido). 

3.3. Ensaios farmacológicos 

3.3.1. Ensaios de citotoxicidade 

3.3.1.1. AlamarBlue® Assay 

 O método do alamarBlue® Assay se fundamenta na relação diretamente proporcional entre 

a atividade metabólica de redução do reagente Alamar Blue dye (Biosource) e a quantidade de 

células viáveis contendo mitocôndrias competentes (Rebola et al., 2005). O AlamarBlue® Assay 

é utilizado na determinação indireta da viabilidade celular a partir das análises comparativas entre 

as culturas controles e as culturas tratadas (Fatokun et al., 2008). Os valores são expressos em 

termos da porcentagem (%) em relação ao controle, sendo os valores médios e os desvios dos 

múltiplos experimentos independentes comparados por meio dos testes estatísticos que lhe são 

apropriados (Fatokun et al., 2008). 

 Neste ensaio, as leituras de fluorescência (ou absorbância) foram realizadas por meio do 

instrumento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader após 4 horas da adição do reagente 

analítico Alamar Blue dye (Biosource). Os dados foram analisados conforme as instruções do 

fabricante. As diminuições dos percentuais (%) das atividades metabólicas óxido-redutoras foram 

correlacionadas aos potenciais citotóxicos dos fármacos em suas respectivas concentrações após 

24h de incubação a 37 oC e atm 5% CO2. Os dados foram apresentados de forma a podermos 
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correlacionar as condições farmacológicas dos grupos analisados às % de sobrevida celular (ou % 

viabilidade celular). As análises das diferenças estatísticas entre os valores médios e os desvios 

foram realizadas conforme descrito no tópico 'Análises estatísticas'. 

3.3.1.2. Determinação das atividades extracelulares de lactato desidrogenase (LDH) 

 A atividade de LDH extracelular foi determinada por meio do kit LDH Liquiform 

(Labtest), conforme as instruções do fabricante. As leituras de absorbância foram realizadas por 

meio do instrumento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader. Os dados foram apresentados 

de forma a correlacionar as diferentes condições farmacológicas às atividades extracelulares de 

LDH (U/L). Nos ensaios de citotoxicidade, os aumentos das atividades extracelulares de LDH se 

correlacionam de modo diretamente proporcional às quantidades de células mortas devido à 

indução de algum dano celular com resultante perda da integridade da membrana plasmática 

(Hartley et al., 1993; Karanian et al., 2006; Al-Sabahi et al., 2014; Ahmed et al., 2020; Ferreira et 

al., 2020). Neste sentido, as perdas de integridade das membranas plasmáticas e as liberações de 

LDH no meio extracelular se correlacionam às mortes celulares por necrose (Champagne et al., 

1999; Kim et al., 2004; Alexander et al., 2004; Liu et al., 2007; Chen et al., 2018). 

3.3.2. Determinação das variações transientes das [Ca2+]i por microfluorimetria 

 Os valores das variações transientes das concentrações citoplasmáticas de Ca2+ ([Ca2+]c) 

foram determinados por meio do kit FLIPR® Calcium 4 Assay (Molecular Devices), conforme 

previsto pelo fabricante. As leituras de microfluorimetria foram realizadas utilizando o 

instrumento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader. Os valores das variações transientes 

das intensidades de fluorescência apresentam correlações diretamente proporcionais às variações 

transientes da [Ca2+]i. Os dados foram apresentados de forma a podermos correlacionar as 

condições farmacológicas dos grupos analisados aos aumentos das amplitudes máximas (delta) 

relativas às variações transientes das [Ca2+]i. Os valores das amplitudes máximas relativas às 

variações transientes da [Ca2+]i foram determinados ao longo de 7 minutos (min) de análise. Os 

valores médios das variações transientes da [Ca2+]i foram calculados por meio do software 

Softmax®. 

 



3.4. Análises estatísticas 

Os dados referentes aos ensaios farmacológicos foram adquiridos a partir de, no mínimo, 

três experimentos independentes. Os resultados foram apresentados como média +- SEM. As 

análises das diferenças estatísticas entre as duas condições dos neurônios pós-mitóticos (controle 

e 3-NP) foram realizadas por meio do teste t de Student (paramétrico) pareado. As comparações 

entre dois grupos de neurônios pós-mitóticos (controle e pré-tratado com adenosina) nas duas 

condições (controle e 3-NP) foram realizadas por meio da two-way ANOVA seguido pelo Fisher's 

LSD test. A avaliação das diferenças estatísticas entre os perfis de expressão dos mRNA detectados 

por meio da técnica de PCR nas amostras de células E14-TG2a indiferenciadas (UND), E14-TG2a 

diferenciadas (GABAN) e de cérebro de camundongo (Brain) foram realizadas utilizando o 

método one-way ANOVA seguido pela correção de Bonferroni. Os testes estatísticos foram 

realizados considerando os parâmetros de distribuição two-tailed. As análises de significância 

consideraram um p-valor <0.05. As análises foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 

version 5.00. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1. Caracterização dos MSNs GABAérgicos do striatum 

As caracterizações das células neurais se fundamentam nas propriedades morfológicas, 

neuroquímicas, moleculares, eletrofisiológicas e farmacológicas. Com base neste princípio, 

avaliamos as especificidades do método five stage em vista dos perfis diferenciais dos MSNs 

GABAérgicos do striatum constituintes das conexões striatonigral (via direta) e striatopallidal 

(via indireta). Neste sentido, a Figura 10 representa os ensaios de caracterização por 

imunofluorescência dos neurônios pós-mitóticos adquiridos por meio da neurodiferenciação das 

mESCs E14TG2a. A Figura 10A ilustra as marcações nucleares com DAPI e as reações 

imunocitoquímicas anti-TUJ1-positivas (β-III-tubulina), características das células neuronais 

(Chun et al., 2016); e as morfologias típicas dos MSNs – corpos celulares em formato oval. A 

Figura 10B ilustra as reações imunocitoquímicas positivas anti-Htt e anti-GABA características 

das células de mamíferos e dos neurônios GABAérgicos, respectivamente (Sepers e Raymond, 

2014; Pandey e Rajamma, 2018). A Figura 10C ilustra as reações imunocitoquímicas positivas 

anti-GAD67, anti-DARP-32 e anti-TUJ1 características dos MSNs GABAérgicos do striatum. A 

Figura 10D ilustra as reações imunocitoquímicas positivas anti-A2AR e anti-D2R características 

dos MSNs GABAérgicos do striatum da via indireta; e a reação positiva anti-substância P 

característica dos MSNs GABAérgicos do striatum da via direta (Lanciego et al., 2012; Wang et 

al., 2015; Ploktin e Goldberg, 2018). 



 

Figura 10. Caracterização por imunofluorescência dos neurônios pós-mitóticos adquiridos por meio do método five 

stage de neurodiferenciação das mESCs E14TG2a.  Os neurônios pós-mitóticos apresentam perfis imunocitoquímicos 

semelhantes aos MSNs GABAérgicos do striatum. As células foram previamente fixadas em solução PFA 4% e, 

posteriormente, incubadas sucessivamente com os respectivos Ac primários e secundários. As leituras foram 

realizadas por meio da técnica de microscopia de fluorescência - microscópio Zeiss LSM 780-NLO. A - Marcação de 

material genético dupla-fita (DNA) com DAPI e de ß-III-tubulina com TUJ1 (marcador de neurônios pós-mitóticos). 

B - Conjunto de biomarcadores característicos de neurônios pós-mitóticos GABAérgicos (GABA e ß-III-tubulina), e 

da proteína Htt selvagem. C - Conjunto de biomarcadores característicos de MSNs GABAérgicos do striatum 

(glutamato descarboxilase, GAD67; e proteína dopamina-/cAMP-regulada, DARP-32). D - Biomarcadores 

característicos de MSNs GABAérgicos do striatum constituintes das conexões corticoestriatais integrantes da via 

indireta (A2AR e D2R) e direta (substância P - SUB P). E – Marcação anti-TUJ1 (vermelho) e anti-NMDAR (verde). 

As imagens apresentadas são representativas de apenas um experimento realizado em duplicata. 
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 As Figuras 11 e 12 representam, respectivamente, as capacidades dos neurônios pós-

mitóticos de despolarizarem as membranas plasmáticas e de responderem às estimulações com 

glutamato de modo concentração-dependente. A despolarização das membranas plasmáticas 

representa uma característica fundamental dos neurônios pós-mitóticos maduros; enquanto os 

aumentos das concentrações citoplasmáticas de cálcio livre por meio dos influxos de Ca2+ 

extracelular resultantes das estimulações com glutamato referem-se à pressuposição de que 

existem a presença das aferências glutamatérgicas, as quais são características dos MSNs 

GABAérgicos do striatum (Okabe et al., 1996; Shin et al., 2012). 

 

 

Figura 11. Os neurônios pós-mitóticos são capazes de despolarizar a membrana plasmática. O ensaio foi realizado por 

meio da adição de concentrações crescentes do agente despolarizante KCl. As medidas de variação do potencial de 

membrana plasmática foram analisadas por microfluorimetria (FlexStation III). Os resultados representam a diferença 

(subtração) entre as médias de fluorescência máxima e as médias de fluorescência mínima determinadas após a 

realização de 120 leituras no intervalo de 2 minutos. Os dados apresentados representam os valores adquiridos por 

meio de apenas um experimento. 

 



Figura 12. Medidas de ∆[Ca2+]i por microfluorimetria. O gráfico representa a relação entre os logarítimos das 

concentrações de NMDA e os valores de fluorescência referentes às amplitudes máximas das variações transientes 

das [Ca2+]c adquiridas durante três minutos (3 min) de leitura. Os dados representam os valores das replicatas de apenas 

um experimento. 

 As análises das PCR em tempo real (Figura 13) revelaram que as culturas de neurônios 

pós-mitóticos adquiridos por meio do método five stage apresentam níveis aumentados dos 

transcritos dos mRNAs relativos aos A1R, A2AR, A3R, NMDAR1, NMDAR2a, AMPA2, TUJ1, 

TAC1 (substância P), GAD2, VGLUT-1, VGLUT-2 e TH (tirosina hidroxilase) quando 

comparados ao grupo UND (p<0.05). Os níveis dos transcritos dos mRNAs relativos aos A2BR, 

ecto-5'-nucleotidase/cd73, glutamina sintetase, DARP32, GFAP, S100b (marcador de astrócitos), 

AMPA1, nestina e PENK (encefalina) não foram diferentes aos observados no grupo UND 

(p>0.5). Os níveis dos transcritos dos mRNAs relativos ao gene da gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) foram utilizados como ‘controle interno’ (internal housekeeping gene) 

nas normalizações. 
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Figura 13. Análise dos mRNAs por meio do método da PCR em tempo real. A análise dos mRNAs transcritos foram 

realizadas a partir das amostras de mESCs E14tg2a (UND), de MSNs GABAérgicos do striatum adquiridos por meio 

do método five stage (GABAN) e de cérebro de camundongos (Brain). Os valores de expressão relativa (arbitrary 

unit - A.U.) ± SEM foram determinados em razão dos dados de quantificação da expressão dos mRNAs referentes ao 

internal housekeeping gene relativo à enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os dados são 

representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

A partir dos conjuntos dos marcadores detectados por meio das determinações dos 

transcritos dos mRNAs e das reações imunocitoquímicas, concluímos que o método five stage 

produz culturas heterogêneas de neurônios maduros – expressam mRNAs relativos à proteína 

TUJ1 e apresentam reações imunocitoquímicas anti-TUJ1-positivas – compatíveis às conexões 

corticoestriatais e nigroestriatais, pois expressam marcadores característicos dos neurônios 

glutamatérgicos – mRNAs referentes aos transportadores VGLUT-1 e VGLUT-2 (Mahr e Aberle, 

2006; Wozny et al., 2018) –, dopaminérgicos – mRNAs referentes à tirosina hidroxilase (TH) 

(Hedreen, 1999; Aumann et al., 2011; Mori et al., 2006; Eid e Parent, 2015; Barkhuizen et al., 

2018; Salvatore et al., 2019) – e dos MSNs GABAérgicos do striatum – mRNA referentes à 

glutamato descarboxilase (GAD2) e reações imunocitoquímicas positivas anti-GABA, anti-

GAD67 e anti-DARP32 (Okabe et al., 1996; Shin et al., 2012). 

Além disso, a partir dos dados obtidos, também podemos classificar os MSNs 

GABAérgicos do striatum conforme as vias direta e indireta dos circuitos cótico-BGs, pois 

apresentam níveis aumentados dos transcritos dos mRNAs relativos à TAC1 (substância P) e 

reações imunocitoquímicas positivas anti-substância P – características dos MSNs GABAérgicos 

da via direta –; e níveis aumentados dos transcritos dos mRNAs relativos aos receptores A2A e 

reações imunocitoquímicas positivas anti-D2R e anti-A2AR – características dos MSNs 

GABAérgicos da via indireta (Lanciego et al., 2012; Wang et al., 2015; Ploktin e Goldberg, 2018). 

Em contrapartida, os níveis dos transcritos de mRNA relativos à glutamina sintetase 

semelhantes aos observados no grupo ‘UND’ e as reações imunocitoquímicas anti-GFAP-

negativas indicam produção insignificante de astrócitos (dados não exibidos) (Halliday, 1996; 

HalBaber e Haghighat, 2010); enquanto os níveis dos transcritos de mRNA relativos à S100b 

(família das proteínas de ligação ao Ca2+) semelhantes aos observados no grupo ‘UND’ indicam 

produções insignificantes de células da glia (astrócitos e oligodendrócitos) e de células 

progenitoras neurais (Donato et al., 2009). 
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As expressões relativamente aumentadas dos transcritos dos mRNAs relativos aos 

receptores purinérgicos A1, A2A e A3 e aos receptores glutamatérgicos NMDA1, NMDA2a e 

AMPA2, assim como as reações imunocitoquímicas positivas anti-NMDAR, justificam a 

viabilidade dos nossos ensaios farmacológicos cujos objetivos foram avaliar as funções de 

causalidade das mortes celulares correlacionadas aos fenômenos excitotóxicos glutamato-

dependentes e as funções neuroprotetoras da adenosina. 

Os resultados apresentados demonstram que os neurônios pós-mitóticos obtidos por meio do 

método five stage – neurodiferenciação das mESCs – atentem aos critérios necessários à 

classificação de MSNs GABAérgicos do striatum maduros; contudo, os MSNs GABAérgicos 

representam apenas uma fração das culturas neuronais heterogêneas, as quais inferimos serem 

representativas das conexões nigroestriatais e corticoestriatais, sendo esta última integrante do 

circuito striatonigral (via direta) ou striatopallidal (via indireta). Esta hipótese se fundamentou 

nas observações das morfologias dos corpos celulares em formato oval característica dos MSNs 

(Figura 10A); nas reações imunocitoquímicas positivas anti-TUJ1, anti-GABA, anti-GAD67, anti-

DARP-32, anti-NMDAR, anti-A2AR, anti-D2R e anti-substância P características dos MSNs 

GABAérgicos do striatum das vias direta e indireta (Figura 10B-C); nas capacidades de 

despolarizarem as membranas plasmáticas, as quais indicam as aparentes maturações e 

funcionalidades (Figura 11); nas capacidades de responderem às estimulações glutamatérgicas 

observadas por meio dos aumentos das concentrações de cálcio livre intracelular – os quais se 

devem aos influxos de Ca2+ extracelular através dos NMDARs –, indicativas das aferências 

glutamatérgicas dos MSNs GABAérgicos do striatum (Figura 12); e nos níveis aumentados dos 

transcritos dos mRNAs relativos aos A1R, A2AR, A3R, NMDAR1, NMDAR2a, AMPA2, TUJ1, 

TAC1 (substância P), GAD2, VGLUT-1, VGLUT-2 e TH (Figura 13). Desta forma, estes 

resultados também justificam a uso deste modelo nas nossas pesquisas das interações 

farmacológica envolvendo os sistemas de sinalização glutamatérgica, dopaminérgica e 

purinérgica. 

4.2. Caracterização dos neurônios HT-22 diferenciados 

 Os neurônios HT-22 diferenciados foram submetidos às análises das reações de 

imunofluorescência em citômetro de fluxo. Os neurônios HT-22 diferenciados apresentaram 

características de uma cultura neuronal heterogênea não totalmente madura (Figura 14). Esta 



afirmação se fundamenta nas reações imunocitoquimicas positivas anti-GFAP, anti-TUJ1, anti-V-

Glut, anti-ChAT, anti-TH, anti-V-Gat, anti-NMDAR, anti-GAD65/67, anti-D1R, anti-D2R e anti-

ENK. Estes dados também nos indicam as produções de neurônios glutamatérgicos, 

dopaminérgicos, colinérgicos e GABAérgicos passíveis de responderem aos estímulos 

glutamatérgicos e dopaminérgicos. 

Em detalhes, os ensaios de caracterização dos neurônios HT-22 diferenciados por 

citometria de fluxo (Figura 14) demonstraram que, nas regiões duplo-marcadas, 97.7% da 

população expressava V-Glut e TUJ1; 98% da população expressava ChAT e TUJ1; 99% da 

população expressava TH e TUJ1; 99% da população expressava V-Gat e TUJ1; 99% da população 

expressava NMDAR e TUJ1; 88.3% da população expressava GAD 65/67 e NMDAR; 83.6% da 

população expressava GAD 65/67 e D1R; 88% da população expressava GAD 65/67 e D2R; 

97.4% da população expressava ENK e D2R; e 58.7% da população expressava GFAP e TUJ1. 



73 
 

Figura 14. Análise de biomarcadores neurais por imunofluorescência e leitura em citômetro de fluxo. Os gráficos dot-

plots se referem à cultura de neurônios HT-22 diferenciados e duplamente marcados com os diferentes anticorpos 

primários e secundários. Os neurônios HT-22 foram diferenciados com o suplemento N2 por 48h. As quantificações 

das regiões duplo-marcadas revelam uma cultura de células neurais com características semelhantes às culturas 

neuronais heterogêneas. Os dados representam apenas um experimento realizado em triplicata. 



Desta forma, os dados indicam que os neurônios HT-22 diferenciados apresentam 

características dos neurônios glutamatérgicos, pois expressam, concomitantemente, V-Glut e 

TUJ1 (Menezes e Luskin, 1994; Mahr e Aberle, 2006; Wozny et al., 2018); dopaminérgicos, pois 

expressam TH e TUJ1 (Menezes e Luskin, 1994; Hedreen, 1999; Aumann et al., 2011; Mori et al., 

2006; Eid e Parent, 2015; Barkhuizen et al., 2018; Salvatore et al., 2019); colinérgicos, pois 

expressam ChAT e TUJ1 (Menezes e Luskin, 1994; Oda, 1999); e GABAérgicos, pois expressam 

V-Gat, TUJ1 e GAD 65/67 (Menezes e Luskin, 1994; Chaudhry et al., 1998; Saito et al., 2010; 

Tavazzani et al., 2014). As reações anti-NMDAR-positivas indicam a responsividade dos 

neurônios HT-22 diferenciados aos estímulos glutamatérgicos; enquanto as reações anti-D1R- e 

anti-D2R-positivas indicam as responsividades aos estímulos dopaminérgicos. 

As semelhanças entre os neurônios HT2-2 diferenciados e os MSNs GABAérgicos do 

striatum se fundamentam nas reações imunocitoquímicas positivas anti-TUJ1, anti-GAD 65/67, 

anti-ENK, anti-D1R, anti-D2R e anti-NMDAR (Shivers et al., 1986; Okabe et al., 1996; Saito et 

al., 2010; Lanciego et al., 2012; Shin et al., 2012; Chen et al., 2013; Shepherd, G. M. G., 2013; 

Shipp, 2017; Rangel-Barajas e Rebec, 2016; Ploktin e Goldberg, 2018; Amita, H. et al., 2019). 

Entretanto, devido à ocorrência das concomitantes reações imunocitoquímicas positivas anti-

GFAP e anti-TUJ1, inferimos que 58.7% das populações das culturas de células HT-22 

diferenciadas sejam células progenitoras neurais (Donato et al., 2009). 

4.3.Ensaios farmacológicos 

 Conforme descrito, as hipóteses citopatológicas da HD objetivam explicar as causas das 

preponderantes neurodegenerações dos MSNs GABAérgicos D2-positivos (McColgan e Tabrizi, 

2017). Uma primeira hipótese (H1) correlaciona o desfecho morte celular às estimulações dos 

receptores de NMDA – funções do glutamato e do agonista seletivo QA. Uma segunda hipótese 

(H2) correlaciona as mortes celulares à inibição da succinato desidrogenase (complexo 

mitocondrial II) – funções das mHtts e do inibidor irreversível 3-NP. Assim, por meio de uma 

terceira hipótese (H3), objetivamos explicar o aumento das intensidades dos fenômenos 

excitotóxicos correlacionados às mortes celulares a partir da validação da inferência de que a 

inibição da succinato desidrogenase com 3-NP potencializa os efeitos deletérios das estimulações 

dos receptores glutamatérgicos de NMDA com QA. Por último, avaliamos as funções 

neuroprotetoras da adenosina – agonista endógeno dos receptores purinérgicos P1 – frente aos 
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fenômenos excitotóxicos desencadeados por meio dos tratamentos com QA, na ausência e na 

presença do 3-NP. As análises se fundamentaram nos ensaios de determinação das variações 

transientes das [Ca2+]i e dos efeitos citotóxicos – percentuais (%) de sobrevida celular e atividades 

extracelulares (U/L) de LDH – utilizando as culturas de neurônios HT-22 diferenciado. 

Os primeiros relatos históricos sobre os efeitos excitotóxicos do glutamato foram 

correlacionados às mortes celulares necróticas (Velasco et al., 2017; Krasil’nikova et al., 2019). 

Contudo, os mesmos efeitos excitotóxicos do glutamato já foram correlacionados às mortes 

celulares apoptóticas (Ientile et al., 2001; Fatokun et al., 2008; Kritis et al., 2015; Park et al., 

2019). Neste sentido, uma hipótese objetiva inferir a respeito de que tanto a apoptose como a 

necrose representam segmentos distintos de um estado contínuo de morte celular desencadeado 

por meio dos fenômenos excitotóxicos, sendo as concentrações menores de glutamato 

responsáveis por induzir as mortes celulares por apoptose, enquanto as concentrações maiores 

induzem morte celular por necrose (Pang et al., 1997; Vis et al., 2002). Lentile et al. (2001) 

reportaram que as exposições das culturas de neurônios corticais às baixas concentrações de 

glutamato em períodos curtos resultaram em apoptose, enquanto as concentrações maiores e os 

períodos longos resultaram em necrose, sendo a última um desfecho tardio comum às mortes 

celulares desencadeadas por excitotoxicidade. Esta hipótese do estado contínuo das mortes 

celulares se desdobrou em explicações fundamentadas nas funções do agonista dos receptores 

glutamatérgico ácido kaínico em relação aos desencadeamentos das mortes celulares necróticas e 

apoptóticas, conforme os estágios de maturação neuronal; sendo a apoptose correlacionada ao 

favorecimento da morte celular dos neurônios imaturos, e a necrose às mortes dos neurônios 

maduros (Portera-Cailliau et al., 1997; Vis et al., 2002). Além disso, tanto a apoptose como a 

necrose e os diferentes estágios das maturações neuronais apresentam correlações com os perfis 

de expressão das subunidades dos receptores de NMDA (NR1, NR2A e NR2B) (Zeron et al., 2001; 

Liu et al., 2007; Dong et al., 2009). Neste sentido, a necrose correlaciona-se às expressões das 

subunidades NR1/NR2B (Liu et al., 2007). Por outro lado, outra hipótese infere que as 

estimulações dos receptores de NMDA resultam em morte celular por necrose, sendo as mortes 

celulares apoptóticas explicadas por meio dos mecanismos NMDAR-independente (Pang et al., 

1997). Esta última hipótese se desdobra na pressuposição de que os efeitos excitotóxicos iniciais 

do glutamato resultam nas mortes celulares necróticas, enquanto as células sobreviventes aos 

efeitos danosos da fase inicial dos fenômenos excitotóxicos desenvolveriam as mortes celulares 



por meio dos mecanismos apoptóticos (Allen et al., 1999; Fatokun et al., 2008). Neste sentido, 

Kritis et al. (2015) comentam sobre a hipótese de que o glutamato apresenta efeitos citotóxicos 

agudos indutores de necrose, enquanto os efeitos citotóxicos tardios induzem à apoptose. Da 

mesma forma, as mortes neuronais por apoptose ou necrose também já foram correlacionadas aos 

tratamentos com 3-NP, na ausência e na presença de glutamato. As altas concentrações e os 

períodos iniciais das exposições ao 3-NP foram correlacionadas às mortes celulares necróticas, 

enquanto as baixas concentrações e os períodos tardios das exposições se correlacionaram às 

mortes celulares apoptóticas (Pang et al., 1997; Vis et al., 2002). Contudo, Pang et al. (1997) 

relatam que os tratamentos de neurônios com 3-NP podem resultar tanto em necrose quanto em 

apoptose, conforme as concentrações extracelulares de glutamato. 

 Neste trabalho, as culturas de neurônios HT-22 diferenciados foram tratadas com 

concentrações crescentes de QA, incubadas por 24h e submetidas às análises de citotoxicidade 

(dados não demonstrados). A concentração de QA 8 mM foi selecionada, pois se aproximou do 

valor de EC50 necessário às diminuições de 50% das sobrevidas celulares quando quantificadas 

por meio do ensaio de redução do reagente AlamarBlue®. Este valor de EC50 se aproximou das 

concentrações de glutamato utilizadas por outros autores que objetivaram alcançar a mesma faixa 

de % de sobrevida celular em culturas de neurônios HT-22 avaliadas por meio de métodos 

analíticos compatíveis (Jin et al., 2014; Kritis et al., 2015; Park et al., 2019). Em paralelo, as 

culturas de neurônios HT-22 diferenciados foram tratadas com concentrações crescentes do 

inibidor 3-NP, incubadas por 24h e submetidas às análises de citotoxicidade (dados não 

demonstrados). A concentração de 3-NP 5 mM foi selecionada, pois resultou em diminuição das 

% de sobrevida celular (dados não demonstrados). Por último, as culturas de neurônios HT-22 

diferenciados foram pré-tratadas com 3-NP 5mM e tratadas com QA 8mM por 24h (Figura 15). 

Os neurônios HT-22 diferenciados tratados apenas com QA 8mM foram considerados o ‘grupo 

controle'. O pré-tratamento com o inibidor 3-NP 5mM (pré-tratamento) foi realizado uma hora 

(1h) antes do tratamento com QA 8mM. 

Os resultados apresentados na Figura 15 ilustram a propriedade do 3-NP 5mM de 

potencializar os efeitos excitotóxicos do QA 8mM quando analisamos as % de sobrevida celular 

das culturas de neurônios HT-22 diferenciados após 24h de incubação. As culturas dos neurônios 

HT-22 diferenciados pré-tratadas com 3-NP 5 mM apresentaram uma maior sensibilidade aos 
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efeitos citotóxicos dos tratamentos com QA 8mM por 24h, haja vista a diminuição da % de 

sobrevida celular (p<0.05). Este resultado indica que a inibição do complexo mitocondrial II 

potencializa os efeitos citotóxicos das estimulações dos receptores de NMDA. 

 

Figura 15. Avaliação da propriedade do 3-NP de potencializar os efeitos excitotóxicos do QA 8mM em neurônios HT-

22 diferenciados. As análises das % sobrevida celular foram realizadas por meio do método de determinação das 

capacidades mitocondriais de manterem as funções relativas às reações de óxido-redução indicativas das atividades 

de desidrogenase (AlamarBlue®). A concentração de QA 8mM (condição controle) se refere à EC50 calculada após 

24h. O 3-NP 5mM não resultou em efeitos citotóxicos observáveis após 24h (dados não demonstrados). Para avaliar 

o sinergismo farmacológico, os neurônios HT-22 diferenciados foram pré-tratados com 3-NP 5mM uma hora (1h) 

antes da adição do QA 8mM. Os resultados indicam que os neurônios HT-22 diferenciados pré-tratados com 3-NP 

5mM apresentam uma maior sensibilidade aos estímulos excitotóxicos do QA 8mM mantidos por 24h (p<0.05). Os 

valores apresentados representam as médias +- S.E.M. de pelos menos três experimentos independentes realizados em 

duplicata. * indica um valor de P<0.05 entre as barras ou grupos referenciados no experimento. 

A propriedade neuroprotetora dos agonistas dos receptores purinérgicos P1 foram 

avaliadas por meio do pré-tratamento das culturas de neurônios HT-22 diferenciados com 

adenosina a 250µM (Figuras 16 e 17). A concentração de adenosina a 250µM foi selecionada, pois 

não houve o comprometimento da viabilidade das culturas de neurônios HT-22 diferenciados 

(dados não exibidos). A adenosina 250µM foi adicionada trinta minutos (30min) antes dos 

tratamentos dos neurônios pós-mitóticos HT22 com QA 8mM por 24h. Apesar das concentrações 

endógenas de adenosina se aproximem do valor de 100nM (Fredholm, 1997); os agonistas 



seletivos dos receptores A1 serem utilizados em concentrações entre 100nM e 100µM (Rebola et 

al., 2005; Cao et al., 2019); os agonistas seletivos dos receptores A2A serem utilizados em 

concentrações entre 20nM e 100nM (Jeon  et al., 2011; Rebola et al., 2005; Franco et al., 2020); 

os antagonistas seletivos dos receptores A1 serem utilizados em concentrações entre 100nM e 

10µM (Boeck et al., 2005; Rebola et al., 2005; Ordonez et al., 2010; Cao et al., 2019); os 

antagonistas seletivos dos receptores A2A serem utilizados em concentrações entre 50nM e 1µM 

(Dall'lgna et al., 2003; Boeck et al., 2005; Rebola et al., 2005; Jeon  et al., 2011; Aires et al., 2019; 

Franco et al., 2020); a cafeína – antagonista dos receptores P1 – ser utiliza em concentrações entre 

1µM e 100µM (Dall'lgna et al., 2003; Cao et al., 2019); a adenosina é utilizada em ensaios de 

estimulação dos receptores purinérgicos P1 (in vitro) em concentrações entre 1µM e 300µM, sem 

causar morte celular (Ordonez et al., 2010; Cao et al., 2019). 

 

 

Figura 16. Avaliação do efeito neuroprotetor da adenosina 250µM em neurônios HT-22 diferenciados (controle e 3-

NP) tratados com QA 8mM por 24h. As análises das % sobrevida celular foram realizadas por meio do método de 

determinação das capacidades mitocondriais de manterem as funções de óxido-redução relativas às atividades de 

desidrogenase (AlamarBlue®) - ensaios de redução do reagente AlamarBlue®. Os neurônios HT-22 diferenciados 

foram condicionados ou não (controle) com 3-NP uma hora (1h) antes do tratamento com QA 8mM por 24h. Os 

neurônios HT-22 diferenciados foram pré-tratados ou não (subcontroles) com adenosina 250µM 30min antes do 

tratamento com QA 8mM por 24h. Os resultados demonstraram que o 3-NP aumentou a sensibilidade dos neurônios 
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HT-22 diferenciados aos estímulos excitotóxicos desenvolvidos por meio dos tratamentos com QA 8mM por 24h; 

entretanto, por meio da two-way ANOVA, não foi possível considerar estatisticamente significantes as diferenças 

entre os valores adquiridos (p>0.05). Embora os pré-tratamentos dos neurônios HT-22 com adenosina 250µM não 

apresentaram significância estatística (p>0.05), as tendencias dos efeitos neuroprotetores podem ser observadas. 

Diferenças estatisticamente significante (p<0.05) foram observadas entre os valores de % sobrevida de celular do 

grupo de células normais tratadas com adenosina e com QA em relação a ambos os grupos células pré-tratadas 3-NP. 

Os valores apresentados representam as médias +- S.E.M. de pelos menos três experimentos independentes realizados 

em duplicata. * indica um valor de P<0.05 entre as barras ou grupos referenciados no experimento. 

 A adenosina 250µM não resultou em efeitos neuroprotetores significativos quando 

analisamos as % de sobrevida celular (Figura 16) e as atividades extracelulares de LDH (U/L) 

(Figura 17) nas culturas dos neurônios HT-22 diferenciados (normais ou 3-NP 5mM) (p>0.5). 

Entretanto, foi possível observar pontos indicativos das linhas de tendência dos efeitos 

neuroprotetores da adenosina 250µM. Por outro lado, não obtivemos resultados consistentes 

quando analisamos as atividades neuroprotetoras da adenosina 250µM frente aos efeitos 

excitotóxicos dos tratamentos com QA 8mM na presença dos antagonistas dos receptores 

purinérgicos A1, A2A, A2B e A3 (dados não exibidos). 

 

Figura 17. Efeito do 3-NP e da adenosina 250µM na liberação de LDH induzida por meio do tratamento dos neurônios 

HT-22 diferenciados com o agonista QA 8mM. As análises das atividades extracelulares de LDH (U/L) foram 

realizadas após o tratamento dos neurônios HT-22 diferenciados com QA 8mM por 24h. O 3-NP 5mM foi adicionado 



uma hora antes do tratamento dos neurônios pós-mitóticos HT-22 com QA 8mM. A adenosina 250µM foi adicionada 

trinta minutos (30) antes do tratamento com QA 8mM. Os neurônios HT-22 diferenciados e condicionados com 3-NP 

5mM apresentaram uma tendência de diminuição da atividade extracelular de LDH após o tratamento com QA 8mM 

por 24h, entretanto, quando comparado ao grupo de neurônios HT-22 diferenciados e tratados apenas com QA 8mM, 

a diferença entre os valores adquiridos não foi estatisticamente significante (p>0.05). Os neurônios HT-22 

diferenciados e pré-tratamentos com adenosina 250µM apresentaram valores menores de atividade extracelular de 

LDH após o tratamento com QA 8mM por 24h, entretanto os resultados não foram estatisticamente significantes em 

ambas as condições de pré-exposição (controle e 3-NP) (p>0.05). Os valores de atividade extracelular de LDH 

detectados nas amostras de neurônios HT-22 diferenciados e tratados apenas com QA 8mM apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes quando comparados aos valores das amostras de neurônios HT-22 diferenciados pré-

tratados com 3-NP 5mM e adenosina 250µM seguido pelo tratamento com QA 8mM (p<0.05). Os valores de atividade 

extracelular de LDH apresentados representam as médias +- S.E.M. de pelos menos três experimentos independentes 

realizados em duplicata. * indica um valor de P<0.05 entre as barras ou grupos referenciados no experimento. 

 Os ensaios de determinação das atividades extracelulares de LDH são considerados 

indicativos das mortes celulares necróticas, pois quantificam, indiretamente, as perdas de 

integridade das membranas plasmáticas (Alexander et al., 2004; Liu et al., 2007; Chen et al., 

2018). Desta forma, embora as diferenças entre os valores não sejam consideradas diferentes em 

termos de significância estatística (p>0.05), os resultados indicam que as culturas de neurônios 

HT-22 diferenciados pré-tratadas com 3-NP 5mM apresentam quantidades menores de células 

necróticas após os tratamentos com QA 8mM por 24h (Figura 17). Por outro lado, as culturas de 

neurônios HT-22 diferenciados submetidas aos pré-tratamentos com 3-NP 5mM e adenosina 

250µM, seguidos pelos tratamentos com QA 8mM por 24h, apresentaram valores menores de 

atividade extracelular de LDH (U/L) quando comparadas às culturas de neurônios HT-22 

diferenciados tratadas apenas com QA 8mM por 24h (p<0.05), o que indica uma diminuição na 

proporção de células necróticas. Este último resultado nos indica as capacidades dos pré-

tratamentos com 3-NP 5mM e adenosina 250µM reduzirem os potenciais indutores de morte 

celular por necrose relativos aos tratamentos com QA 8mM. Neste sentido, as tendências 

divergentes dos efeitos citotóxicos observados por meio dos ensaios de determinação das 

atividades extracelulares de LDH (U/L) (Figura 17) e dos ensaios de quantificação das % de 

sobrevida celular (Figuras 15 e 16) – metabolização do reagente AlamarBlue® – podem ser 

explicadas por meio da hipótese de que os tratamentos com QA 8mM por 24h induzem os 

aumentos das proporções de células apoptóticas e as diminuições das quantidades de células 

necróticas nas culturas de neurônios HT-22 diferenciados pré-tratadas com 3-NP 5mM;  e o 
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aumento de necrose, invés de apoptose, nas culturas de neurônios HT-22 diferenciados tratados 

apenas com QA 8mM por 24h. Esta última hipótese se fundamenta nas observações de que o 

tratamento com o antagonista dos receptores de NMDA MK-801 (10mM) inibiu as mortes 

celulares agudas por necrose desenvolvidas nos neurônios hipocâmpais pré-tratados com 3-NP; 

porém, não inibiu as mortes celulares apoptóticas tardias (Pang et al., 1997). Da mesma forma, 

Allen et al. (1999) demonstram que o pré-tratamento das culturas de neurônios e células da glia 

com 3-NP promovem o aumento das quantidades de células apoptóticas notados após o 

desenvolvimento dos efeitos citotóxicos decorrentes de trauma mecânico, sendo o desfecho 

analisado inibido por meio do tratamento com MK-801. Neste sentido, as mortes celulares 

apoptóticas ou necróticas resultantes dos tratamentos das culturas neuronais com glutamato se 

correlacionam a diferentes contextos em função das atividades mitocôndrias (Allen et al., 1999; 

Hardingham e Bading, 2003). 

 

Figura 18. Avaliação dos efeitos do 3-NP 5mM e da adenosina 250µM nas médias das amplitudes das variações 

transientes da [Ca2+]i apresentadas pelos neurônios HT-22 diferenciados e tratados com QA 8mM. As determinações 

das variações transientes da [Ca2+]i foram realizadas por meio do kit FLIPR Calcium 4 Assay (Molecular Devices®). 

O 3-NP 5mM foi adicionado uma hora (1h) antes do tratamento com QA 8mM. A adenosina 250µM foi adicionada 

trinta minutos (30 min) antes do tratamento com QA 8mM. As variações transientes das [Ca2+]i foram analisadas 

durante 6 minutos após a adição do QA 8mM. O pré-tratamento dos neurônios HT-22 com 3-NP resultou em um 

aumento dos valores de amplitude máxima relativos às variações transientes das [Ca2+]i que são induzidas pelo 



tratamento com QA 8mM (p<0.05). O pré-tratamento dos neurônios HT-22 (controle e 3-NP) com adenosina 250µM 

não resultou em efeitos estatisticamente significantes (p>0.05). Os valores apresentados representam as médias +- 

S.E.M. de pelos menos três experimentos independentes realizados em duplicata. * indica um valor de P<0.05 entre 

as barras ou grupos referenciados no experimento. 

 As Figuras 18 e 19 indicam a propriedade do 3-NP 5 mM de potencializar os efeitos 

excitotóxicos do QA 8 mM em culturas de neurônios HT-22 diferenciados. Este efeito foi 

observado por meio das avaliações das amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i 

determinadas no intervalo de 6 minutos. As culturas dos neurônios HT-22 diferenciados pré-

tratados com 3-NP 5mM apresentaram valores superiores de amplitude máxima das variações 

transientes das [Ca2+]i após a adição do QA 8mM do que as culturas de neurônios HT-22 

diferenciados expostas apenas ao QA 8mM (cultura normal) (p<0.05). Por outro lado, os pré-

tratamentos com adenosina 250µM não resultaram em alterações estatisticamente significativas 

nas amplitudes máximas das variações transientes das [Ca2+]i (p>0.05) (Figura 18). 

 

 

Figura 19. Gráficos representativos das determinações das variações transientes das [Ca2+]i em culturas de neurônios 
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HT-22 diferenciados. As determinações das variações transientes da [Ca2+]i foram realizadas por meio do kit FLIPR 

Calcium 4 Assay (Molecular Devices®). As leituras de intensidade de fluorescência foram realizadas por 

microfluorimetria com auxílio do instrumento FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader. As análises cinéticas 

tiveram a duração de 7 minutos. Um período inicial de 20 segundo representa a linha de base das variações transientes 

das [Ca2+]i – período anterior à adição do QA 8mM. A – Tratamento com QA 8mM. B – Pré-tratamento com adenosina 

250µM e tratamento com QA 8mM. C – Pré-tratamento com 3-NP 5mM e tratamento com QA 8mM. D – Pré-

tratamento com 3-NP 5mM, pré-tratamento com adenosina 250µM e tratamento com QA 8mM. 

Os fenômenos excitotóxicos se caracterizam por meio dos perfis bifásicos de aumento das 

variações transientes das concentrações de cálcio livre intracelular (Tymianski et al., 1993; 

Abramov et al., 2008). A primeira fase se caracteriza por meio dos rápidos aumentos das [Ca2+]i, 

os quais decaem em poucos minutos, sendo correlacionados aos influxos de Ca2+ extracelular 

através dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos. A segunda fase se caracteriza por meio dos 

sustentados e irreversíveis aumentos das [Ca2+]i, os quais se correlacionam às mortes celulares 

apoptóticas. Desta forma, a Figura 19 representa parte dos distintos perfis dos fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes correlacionados aos diferentes mecanismos das mortes 

celulares dos neurônios HT-22 diferenciado (cultura normal e cultura 3-NP) e submetidos aos 

tratamentos com QA 8mM por 24h. Estes dados experimentais fundamentam a hipótese de que o 

3-NP 5mM desloca as mortes celulares por necrose desencadeadas por meio do tratamento com 

QA 8mM no sentido dos mecanismos apoptóticos (via intrínseca); pois as culturas dos neurônios 

HT-22 diferenciados pré-tratadas com 3-NP 5mM apresentam um aumento das amplitudes das 

variações transientes das [Ca2+]i referentes à segunda fase dos fenômenos excitotóxicos – sendo 

estas prolongadas/sustentadas, aparentemente irreversíveis; e, possivelmente, correlacionadas à 

apoptose. 

Em relação aos pré-tratamentos com adenosina adenosina 250µM, embora não tenhamos 

observado alterações estatisticamente significantes nas amplitudes das variações transientes das 

[Ca2+]i (p>0.05) (Figura 18); na Figura 19, notamos que as culturas dos neurônios HT-22 

diferenciados (cultura normal – ausência de 3-NP) pré-tratadas com adenosina 250µM 

apresentaram uma diminuição da altura do pico das amplitudes das variações transientes das 

[Ca2+]i referente à primeira fase dos fenômenos excitotóxicos, assim como um aumento das 

amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i que se referem à segunda fase. Estes dados 

contribuem à hipótese de que a adenosina 250µM, assim como o 3-NP 5mM, promove a 



diminuição do número de células necróticas nas culturas dos neurônios HT-22 diferenciados 

tratados com QA 8mM por 24h. 

 As mortes neuronais devido às estimulações glutamatérgicas excitotóxicas podem ser 

explicadas por meio do excesso de glutamato extracelular, o qual resulta em influxo de Ca2+ 

extracelular, acumulação e sobrecarga de cálcio nas mitocondriais, desbalanço das [Ca2+]i e 

despolarização das membranas mitocondriais (Angelova et al., 2019). Na HD, os efeitos 

excitotóxicos são potencializados a partir das expressões das proteínas mHtts, o que resulta em 

diminuição da captação mitocondrial de Ca2+, aumento da suscetibilidade das mitocôndrias às 

despolarizações induzidas por meio do aumento das [Ca2+]i e perda do Δψm (Benchoua et al., 

2006; Liot et al., 2009). Da mesma forma, os efeitos excitotóxicos são potencializados por meio 

das inibições dos complexos mitocondriais II com o agonista irreversível 3-NP, resultando em 

aumento das sensibilidades mitocondriais à sobrecarga de cálcio livre, despolarização das 

membranas mitocondriais, formação do mPTP e perda do Δψm (Ruan et al., 2004; Mao et al., 

2006). Além disso, o tratamento das culturas de neurônios com 3-NP resulta em diminuição 

imediata das quantidades de ATP (Liot et al., 2009). Deste modo, a inibição do complexo 

mitocondrial II seguida da estimulação dos receptores NMDA se correlaciona às elevações das 

[Ca2+]i, pois as estimulações dos receptores NMDA influenciam as funções mitocondriais, as quais 

são consideradas o maior reservatório de sequestro dos íons Ca2+ citoplasmáticos (Brustovetsky et 

al., 2003; Zeron et al., 2004). Os aumentos das [Ca2+]i, por sua vez, foram correlacionados de 

modo diretamente proporcional às mortes celulares por apoptose (via intrínseca), pois as 

estimulações dos NMDARs e as inibições do complexo mitocondrial II favorecem a alteração das 

[Ca2+]i homeostáticas e a despolarização das membranas mitocondriais, resultando em perda do 

Δψm, formação do mPTP, liberação do citocrômo c e ativação de caspase-3 (Brustovetsky et al., 

2003; Zeron et al., 2004; Milakovic et al., 2006; Ferreira et al., 2010; Quintanilla et al. 2013). As 

potencializações dos efeitos excitotóxicos das estimulações dos receptores glutamatérgicos de 

NMDA por meio das inibições das succinato desidrogenases (complexo mitocondrial II) se 

encontram descritas na literatura científica, sendo o efeito sinérgico correlacionado à via intrínseca 

(ou mitocondrial) da apoptose (Calabresi et al., 2001; Brustovetsky et al., 2003; Zeron et al., 2004; 

Milakovic et al., 2006). As proteínas mHtts se correlacionam à cascata de eventos da via intrínseca 

da apoptose, pois resultam em perda dos Δψm, abetura dos mPTP, liberação dos citocrômos c e 

ativação das caspases-3 (Zeron et al., 2004; Ciammola et al., 2006). Além disso, as expressões das 
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mHtts, as potencializações dos efeitos excitotóxicos dos NMDARs e as mortes celulares 

desenvolvidas por meio da via intrínseca da apoptose se correlacionam aos aumentos das 

amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i (Zeron et al., 2001; Zeron et al., 2002; Zeron et 

al., 2004). 

Portanto, conforme os mecanismos descritos, podemos inferir que os resultados 

apresentados nas Figuras 15 e 16 ressoam com aqueles apresentados nas Figura 18 e 19, pois a 

inibição da succinato desidrogenase por meio dos pré-tratamentos com 3-NP 5mM 

potencializaram os efeitos excitotóxicos dos tratamentos com QA 8 mM, resultando em 

diminuição das % de sobrevida celular (Figura 15 e 16) e aumento das amplitudes das variações 

transientes das [Ca2+]c (Figuras 18 e 19), sendo estes últimos associados à segunda fase dos 

fenômenos excitotóxicos – correlacionada à apoptose. Por outro lado, buscamos explicar as 

correlações entre as Figuras 17, 18 e 19 por meio da hipótese de que a inibição da succinato 

desidrogenase resulta em alteração dos mecanismos das mortes celulares por necrose 

desencadeadas por meio do tratamento com QA 8mM por 24h para os mecanismos de morte 

celular por apoptose (via intrínseca). 

As atividades neuroprotetoras da adenosina já foram correlacionadas, principalmente, às 

funções dos receptores purinérgicos A1 e A2A. Neste sentido, sabemos que os receptores A1 

apresentam efeitos neuromodulatórios sobre as transmissões sinápticas (Cunha, 2005). No 

contexto da excitotoxicidade, agonistas dos receptores A1 promovem neuroproteção por meio da 

diminuição da liberação pré-sináptica de glutamato e da hiperpolarização das membranas dos 

neurônios pós-sinápticos (Fredholm, 1997; Cunha, 2005; Ribeiro et al., 2016; Tescarollo et al., 

2020). Em contrapartida, os antagonistas dos receptores A1 apresentam as propriedades de 

potencializarem os efeitos neurotóxicos dos estímulos excitatórios neuronais (Cunha, 2005). Por 

sua vez, os agonistas dos receptores A2A foram correlacionados à liberação de glutamato e, 

consequentemente, à estimulação dos NMDARs; enquanto os antagonistas dos receptores A2A 

apresentaram efeitos neuroprotetores frente aos fenômenos excitotóxicos (Fredholm, 1997; Pedata 

et al., 2014; Ribeiro et al., 2016; Martins et al., 2020; Moreira-de-Sá et al., 2021). Além de induzir 

a liberação pré-sináptica de glutamato, a ativação dos receptores A2A pré-sinápticos facilita o 

desenvolvimento das correntes pós-sinápticas produzidas por meio dos receptores de NMDA 

(sinápticos) (Mouro et al., 2018). Estes efeitos são explicados por meio da inibição das correntes 



inibitórias pós-sinápticas produzidas por meio da ativação dos receptores GABAA (Rombo et al., 

2016). Neste sentido, a ativação dos receptores A2A potencializam a excitotoxicidade (Sebastião, 

2022). Contudo, as estimulações dos receptores A2A também já foram correlacionadas à 

propriedade neuroprotetora da adenosina, as quais se devem às funções inibitórias sobre as 

ativações dos NMDARs e às influências exercidas sobre os mecanismos apoptóticos (Cunha, 

2005). Neste sentido, a hipótese mais aceita se refere às funções neuroprotetoras dos receptores 

A2A, os quais promovem efeitos neuroregeneradores intermediados pelo aumento da produção do 

BDNF (Jeon et al., 2011; Ribeiro et al., 2015; Sandau et al., 2016; Mouro et al., 2018; Miranda-

Lourenço et al., 2020). Assim, as ativações dos receptores A2A se correlacionam às funções do 

sistema de sinalização purinérgico nos mecanismos da plasticidade neural (Moreira-de-Sá et al., 

2021). Em síntese, a propriedade neuroprotetora da adenosina pode ser explicada por meio dos 

mecanismos de inibição da liberação de neurotransmissores a partir da inibição pré-sináptica do 

Ca2+ e de inibição das correntes pós-sinápticas geradas através dos receptores de NMDA (Ribeiro 

e Sebastião, 2010). Assim, podemos notar a importância dos avanços nas pesquisas sobre as 

funções neuroprotetoras/neurotóxicas dos receptores purinérgicos A1 e A2A no contexto das 

doenças neurodegenerativas. 
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5. CONCLUSÕES 

A neurodiferenciação das mESCs E14-TG2a por meio do método five stage produziu 

neurônios pós-mitóticos com as características necessárias à classificação dos MSNs 

GABAérgicos do striatum (maduros) – corpos celulares em formato oval; capacidade de 

despolarizar as membranas plasmáticas; respostas concentrações-dependentes com influxos de 

Ca2+ extracelular às estimulações glutamatérgicas; e expressões dos marcadores de Htt, β-III-

tubulina, GABA, NMDAR, GAD67 e DARP-32. 

Os MSNs GABAérgicos do striatum constituíam uma fração das culturas neuronais 

heterogêneas adquiridas por meio do método five stage, as quais expressavam marcadores 

característicos das conexões nigroestriatais, corticoestriatais, striatonigral (via direta) e 

striatopallidal (via indireta) – expressões dos marcadores de VGLUT, TH, GAD2, A2AR, D2R, e 

substância P. 

As culturas dos neurônios pós-mitóticos adquiridas por meio do método five stage 

expressavam marcadores característicos dos receptores glutamatérgicos de NMDA e de AMPA; 

dopaminérgicos D1 e D2; e purinérgicos P1 (A1, A2A, A3). 

A neurodiferenciação da linhagem de células precursoras neurais do hipocampo de 

camundongos HT-22 por meio do reagente N-2 produziu culturas neurais heterogêneas, não 

totalmente maduras e com características semelhantes aos neurônios glutamatérgicos, 

dopaminérgicos, colinérgicos e GABAérgicos. 

As culturas dos neurônios HT-22 diferenciados expressavam marcadores dos receptores 

glutamatérgicos de NMDA e dopaminérgicos D1/D2. 

O tratamento dos neurônios HT-22 diferenciados com QA 8mM reproduziu os fenômenos 

excitotóxicos glutamato-dependentes, produzindo o aumento das amplitudes das variações 

transientes das [Ca2+]i, a diminuição das % sobrevidas celulares e o aumento das atividades 

extracelulares de LDH (U/L) – este último efeito concorda com os relatos históricos de que o 

glutamato apresenta efeitos pró-necróticos. 

O pré-tratamento dos neurônios HT-22 diferenciados com 3-NP 5mM foi capaz de 

potencializar os efeitos excitotóxicos dos tratamentos com QA 8mM, pois diminuiu as % de 



sobrevida celular após 24h; e aumentou as amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i ao 

longo dos primeiros 6 min (cinética). 

A segunda fase dos fenômenos excitotóxicos dependentes do QA 8mM – correlacionada à 

apoptose – preponderou nas análises das amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i nas 

culturas dos neurônios HT-22 diferenciados pré-tratados com 3-NP 5mM – diferentemente dos 

perfis observados nas culturas dos neurônios HT-22 diferenciados tratados apenas com QA 8mM 

cujas maiores amplitudes das variações transientes das [Ca2+]i se referem à primeira fase dos 

fenômenos excitotóxicos. 

O pré-tratamento dos neurônios HT-22 diferenciados com 3-NP 5mM alterou o perfil das 

mortes celulares desencadeadas por meio dos tratamentos com QA 8mM por 24h, pois resultou 

em diminuição das atividades extracelulares de LDH (U/L) – um fator indicativo da menor 

proporção de células necróticas. 

Os neurônios HT-22 diferenciados pré-tratados com adenosina 250µM, na ausência e na 

presença do 3-NP 5mM, não apresentaram resultados diferentes – em termos de significância 

estatística (p<0.05) – após os tratamentos com QA 8mM por 24h – % de sobrevida celular e 

atividade extracelular de LDH (U/L) – ou por 6 min – amplitude das variações transientes das 

[Ca2+]i –; entretanto, os valores adquiridos por meio dos ensaios de citotoxicidade e de 

determinação das variações transientes das [Ca2+]i indicaram as linhas de tendência dos efeitos 

neuroprotetores da adenosina frente aos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes. 

A capacidade do 3-NP 5mM de potencializar os efeitos excitotóxicos do QA 8mM foi 

explicada por meio dos mecanismos de diminuição da captação mitocondrial de cálcio livre 

citoplasmático, os quais resultam nos aumentos das amplitudes das variações transientes das 

[Ca2+]i, principalmente na segunda fase dos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes. A 

segunda fase dos fenômenos excitotóxicos glutamato-dependentes se correlaciona às mortes 

celulares por apoptose (via intrínseca). Desta forma, pressupomos que as ativações das mortes 

celulares por apoptose a partir das inibições das succinato desidrogenases seguidas pelas 

estimulações dos receptores de NMDA resultam nas diminuições das proporções de células 

necróticas observadas nas culturas dos neurônios HT-22 diferenciados pré-tratados com 3-NP 

5mM e tratados com QA 8mM por 24h; sendo as proporções de células necróticas – as quais 
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correlacionamos às estimulações dos receptores de NMDA com QA 8mM – observadas nas 

culturas dos neurônios HT-22 diferenciados tratados apenas com QA 8mM por 24h – ou seja, na 

ausência do inibidor da succinato desidrogenase (complexo mitocondrial II) 3-NP 5mM. 

Os efeitos neuroprotetores da adenosina, embora não estatisticamente significativos, foram 

explicados por meio das funções dos receptores purinérgicos A1 de hiperpolarizarem as 

membranas neuronais pós-sinápticas, as quais resultam nas diminuições dos influxos de Ca2+ 

extracelular através dos canais iônicos dos receptores glutamatérgicos ionotrópicos; e por meio 

das funções dos receptores A2A, os quais promovem o aumento das produções do BDNF, 

auxiliando os processos de neuroregeneração. 
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