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RESUMO 

A junção neuromuscular (JNM) é essencial para a comunicação entre a terminação 

nervosa e as fibras musculares esqueléticas levando à contração do músculo esquelético. 

Um dos pontos mais críticos do processo de neurotransmissão colinérgica envolve o 

evento de armazenamento da acetilcolina (ACh) nas vesículas sinápticas (VSs) via 

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Para avaliar a participação e a 

importância funcional do VAChT na neurotransmissão colinérgica, Prado et al. (2006) 

geraram uma linhagem de camundongos que apresenta expressão reduzida (knockdown) 

do gene do VAChT. Esses animais apresentam uma diminuição (~70 %) na expressão 

da proteína VAChT, porém possuem déficits cognitivos e são miastênicos. Além disso, 

os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam outras alterações nas JNM como redução 

do tamanho e conteúdo quântico, redução da frequência potenciais de placa motora em 

miniatura e déficit na força muscular. No entanto, pouco se sabe sobre o que acontece 

com a morfologia e função do músculo esquelético e da JNM de camundongos que já 

possuem déficit colinérgico desde o nascimento até atingirem meia idade e a 

senescência, ou seja, um déficit colinérgico a longo prazo. Com isso, o objetivo deste 

estudo foi avaliar as possíveis alterações morfofuncionais dos elementos sinápticos de 

JNM do diafragma, bem como o de avaliar morfofuncionalmente os músculos soleus 

(SOL) e extensor longo dos dedos (EDL) de camundongos com disfunção colinérgica 

(knockdown para o gene do VAChT) a longo prazo. Através da realização de 

pletismografia e ventilação mecânica para avaliação pulmonar, percebemos que os 

camundongos VAChT KD
HOM

 não se diferiram dos selvagens (WT) nos parâmetros 

avaliados. Observamos também que os camundongos VAChT KD
HOM

 não apresentaram 

diferença quanto a avaliação dos elementos pré e pós-sinápticos da JNM do músculo 

diafragma, seja de maneira dependente ou não da atividade da terminação nervosa, 

assim como também não apresentaram alterações ultraestruturais adicionais. No 

entanto, percebemos que a redução a longo prazo de VAChT acarretou numa maior 

liberação espontânea de vesículas e provocou alteração na amplitude dos potenciais de 

placa motora em miniatura (MEPPs) comparado aos VAChT WT. Além disso, os 

camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram pior desempenho em testes que avaliam a 

força muscular, o deslocamento e coordenação associado com alterações na área de 

secção transversal (CSA) e perímetro do músculo SOL e EDL, sendo o SOL 

apresentando hipertrofia e o EDL atrofia das suas fibras musculares. Além do mais, 

foram percebidas trocas na composição do tipo de fibra no músculo SOL dos VAChT 

KD
HOM

 associado a acúmulos de glicogênio intra e intermiofibrilar. Essas alterações nas 

CSA encontradas nos músculos SOL e EDL foram parcialmente revertidas com 28 dias 

de tratamento com o fármaco anticolinesterásico, piridostigmina. Todos esses dados 

sugerem que a liberação de ACh possui um distinto papel na manutenção da estrutura 

das fibras musculares sendo fundamental para a função muscular global ao longo da 

vida do animal e que a redução de VAChT pode provocar alterações na liberação 

espontânea, mas não na liberação evocada de VSs em camundongos com déficit 

colinérgico a longo prazo.  
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ABSTRACT 

The Neuromuscular Junctions (NMJ) is essential for the neuronal communication 

between the nerve terminals and muscle fibers leading to muscle contraction. One of the 

most critical processes of cholinergic transmission involves the event of storage of 

acetylcholine (ACh) in synaptic vesicles (SVs) through the vesicular acetylcholine 

transporter (VAChT). To assess the functional importance of the VAChT in the 

cholinergic transmission, Prado et al. (2006) generated a strain of mice knockdown for 

the VAChT gene and these animals have a pronounced deficit of muscle strength and 

motor performance. The VAChT knockdown (VAChT KD
HOM

) mouse model exhibited 

a ~ 70% decrease in VAChT expression reaches adulthood, but they are myasthenic and 

present cognitive deficits. In addition, VAChT KD
HOM

 mice present others alterations at 

the neuromuscular synaptic level such as a reduction in quantal content and size, 

reduced miniature end-plate potentials frequency, impairment of motor performance and 

severe deficit in muscle strength. Although some alterations seen in VAChT KD
HOM

 

adult mice are already known, there is a lack of information when it comes to 

cholinergic dysfunction in middle aged and senescence mice. Could it induce further 

structural and functional changes on pre and postsynaptic components? Thereby, in this 

work our main goal was to investigate possible pre and postsynaptic alterations in NMJ 

of the diaphragm muscle and soleus (SOL) and extensor digitorum longus (EDL) 

muscles from mice with long-term cholinergic deficit. We show that diaphragm from 

mouse with reduced expression of VAChT does not present major changes in NMJ 

morphology or pulmonary function but presents alterations in the release of spontaneous 

synaptic vesicles, amplitude of the miniature end plate potential (MEPP). In addition, 

we observed that VAChT KD
HOM

 mice performed worse in behavioral motor tests 

compared to WT littermates with the same age. Accordingly, we found that the SOL 

muscle fibers from VAChT KD
HOM

 mice presented a significant increase in the cross 

sectional area (CSA) and expression of the type I Myosin Heavy Chain isoform 

(MyHC) and EDL presented a reduction in CSA in ours fibers. In addition, we also 

observed the presence of intramyofibrillar e intermyofibrillar glycogen in SOL muscles 

from VAChT KD
HOM

 mice that were not found in their WT counterparts. Noteworthy, 

VAChT KD
HOM

 mice treated with acetylcholinesterase inhibitor pyridostigmine 

performed similar to WT in motor tests and the CSA of SOL and EDL muscle fibers 

were partially rescued to control values, suggesting that an increase in ACh availability 

at the synaptic cleft helps reversing these motor deficits. These data suggest that ACh 

release plays a distinct role in maintaining the structure of muscular fibers and muscular 

function general, as well as being important in the regulation of spontaneous release of 

vesicles. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A transmissão neuromuscular esquelética  

 

1.1.1. As junções neuromusculares (ou placas motoras) 

A neurotransmissão nos músculos estriados esqueléticos ocorre entre a 

terminação nervosa do neurônio motor situado em regiões ventrais da medula espinhal 

com a membrana da célula muscular esquelética. Esse local onde ocorre a interação 

entre essas duas células é denominado de Junção Neuromuscular (JNM) ou Placa 

Motora (PM) e o comunicador central do processo é o neurotransmissor acetilcolina 

(ACh) (Nicholls, 1994; Hammond, 2008). A sinapse periférica da JNM de mamíferos é 

descrita como sendo um dos modelos de sinapses mais estudados com relação ao seu 

desenvolvimento, manutenção e degeneração devido ao seu tamanho, sua simplicidade 

estrutural e acessibilidade (Sanes and Lichtman, 1999; Kummer et al., 2006). 

O desenvolvimento da JNM ocorre ainda no período embrionário onde o axônio 

do neurônio motor alcança a região central da fibra muscular por volta do 12º dia 

embrionário em camundongos, porém ainda não existe a presença dos receptores 

nicotínicos para ACh (nAChR) na membrana da fibra muscular. Porém, já no período 

pós-natal as fibras musculares encontram-se poli-inervadas no qual sucede o fenômeno 

denominado eliminação sináptica (Lichtman and Sanes, 2003). Esse pode ser observado 

em camundongos, por volta do 14º dia de vida pós-natal, ocorrendo a eliminação das 

inervações múltiplas e ficando apenas uma terminação nervosa para cada receptor 

nicotínico (Balice-Gordon and Lichtman, 1993; revisado por Shi et al., 2012).  

O aparecimento dos nAChR na membrana da fibra muscular acontece por volta 

do 14º dia embrionário mas sem colocalização com a terminação nervosa (revisto por 

Sanes e Lichtman, 1999). Já no 18º dia embrionário, os aglomerados de nAChR se 

encontram em correta aposição, ou colocalização com a terminação nervosa do neurônio 

motor. Os nAChR são inicialmente formados por mecanismos intrínsecos musculares 

(proteína Musk – quinase específica do músculo), e a sua colocalização com a 

terminação nervosa é mantida por fatores liberados pela terminação nervosa, como por 

exemplo, a agrina, laminina (Lin et al., 2001; Nishimune et al., 2008) bem como a 

liberação de ACh que também tem sido demonstrada como um fator determinante na 
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distribuição dos receptores nicotínicos na membrana muscular (de Castro et al., 2009) 

(Figuras 1 e 2).   

A morfologia pós-natal dos aglomerados de nAChR se apresenta, no início do 

período pós-natal,  na forma de uma placa fechada e no decorrer do desenvolvimento, 

essas placas se tornam perfuradas até chegarem, por volta de três semanas, na estrutura 

típica com suas placas multiperfuradas e maiores devido ao crescimento das fibras 

musculares (Shi et al., 2012). Juntamente com os nAChR em forma de placa nos 

primeiros dias de vida do camundongo, ocorre a formação de dobras juncionais na 

membrana das fibra muscular, logo abaixo da terminação axonal. Os nAChRs estão 

localizados nas cristas e nas laterais dessas dobras sendo que os canais de sódio (Na
+
) 

localizam-se mais profundamente, culminando em um arranjo que facilita a eficácia da 

transmissão sináptica (Covault & Sanes 1986; Flucher & Daniels, 1989; Wood & Slater, 

1997). Além dos nAChRs, existem outras proteínas fundamentais para a manutenção da 

estrutura da membrana pós-sináptica como as de ancoragem e as sinalizadoras que são 

amparadas pelo citoesqueleto (Slater, 1982; revisado em Salpeter & Loring, 1985; 

Moscoso et al., 1995; Valenzuela et al.; 1995, Zhu et al., 1995; Martin et al., 1996). 

Com toda essa estrutura, a membrana pós-sináptica se torna especializada e madura 

(Figura 2). 

Os constituintes da matriz extracelular e lâmina basal também se tornam 

especializados nesse período de maturação da JNM com a presença de colágeno IV, 

laminina, entactina e proteoglicanas além de abrigar a enzima acetilcolinesterase, que 

degrada a molécula de ACh e moléculas sinalizadoras como a agrina e neuregulina 

(Krejci et al., 1997; Scott et al., 1988). A célula de Schwann terminal, inicialmente 

permanece na fenda e durante a maturação da JNM ela se retrai do interior da fenda e 

passa a envolver a terminação nervosa contribuindo para a manutenção da JNM e 

proporcionando isolamento entre o neurônio motor e o ambiente extracelular (Jahromi 

et al., 1992; Todd et al., 2007). (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1: Desenvolvimento da JNM no músculo tibial anterior em camundongos: a) Morfologia dos 

aglomerados de AChR  que inicialmente aparecem como placas ovais fechadas. Dentro de três semanas 

de vida pós-natal, os aglomerados de AChR se transformam em placas multiperfuradas. P, dia pós-natal; 

Ad, adulto. b) Durante as duas semanas de vida pós-natal, ocorre a eliminação sináptica nas placas 

motoras poli-inervadas (asteriscos), que passam a ser unicamente inervadas. Após, os terminais axonais 

se tornam perfeitamente alinhados com aglomerados de AChR. Os aglomerados de AChR são marcados 

com α-bungarotoxin (BTX; vermelho) os terminais nervosos são marcados com sinaptofisina-

neurofilamento (verde) Barra de escala 10 µm. Adaptado a partir de Shi et al. (2012). 

 

A estrutura das JNMs maduras tem alta relação com sua atividade funcional. 

Dessa forma, a correta sobreposição das suas estruturas torna a neurotransmissão 

periférica altamente eficaz. Essa sobreposição da terminação nervosa com os receptores 

nicotínicos para ACh e as células de Schwann terminais podem ser facilmente 

visualizadas pela microscopia de confocal e (Figura 2) (Zuo and Bishop, 2008; Valdez 

et al., 2012; Shi et al., 2012) utilizando-se a técnica de microscopia eletrônica de 

transmissão, é possível a observação das JNMs em maiores detalhes (Figura 3). Nesse 

caso, pode ser observada a terminação nervosa, com a presença de numerosas vesículas 

contendo o neurotransmissor ACh principalmente localizadas em regiões próximas a 

região da membrana pré-sináptica chamada de zona ativa, que é o local onde as 

vesículas sinápticas (VSs) se fundem com a membrana para que ocorra a liberação do 

seu conteúdo na fenda sináptica. Ainda no interior da terminação, são observadas várias 

mitocôndrias, que são organelas fundamentais para prover a energia para a síntese e 

liberação do neurotransmissor. No local logo abaixo da terminação nervosa é 

visualizada a fenda sináptica, que é onde a ACh será liberada e posteriormente 

degradada após se ligar nos receptores nicotínicos para ACh em locais especializados da 

membrana da fibra muscular. Esses locais especializados, por sua vez, ficam logo 

abaixo da fenda e se caracterizam pela presença das dobras juncionais. Esse arranjo 

estrutural das JNMs contribui para a eficiência do mecanismo de liberação da ACh, para 

que a mesma atue sobre a célula muscular  (revisado por Katz, 1966, Yee et al., 1988; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zuo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishop%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
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revisado por Sanes and Lichtman, 1999 e 2003; Robitaille et al., 1993; Martin, 1994; 

Sugiura et al., 1995; Day et al., 1997; Zuo and Bishop, 2008; Valdez et al., 2010 e 

2012; revisado por Shi et al., 2012).  

 

 

Figura 2. Estrutura da JNM em camundongos adultos (JNM madura): (A) Ilustração da relação 

entre o axônio (azul), células de Schwann (verde) e AChRs (vermelho). B) Esquema de uma micrografia 

eletrônica mostra a disposição ultra-estrutural dos processos das células de Schwann (verde), o terminal 

do axônio (azul), AChRs (vermelho) e lâmina basal (cinza). Imagens de microscopia de fluorescência in 

vivo dos AChRs (B), das células de Schwann (C), do terminal axonal (D) e colocalização das estruturas 

(E). Escala de barra: 10 μm. (Zuo and Bishop, 2008).  

 

   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zuo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishop%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zuo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bishop%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19939298
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Figura 3. Elétron-micrografia dos elementos sinápticos das junções neuromusculares do músculo 

diafragma. Representações esquemáticas dos perfis das terminações nervosas (contorno vermelho), dos 

perfis de dobras juncionais pós-sinápticas (contorno amarelo) e de VSs (azul). Além disso, podem ser 

visualizadas as miofibrilas da célula muscular esquelética abaixo das dobras juncionais e presença de 

grande número de mitocôndrias no interior da terminação. Adaptado de Rodrigues et al. (2013). 

 

1.1.2 Síntese, armazenamento e liberação de ACh 

 Além do arranjo estrutural dos componentes da JNM, a síntese, armazenamento 

e liberação da ACh são fatores que contribuem para a eficácia da interação entre a 

célula neuronal e a célula muscular  (Nguyen et al., 1998; revisado por Prado et al., 

2002 e Bravo & Parsons, 2002; Prado et al., 2006, Rodrigues et al., 2013).  

A síntese da ACh ocorre no interior da terminação nervosa e se inicia pela ação 

da enzima colina acetiltransferase (ChAT) utilizando para tal os substratos colina, 

provido da própria reutilização dos metabólitos de moléculas de ACh degradadas na 

fenda sináptica bem como da dieta e do acetil-Coa, provido do metabolismo 

mitocondrial. Uma vez sintetizada, a ACh precisa ser armazenada no interior das VSs. 

Para que isso ocorra, é necessário a presença de um transportador na membrana 

vesicular, que no caso da neurotransmissão da JNM é o VAChT, uma proteína com 12 

domínios transmembrana, específico em carrear moléculas de ACh (Nguyen et al., 
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1998; revisado por Prado et al., 2002 e Bravo & Parsons, 2002; Prado et al., 2006, 

Rodrigues et al., 2013). Para que a proteína VAChT exerça sua função, ela necessita de 

um gradiente eletroquímico para transportar os neurotransmissores contra um gradiente 

de concentração (Maycox et al., 1990; Gasnier, 2000). Esse é gerado por uma bomba de 

prótons presente na membrana vesicular, denominada VH
+
-ATPase. A VH

+
-ATPase, 

por sua vez, transloca prótons H
+
 para o interior das VSs pela a hidrólise do ATP e com 

isso, acidifica (gradiente químico) e promove o acumulo de cargas positivas no interior 

das VSs (gradiente elétrico) (Nguyen et al., 1998; revisado por Prado et al., 2002 e 

Bravo & Parsons, 2002; Rodrigues et al., 2013). Com isso, a proteína VAChT realiza a 

troca de dois íons H
+
 por uma molécula de ACh, preenchendo o interior das VSs com o 

neurotransmissor (Parsons et al., 1993; revisado por Prado et al., 2002).  

Uma vez sintetizada, a ACh vai para o interior das VSs transportada pela 

proteína VAChT, sendo então liberada na fenda sináptica numa região próxima aos seus 

receptores. Contudo, para que a fusão das vesículas contendo ACh com a membrana do 

terminal ocorra, inicialmente é necessária a passagem de um potencial de ação pelo 

axônio. O potencial de ação desencadeia a abertura de canais de cálcio (Ca
2+

) sensíveis 

à voltagem e o influxo desse íon para o citoplasma da terminação nervosa. Esse evento 

promove a fusão das VSs com a membrana da terminação nervosa (membrana pré-

sináptica) culminando na liberação do conteúdo vesicular na fenda, a qual se encontra a 

ACh (Alabi and Tsien 2012). 

Após a exocitose e ativação dos receptores nicotínicos, a ACh é hidrolisada pela 

acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda sináptica, gerando colina e acetato. A 

colina é recaptada para o interior da terminação por meio de seu transportador de 

membrana de alta afinidade (CHT1) e será novamente utilizada para a síntese de nova 

ACh (revisado por Ribeiro et al., 2006). Nesse processo de síntese e liberação de 

acetilcolina, a expressão de VAChT representa um ponto-chave na regulação da 

transmissão colinérgica (Prado et al, 2006; Lima et al, 2010;. Prado et al, 2013). De 

fato, camundongos knockout para a proteína VAChT (VAChT
del/del

) morrem logo após o 

nascimento o que indica que o armazenamento de ACh mediada por VAChT é essencial 

para a vida e contribui para o desenvolvimento normal da JNM (De Castro et al., 2009) 

(Figura 4). 

Além da síntese de ACh, a neurotransmissão colinérgica das JNMs depende de 

uma série de eventos envolvendo as VSs na terminação nervosa, como já mencionado 
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anteriormente. De uma forma resumida, as VSs passam por um ciclo na terminação 

nervosa e para que este fenomeno ocorra é necessario, inicialmente, que as VSs se 

agrupem próximas às zonas ativas, local onde posteriormente, irão se ancorar com 

auxílio de proteínas específicas e realizar a exocitose. Dessas proteínas, as essenciais 

são as do complexo SNARE, as quais promovem a formação de um poro de fusão com 

membrana pré-sináptica culminando com e liberação da ACh na fenda sináptica (revisto 

por Sudhof, 2013). Logo após exocitose, ocorrerá uma endocitose compensatória, 

reciclagem e repreenchimento com ACh para possibilitar um novo ciclo de liberação de 

vesículas (Reuser e Reese, et al., 1973; Pyle et al., 2000; Richards et al., 2000 e 2003; 

revisado por Sudhof and Rizo, 2011).   

A contração muscular é desencadeada pelo potencial de ação que leva a um 

aumento no Ca
2+

 citosólico na terminação nervosa. No entanto, na ausência de estímulo, 

ocorre a liberação espontânea de vesículas, ou seja, as vesículas se fundem naturalmente 

e espontaneamente com a membrana pré-sináptica. Cada VS contém aproximadamente 

5.000-10.000 moléculas de ACh. A exocitose de uma só vesícula sináptica é medida em 

unidades discretas denominadas quanta que por sua vez, podem ser medidas através de 

potenciais de placa motora em miniatura (MEPPs) (Fatt and Katz 1952a; Naguib et al., 

2002; revisto por Van der Kloot, 2003). Apesar do termo “quanta” sugerir que a 

transmissão seja uniforme e fixa, a distribuição dos quanta demonstra um grande 

coeficiente de variação (revisto por Van der Kloot, 2003). Essa distribuição pode refletir 

diferenças na quantidade de neurotransmissor presente em cada vesícula e mesmo 

diferenças na sensibilidade da membrana pós-sináptica uma vez que, em experimentos 

eletrofisiológicos, os MEPPs são medidos na membrana da fibra muscular (Bekkers et 

al., 1990). Tem sido documentado que variações na atividade e expressão de 

transportadores vesiculares podem representar uma fonte de variação no conteúdo 

quantal, e consequentemente na transmissão sináptica (Prado et al., 2006). Como ao 

contrário da liberação evocada, a fusão espontânea de VSs não é capaz de gerar a 

despolarização na membrana da fibra muscular, sua função tem sido descrita 

principalmente, como mantenedoras das estruturas das JNMs (Fatt and Katz, 

1950, 1952b; Del Castillo and Katz, 1954; revisado por Ramirez and Kavalali, 

2011; Andreae and Burrone, 2014; Kaeser and Regehr, 2014; Rizzoli, 2014).  

Todos esses processos explicitados acima, ou seja, a organização estrutural dos 

componentes das JNMs, a síntese de ACh no interior da terminação nervosa bem como 

http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B15
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B15
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B16
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B14
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B39
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B39
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B2
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B31
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B42
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seu armazenamento em vesículas, fazem com que a neurotransmissão nesse local seja 

além de eficaz, um processo altamente coordenado. Essa coordenação, a qual tem 

grande importância a liberação do neurotransmissor por meio de VSs depende da 

vontade consciente de realizar movimentos musculares ou através dos atos reflexos 

sendo seu comando exercido por neurônios eferentes do córtex cerebral. Esses 

neurônios, ao fazerem sinapses com neurônios motores do corno ventral da medula, são 

capazes de gerenciar os impulsos nervosos que desencadearão o processo de contração 

muscular necessária para as mais diversas funções do sistema muscular realizadas pelos 

organismos (Fries, 2005; Isa et al., 2013; Nas et al., 2015). 

 

 

Figura 4: Síntese, armazenamento e liberação de acetilcolina. A acetilcolina (ACh) é sintetizada na 

terminação nervosa pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da colina e do acetil-CoA 

advindo da respiração mitocondrial. Após sua síntese, a ACh é armazenada no interior das vesículas 

sinápticas através do seu transportador vesicular, o VAChT. Após a exocitose e ativação dos receptores 

pós-sinápticos, a acetilcolina é hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda sináptica, 

gerando colina e acetato. A colina é recaptada para o interior da terminação nervosa por meio de seu 

transportador de membrana de alta afinidade (CHT), podendo ser novamente utilizada para a síntese de 

nova ACh (Adaptado de The American Psychiatric Publishing – Textbook of Psychopharmacology, 

fourth edition. Edited by Alan F. Schatzberg and Charles B. Nemeroff, 2009). 
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1. 2. Os Músculos Estriados Esqueléticos 

 

1.2.1. Estrutura e organização dos músculos esqueléticos 

Os músculos estriados esqueléticos de mamíferos são heterogêneos e complexos 

em sua natureza, sendo um dos tecidos mais ativos metabolicamente. Eles se originam a 

partir de células mesodermais e sua diferenciação, maturação e desenvolvimento são 

controlados por um grupo de fatores de transcrição chamados de Fatores Miogênicos 

Reguladores (MRF), incluindo MyoD (Fator de Diferenciação Miogênica), Myf5 (Fator 

Miogênico 5), myogenin, dentre outros. Uma vez que esses fatores de transcrição são 

ativados, eles se ligam a regiões especificas do DNA (ácido desoxirribonucléico), 

estimulando a transcrição de genes. Esse mecanismo é importante para expressar o 

fenótipo da fibra muscular, pois controlam a expressão das proteínas miofibrilares, entre 

elas a Cadeia Pesada de Miosina (MyHC – Myosin heavy chain) e dessa forma regulam 

a diversidade, plasticidade e especialização do músculo esquelético (Olson and Klein, 

1994, Calvo  et al., 1999; Hawke and Garry, 2001; Willoughby and Nelson, 2002; Raue 

et al., 2006).  

Inicialmente, os fatores de transcrição MyoD e Myf5 fazem com que as células 

mesodermais se transformem em mioblastos, que por sua vez se transformam em 

miócitos, uma célula mononucleada, pela ação de Myogenin e MRF-4. Em seguida, 

vários miócitos se unem formando a fibra muscular multinucleada e quando maduras 

seus núcleos encontram-se localizados na região periférica da fibra. Uma porção de 

mioblastos não diferenciados permanece na periferia das células musculares formando 

as células satélites. Essas células são importantes para crescimento e regeneração 

muscular e quando ativadas por estímulos específicos se fixam às fibras musculares já 

existentes (Seale and Rudnicki, 2000; Hawke and Garry, 2001; Kadi et al., 2004; 

Rando, 2006).  

 Macroscopicamente, é possível verificar que a maioria dos músculos estriados 

esqueléticos se prende aos ossos por meio de tendões localizados em ambas as 

extremidades e podem cruzar uma ou várias articulações (Kernell, 2006). Já no plano 

morfológico, observa-se que cada fibra muscular esquelética é envolta por um tecido 

conjuntivo fibroso denominado endomísio. O agrupamento de até 150 fibras, as quais 

são envolvidas também por camada de tecido conjuntivo fibroso, o perimísio, delimitam 
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os feixes ou fascículos musculares. Por fim, o agrupamento de vários feixes ou 

fascículos pelo tecido conjuntivo mais externo, o epimísio, caracteriza o músculo em 

toda sua unidade (Flück and Hoppeler, 2003).  

Cada fibra muscular possui uma membrana plasmática, denominada sarcolema e 

acima dela nota-se a presença da membrana basal, formada por proteínas e filamentos 

de colágeno. Entre o sarcolema e a membrana basal são encontradas as células satélites. 

No interior do sarcolema localiza-se o sarcoplasma, onde se encontram organelas 

especializadas, dentre elas o retículo sarcoplasmático, constituído por uma rede de 

canais tubulares que permitem a propagação da onda de despolarização por toda a fibra, 

regulando o fluxo de cálcio (Flück and Hoppeler, 2003) (Figura 5A e B). 

No interior do sarcoplasma se localizam as miofibrilas. Elas são compostas por 

filamentos proteicos finos e espessos que ficam ligados ao sarcolema através de uma 

proteína chamada distrofina. Esses filamentos constituem os sarcômeros, unidades 

iguais e repetidas, delimitadas pelas linhas Z que, além de permitir a contração 

muscular, está relacionado com a organização e coesão da fibra muscular (Huxley, 

1969) (Figura 5B). Os filamentos finos são formados por actina, tropomiosina, 

troponina e tropomodulina. A actina é formada por um polímero longo, a actina F, e por 

duas cadeias de monômeros globulares, a actina G, torcidas uma sobre a outra. A 

tropomiosina é uma molécula longa e fina, formada por duas cadeias polipeptídicas com 

arranjo em dupla hélice, em orientação paralela, localizada ao longo do sulco entre os 

filamentos de actina F. A troponina é um complexo protéico formado por três 

subunidades no músculo esquelético (TnC, TnI e TnT), com funções específicas, sendo 

que a troponina C (TnC), é a subunidade em que o cálcio se liga, sendo essencial para a 

ligação com a miosina. A troponina I (TnI) inibe a ação da actina e a atividade da 

ATPase e a troponina T (TnT) faz a ligação com a tropomiosina. A tropomodulina é a 

proteína que mantém os filamentos de actina em seu comprimento (Schiaffino and 

Reggiani, 1996).  

Os filamentos espessos são representados pela miosina e pelas proteínas C, H, M 

e miomesina (Schiaffino and Reggiani, 1996). A miosina é constituída por duas cadeias 

pesadas (myosin heavy chain, MyHC) enroladas em α-hélice e quatro cadeias leves 

(myosin light chain, MLC) (Lowey et al., 1969; Weeds & Lowey, 1971; Elliott & Offer, 

1978). A MyHC é ainda separada em duas porções: meromiosina leve (light 

meromyosin, LMM), em forma de bastão, e meromiosina pesada (heavymeromyosin, 
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HMM), em forma globular. Essa última contém um sítio de ligação para a actina e uma 

região de ligação para a molécula de Trifosfato de Adenosina (ATP) com atividade 

ATPase  sendo que após hidrólise de ATP ocorre a interação da actina com miosina 

produzindo a contração muscular (Huxley, 1969; Lowey et al., 1969; Schiaffino and 

Reggiani, 2011).  

 

 

Figura 5: Estrutura do músculo esquelético: A) Corte transversal de músculo esquelético Soleus 

corado com azul de toluidina. São demonstradas as fibras musculares com os núcleos localizados 

perifericamente e envoltas pelo endomísio, o quadrado delimita as miofibrilas no interior da célula e na 

direita a representação das mesmas vistas em maiores detalhes por microscopia eletrônica de transmissão. 

Barra de escala 50 μm. B) Imagem de microscopia eletrônica de transmissão demonstrando a 

ultraestrutura da célula muscular esquelética. Podem ser visualizadas a Linha Z, os Túbulos T (TT), o 

Retículo Sarcoplasmático (RS), Mitocôndrias (MT) e Banda I. Barra de escala 500nm.  

 

A miosina apresenta isoformas da cadeia pesada de sua molécula (MyHC), que 

por sua vez, determinam a velocidade de contração do músculo esquelético (Barany, 

1967; Talmadge & Roy, 1993; Pette & Staron, 2000). Isso ocorre uma vez que a 

velocidade de contração está relacionada com a atividade ATPase da porção globular da 

cadeia pesada da miosina e além disso, existe uma correlação positiva entre a atividade 

ATPase e tipo de fibra muscular. Por exemplo, as fibras rápidas, possuem maior 

atividade ATPase da cabeça globular da miosina (Talmadge & Roy, 1993).   

De acordo com a classificação baseada na velocidade de contração e expressão 

da MyHC são identificados dois grupos de fibras musculares: as de contração rápida e 

lenta. As fibras de contração rápida apresentam as isoformas IIA, IIX e IIB da MyHC 

enquanto que as fibras lentas apresentam a isoforma I. A fibra IIX é a que apresenta a 

maior velocidade de contração e a fibra tipo I menor velocidade. (Chai et al., 2011; 
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Schiaffino and Reggiani, 2011; Valdez et al., 2012). Os autores classificam essas fibras 

como puras, uma vez que expressam uma única isoforma de MyHC. Além das fibras 

puras, existem as fibras “híbridas”, que expressam duas ou mais isoformas de MyHC 

(Pette & Staron, 2000). 

As fibras musculares de contração lenta são inervadas por JNMs pequenas e as 

fibras de contração rápida por JNMs maiores. Além disso, as JNMs de fibras tipo II, 

como o músculo extensor longo dos dedos (EDL), possuem maior amplitude de 

potencial de placa motora (EPP) quando comparado a fibras tipo I, porém, essa 

amplitude decresce durante estimulações repetidas. Já em fibras lentas, como as 

existentes em grandes quantidades no músculo Soleus (SOL), apresentam amplitude de 

EPP menores que as encontradas nas do tipo II, porém elas conseguem manter por mais 

tempo a quantidade de ACh liberada (Reid et al., 1999; Schiaffino and Reggiani, 2011). 

Essa diversidade funcional dos diferentes tipos de fibras, sua estrutura, 

composição molecular e funcionalidade, confere ao músculo esquelético uma alta 

capacidade para realizar uma variedade de demandas funcionais (Campos et al., 2002). 

 

1.2.1 Fisiologia da contração muscular esquelética 

De maneira geral, o processo de contração do músculo esquelético ocorre pela 

despolarização da membrana das fibras musculares em consequência da despolarização 

da terminação nervosa do neurônio motor (Lamb, 2000; Grefte et al., 2007; Kernell, 

2006). 

A partir do momento em que as VSs se fundem com a membrana pré-sináptica, 

as moléculas de ACh liberadas na fenda sináptica das JNMs se ligam nos nAChR na 

membrana pós-sináptica. Isso desencadeia a despolarização e consequente propagação 

de um potencial de ação pela membrana muscular esquelética (sarcolema). O potencial 

de ação gerado é propagado ao longo das fibras, passando por estruturas tubulares 

denominadas Túbulos T. Os Túbulos T estão intimamente próximos ao retículo 

sarcoplasmático (RS), que são responsáveis por armazenar o cálcio intracelular (Figura 

5B e 6). Na região dos túbulos T na membrana sarcoplasmática são encontrados os 

canais de Ca
2+

 sensíveis à voltagem (chamados receptores de dihidropiridinas - DHPR) 

e na membrana do RS são encontrados os receptores de rianodina (RyR1), também 

canais de Ca
2+

, e responsáveis pela liberação do Ca
2+

 do interior do RS. A passagem do 

potencial de ação pela região dos túbulos T atinge os canais sensíveis a voltagem, os 
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DHPR, que por sua vez controlam a abertura dos receptores RyR1 no RS (Lamb, 2000; 

Grefte et al., 2007; Kernell, 2006; Amador et al., 2013).  

Com a abertura dos RyR1, ocorre a saída do Ca
2+

 do interior do RS para que eles 

se liguem de forma reversível às moléculas de troponina C dos miofilamentos de actina. 

A ligação dos íons Ca
2+

 às moléculas de troponina C induz uma mudança 

conformacional na tropomiosina, necessária para a liberação dos sítios ativos da actina o 

que permite a interação entre os filamentos finos (actina) e espessos (miosina). Essa 

interação entre os filamentos de actina e miosina recebe o nome de pontes cruzadas. As 

pontes cruzadas de miosina sofrem uma mudança em sua conformação, de forma que os 

filamentos de actina ligados são tracionados para o centro do sarcômero. Seguindo esse 

movimento, actina e miosina finalizam a interação por um processo que requer a 

hidrólise do trifosfato de adenosina (ATP), etapa essa mediada por uma enzima 

localizada na porção globular da miosina, a ATPase. Contudo, a contração só cessa 

quando os estoques intracelulares de Ca
2+

 forem insuficientes para permitirem sua 

ligação com a troponina C. Isso de fato ocorre com o fim do potencial de ação gerado na 

célula muscular em que a concentração do cálcio sarcoplasmático diminui pelo 

transporte ativo dos íons cálcio do sarcoplasma para RS, processo esse promovido por 

uma bomba RS-Ca
2+

. Consequente à diminuição dos íons Ca
2+

 e não ligação desses íons 

as moléculas de troponina C, a tropomiosina retorna à sua conformação original, 

escondendo novamente os sítios ativos de ligação da miosina e finalmente 

interrompendo a contração muscular (Figura 6) (Lamb, 2000; Grefte et al., 2007; 

Kernell, 2006; Amador et al., 2013). 
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Figura 6: Processo de contração do músculo esquelético. O potencial de ação na membrana da célula 

muscular é desencadeado pela ligação da ACh (quadrados vermelhos) nos nAChR (canais laranjas) nas 

cristas das dobras juncionais da membrana pós sináptica da JNM. Propagando-se pela membrana da fibra 

muscular, o potencial de ação desencadeia a abertura dos canais sensíveis a voltagem nos túbulos T - 

DHPR (canais verdes) que por sua vez estimula a abertura dos receptores de rianodina-RyR1 (canais 

roxos) por onde saem saem os íons CA
2+

 do RS para o meio intracelular. Os íons cálcio se ligam a 

toponina C e favorecem a ligação da actina com a cabeça da miosina. Cessado o potencial de ação, os 

íons CA
2+ 

retornam para o RS por uma bomba que usa ATP para seu funcionamento. É possível observar 

que em alguns casos, podem ocorrer alterações genéticas em vários canais transportadores apontados 

pelos números de 1 a 8, os quais geram as denominadas miastenias congênitas. Uma das mais estudadas é 

a miastenia gravis, que ocorre com a produção de auto-anticorpos (estrelas amarelas) contra os nAChR. 

(Adaptado a partir de Ashcroft, 2006). 

 

1.3.  Disfunções colinérgicas nas JNMs e músculos estriados esqueléticos  

 O neurotransmissor ACh é liberado na fenda sináptica das JNMs em quantidade 

maior que a necessária para iniciar um potencial de ação. Contudo, apesar da existência 

dessa margem de segurança, podem ocorrer disfunções nas JNMs em uma variedade de 

desordens neuromusculares (Mcconville et al., 2002). Essas disfunções, por sua vez, 

podem ser geradas por fatores que afetam o número de moléculas de ACh por vesícula 

sináptica, que afetam os mecanismos de liberação e a eficácia do quanta, variações no 

número e localização de receptores nicotínicos na membrana pós-sináptica, na 

distribuição e quantidade da enzima AChE, na estrutura da JNM, no tamanho do pool 
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de vesículas e na probabilidade de liberação de vesículas contendo neurotransmissor 

(Wood and Slater, 2001). 

 Uma das enfermidades mais comuns que afetam a JNM é a Miastenia Gravis. A 

doença é caracterizada por ser de origem autoimune e direcionada na maioria dos casos, 

contra os receptores nicotínicos na JNM ou contra a proteína quinase músculo 

específica (Musk) numa pequena parcela dos pacientes que possuem a doença (Hoch et 

al., 2001; Engel et al., 2003; Vincent et al., 2005; Ashcroft, 2006). Os principais 

sintomas são fraqueza muscular e fadiga e o tratamento ainda é sintomático, sendo um 

dos fármacos utilizados a piridostigmina, um inibidor da AChE (Richman and Agius, 

2003) (Figura 6). Outro exemplo de doença nas JNMs seriam as chamadas Síndromes 

Miastênicas Congênitas. Elas estão relacionadas com mutações que afetam as proteínas 

cruciais nos componentes das JNMs, ou seja, alterações em proteínas pré e pós–

sinápticas (Engel et al., 2003) (Figura 6). 

 Pesquisadores do nosso grupo de pesquisa geraram uma linhagem de 

camundongos com déficit na liberação de ACh, através da redução da expressão do 

gene VAChT e concomitante redução da expressão da proteína transportadora vesicular 

de ACh. O estabelecimento de um modelo com redução da liberação de ACh é uma 

abordagem interessante para o entendimento dessas doenças supracitadas, uma vez que, 

em última instância a consequência de disfunções em miastenias congênitas pré-

sinápticas são alterações na dinâmica de liberação desse neurotransmissor. Além do 

mais, como o tratamento dessas doenças ainda é apenas sintomático, não ocorrendo 

resolução dos processos causais, um entendimento detalhado de tais mecanismos 

fornece dados para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes (Richman and 

Agius, 2003; Prado et al, 2006, Rodrigues et al., 2013). 

 Os camundongos knockdown para a proteína VAChT (VAChT KD
HOM

) 

apresentam uma diminuição de aproximadamente 70% na expressão VAChT, possuem 

déficits cognitivos e são miastênicos (Prado et al. , 2006). Além disso, os camundongos 

VAChT KD
HOM

 apresentam outras alterações nas JNM como redução do tamanho e 

conteúdo quântico, redução da frequência potenciais de placa motora em miniatura 

(MEPP) e déficit na força muscular. O déficit na força muscular foi revertido após 

tratamento com o fármaco piridostigmina, inibidor da enzima AChE, que não atravessa 

a barreira hematoencefálica, indicando que essa deficiência é devida principalmente a 

alteração periférica e não central (Prado et al. , 2006).  
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Uma vez que os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram alterações 

neuromusculares periféricas, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado em caracterizar 

as possíveis alterações em JNMs e músculos estriados esqueléticos nesses animais na 

idade de 3 meses, ou seja, em animais adultos. Foram encontrados, até o momento, que 

os animais VAChT KD
HOM

 apresentaram alterações na forma e na distribuição de VSs 

nas terminações nervosas das JNMs do músculo diafragma (Rodrigues et al., 2013). No 

entanto, não se sabe o efeito de uma redução colinérgica a longo prazo nas estruturas 

das JNMs e músculos estriados esqueléticos.  

Nós hipotetizamos que camundongos com redução a longo prazo na expressão 

de VAChT, ou seja, camundongos VAChT KD
HOM

 que possuem déficit colinérgico 

desde o nascimento até completarem a meia idade (12 meses) e a senescência (24 

meses) (Balice Gordon, 1997; Valdez et al., 2010) podem apresentar alterações na 

morfologia e na função das JNMs e dos músculos da pata posterior dos camundongos, 

SOL (de contração lenta) e EDL (de cotração rápida), bem como uma piora mais 

acentuada da função neuromuscular que os animais WT. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar morfológica e funcionalmente as junções neuromusculares (JNMs) 

do músculo diafragma e um músculo de contração rápida (EDL) e outro de contração 

lenta (SOL) de camundongos que possuem déficit colinérgico a longo prazo (VAChT 

KD
HOM

 de 12 e 24 meses de idade) e compará-los aos camundongos selvagens (WT). 

 

2.2. Objetivos Específicos  

1. Realizar análise da função respiratória nos camundongos VAChT KD
HOM

 e WT 

(12 meses).  

2. Realizar, nos planos confocal e ultraestrutural, análise qualitativa e/ou 

quantitativa das possíveis alterações morfológicas dos elementos pré e pós-

sinápticos de JNMs do músculo diafragma em camundongos VAChT KD
HOM 

e 

WT (12 meses).
 
 

3. Comparar a atividade sináptica, pela quantificação da endo/exocitose, em 

músculo diafragma de camundongos VAChT KD
HOM 

e WT (12 e 24 meses). 

4. Avaliar os potenciais em miniatura de placa motora (MEPPs) em músculo 

diafragma camundongos VAChT KD
HOM  

e WT (12 meses). 

5. Realizar análise da função neuromuscular através de testes de comportamento 

que avaliam força, deslocamento, equilíbrio dos camundongos VAChT KD
HOM

 e 

WT (12 e 24 meses).  

6. Realizar, no plano histológico e ultraestrutural, análise qualitativa e/ou 

quantitativa das possíveis alterações morfológicas das fibras musculares de 

contração rápida e lenta dos em camundongos VAChT KD
HOM 

e WT (12 e 24 

meses).
 
 

7. Avaliar o padrão de expressão da cadeia pesada de miosina (MyHC) em 

músculos de contração rápida (extensor longo dos dedos - EDL) e lenta (soleus - 

SOL) em camundongos VAChT KD
HOM 

e WT (12 meses). 

8. Avaliar o efeito do fármaco inibidor da acetilcolinesterase (piridostigmina) nos 

testes comportamentais para avaliação da função neuromotora e nas análises 

histológicas das fibras musculares de contração rápida e lenta de animais 

VAChT KD
HOM

 e WT com idade de 6 meses. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1. Animais VAChT 

Neste estudo foram utilizadas linhagens de camundongos C57BL/6J selvagens 

(WT) e com alteração na expressão da proteína VAChT (knockdown homozigotos) nas 

idades de 6 meses (adultos), 12 meses (meia idade) e 24 meses (idosos) (Balice, 1997; 

Valdez et al., 2010). A linhagem transgênica foi gerada pela equipe do professor Marco 

Antônio Prado, utilizando técnicas de recombinação homóloga baseadas no sistema 

Cre-LoxP. Nessa técnica os animais com loco gênico recombinado possuem um cassete 

de 3.8Kb com os genes para resistência ao antibiótico neomicina (neo) e para a enzima 

timidina cinase (tk) inserido na região 5’ não traduzida do gene do VAChT 

desencadeando uma disfunção colinérgica com uma redução de ~ 70 % na expressão 

VAChT (Figura 7) (Prado et al., 2006).   

As linhagens foram mantidas no biotério do Departamento de Fisiologia e 

Biofísica do ICB/UFMG sob a responsabilidade da Profa. Silvia Guatimosim Fonseca e 

do discente Diogo Guimarães, colaboradores deste projeto. Os animais foram mantidos 

em grupos de 3 a 5 por gaiola em temperatura ambiente controlada com ciclo 

claro/escuro de 12:12 e comida e água fornecidos ad libitum. 
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Figura 7: Esquema representativo da estratégia utilizada na geração de camundongos mutantes 

para o transportador vesicular de Acetilcolina (VAChT). A) Organização gênica do VAChT com a 

janela aberta de leitura do transportador “downstream” ao exon R da ChAT. B) Representação 

esquemática do loco do VAChT nos animais selvagens (WT), o vetor construído para a recombinação 

homóloga e o loco do VAChT após recombinação. A região 5’ não traduzida do VAChT foi interrompida 

por uma sequencia de 3.8Kb. Este cassete contém o gene da enzima timidina cinase (tk) e o gene de 

resistência ao antibiótico neomicina (neo). Modificado de Prado et al., 2006. 

 

3.2. Comitê de Ética 

Os experimentos foram conduzidos de acordo com protocolo aprovado pelo 

comitê de ética animal (CETEA-UFMG – protocolo 40/2009) e seguido o guia NIH 

para o Cuidado e Uso de Animais em Pesquisa e Ensino.  
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3.3. Testes de função pulmonar 

 A função pulmonar nos animais WT e VAChT KD
HOM

 foi realizada por meio de 

duas técnicas, uma não invasiva, a pletismografia de corpo inteiro e outra invasiva, com  

o  animal  anestesiado  e  acoplado  a  um  ventilador mecânico. 

 

3.3.1. Medida da função pulmonar in vivo - técnica não invasiva.  

 A função pulmonar dos animais WT e VAChT KD
HOM

 de 12 meses foi realizada 

por meio de um sistema de pletismografia de corpo inteiro específico para camundongos 

(Buxco, Winchester, UK) que permitiu a respiração espontânea para a coleta dos valores 

de fluxo. Esse aparelho consiste de uma câmara contendo dois orifícios que conectam o 

interior da câmara com o meio externo para permitir o equilíbrio entre as pressões. O 

sistema também conta com uma saída de ar, ligada a uma bomba de sucção (fluxo de 1 

L/min) para realizar a troca do ar no interior da câmara e evitar a hipóxia/hipercapnia do 

animal.  

 Ligado ao pletismógrafo havia um transdutor de pressão calibrado com injeção 

de 1 mL de ar na câmara, para realizar a medição dos volumes e fluxos deslocados no 

interior da câmara pela respiração do animal. Foram utilizados os seguintes parâmetros 

de aceitação: fluxo inspiratório mínimo de 0.1 mL.s
-1

, frequência respiratória de 40-400 

(respirações por minuto) RPM, filtro de 20 ms, tempo de relaxamento de 36% do 

volume corrente, volume corrente típico de 0.1 mL. Os parâmetros de rejeição foram: 

tempo expiratório máximo 2.0s, mínimo volume corrente 0.04 mL, mínimo tempo 

inspiratório 0.04s.  

 Foram calculados os tempos de expiração (TE), de inspiração (TI) e relaxamento 

(TR - definido como o tempo de queda de até 36% do volume total expirado), os picos 

de fluxos expiratórios (PFE) e inspiratórios (PFI). Os valores de Pehn (do inglês 

“enhanced pause”) foram calculados a partir dos picos de pressões, utilizando-se a 

fórmula: 

 

   Penh = [(TE/0,3TR) -1] x (2PEF/3PIF)  

 

 O Penh é considerado um parâmetro empírico que reflete alterações no formato 

da onda medida no sinal gerado pela câmara de pressão tanto da inspiração quanto da 

expiração e combina isso com o tempo de comparação da expiração recente e tardia 
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(Pausa). Não é uma função da amplitude pressórica absoluta da câmara ou frequência 

respiratória, mas sim a união da razão do sinal pressórico gerado pela inspiração e 

expiração e o tempo da expiração. Com esse sistema, as mudanças na pressão da câmara 

durante o ciclo respiratório do camundongo (inspiração e expiração) são medidas como 

um indicador de obstrução do fluxo de ar, denominado como índice de broncoconstrição 

(Arantes Costa et al., 2008; Hamelmann et al. 1997). 

 As medidas basais foram adquiridas durante quatro minutos, após a ambientação 

dos animais. Os valores de Penh foram obtidos durante cinco minutos e medidos. Esses 

valores foram calculados como média de 25 ciclos respiratórios. 

 

 

Figura 8. Pletismografia de corpo inteiro para avaliação da função pulmonar. Aparelho Buxco, 

utilizado para avaliação do índice de broncoconstrição- Penh, em camundongos.  

 

 3.3.2. Medida da mecânica pulmonar em animais anestesiados – técnica invasiva 

 Os animais foram anestesiados via intraperitoneal com tiopental sódico (70 

mg.kg) e em seguida traqueostomizados com uma cânula de aço calibre 40 x 12mm 

(BD Plastipak) a qual também estava conectada a um respirador mecânico para 

pequenos animais (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Canadá) com volume corrente de 

10ml/kg e frequência respiratória de 150 ipm (incursões por minuto) (Figura 9).  

Prontamente após a conexão dos animais traquestomizados ao ventilador, foi 
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calculada a impedância do sistema respiratório (Zrs) dos animais de cada grupo 

utilizado um volume de perturbação de 16 segundos. A coleta dos dados foram medidas 

após 2 minutos após a administração de 0,02 mL de pancurônio intramuscular, 

descartando a possibilidade de haver interferência do animal.  

Para o cálculo da elastância (Ers) e da resistência total do sistema respiratório 

(Rrs) foi utilizada a equação do movimento do sistema respiratório:  

 

Ptr(t) = Ers.V(t) + Rrs .V´(t), onde: Ptr é a pressão traqueal, V é o volume, V´ é 

o fluxo e t corresponde ao tempo.  

 

 Para o cálculo dos dados de oscilação forçada foram feitas correções, 

considerando as perdas devido à compressibilidade dos gases (Bates et al., 1992). Vcyl 

foi corrigido a fim de obter o volume que efetivamente chegou ao animal (V) e Pcyl foi 

corrigido, nos dando o valor de Pao, pressão de abertura das vias aéreas. Através da 

derivação no tempo de V, obteremos o fluxo (V'). Para análise das impedâncias obtidas, 

foi utilizado o modelo de fase constante, descrito por Hantos (Hantos et al., 1992) 
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Onde Raw é a resistência de vias aéreas, Iaw é a inertância, G caracteriza a 

dissipação de energia nos tecidos pulmonares, H caracteriza a energia acumulada no 

tecido pulmonar, i é a unidade imaginária, f é a frequência e  









G

H
arctan

2


 . 



42 

 

 

 

 

3.4. Testes Comportamentais – Avaliação da Função Neuromuscular Geral 

 

3.4.1. Teste para Atividade Locomotora - Campo Aberto (Open Field) 

 A atividade locomotora espontânea foi analisada por meio do teste de campo 

aberto – open field (Sousa et al., 2006; Ferreira-Vieira, 2014). O teste foi realizado num 

campo aberto com dimensões de 50 x 50 cm, delimitado por 4 paredes com 50 cm de 

altura cada e o piso do ambiente dividido em 16 quadrantes iguais. O animal foi 

individualmente colocado no quadrado do canto posterior esquerdo do campo aberto e a 

partir deste ponto foi permitida a livre exploração do ambiente por um período de 5 

minutos (300s). Após esse período, os animais foram retirados do teste e recolocados 

em suas gaiolas. Ao final do teste obtivemos as medidas da atividade locomotora 

espontânea através da contagem do número de quadrantes percorridos pelo animal 

durante o teste pelo o período de 300 segundos que corresponde aos deslocamentos 

horizontais (crossing), que é quando os animais exploram o campo aberto cruzando os 

quadrantes em qualquer sentido de deslocamento (Vianna et al., 2000).  

 

Figura 9. Ventilador mecânico para 

avaliação da mecânica pulmonar em 

camundongos. A) Aparelho FlexiVent 

(SCIREQ, Montreal, Canadá). B) Tubulação do 

tipo “Y” que conecta o animal às válvulas do 

ventilador mecânico. C) Camundongo C57BL/6 

traqueostomizado com a cânula do tipo “Y” que 

conecta o animal ao ventilador. 
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3.4.2. Teste para Força de Agarre (Wire-hang) 

 O teste da força de agarre – wire-hang é uma medida de avaliação da força 

muscular em roedores e os experimentos foram conduzidos segundo protocolo descrito 

por Sango et al.  (1996) e Lazaroni et al. (2002). Os animais foram habituados à sala de 

experimentação e manipulados pelo experimentador pelos menos duas horas antes do 

experimento. O aparato utilizado consistia em uma grade metálica com espaçamento de 

1 cm entre as barras de 0,8 mm de diâmetro. O teste foi conduzido em única sessão, na 

qual o animal foi individualmente colocado sobre a grade até realizar o movimento de 

preensão. A grade foi então invertida e mantida a 20 cm acima de um acolchoado de 

espuma. Esta altura é suficiente para que o animal se mantenha preso à grade, no 

entanto é incapaz de feri-lo no caso de uma queda. Foi mensurada a latência, ou tempo 

até que o animal se desprendesse e caísse da grade invertida durante 60s de observação. 

 

3.4.3. Teste para Coordenação Motora – (Rotarod)  

A coordenação motora dos animais foi avaliada por meio do aparelho Rotarod. 

O aparato consiste em uma barra rotacional que gira com velocidade a ser estipulada 

pelo experimentador sendo dividida em quatro compartimentos possibilitando com isso, 

a avaliação de até quatro animais por teste. No teste foi mensurado o tempo em que o 

animal se manteve na barra rotacional até a queda.  

  O teste foi realizado em três etapas constituídas de habituação, treino e teste 

segundo protocolo adaptado de Prado et al., 2006. As etapas foram realizadas em dois 

dias consecutivos. A habituação foi realizada no primeiro dia e foi permitido ao animal 

manter-se ao aparelho desligado até atingir 5 min. (300s). O animal foi recolocado ao 

aparelho após cada queda.  

A etapa de treino ocorreu 4 horas após a habituação no qual foi permitido ao 

animal 3 tentativas para se manter na barra rotacional por um período de 5 min. (300s). 

A sessão de teste foi realizada 24 horas após o treino e foi permitido ao animal 3 

tentativas de se manter na barra rotacional durante 5 min. (300s) de observação. Neste 

caso, a latência para a queda foi registrada e a medida da latência total foi obtida pelo 

valor da média dos 3 registros. A velocidade da barra rotacional foi mantida a 7rpm 

durante as sessões de treino e teste. 

Em todos os experimentos de avaliação comportamental, foram utilizados 

camundongos nas idades de 12 e 24 meses. Outro grupo de animais, de 6 meses de 
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idade, foram tratados com o fármaco inibidor da colinesterase, piridostigmina (i.p., 1 

mg/kg) por um período de 28 dias com duas doses por dia. Passados dois dias após o 

término do tratamento, eles foram submetidos novamente à avaliação através dos testes 

comportamentais de acordo com a metodologia citada acima. O período de 2 dias do 

termino é suficiente para que o fármaco seja eliminado do organismo do animal e 

permite avaliar o efeito em médio prazo e não agudo, do tratamento farmacológico 

sobre função motora. 

 

3.5. Preparação do músculo diafragma e nervo associado (nervo frênico) 

O músculo diafragma associado ao fragmento de nervo frênico foi dissecado dos 

camundongos WT e VAChT KD
HOM

, seccionado em dois hemidiafragmas e os 

conjuntos músculo-nervo resultantes foram montados em placas contendo o fundo 

coberto por gel de silicone Sylgard®, fixados com alfinetes entomológicos e banhados 

em solução Ringer contendo 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 12 

mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4, e aerada com uma 

mistura de 5% CO2/ 95% O2. Para a microscopia eletrônica de transmissão, o músculo 

diafragma foi fixado em Karnovsky, solução fixativa (paraformaldeído-4.0% e 

glutaraldeído-2.5% em tampão cacodilato de sódio-0.1 M). 

 

3.6. Monitoramento da exocitose e endocitose com FM1–43 e FM1-43fx 

O músculo diafragma associado ao fragmento de nervo frênico foi dissecado dos 

camundongos WT e VAChT KD
HOM

 e montados em placas contendo o fundo coberto 

por gel de silicone Sylgard® em solução Ringer. Para marcar o pool de reciclagem de 

vesículas foi usada a sonda fluorescente FM1-43 (4µM) (Betz et al., 1992) ou seu 

análogo, FM1-43 para tecidos fixados (FM1-43fx).   

Os marcadores FM foram usados nesses experimentos devido às características 

estruturais fundamentais da sua molécula. A cauda da molécula é lipofílica e faz com 

que o marcador ligue-se a lipídios e outros domínios hidrofóbicos, a sua região central 

contém dois anéis aromáticos que criam o fluoróforo sendo o número de ligações duplas 

contidas entre os dois anéis que determina o espectro de fluorescência do marcador, a 

cabeça é positivamente carregada e dessa forma, evita que o marcador atravesse 

completamente a membrana. Esses marcadores são 300 vezes mais fluorescentes 

quando ligados à bicamada lipídica se compararmos quando ele se encontra em solução 
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e é essa característica que nos permite visualizar endocitose (ganho de fluorescência) e 

exocitose (perda de fluorescência) em preparações extra-vivo (Gaffield and Betz, 2006).  

De acordo com as propriedades dessa sonda, os experimentos normalmente são 

conduzidos da seguinte maneira: a preparação neuromuscular é colocada em solução 

contendo o marcador e após aplica-se estímulo que evoca a exocitose das vesículas 

sinápticas. Com isso, as vesículas liberam seu conteúdo no meio extracelular 

favorecendo a exposição da face luminal da membrana para o meio durante a exocitose. 

O corante então, se liga ao folheto interno da membrana das vesículas e é internalizado 

durante endocitose compensatória. Em seguida, o meio externo é lavado, favorecendo a 

retirada do excesso de marcador que não foi endocitado e permaneceu ligado 

externamente à membrana da terminação nervosa. Posteriormente, a preparação é 

examinada por microscopia de fluorescência permitindo a visualização das estruturas 

endocitadas marcadas sob a forma de aglomerados vesiculares (Gaffield and Betz, 

2006). 

Com isso, em nosso estudo, dois tipos de experimentos foram realizados com a 

sonda FM1-43. Em um tipo de experimento, o terminal nervoso foi marcado com o 

FM1-43 para tecidos não fixados, o qual oferece uma avaliação da exocitose das 

vesículas sinápticas. No outro experimento, foi usado o FM1-43fx, usado em tecidos 

fixados, para avaliar a morfologia da JNMs dependente da atividade da terminação e 

endocitose.  

No primeiro caso, para a avaliação da exocitose, os músculos foram incubados 

com D-tubocurarine (16 µM) para evitar contrações durante o protocolo de estimulação. 

As preparações foram estimuladas por 10 min. com solução de Ringer modificada a 

qual continha alta concentração de KCl (80 mM NaCl, 60 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM 

MgCl2, 12 mM NaHCO3,1 mM NaH2PO4, 11mM D-glicose) na presença de FM1-43 (4 

µM). Após, a preparação foi mantida em solução Ringer por 10 min. para garantir a 

captação máxima do FM1-43. O excesso do marcador aderido à membrana muscular foi 

removido por uma solução de lavagem contendo solução de Ringer durante 20 min. 

Após a marcação das vesículas sinápticas, a preparação foi exposta durante 7 min. em 

solução de Ringer modificada contendo alta concentração de KCl para avaliar seu efeito 

na exocitose evocada por estímulo. A desmarcação na ausência de estímulo devido ao 

photobleaching do FM1-43 (cerca de 10% de diminuição na fluorescência) foi usada 

como controle. As imagens foram adquiridas durante o tempo de 7 min. com intervalos 
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de 2 min. entre cada uma. Todas as imagens foram adquiridas usando um microscópio 

de fluorescência (Leica DM2500) acoplado a uma câmera CCD (Micromax) e 

visualizada em um computador e equipado com uma objetiva de imersão em água (63X, 

0.95NA). A luz de excitação veio de uma lâmpada de 100W Hg, passou através de 

filtros para selecionar o espectro de fluoresceína para os experimentos de FM1-43. 

Todas as variáveis de imagem como o tempo de exposição e binning foram mantidos os 

mesmos para os pares de hemidiafragmas. 

Nos experimentos para avaliar a morfologia da JNM dependente da atividade do 

terminal nervoso e endocitose, a preparação foi incubada com α-bungarotoxin-Alexa 

594 (12 mM) durante 20 minutos para marcar os agrupamentos de receptores 

nicotínicos para ACh (nAChR) e logo após, foram lavadas. FM1-43fx (8 µM) foi usado 

para marcar as vesículas sinápticas durante estímulo com solução Ringer modificada 

contendo alta concentração de KCl (60 mM KCl) por 10 min.  

Após a estimulação a preparação foi mantida em repouso por 10 minutos para 

garantir a captação máxima de FM1-43fx durante endocitose compensatória. O excesso 

de FM1-43fx aderido à membrana do terminal sináptico e à membrana da célula 

muscular foi removido durante um período de lavagem da preparação em Ringer 

contendo Advasep-7 (1 mM, um composto utilizado para remover background 

indesejado) e isento de marcador por no mínimo 15 minutos. As preparações foram 

fixadas em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 0.1 M por 60 minutos. Após a 

fixação os músculos foram lavados com glicina em tampão fosfato (0.1 M) para redução 

do sinal fluorescente do fixador. Finalmente, os músculos foram seccionados em dois 

hemidiafragmas e montados em lâmina de vidro usando o meio de montagem 

Vectashield (Vector Laboratories). 

As imagens de JNMs marcadas com FM1-43fx e α-bungarotoxina foram 

adquiridas através de um microscópio de confocal de escaneamento a laser (Zeiss 

META 510), localizado no Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) 

do ICB-UFMG. Utilizamos a objetiva de imersão em óleo de 40x (abertura numérica 

1.30). A luz de excitação partia de um laser de argônio (488 nm) e de hélio-neônio (543 

nm). O espectro de emissão foi fixado em 510-580 nm para FM1-43fx e 610-680 para 

α-bungarotoxina. Secções ópticas na modalidade de série Z foram coletadas em 

intervalos de 2,0 μm. Durante a aquisição das imagens, os hemidiafragmas foram 

inteiramente digitalizados e as imagens foram obtidas a partir de áreas do músculo que 
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apresentaram JNMs marcadas. As análises quantitativas dos elementos pré e pós-

sinápticos foram realizadas com o software Image J, onde as áreas da terminação 

nervosa e dos receptores nicotínicos para ACh foram circulados e contados. Nesses 

experimentos de exocitose foram usados os animais de 12 e 24 meses e nos de 

endocitose, os animais de 12 meses. 

 

3.7. Imunofluorescência para detectar os elementos pré e pós-sinápticos das JNMs 

O músculo diafragma dos camundongos WT e VAChT KD
HOM

 foram 

rapidamente dissecados e fixados em 4% PFA/PBS (pH 7.4) por aproximadamente 60 

min. Os músculos foram lavados 3 vezes em PBS por 5 minutos cada e bloqueados em 

solução de bloqueio (3% de albumina de soro bovino, 5% soro de cabra e 0,5 de Triton 

X-100) por 1 hora a 4°C. Os tecidos foram marcados com anticorpo anti-sinaptofisina 

(1:500 - rabbit polyclonal; Chemicon - Millipore) e incubados overnight com solução de 

bloqueio a 4ºC. Após 3 lavagens de 5 min. com PBS1x, os músculos foram incubados 

por 1 hora a 4ºC com anticorpo secundário goat anti-rabbit conjugado com Alexa Fluor 

– 488 (1:1000 - Molecular Probes) e α-bungarotoxina conjugada com Alexa Fluor – 594 

(1:500 Molecular Probes) em solução de bloqueio e em seguida lavados 3 vezes de 5 

min. com PBS1x. Os diafragmas foram montados em lâminas de vidro com o meio de 

montagem Vectashield (Vector Laboratories). As análises quantitativas dos elementos 

pré e pós-sinápticos foram realizadas com o software Image J, onde as áreas da 

terminação nervosa e dos receptores nicotínicos para ACh foram também circulados e 

contados. Nesses experimentos foram usados os animais de 12 meses. 

 

3.8. Histologia de Rotina 

 Os camundongos WT e VAChT KD
HOM

 foram sacrificados e tiveram os 

músculos SOL e EDL retirados cirurgicamente e fixados em glutaraldeído a 4% por 24 

horas. Após, foram desidratados em uma série ascendente de álcool (70%, 80%, 90%, 

95% 2X) por 30 minutos cada. Em seguida, os músculos foram imersos em solução 1:1 

de álcool 95% e resina glicol metacrilato (Leica Historesin) por 24 horas a 5ºC e após, 

as amostras foram infiltradas em resina pura (Leica Historesin). A inclusão foi feita 

utilizando-se a resina pura adicionando-se a solução polimerizante na proporção: 15mL 

de resina glicolmetacrilato para 1 mL da solução polimerizante. Os músculos foram 

orientados em moldes específicos de modo a permitir a secção transversal dos mesmos e 
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em seguida embebidos na solução de inclusão. Para completa polimerização, os blocos 

permaneceram por, no mínimo, 24 horas em temperatura ambiente ou em estufa a 42ºC. 

Após inclusão, os blocos contendo os músculos foram montados em suportes para 

micrótomo e cortados utilizando-se navalhas de vidro (Leica). Com isso, foram obtidos 

cortes transversais dos músculos com 3 μm de espessura utilizando um micrótomo 

(Leica Reichert-Jung®) localizado no laboratório de Neurobiologia (Professora 

Conceição Machado), no Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Os cortes foram 

distendidos em água destilada, na temperatura ambiente, e logo em seguida transferidos 

para lâminas de vidro. As lâminas contendo as secções eram colocadas em chapa quente 

a 70ºC por 15 minutos para secagem e adesão e distensão máxima dos cortes. Após essa 

etapa, os cortes foram corados com solução de Azul de toluidina-O (EMS) em água 

destilada 1:10 por 15 minutos para determinar a área de secção transversal (CSA) das 

miofibras individuais. Os cortes foram então imersos 5x em álcool 95% para obtenção 

da intensidade de coloração desejada. Em seguida, as lâminas foram montadas com 

lamínulas utilizando meio de montagem Entellan Mounting Medium (Merck®). Em 

cada lâmina foram colocados até 6 cortes, e para análise escolhíamos de 2 a 3 cortes por 

animal, considerando um mínimo de 3 animais por grupo experimental, gerando um 

total de no mínimo 6 a 9 cortes por grupo experimental. As imagens foram adquiridas 

usando um microscópio (Leica DM2500) acoplado a uma câmera CCD (Micromax), 

visualizados em um computador e analisadas usando o programa Axiovision (Zeiss). A 

média dos valores para CSA foram calculados de pelo menos 500 fibras individuais por 

animal (3 animais por grupo). Nesse experimento foram utilizados camundongos WT e 

VAChT KD
HOM

 nas idades de 12 meses e de 24 meses de idade.  

 Outro grupo de animais, de 6 meses de idade, foram tratados com o fármaco 

inibidor da colinesterase, piridostigmina (i.p., 1 mg/kg) por um período de 28 dias com 

duas doses por dia. Com pelo menos dois dias do término do tratamento, eles foram 

sacrificados e os músculos SOL e EDL retirados para a análise histológica de acordo 

com a metodologia citada acima.  

 

3.9. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 Para a análise ultraestrutural, nós usamos o protocolo descrito por Rodrigues et 

al. (2013). Resumidamente, o músculo diafragma e SOL dos camundongos WT e 

VAChT KD
HOM

 foram fixados em solução fixadora de Karnovsky modificada resfriada 
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e mantidos nessa solução por pelo menos 24 horas a 4ºC. Após a fixação, as amostras 

foram lavadas em tampão cocadilato (0.1 M), cortado em várias peças e pós-fixadas em 

ósmio reduzido (1% tetróxido de ósmio contendo 1,6% ferrocianeto de potássio), 

contrastado em acetato de uranila (2% acetato de uranila em água deionizada), 

desidratada em uma série ascendente de soluções de etanol e embebidas em EPON. Os 

blocos foram seccionados (50 nm) e coletados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e 

contrastados com citrato de chumbo. A aquisição das fotografias digitais dos cortes 

ultrafinos foi realizada através do microscópio eletrônico de transmissão Tecnai-G2-

Spirit-FEI/Quanta, com voltagem de aceleração de 120 kV do Centro de Microscopia da 

UFMG ou do microscópio eletrônico de transmissão EM 10 Zeiss, com voltagem de 

aceleração de 80 Kv localizado no Centro de Microscopia Eletrônica (CEMEL) do ICB-

UFMG. Nesses experimentos foram usados camundongos WT e VAChT KD
HOM 

na 

idade de 12 meses.  

 

3.10. Registros eletrofisiológicos de MEPPs 

 A técnica current clamp de registro intracelular foi usada para registrar os 

potenciais de placa em miniatura (MEPPs). Os experimentos foram realizados à 

temperatura ambiente (22-24°C), onde o músculo diafragma foi fixado com alfinetes 

entomológicos em uma placa acrílica contendo o fundo coberto por gel de silicone 

Sylgard®, banhado em solução Ringer normal e aerada com uma mistura de 5% CO2/ 

95% O2. Os músculos foram incubados na presença Tetrodotoxina (100 nM), um 

bloqueador seletivo de canais para sódio voltagem dependentes, presentes na membrana 

muscular, adicionada à solução de banho para evitar potenciais de ação e contração 

muscular. O potencial de placa motora, que reflete a liberação de ACh, foi avaliado pela 

técnica de micropunção, onde são medidas as variações de voltagens intracelulares. Os 

microeletrodos utilizados foram fabricados com capilares de borosilicato e 

apresentavam resistências entre 8 e 15 megaohm (MΩ) quando preenchidos com 

solução de KCl (3M). Os registros foram avaliados pela diferença do eletrodo de 

referência (denominado zero ou aterramento) em relação ao eletrodo de registro. O sinal 

era enviado ao amplificador I (Axopatch-200 – Molecular Devices), os registros eram 

filtrados a 5 KHz (passa-baixa) e amplificados 50x antes de serem digitalizados. Os 

sinais digitalizados foram registrados pelo programa WinEDR (John Dempster, 

University of Strathclyde). Nós avaliamos a amplitude e a frequência dos MEPPs na 
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mesma fibra muscular. A amplitude dos MEPPs foi corrigida por um potencial padrão 

de repouso da membrana de -80 mV. Foram registrados cerca de 100 MEPPs, em 5 

sinapses diferentes em cada músculo, de todos os animais utilizados. O n foi igual ao 

numero de músculos. Nesse experimento foi utilizado animais de 12 meses de idade. 

 

3.11. Imunofluorescência para determinação das isoformas da cadeia pesada de 

miosina  

 As isoformas da cadeia pesada de miosina foram determinadas de acordo com 

protocolo descrito por Valdez et al., (2012). Com isso, os camundongos foram 

sacrificados e os músculos SOL e EDL retirados cirurgicamente e orientados em formas 

contendo meio OCT (Easy Path). Após foram congelados e armazenados a -80ºC. A 

região do ventre muscular foi cortada em um criostato (Leica CM3050S) e as secções 

transversais (10µm) foram coletadas em lâminas revestidas com gelatina. As lâminas 

contendo as secções musculares foram bloqueadas por 30 min a temperatura ambiente 

em solução contendo 3% de BSA, 5% de soro de cabra e 0,1% de Triton X-100 e após, 

incubado a 4ºC, overnight, com os seguintes anticorpos primários: tipo I (NCL-

Novocastra, Leica 1:250); tipo IIA (SC-71, Developmental Studies Hybridoma Bank, 

DSHB 1:100), tipo IIX (BF-35 DSHB 1:100, o qual reconhece todos os tipos de fibras 

musculares exceto as IIX) e tipo IIB (BF-F3, DSHB 1:100) todas diluídas em solução 

de bloqueio contendo 3% de BSA e 5% de soro de cabra. Em seguida, as lâminas foram 

lavadas 3 vezes com PBS 1x e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 

anticorpos secundários: Alexa 488 goat anti-mouse IgG1 (reconhece os anticorpos dos 

tipos I, IIA e IIX) e Alexa 488 goat anti-mouse IgM (reconhece os anticorpos do tipo 

IIB). Novamente as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e montadas usando o 

meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories). As imagens foram adquiridas 

usando uma objetiva de ar (10x, 0,25NA) acoplada a um microscópio de fluorescência 

(Leica DM2500) e visualizadas em computador. A luz de excitação veio de uma 

lâmpada de 100W Hg e um filtro para FITC foi usado para coletar a luz emitida. Nós 

capturamos de 3 a 4 imagens por secção transversal. Cada tipo de fibra foi apresentada 

como porcentagem do total do número de fibras contadas. Esses experimentos foram 

realizados nos camundongos de 12 meses de idade.  
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3.12. Análise Estatística 

 A análise das imagens foi realizada utilizando-se o programa Image J (Wayne 

Rasband, National Institutes of Health, USA) ou AxioVision 4.8 (Carl Zeiss). Os dados 

foram plotados no microsoft Excel e analisados através do programa GraphPad Prism 5 

(San Diego, CA, USA). A média ± erro padrão da média (SEM) foram calculados para 

cada grupo e comparados. A significância estatística foi avaliada utilizando-se o teste t 

Student não pareado ou two-way ANOVA seguido do post hoc Bonferroni quando 

apropriados. Valores de p≤0.05 foram considerados estatisticamente significantes.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. A redução a longo prazo da expressão de VAChT não provoca alterações na 

função pulmonar  

 Considerando que o diafragma é o principal músculo inspiratório em mamíferos 

(Mantilla and Sieck, 2008), realizamos o monitoramento de sua função nos 

camundongos com redução a longo prazo de VAChT. Assim sendo, nós avaliamos a 

função respiratória por meio dos aparelhos Bruxco e Flexivent, os quais fornecem 

medidas da função e mecânica pulmonar, que podem ser alteradas também devido às 

alterações na contratilidade do diafragma.  

 Com relação à análise realizada pela pletismografia de corpo inteiro (Bruxco), 

onde foi medido o Penh, ou índice de broncocontrição, não percebemos diferença 

significativa quando comparamos os animais VAChT KD
HOM 

com os WT (valores 

descritos como média ± erro padrão, o n e os valores de p - Pehn dos VAChT KD
HOM

:
 

1.03 ± 0.12 n=6; e Penh dos WT: 1.08 ± 0.10 n=8; p=0.75; Figura 10A).  

 O Bruxco avalia o animal sem anestesia e respirando naturalmente, ou seja, 

utilizando normalmente o músculo diafragma. No entanto, recebe diversas críticas na 

literatura, pois as alterações na função pulmonar vistas através dele poderiam também 

ser devidas ao acometimento de vias aéreas superiores (Verheijden et al., 2014; Xie et 

al., 2015).  Desta forma, para confirmar a resposta obtida no Bruxco realizamos também 

medidas com o animal anestesiado e traqueostomizado, no ventilador mecânico 

(Flexivent) o que exclui alterações de vias aéreas superiores, e mede elastância (inverso 

da complacência) (Ers) e resistência (Rrs) do sistema respiratório, a resistência de vias 

aéreas sem interferência de tecido pulmonar (Raw) e as medidas de tecido pulmonar, 

sendo elastância de tecido (H) e resistência de tecido (G). Com isso, na avaliação da 

mecânica pulmonar pelo Flexivent, verificamos que os animais VAChT KD
HOM

 de 12 

meses não apresentaram diferenças com relação a todas as variáveis analisadas com 

relação aos animais WT da mesma idade (valores descritos como média ± erro padrão, o 

n e os valores de p) para: Rrs (VAChT KD
HOM 

0.52 ± 0.02 n=6; WT 0.49 ± 0.09 n=8; 

p=0,72; Figura 10B); Ers (VAChT KD
HOM 

27.57 ± 7.01 n=6; WT 23.18 ± 1.99 n=8; p= 

0.56; Figura 10C); Raw (VAChT KD
HOM 

0.12 ± 0.01 n=6; WT 0.15 ± 0.01 n=8; 

p=0.22; Figura 10D); G (VAChT KD
HOM 

4.26 ± 0. 02 n=6; WT 4.71 ± 0.08 n=8; 
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p=0.75; Figura 10E); H (VAChT KD
HOM 

21.10 ± 2.20 n=6; WT 24.6 ± 6.57 n=8; 

p=0.75; Figura 10F). 

 

 

 

Figura 10. A redução a longo prazo da expressão de VAChT não acarreta alteração na função e 

mecânica pulmonar.  A) Representação gráfica das medidas de Pehn – índice de broncoconstrição B) 

Resistência do sistema respiratório - Rrs, C) Elastância do sistema respiratório - Ers, D) Resistência das 

vias aéreas - Raw, E) Resistência do tecido pulmonar - G e F) Elastância do tecido pulmonar - H. (teste t 

Student não pareado: p>0. 05, n= WT, e n=6 VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade). 
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4.2. A redução a longo prazo da expressão de VAChT não altera a morfologia das 

JNMs do músculo diafragma e mantém as alterações encontradas nas VSs já 

determinadas previamente aos 3 meses de idade no plano ultraestrutural 

 O sistema colinérgico é essencial para a formação e manutenção das sinapses 

neuromusculares (Brandon et al., 2003; Misgeld et al., 2002; De Castro et al., 2009). 

Trabalhos prévios demonstraram que alguns fatores alteram a estrutura da JNM tais 

como aumento ou diminuição da atividade (Deschenes et al., 1993; Deschenes et al., 

2010; Deschenes et al., 2011), envelhecimento (Balice Gordon, 1997; Deschenes et al., 

2012; Valdez et al., 2010) e algumas condições patológicas como diabetes, osteoporose 

e câncer (Lesniewski et al., 2003; Shigemoto et al., 2010). Entretanto, pouco se sabe 

sobre os efeitos da diminuição da liberação de ACh na estrutura e função da JNMs de 

animais que nasceram com déficit colinérgico e mantiveram esse déficit ao longo de 12 

e 24 meses de idade. Com o objetivo de investigar se uma redução na liberação de ACh 

por um longo período induziria alterações no aparato pré e pós-sináptico, as JNMs do 

músculo diafragma foram marcadas com anticorpo anti-sinaptofisina e α-bungarotoxina 

(α-BTX) respectivamente e avaliadas por microscopia de confocal. Após a obtenção das 

imagens, as estruturas pré e pós-sinápticas foram quantificadas quanto ao número de 

elementos bem como a densidade dos mesmos. A Figura 11A mostra imagens 

representativas de terminações nervosas do músculo diafragma marcadas com anticorpo 

anti-sinaptofisina – Alexa 488 (A1 e A2) e receptores nicotínicos marcados com α-BTX 

– Alexa 594 (A3 e A4) de animais WT e VAChT KD
HOM

 de 12 meses de idade (painel 

superior e inferior respectivamente). As Figuras 11A5 e A6 mostram a colocalização 

dos elementos pré e pós-sinápticos dos animais de ambos os genótipos estudados. 

Foram realizadas análises quantitativas em relação ao número, mensuração das áreas e 

densidade dos elementos sinápticos. Os dados mostraram que não houve diferença 

estatística entre os dois grupos em todas as análises realizadas (Figura 12A, B e C). A 

área total analisada foi a mesma para ambos os grupos (Figura 12D).  
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 Figura 12. A redução a longo prazo na expressão de VAChT não ocasiona alterações na morfologia 

das JNMs - Quantificação dos elementos sinápticos. Os camundongos VAChT KD
HOM

 não 

apresentaram diferenças no número A), área B) e densidade C) dos elementos pré pós-sináptico quando 

comparados aos WT. D) Gráfico demonstrando que área total analisada foi a mesma para ambos os 

genótipos. (teste t Student não pareado: p>0. 05. Foram analisadas 578 JNM nos animais WT e  VAChT 

KD
HOM

, n=3 WT, e n=3 VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade). 

 

 Nosso próximo passo foi então analisar as JNMs no plano ultraestrutural, uma 

vez que poderiam ocorrer alterações nesse plano que seriam imperceptíveis no nível 

óptico.  Observamos que as JNMs do músculo diafragma dos camundongos WT e 

KD
HOM

 de 12 meses de idade apresentaram morfologia muito similar acerca da área do 

terminal, comprimento pós-sináptico e número total de VSs (Figura 13). Entretanto, 

consistente com trabalho anterior realizado por nosso grupo de pesquisa (Rodrigues et 

al., 2013), nós observamos que as JNMs de camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 meses 

possuíam diversas vesículas com morfologia irregular, se apresentando achatadas e 

elípticas quando comparadas as dos animais WT. Contudo, não foram observadas outras 

alterações adicionais entre os grupos avaliados (Figura 13).  
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 Uma vez que não foram observadas alterações nas JNM, partimos para uma 

avaliação do músculo diafragma como um todo. A análise qualitativa não demonstrou 

existir diferenças entre os genótipos, sendo que ambos apresentaram estruturas 

sarcoméricas preservadas, assim como túbulos-T e retículo sarcoplasmático (RS). No 

entanto, ambos demonstraram degenerações mitocondriais relativas ao envelhecimento 

(Figura 14).        
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4.3. A redução a longo prazo da expressão de VAChT altera a atividade sináptica, 

mas mantém a morfologia das JNMs de maneira dependente da atividade da 

terminação nervosa no músculo diafragma 

 Nosso próximo passo foi analisar as possíveis alterações funcionais nas 

terminações nervosas motoras de camundongos VAChT KD
HOM

 através de 

experimentos que investigam a reciclagem de VSs.  As Figuras 15A1 e A2 mostram 

imagens representativas de terminações nervosas do músculo diafragma marcadas com 

a sonda FM1-43fx (dependente da atividade do terminal nervoso) de camundongos WT 

e VAChT KD
HOM 

de 12 meses de idade, respectivamente. Com relação à intensidade 

média de fluorescência, nós observamos que o terminal pré-sináptico dos camundongos 

VAChT KD
HOM

 demonstraram intensidade do sinal fluorescente similar ao encontrado 

nos animais WT (WT = 63.0 ± 4.0 A.U.; KD
HOM

 = 63.7 ± 4.6 A.U.; p≥0.05; teste t 

Student não pareado) (Figura 16A). Esses dados sugerem que a endocitose foi similar 

em ambos os genótipos aos 12 meses de idade.  As Figuras 15A3 e A4 mostram 

imagens representativas dos aglomerados de nAChR marcados com α-bungarotoxina-

Alexa 594, e as Figuras 15A5 e A6 mostram a colocalização das estruturas pré e pós-

sinápticas no músculo diafragma de camundongos WT e VAChT KD
HOM

, 

respectivamente.  Nós avaliamos o número total, a área e a densidade dos elementos 

sinápticos (Figuras 16B-D). Entretanto, não encontramos diferenças em nenhuma 

dessas variáveis entre os camundongos WT e KD
HOM 

aos 12 meses de idade (p>0.05). A 

área total analisada foi a mesma para ambos os genótipos (Figura 16E).   
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Figura 16. Quantificação das JNMs marcadas com FM1-43 fx e α-bungarotoxina em camundongos 

com redução da expressão do VAChT a longo prazo. Os camundongos VAChT KD
HOM

 não 

apresentaram diferenças na intensidade média de fluorescência A), número B), área C) e densidade D) 

dos elementos pré e pós-sinápticos quando comparados aos WT. E) Gráfico demonstrado que área total 

analisada foi a mesma para ambos os genótipos. (teste t Student não pareado: p>0. 05, n=3 WT, e n=3 

VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade (Foram analisadas 1101 JNMs nos animais WT e 1035 nos 

animais VAChT KD
HOM

) 
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Já que não foram observadas diferenças na internalização da sonda FM1-43fx 

(endocitose) pelo terminal nervoso de camundongos WT e KD
HOM

 aos 12 meses de 

idade, nós nos perguntamos se a liberação da sonda via exocitose de vesículas sinápticas 

também exibiria padrão similar entre os genótipos. A Figura 17A mostra imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente (photobleaching) antes (0 min) e após a 

exposição à luz polarizada por 7 minutos (7 min). A Figura 17B mostra imagens 

representativas do sinal fluorescente antes (0 min) e após a perfusão de agente 

despolarizante (KCl 60mM) por um período de 7 minutos (7 min). A quantificação de 

vários experimentos mostrou que as terminações nervosas dos camundongos VAChT 

KD
HOM

 de 12 e 24 meses de idade desmarcaram mais na ausência de estímulo quando 

comparados aos WT (Figuras 17 e 18 A, B e C). Nós observamos uma redução de 

aproximadamente 10% na intensidade média de fluorescência nos animais WT e uma 

redução de aproximadamente 22% nos VAChT KD
HOM 

(p≤0.05) aos 12 meses (Figuras 

18A e C).  Resultado similar foi encontrado para os animais de 24 meses de idade, 

entretanto os dados não demonstraram significância estatística (Figuras 18A e C). Na 

exocitose evocada por alta concentração de KCl, a perda do sinal fluorescente foi 

similar em ambos os genótipos e idades testadas (12 e 24 meses) com diminuição do 

sinal fluorescente de aproximadamente 70% e 56% nos camundongos WT e KD
HOM 

aos 

12 meses de idade (p>0.05), respectivamente e 66% e 55% nos camundongos WT e 

KD
HOM 

aos 24 meses de idade, respectivamente (p>0.05) (Figuras 18A, B e C).  
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Figura 18. A redução a longo prazo da expressão do VAChT (12 meses) ocasiona aumento na 

liberação espontânea de vesículas - Quantificação da exocitose espontânea e evocada por solução 

contendo alta concentração de KCl. A) Os camundongos VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade 

apresentaram um aumento na liberação espontânea de VSs, demonstrado pelo aumento do photobleaching 

(teste t Student não pareado: *p<0.05, n=6 WT, e n=6 VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade). B) 

Desmarcação de terminações nervosas marcadas com FM1-43: WT (linha cinza) e VAChT KD
HOM 

(linha 

preta) de animais de 12 e C)  24 meses. (35 spots fluorescentes, n = 6 camundongos por genótipo). 

A 
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Uma vez observada a ocorrência de uma possível maior liberação espontânea de 

vesículas nos animais VAChT KD
HOM

 de 12 meses, decidimos partir para análise 

eletrofisiológica no sentido de entender melhor sobre a liberação de vesículas e 

liberação quântica de ACh das terminações nervosas motoras de animais com déficit 

colinérgico a longo prazo. 

 Para isso, utilizamos a técnica de registro eletrofisiológico de MEPPs para, de 

forma indireta, avaliar a liberação de ACh no músculo diafragma. As análises foram 

realizadas em animais de 12 meses de idade. Os MEPPs dos camundongos VAChT 

KD
HOM

 de 12 meses foram menores que os dos animais WT, como pode ser visto em 

histogramas de amplitude de MEPP (Figura 19A). Para confirmar a redução vista pelo 

histograma, foi feita a distribuição da frequência cumulativa da amplitude de MEPP, os 

quais demonstraram alteração semelhante, ou seja, os animais VAChT KD
HOM

 

apresentaram MEPPs menores (Figura 19B, teste de Kolmogorov-Smirnoff, p< 0.001). 

Usando o teste t de Student não pareado, a diferença estatística também foi confirmada, 

com os animais VAChT KD
HOM

 apresentando menor amplitude de MEPP (WT: 1.9 ± 

0.25, n=5; VAChT KD
HOM

: 1.1 ± 0.17, n=5; p< 0.05) quando comparados aos WT. 

Com isso, os animais de 12 meses com redução na expressão de VAChT parecem 

conter uma menor quantidade de moléculas de ACh nas vesículas em comparação aos 

animais selvagem. 

 Além do tamanho quântico, a frequência de MEPP também foi investigada 

através de registros eletrofisiológicos do músculo diafragma em animais de 12 meses de 

idade com redução na expressão de VAChT. Como pode ser visto na Figura C, os 

animais VAChT KD
HOM

 de 12 meses apresentaram frequência similar aos WT (WT: 

0.72 ± 0.09, n=5 e VAChT KD
HOM

: 0.75 ± 0.06, n=5 teste t de Student, p>0.05).  
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Figura 19. Redução a longo prazo (12 meses) da expressão de VAChT altera a liberação quântica 

de ACh – MEPP. A) Histograma normalizado da amplitude de MEPP para os animais WT (linha 

contínua) e VAChT KD
HOM

 (linha pontilhada) de 12 meses de idade. B) Tamanho quantal dos animais 

WT (linha contínua) e VAChT KD
HOM

 (linha pontilhada) de 12 meses quantificados através da 

representação gráfica da frequência cumulativa de amplitude de MEPP. C) Frequência de MEPP nas 

sinapses dos animais WT e VAChT KD
HOM 

de 12 meses de idade. (*) Indica diferença estatisticamente 

significativa dos camundongos WT (teste t de Student não pareado, p <0,05). Dados de cinco fibras 

musculares de cinco a sete animais de cada genótipo na idade de 12 meses.  

 

* 
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4.4. A redução a longo prazo da expressão de VAChT acarreta prejuízos na função 

neuromuscular geral 

 Estudos prévios demonstraram que camundongos VAChT KD
HOM 

adultos (3 

meses) apresentaram  um desempenho pior nas tarefas motoras quando comparados aos 

camundongos WT (Fig. 4 de Prado et al., 2006). Considerando que o envelhecimento 

normalmente ocasiona algum grau de déficit motor (Ritter, 1978; Ingram et al., 1981; 

Lhotellier and Cohen-Salmon, 1989; Carter et al., 2010), nós nos perguntamos se os 

camundongos VAChT KD
HOM 

poderiam apresentar déficits motores mais pronunciados 

que os WT. Para responder essa pergunta, nós avaliamos o desempenho muscular ou 

função neuromuscular dos camundongos VAChT KD
HOM

 e WT (12 e 24 meses de 

idade) em testes de comportamento motor. Os testes realizados foram: campo aberto – 

deslocamento horizontal (Figura 20A), força de agarre (Figura 20B) e de coordenação 

(Figura 20C). No deslocamento horizontal durante o período de 300 s, os camundongos 

VAChT KD
HOM 

(22.0 ± 4.5 s - média ± EPM)  apresentaram um desempenho pior 

quando comparados as camundongos WT (65.7 ± 9.0 s) aos 12 meses de idade (p 

<0.05). Contudo, aos 24 meses, não foi observada diferença entre os grupos de ambos 

os genótipos avaliados como mostrado na Figura 21A (45.0 ± 24.0 s para VAChT 

KD
HOM

 e 43.7 ± 11.4 s para WT  [p>0.05]). No teste para a medida da força de agarre, 

os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram dificuldade para sustentar o próprio 

peso na grade enquanto a maioria dos animais WT mantiveram-se agarrados à grade 

durante tempo maior, tanto aos 12 meses (VAChT KD
HOM

:
 
6.6 ± 1.4 s e WT: 47.5 ±  5.2 

s; p <0.0001) quanto aos 24 meses (VAChT KD
HOM

:
 
7.6 ± 1.5 s e WT: 31.0 ±  13.6 s; p 

<0.05) (Figura 21B). Por fim, comparamos o desempenho dos animais WT e VAChT 

KD
HOM

 no teste para avaliação da coordenação motora. Esse teste foi conduzido apenas 

nos camundongos de 12 meses de idade, uma vez que, aos 24 meses, os mesmos não 

conseguiram realizar essa tarefa. Com isso, os camundongos VAChT KD
HOM

 

apresentaram uma diminuição no tempo de latência a queda quando comparados aos 

WT (VAChT KD
HOM

:
 
153.3 ± 39.6 s e WT: 300.0 ± 0.0 s; p <0.001) (Figura 21C).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lhotellier%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2756040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohen-Salmon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2756040
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Figura 20. Testes para função neuromuscular. A) Ilustração do teste para atividade locomotora através 

de deslocamento horizontal (campo aberto - open field – crossing) B). Ilustração do teste para medida da 

força de agarre (wire hang). C) Ilustração do teste para avaliação da coordenação motora (rotarod). 

 

Figura 21. A redução a longo prazo da expressão de VAChT (12 e 24 meses de idade) acarreta 

déficits na função neuromuscular. A) Distância total de deslocamento horizontal – crossing - em 300 s. 

Os camundongos VAChT KD
HOM

 tiveram pior performance que os WT na idade de 12 meses (teste t 

Student não pareado: **p<0. 001, n=8 WT, e n=8 VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade). B) Tempo 

despedido quando os camundongos WT e VAChT KD
HOM

 foram colocados suspensos de cabeça para 

baixo em uma grade por um tempo máximo estipulado de 60s, nas idades de 12 e 24 meses de idade. Os 

camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram pior performance no teste quando comparados aos WT (teste 

t Student não pareado: ***p<0.0001, n=8 WT, e n=8 VAChT KD
HOM 

aos 12 meses de idade e teste t 

Student não pareado: *p<0.05, n=6 WT, e n=6 VAChT KD
HOM 

aos 24 meses de idade). C) Desempenho 

dos camundongos WT e VAChT KD
HOM

 no teste para coordenação motora pelo aparelho rotoarod 

durante tempo de 300 s. Os camundongos VAChT KD
HOM 

tiveram pior desempenho quando comparados 

aos camundongos WT (teste t Student não pareado: **p<0. 001, n=8 WT, and n=8 VAChT KD
HOM 

aos 12 

meses de idade). 
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4.5. A redução a longo prazo da expressão VAChT ocasiona alterações na 

morfologia e composição molecular dos músculos SOL e EDL 

 Para verificar se a redução de ACh a longo prazo poderia ocasionar alterações 

morfológicas nas fibras musculares em camundongos WT e VAChT KD
HOM

, músculos 

com diferentes perfis de atividade foram avaliados quanto a área de secção transversal 

(CSA) e perímetro nas idades de 12 e 24 meses. Com isso, foram escolhidos dois 

músculos: um de contração lenta (Soleus-SOL) e outro de contração rápida (Extensor 

Longo dos Dedos - EDL) respectivamente. Imagens representativas de cortes 

histológicos de fibras musculares dos músculos SOL e EDL são apresentadas na Figura 

22A, B e 23A, B, respectivamente (12 meses – painel superior e 24 meses – painel 

inferior). Com relação ao músculo SOL, nós observamos um grande número de fibras 

musculares com aumento na CSA e perímetro nos camundongos VAChT KD
HOM

 

comparado aos WT tanto aos 12 quanto aos 24 meses de idade (Figuras 22A - B). Na 

análise quantitativa, os camundongos VAChT KD
HOM

  mostraram um aumento de 

aproximadamente 50% na CSA e perímetro do músculo SOL comparado aos WT (teste 

t Student não pareado: 12 meses de idade; CSA e perímetro: p<0.001 e 24 meses de 

idade; CSA  p<0.001; perímetro p<0.0001) (Figura 22C e D). Em contrapartida, a 

análise do músculo EDL mostrou um grande número de fibras musculares com 

diminuição na CSA e perímetro nos camundongos VAChT KD
HOM

 comparado aos WT 

tanto aos 12 quanto aos 24 meses de idade (Figuras 23A - B). Os camundongos 

VAChT KD
HOM 

de 12 meses de idade apresentaram uma redução de aproximadamente 

10% na CSA e perímetro quando comparado às medidas dos WT (teste t Student não 

pareado: p<0.05). A redução observada na CSA e perímetro nos camundongos VAChT 

KD
HOM

 de 24 meses foi de aproximadamente 20% comparada ao dos WT (teste t 

Student não pareado, CSA e perímetro: p<0.001) (Figuras 23C e D). Esses dados 

demonstram que o músculo SOL dos animais VAChT KD
HOM

 desenvolve hipertrofia 

enquanto que o músculo EDL desenvolve atrofia quando comparado aos animais WT 

em ambas as idades analisadas.  
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Figura 22. A redução a longo prazo da expressão VAChT acarreta aumento na CSA e Perímetro do 

músculo SOL (de contração lenta). A e B) Imagens representativas do músculo SOL de camundongos 

de 12 meses (A) e 24 meses de idade (B) WT (painéis da esquerda) e VAChT KD
HOM

 (painéis da direita). 

C) Os dados dos animais VAChT KD
HOM

 são apresentados como porcentagem das medidas dos valores 

de CSA D) e perímetro do músculo SOL nas idades de 12 e 24 meses em relação aos respectivos 

controles (WT). Em ambas as idades, o músculo SOL dos animais VAChT KD
HOM 

apresentaram aumento 

na CSA e perímetro quando comparados aos animais T WT (teste t Student não pareado, 12 meses de 

idade: **p<0. 001 e 24 meses de idade: ***p<0.0001, n=3 WT, e n=3 VAChT KD
HOM 

aos  12 e 24 meses 

de idade). Barra de escala = 50 µm. 
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Figura 23. A redução a longo prazo da expressão de VAChT acarreta redução na CSA e Perímetro 

do músculo EDL (de contração rápida). A e B)  Imagens representativas do músculo EDL de 

camundongos de 12 meses (A) e 24 meses de idade (B) WT (painéis da esquerda) e VAChT KD
HOM

 

(painéis da direita). C) Os dados dos animais VAChT KD
HOM

 são apresentados como porcentagem das 

medidas dos valores de CSA D) e perímetro do músculo EDL nas idades de 12 e 24 meses em relação aos 

respectivos controle (WT). Em ambas as idades, o músculo EDL dos animais VAChT KD
HOM 

apresentaram uma redução na CSA e perímetro quando comparados aos animais WT (teste t Student não 

pareado, *p<0. 05 e 24 meses de idade: **p<0.001, n=3 WT, e n=3 VAChT KD
HOM 

aos
 
12 e 24 meses de 

idade). Barra de escala = 50 µm. 
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Nosso próximo passo foi utilizar a técnica de microscopia eletrônica de 

transmissão para avaliar no plano ultraestrutural o músculo SOL dos camundongos WT 

e os VAChT KD
HOM

 com déficit colinérgico a longo prazo. Essa análise foi realizada 

apenas nos animais de 12 meses devido ao alto índice de mortalidade no decorrer do 

envelhecimento dos animais, e o músculo EDL estava pouco preservado para as 

análises. Com isso, o músculo SOL foi submetido à avaliação qualitativa sendo 

observado que havia preservação dos componentes sarcoméricos, dos túbulos-T e 

retículo sarcoplasmático (RS). As mitocôndrias apresentaram aparência normal, embora 

em ambos os genótipos foram observados sinais de degeneração. No entanto, foram 

observados grande depósitos de glicogênio no músculo SOL dos animais VAChT 

KD
HOM

. Esses depósitos de glicogênio foram encontrados dentro dos sarcômeros, entre 

os filamentos de actina e miosina, denominados de depósito intramiofibrilar de 

glicogênio, bem como encontrados no espaço intermiofibrilar, espaço que é 

normalmente composto por túbulos-T e RS. Além disso, alguns depósitos de glicogênio 

também foram encontrados ao redor das mitocôndrias quando comparados com 

camundongos WT (Figuras. 24A e B). 
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Figura 24. A redução a longo prazo na expressão de VAChT favorece o acúmulo de grânulos de 

glicogênio intramiofibrilar e intermiofibrilar no músculo SOL. A-B) Életron-micrografias 

representativas do músculo SOL de camundongos WT (painéis esquerdos) e VAChT KD
HOM

 (painéis 

direitos) demonstrando a presença de grânulos de glicogênio intramiofibrilar (seta) e intermiofiblrilar 

(cabeça de seta) nos camundongos VAChT KD
HOM 

mas não nos WT. Barra de escala = 500 nm. B) 

Aumento de 50.000x. (n = 4 animais por genótipo). 
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Uma vez que os músculos SOL e EDL de camundongos VAChT KD
HOM

 

apresentaram alterações na CSA e perímetro, além da presença de depósitos de 

glicogênio no músculo SOL dos camundongos VAChT KD
HOM

 comparados aos 

animais WT, nós nos perguntamos se esses achados poderiam estar acompanhados de 

alterações nas isoformas da Cadeia Pesada de Miosina (MyHC) . O músculo SOL é 

definido com um músculo de contração lenta composto por principalmente fibras com 

as isoformas do tipo I e IIA e uma pequena porcentagem de fibras rápidas IIX e o 

músculo EDL é composto quase que totalmente por fibras musculares do tipo II (Delp 

and Duan, 1996). Cortes congelados do músculo SOL de camundongos VAChT 12 

meses WT e VAChT KD
HOM

 foram incubados com anticorpos contra os isotipos I, IIA, 

IIX e IIB da MyHC. As imagens representativas das fibras musculares do músculo SOL 

dos camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram um aumento no número de fibras 

musculares que expressam a isoforma do tipo I comparado às fibras musculares dos 

camundongos WT (teste t Student não pareado: VAChT KD
HOM

: 62.07±2.75 e WT: 

49.29±1.16; p<0.001). Esse aumento no número das fibras do tipo I no músculo SOL 

dos VAChT KD
HOM

 também foi acompanhada por uma redução no número das fibras 

que expressam a isoforma do tipo IIA (teste t Student não pareado: VAChT KD
HOM

: 

32.49±2.87 e WT: 42.22±3.00; p<0.05). As expressões das isoformas do tipo IIX não 

sofreram alterações (teste t Student não pareado: VAChT KD
HOM

: 5.43±1.22 e WT: 

8.49±2.67; p>0.05) e a isoforma do tipo IIB não foi detectada em ambos os genótipos 

(Figuras 25A e B). Esses dados indicam que o músculo SOL dos camundongos 

VAChT KD
HOM 

apresentam um aumento no perfil oxidativo demonstrado pelo aumento 

das fibras do tipo  I e uma redução das fibras musculares do tipo IIA. Com relação ao 

músculo EDL, não foram observadas diferenças entre as isoformas da MyHC do tipo I 

(VAChT KD
HOM

: 0.30 ± 0.15 e WT: 0.77 ± 0.46; teste t Student não pareado: p>0.05); 

tipo IIA (VAChT KD
HOM

: 7.20 ± 2.30 e WT: 15.27 ± 5.04; teste t Student não pareado: 

p>0.05). tipo IIX (VAChT KD
HOM

: 22.15 ± 9.8 e WT: 16.82 ± 0.69; teste t Student não 

pareado: p>0.05) e tipo IIB (VAChT KD
HOM

: 70.35 ± 8.17 e WT: 67.13 ± 4.80; teste t 

Student não pareado: p>0.05) (Figura 25C). 
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4.6. Reversão parcial da função neuromotora e da morfologia dos músculos SOL e 

EDL em camundongos com redução a médio prazo (6 meses) da expressão de 

VAChT após tratamento com piridostigmina 

 Considerando que nós observamos alterações na CSA e perímetro dos músculos 

SOL e EDL, assim como déficits motores funcionais nos camundongos VAChT KD
HOM

 

nós nos perguntamos se um tratamento a médio prazo (28 dias) com piridostigmina 

poderia ser capaz de reverter os achados morfológicos e funcionais encontrados nesses 

camundongos.  Para isso, nós usamos camundongos WT e KD
HOM

 de 6 meses de idade. 

Os grupos foram compostos de: grupo controle não tratado (WT) e tratado (WT
PYR

) 

com piridostigmina, knockdown homozigoto não tratado (VAChT KD
HOM

)  e tratado 

com piridostigmina (VAChT KD
HOM PYR

) (Figuras 26, 27 e 28). Nós escolhemos essa 

idade para ver se com o tratamento precoce, seria possível reverter as alterações 

comportamentais e musculares observadas nos camundongos VAChT KD
HOM

. Além 

disso, esses animais de 6 meses apresentaram os mesmos déficits motores e histológicos 

que os animais nas idades de 12 e 24 meses de idade: deslocamento horizontal (WT 

89.5 ± 11.3 n=6 e KD
HOM

: 46.0 ± 4.7 n=5 p <0.001, teste t Student não pareado) 

(Figura 26A); força de agarre (WT 27.3 ± 3.6 n=6 e KD
HOM

: 5.0 ± 0.5 n=6; p <0.0001, 

teste t Student não pareado) (Figura 26B); coordenação motora (WT 224.6 ± 44.6 n=5 e 

KD
HOM

: 103.8 ± 26.9 n=5; p <0.05, teste t Student não pareado) (Figura 26C). Após a 

realização dos testes, os camundongos VAChT KD
HOM PYR 

apresentaram uma melhora 

em todos os testes comportamentais avaliados comparado aos KD
HOM

: deslocamento 

horizontal (VAChT KD
HOM PYR

: 83.4 ± 7.4 n=5 e VAChT KD
HOM

: 46.0 ± 4.7 n=5; p 

<0.001, teste t Student não pareado) (Figura 26A); força de agarre (VAChT KD
HOM 

PYR
: 10.8 ± 1.0 s n=6 e VAChT KD

HOM
: 5.0 ± 0.5 s n=6; p <0.0001, teste t Student não 

pareado) (Figura 26B) e coordenação motora (VAChT KD
HOM PYR

: 249.3 ± 17.0 s n=6 

e VAChT KD
HOM

: 103.8 ± 26.9 s n=6; p <0.001, teste t Student não pareado) (Figura 

26C). A melhora na função muscular dos camundongos VAChT KD
HOM PYR 

foi 

acompanhada de uma reversão parcial da CSA e perímetro das fibras musculares nos 

músculos SOL (redução de aproximadamente 25% das medidas da CSA dos VAChT 

KD
HOM

; p<0.0001 e 15% no perímetro p<0.0001; two-way ANOVA seguido por post 

hoc Bonferroni; Figura 27A, B e C) e EDL 
 
(aumento de aproximadamente 25% das 

medidas de CSA dos VAChT KD
HOM

; p<0.0001 e 9% no perímetro; p<0.001; two-way 

ANOVA seguido por post hoc Bonferroni; Figura 28A, B e C). Esses dados indicam 
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que a grande quantidade de ACh na fenda sináptica proporcionada pela piridostigmina 

ocasionou uma reversão parcial das alterações observadas nas fibras musculares e 

melhorou a performance motora dos camundongos VAChT KD
HOM

. 

 

Figura 26. Tratamento com piridostigmina reverte parcialmente os déficits neuromusculares nos 

camundongos VAChT KD
HOM

. A) Distância total movida através do deslocamento horizontal durante o 

tempo de 300 s. Os camundongos VAChT KD
HOM PYR 

apresentaram maior deslocamento quando 

comparados aos VAChT KD
HOM 

(teste t Student não pareado: **p<0. 001, n=8 VAChT KD
HOM PYR

, e n=8 

VAChT KD
HOM 

aos 6 meses de idade). B) Tempo despedido quando os camundongos VAChT KD
HOM PYR

 

e VAChT KD
HOM

 foram colocados suspensos de cabeça para baixo em uma grade por um tempo máximo 

estipulado de 60s. Os camundongos VAChT KD
HOM PYR

 apresentaram melhor performance no teste 

quando comparados aos VAChT KD
HOM

 (teste t Student não pareado; ***p<0.0001, n=8 KD
HOM PYR

, e 

n=8 VAChT KD
HOM

 aos 6 meses de idade) C) Desempenho dos camundongos no teste para coordenação 

motora pelo aparelho rotoarod durante tempo de 300 s. Os camundongos VAChT KD
HOM PYR 

tiveram 

melhor desempenho quando comparados aos camundongos VAChT KD
HOM

 (teste t Student não pareado: 

**p<0. 001, n=8 WT, e n=8 VAChT KD
HOM 

aos 6 meses de idade). 
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5.0. DISCUSSÃO 

 

5.1. Função Pulmonar, Morfologia e Atividade Sináptica das JNMs do músculo 

diafragma de camundongos com redução a longo prazo da expressão de VAChT 

 Neste trabalho, nós investigamos os efeitos da expressão reduzida a longo prazo 

do gene que codifica a proteína VAChT, seja por período de 12 ou 24 meses sobre a 

função pulmonar bem como morfologia e a atividade sináptica das JNMs do músculo 

diafragma. 

 Utilizando a avaliação da função pulmonar pela pletismografia de corpo inteiro 

(Bruxco) percebemos que não houve diferença nos valores de Penh nos camundongos 

com redução na expressão de VAChT quando comparados aos animais WT. Caso o 

músculo diafragma se apresentasse disfuncional, com fraqueza muscular, o índice de 

broncoconstrição poderia se mostrar elevado com relação aos WT, representando uma 

dificuldade na passagem do fluxo aéreo.  

 A técnica de pletismografia oferece vantagens em relação às técnicas invasivas 

existentes, pois pode ser utilizada em animais vivos, respirando espontaneamente 

(Hamelmann et al., 1997) o que para nossa análise torna-se importante uma vez que a 

respiração espontânea depende da integridade da função diafragmática (Voyvoda et al., 

1994;  Yamaguti et al., 2009). No entanto, tem havido inconsistência entre os valores 

obtidos pela pletismografia e pelas técnicas invasivas, utilizando anestesia geral e 

traqueostomia ou intubação traqueal (Albertine et al., 2002; Flandre et al., 2002; 

Pauluhn, 2004). Para eliminar esses fatores, nós decidimos avaliar a função pulmonar a 

partir de técnica invasiva, utilizando para tal um ventilador mecânico com o animal 

anestesiado e curarizado e, da mesma forma, não percebemos diferenças 

estatisticamente significativas entre as variáveis analisadas. Baseando-se nesses dados, 

sugerimos que o déficit colinérgico a longo prazo não foi capaz de alterar a função 

pulmonar em animais aos 12 meses de idade.  

 Foi visto por nós, que os camundongos VAChT KD
HOM

 se locomovem menos, 

através do teste comportamental de campo aberto, em relação aos animais WT. Sabe-se, 

contudo, que o diafragma é mais exigido em condições de maior esforço físico ou 

fadiga (Kocis et al., 1997). Com isso, talvez o teste em questão fizesse com que o 

animal com redução a longo prazo na expressão de VAChT tenha realizado menor 
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quantidade de movimentos, o que não os deixou fadigados e permitiu medidas da 

função pulmonar similares aos dos animais controle.  

Tem sido demonstrado que pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC) e que apresentam disfunção diafragmática, caracterizada por uma baixa 

mobilidade do diafragma, apresentam maior mortalidade do que os pacientes sem 

disfunção diafragmática (Yamaguti et al., 2009). Baseado nisso, os camundongos com 

redução a longo prazo na expressão de VAChT não apresentaram disfunção 

diafragmática bem como não diferiram quanto ao índice de mortalidade (dados não 

apresentados), pois os animais de ambos os genótipos viveram até idade avançadas (12 

e 24 meses).  

 Sabe-se que o correto funcionamento pulmonar depende tanto da função ou 

contratilidade diafragmática quanto da preservação das estruturas do tecido pulmonar, 

ou seja, da sua morfologia (Arantes-Costa et al., 2008). Corroborando com esses 

indicadores, nós realmente não encontramos acometimento nem da função pulmonar, 

indicador indireto da função diafragmática, bem como evidenciamos ausência de 

alteração na morfologia dos elementos pré e pós-sinápticos das JNMs do músculo 

diafragma nos animais VAChT KD
HOM

 de 12 meses, seja de maneira dependente ou não 

da atividade da terminação nervosa.  

 Outros trabalhos que estudaram a função respiratória nos VAChT KD
HOM

 

mostraram que com 3 meses estes animais apresentam piora da função pulmonar em 

relação aos selvagens. Os autores atribuíram esta piora da função pulmonar à alterações 

histopatológicas observadas no pulmão como inflamação e deposição de fibras da 

matriz extracelular ao redor das vias aéreas, o que pode por se, aumentar a resistência a 

passagem do ar (Miranda, 2012). De fato, animais normais com 12 meses já apresentam 

uma piora da complacência pulmonar devido a um alargamento dos alvéolos e perda do 

recuo elástico que acontece com a idade (Andreotti et al., 1998; Ishii et al., 2008). Desta 

forma, uma possibilidade para explicar estas discrepâncias entre animais VAChT jovens 

e com 12 meses, possam ser devido ao fato de que os animais selvagens também 

envelhecem, e talvez tenham um pulmão já comprometido neste momento. Embora 

análises histopatológias do pulmão e da reposta inflamatória em 12 meses possam 

ajudar a entender estas diferenças, estas não foram o foco do presente estudo e poderão 

ser feitas posteriormente.  
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Há alguns anos tem sido demonstrado que o movimento diafragmático se 

correlaciona com os volumes inspirados de maneira linear, por exemplo, quanto maior a 

incursão diafragmática, maior o volume inspirado (Houston et al., 1994; Houston et al., 

1995). É verificado que pacientes com hemiplegia apresentam redução da capacidade 

vital, pressão expiratória e inspiratória máxima, e volume expirado forçado em 1 

segundo comparados aos controles assim como também apresentam redução dos 

movimentos diafragmáticos do lado hemiplégico em comparação aos indivíduos 

controles (Voyvoda et al., 2012). No entanto, mesmo com o conteúdo quântico de ACh 

reduzido nos VAChT KD
HOM

 visto aqui aos 12 meses, parece que a quantidade de ACh 

liberada foi suficiente para manter a funcionalidade diafragmática bem como seus 

volumes pulmonares pelos camundongos com redução a longo prazo de VAChT.  

 No teste rotarod, teste que avalia a coordenação motora dos animais, verificamos 

que os camundongos com redução a longo prazo de VAChT apresentaram uma 

performance pior quando comparados aos WT. Como foi estabelecido o tempo de corte 

de 300s para finalizar o experimento, esse teste avalia além da força e equilíbrio, a 

fadiga dos animais (Xu and Shan, 2014). Com isso, pode ser que os animais VAChT 

KD
HOM

, além de terem uma redução na função dos músculos das patas, podem ter 

sofrido uma redução da função diafragmática, onde se apresentariam fadigados 

precocemente em relação aos WT. Esse dado é reforçado pela observação de que o 

rotarod foi o teste comportamental em que os animais VAChT KD
HOM

 tiveram 

dificuldade em realizar, uma vez que os de 24 meses nem mesmo conseguiram sua 

finalização. Seria interessante realizar experimentos para avaliar a função respiratória 

após fadiga nesses animais para verificar realmente a veracidade dessa hipótese. 

 Foi visto em trabalho prévio realizado por nosso grupo de pesquisa que os 

camundongos VAChT KD
HOM 

de 3 meses de idade não apresentaram alterações na 

morfologia das JNMs em comparação aos animais WT (Rodrigues et al., 2013). Além 

do mais, outros trabalhos já demonstraram que na JNM colinérgica a ACh é o principal 

sinal neuronal que induz respostas na membrana pós-sináptica a partir dos receptores 

colinérgicos nicotínicos e então, regula a diferenciação pós-sináptica e coordena a 

maturação sináptica (Misgeld et al., 2002; Witzemann, 2006; De Castro et al., 2009).  

Com isso, nos perguntamos se com um déficit colinérgico a longo prazo, por período de 

12 meses, ocorreriam alterações na morfologia dessas estruturas componentes da placa 

motora. Percebemos, através de análises qualitativas e quantitativas dos elementos 
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sinápticos de JNM dos animais WT e VAChT KD
HOM

 que as JNM demonstravam 

aparência geral normal quando comparadas aos WT em parâmetros como número, área 

e densidade dos perfis dos elementos pré- e pós-sinápticos.  

 Uma vez não observada alteração quanto aos elementos das JNM do músculo 

diafragma nos animais com redução de VAChT a longo prazo, partimos para uma 

análise qualitativa, onde maiores detalhes da estrutura poderiam ser analisadas, 

utilizando a microscopia eletrônica de transmissão. Da mesma forma, nós não 

observamos alterações das JNM nos VAChT KD
HOM

 no plano ultraestrutural com 

relação aos animais WT além das previamente já descritas por Rodrigues et al. (2013) 

nos animais VAChT KD
HOM

 de 3 meses de idade. Dentre essas citamos alteração na 

forma das VSs, em que as vesículas das terminações motoras dos animais VAChT 

KD
HOM

 se apresentam com uma forma achatada e elíptica quando comparadas as dos 

animais WT. Assim sendo, nossos resultados sugerem que a expressão reduzida de 

VAChT, mesmo por período prolongado, garante um nível mínimo de liberação de 

ACh, que é suficiente para manter o desenvolvimento e promover o estabelecimento 

normal das JNMs no diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

, porém ocasiona 

alteração morfológica nas VSs, corroborando com os achados descritos para os animais 

de VAChT KD
HOM 

de 3 meses
 
de idade (Rodrigues et al., 2013). 

 Uma vez observado que as VSs das terminações motoras dos camundongos 

VAChT KD
HOM 

apresentaram alterações em sua forma, nosso próximo passo foi 

entender como estaria a atividade sináptica nesses animais. Estudo pioneiro realizado 

por Prado et al. (2006), utilizou a sonda vital FM1-43, dependente da atividade da 

terminação nervosa, para monitorar a reciclagem de VSs em terminais pré-sinápticos de 

diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 na idade de 3 meses. Nesse trabalho ficou 

evidente que terminações motoras desses animais, após estímulo despolarizante por 

KCl, internalizavam FM1-43 em quantidade semelhante às dos animais WT, observado 

pela similaridade na quantificação do sinal fluorescente entre os genótipos (Prado et al., 

2006). Esse dado indica que a endocitose (ou vesículas que reciclam – endocitose 

compensatória) era a mesma entre os genótipos. Da mesma forma, nos propusemos a 

avaliar a endocitose dos camundongos com redução por maior período de tempo na 

expressão de VAChT (12 meses) sobre a atividade da terminação nervosa. Percebemos 

que as terminações motoras dos camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 meses, após 

estímulo despolarizante por KCl, também não apresentaram diferença na quantificação 
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do sinal fluorescente com relação aos camundongos WT. E uma vez marcadas a 

terminações juntamente com os receptores nicotínicos, aproveitamos para realizar a 

quantificação dos elementos sinápticos de maneira dependente da atividade da 

terminação nervosa. Mais uma vez percebemos a inexistência de diferenças com relação 

aos animais WT de 12 meses. Esses dados sugerem que mesmo com um déficit 

colinérgico a longo prazo, o número de VSs que reciclam durante estímulo 

despolarizante é equivalente para os dois genótipos e que a morfologia da JNM 

permanece inalterada. 

 Uma vez não encontrada diferença na endocitose, partimos para a análise da 

exocitose de VSs nos animais com déficit a longo prazo da expressão de VAChT e 

comparamos aos animais selvagens da mesma idade. Nesse caso, obtivemos resultados 

em camundongos com déficit colinérgico nas idades de 12 e 24 meses.  

 Nos experimentos de exocitose, para cada estímulo despolarizante por KCl, 

existia um controle da desmarcação denominado photobleaching, que é usado para 

verificar o decaimento do sinal fluorescente apenas pela exposição da amostra biológica 

a luz polarizada. Percebemos que a exocitose após estímulo com KCl era semelhante 

entre os genótipos nas idade de 12 e 24 meses, corroborando com os dados sobre a 

endocitose. De maneira similar aos nossos achados a respeito da endocitose e exocitose, 

outros estudos também demonstraram que vesículas que apresentam redução ou 

ausência de conteúdo quântico podem ser recicladas normalmente nas terminações 

axonais de células hipocampais e cerebelares (Cousin and Nicholls, 1997; Zhou et al., 

2000). O mesmo ocorre nas JNMs colinérgicas, onde mesmo após administração de 

vesamicol (inibidor do VAChT), ocorre a reciclagem de VSs (Parsons et al., 1999).. 

Esses achados, juntamente com os dados aqui mostrados, indicam que o transporte de 

ACh para as vesículas não é um requisito para o ciclo de vesículas sinápticas. No 

entanto, de maneira intrigante, percebemos um aumento no photobleaching na idade de 

12 meses e uma tendência ao aumento na idade de 24 meses nos animais VAChT 

KD
HOM 

quando comparados aos WT. Esses dados, por sua vez, poderiam indicar a 

ocorrência de um aumento na exocitose espontânea nos camundongos VAChT KD
HOM

 

de 12 meses de idade.  

 Para tentar elucidar melhor esse mecanismo, partimos para a avaliação 

eletrofisiológica do músculo diafragma. Assim, foram investigadas a frequência e 

amplitude de MEPPs na JNM do músculo diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM
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de 12 meses de idade. Como era de se esperar, uma vez que há redução na expressão do 

VAChT, nós encontramos que as fibras musculares do músculo diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 meses exibiam amplitude de MEPPs reduzida 

comparada aos WT da mesma idade. No entanto, a frequência desse evento era similar 

nos dois genótipos sugerindo que, pelo menos para a sinapse neuromuscular, poderia 

haver um mecanismo compensatório no processo de exocitose de VSs para balancear a 

redução no conteúdo quântico de ACh nas terminações nervosas motoras do animais 

VAChT KD
HOM

 de 12 meses. 

 Eventos de exocitose espontânea têm sido descritos desde os primórdios dos 

estudos da comunicação sináptica (Fatt and Katz, 1950, 1952b; Del Castillo and Katz, 

1954), porém apenas recentemente obteve-se um melhor entendimento dos mecanismos 

reguladores do processo (revisado por Ramirez and Kavalali, 2011; Andreae and 

Burrone, 2014; Kaeser and Regehr, 2014; Rizzoli, 2014). Algumas diferenças existem a 

cerca da liberação de VSs que ocorre de maneira dependente de estímulo com respeito a 

que ocorre de maneira espontânea. Uma delas, é que liberação dependente de estímulo 

necessita de um potencial de ação como gerador da exocitose, ou seja, é um mecanismo 

regulado que não pode ocorrer a qualquer momento, enquanto que a liberação 

espontânea pode aparentemente ocorrer sem a presença do potencial de ação além de ser 

um evento que pode acontecer espontaneamente na terminação nervosa (Zefirov et al., 

2006). Alguns mecanismos podem promover o aumento da exocitose espontânea em 

métodos experimentais, como por exemplo, os dependentes ou não de Ca
2+

 (Heuser and 

Miledi, 1971; Zefirov et al., 2006) e solução hipertônica de sacarose (Rosenmund and 

Stevens, 1996). Recentemente tem sido postulada a hipótese de que existem dois 

mecanismos para liberação espontânea de vesículas sendo que num desses mecanismos 

as vesículas que exocitam são definidas como vesículas sinápticas liberadas 

espontaneamente (spontaneously releasing synaptic vesicles - SRSVs) e são liberadas 

em conjunto com as vesículas que respondem a estímulo. Já no outro mecanismo, as 

vesículas são definidas como vesículas constitutivamente liberáveis e são apenas 

liberadas espontaneamente (constitutively releasing vesicles - CRVs) (Truckenbrodt and 

Rizzoli, 2014).  

 Estudos utilizando sinapses localizadas no sistema nervoso central como modelo 

experimental mostraram que durante a inibição da liberação espontânea de vesículas, 

ocorre desestruturação de sinapses em desenvolvimento como também de sinapses já 

http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B15
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fncel.2014.00409/full#B16
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estabelecidas, porém não ocorre alteração das estruturas sinápticas quando a liberação 

desencadeada por estímulo é abolida (McKinney et al., 1999; Sutton et al., 2006; Choi 

et al., 2014). Além, disso, na JNM colinérgica, tem-se verificado que o 

neurotransmissor ACh, ao se ligar nos receptores nicotínicos, regula a diferenciação 

pós-sináptica e coordena a maturação sináptica (Misgeld et al., 2002; Witzemann, 2006; 

De Castro et al., 2009). Esse papel regulatório pode ser evidenciado pela 

desestruturação das JNMs do músculo diafragma vista em modelos knockout para o 

gene da enzima ChAT e pela geração de camundongos VAChT 
del/del

 (Misgeld et al., 

2002; Brandon et. al., 2003; de Castro et al., 2009). Diante desses fatos, pode ser que a 

redução quântica de ACh aos 12 meses nos VAChT KD
HOM

 pode ter gerado um 

mecanismo compensatório de aumento na liberação espontânea de vesículas e assim a 

morfologia das JNM permaneceu inalterada como verificado aqui.  

 Adicionalmente ao aumento da exocitose espontânea nos camundongos VAChT 

KD
HOM

 de 12 meses, foi observado que os mesmos apresentaram frequência de MEPP 

similar ao dos WT. Essa observação torna-se intrigante uma vez que os camundongos 

VAChT KD
HOM

 de 3 meses apresentaram redução na frequência de MEPP (Prado et al., 

2006) e no entanto, ao contrário do que foi observado aqui para os animais VAChT 

KD
HOM

 de 12 meses,  não houve aumento do photobleaching nas terminações motoras 

dos animais VAChT KD
HOM

 de 3 meses (Prado et al., 2006). Portanto, esses dados 

novamente sugerem um possível aumento compensatório da liberação espontânea de 

VSs nas JNMs de camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 meses. 
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5.2. Função Neuromuscular e Morfologia dos músculos SOL e EDL de 

camundongos com redução a longo prazo da expressão de VAChT  

 Este trabalho mostra as consequências da redução da proteína VAChT a longo 

prazo e consequente diminuição da liberação de ACh, por período de 12 ou 24 meses, 

nos músculos SOL e EDL e na função motora global.  

 Trabalhos prévios demonstraram que o próprio processo de envelhecimento 

acarreta piora na função motora (Rither, 1978; Ingram et al, 1981; Marshall, 1982, 

Lhotellier and Cohen-Salmon, 1989; Hilber and Caston,  2001; Glenn et al., 2004; 

Carter et al., 2010,) e os dados de comportamento motor aqui demonstrados corroboram 

essa observação uma vez que os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram pior 

desempenho nos testes de função motora quando comparados aos do mesmo genótipo 

na idade de 3 meses de idade (Figura 4 de Prado et al., 2006). Estes dados indicam que 

um déficit colinérgico prolongado parece ocasionar perda mais acentuada da força 

muscular. Adicionalmente à piora do desempenho motor demonstrado pelos animais 

com redução prolongada da expressão de VAChT, foi também detectado que eles 

apresentaram aumento no depósito de grânulos de glicogênio intramiofibrilar (no 

interior das miofibrilas) e intermiofibrilar (externamente a elas, no espaço 

intermiofibrilar) além de aumento na expressão das fibras do tipo I e redução de fibras 

do tipo IIA quando comparados aos WT. Esse dado torna-se interessante, uma vez que 

também foram observadas alterações mitocondriais e aumento de fibras do tipo I no 

músculo vasto lateral de atletas corredores que sofreram declínio repentino no 

desempenho em corridas e com isso, de tolerar altas cargas de treinamento (St Clair 

Gibson et al., 1998). Uma das alterações mitocondriais encontradas foi o acúmulo de 

grânulos de glicogênio e gotas lipídicas em biópsias do músculo vasto lateral de quinze 

atletas de treinamento de resistência (endurance) que adquiriram intolerância ao 

treinamento quando comparados a atletas de resistência assintomáticos pareados para 

idade e tempo de treinamento de resistência (Grobler et al., 2007). Desde então tem-se 

estabelecido uma associação entre defeitos no metabolismo de glicogênio e algumas 

doenças de depósito de glicogênio. Algumas dessas doenças são classificadas de acordo 

com alterações em enzimas específicas e podem causar acúmulo patológico de 

moléculas de glicogênio de estrutura anormal e depleção de glicogênio (Gazzerro et al., 

2013). Clinicamente, essas condições resultam em duas principais síndromes: 

intolerância ao exercício, com cãibras e mioglobinúria e fraqueza progressiva (DiMauro 
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and Spiegel, 2011). Embora não possamos associar o padrão de acúmulo de glicogênio 

encontrado em camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 meses com essas doenças de 

armazenamento de glicogênio, podemos ao menos argumentar que a redução a longo 

prazo de expressão VAChT e o consequente déficit colinérgico está relacionado a 

fraqueza muscular progressiva que pode resultar na deposição aumentada de grânulos 

de glicogênio. 

 Uma possível hipótese para explicar uma das causas para esse acúmulo de 

grânulos de glicogênio no músculo SOL dos camundongos com redução de VAChT a 

longo prazo seria a alteração no metabolismo mitocondrial. Trabalho recente tem 

discutido o papel da ACh na modulação do ambiente redox do tecido cardíaco, 

suprimindo a geração espécies reativas de oxigênio (ROS) durante o estresse oxidativo 

(Sun et al., 2014). E sabe-se que a redução da produção de ROS contribui para a 

preservação da função mitocondrial em músculos que expressam maior quantidade de 

fibras do tipo I comparados aos que expressam maior quantidade de fibras do tipo II 

(Amara et al, 2007). Surpreendentemente, foi observado que cardiomiócitos 

ventriculares isolados de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram aumento nos 

níveis de ROS (Roy et al., 2012). Com isso, não podemos excluir a possibilidade dos 

animais com redução a longo prazo da expressão de VAChT contribuir para aumentar a 

produção de ROS e consequentemente, induzir alterações no funcionamento 

mitocondrial causando aumento do  acúmulo de glicogênio nos músculos de contração 

lenta, como demonstrado aqui no músculo SOL. No entanto, experimentos adicionais se 

fazem necessários para medir a produção de ROS nos animais WT e VAChT KD
HOM

 

para que possamos confirmar essa hipótese. 

 Sabe-se que a ACh é necessária para desencadear a despolarização da membrana 

da célula muscular, a qual culmina com a ativação dos receptores de rianodina no RS 

com o concomitante extravasamento de Ca
2+

 para o interior celular. Contudo, esse 

receptor depende da ativação prévia pelo sensor de voltagem DHPR, e que por sua vez 

depende da despolarização da membrana por ser um sensor de voltagem (Lamb, 2000).  

Dessa forma, a fadiga que é encontrada nos VAChT KD
HOM

 pode ser devida à ativação 

insuficiente dos canais sensíveis a voltagem nos túbulos T (incapacidade de manter a 

despolarização da membrana por redução da quantidade de ACh), que não ativam de 

forma suficiente os canais de Ca
2+

 no RS e dessa forma, pouco Ca
2+

 fica disponível para 

sustentar a contração muscular prolongada. Casos de fadiga também podem ser 
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encontrados por alteração nesse mecanismo, como por exemplo, pela depleção de ATP. 

A molécula de ATP é necessária tanto para sua ligação com a cabeça pesada de miosina 

ou para a sua ligação com os RyR1 no RS. Como o ATP tem ação estimulatória sobre 

esses canais de Ca
2+

 do RS, a sua redução permite a atuação inibitória do Mg
2+ 

sobre 

esses canais e a quantidade de Ca
2+

 no interior da célula muscular, necessário para 

realização das pontes cruzadas, fica insuficiente. Dessa forma, o mecanismo de 

sustentação da contração torna-se falho (Sham et al.; 1998). Esse mecanismo, como a 

redução na quantidade de moléculas de ATP pode ser interligado com os citados acima 

sobre disfunções mitocondriais e ROS. Com isso, extrapolamos que a fadiga tanto pode 

ser gerada pelo déficit de ACh que ocasiona contração insuficiente, como também pode 

ocorrer por mecanismos patológicos gerados por um possível disfunção mitocondrial, 

com redução de ATP e acúmulo de glicogênio. 

 Dado inédito também é mostrado nesse trabalho com relação à morfologia dos 

músculos esqueléticos SOL e EDL. Esses dois músculos foram selecionados para o 

estudo por exibirem diferentes tipos de populações de fibras musculares e papel 

funcional. O músculo SOL é descrito como um músculo principalmente postural, 

exibindo alto ciclo de trabalho, sendo composto principalmente por fibras musculares 

do tipo I (Roy et al., 1991; Delp and Duan, 1996). O músculo EDL, por sua vez, é 

principalmente composto por fibras musculares do tipo II e é recrutado muito mais 

durante a deambulação que em atividades posturais, sendo um dos responsáveis pela 

movimentação do tornozelo (Dum and Kennedy, 1980; Delp and Duan, 1996).  

 Nossos dados demonstraram que os camundongos com redução a longo prazo na 

expressão de VAChT (12 ou 24 meses de idade)  apresentaram alterações na CSA e 

perímetro dos músculos SOL e EDL quando comparados aos animais WT. No caso, as 

fibras do músculo SOL apresentaram-se com hipertrofia e as do EDL com atrofia nos 

VAChT KD
HOM

. Fato interessante é que o músculo SOL é constituído por uma grande 

porcentagem de fibras do tipo I (Valdez et al., 2012; Bloemberg and Quadrilatero, 

2012; Augusto et al., 2004; Deschenes et al., 2013), as quais são demonstradas como 

sendo menos vulneráveis à sarcopenia que as fibras do tipo II (Coggan et al., 1992; 

Deschenes et al., 2013) que são encontrados nos músculos EDL que são menos 

resistentes à atrofia relacionada com o envelhecimento (Valdez et al., 2012; Bloemberg 

and Quadrilatero, 2012; Augusto et al., 2004; Deschenes et al., 2013). Outra possível 

explicação seria a de que as fibras do tipo IIB tendem a ser maiores, as IIX, de tamanho 
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intermediário, e as IIA e I menores (Bloemberg and Quadrilatero, 2012). Baseado nesse 

dado, nós poderíamos nos perguntar se estaria ocorrendo uma troca no isotipo de MyHC 

nesses músculos dos camundongos VAChT KD
HOM

 de 12 e 24 meses, com o músculo 

SOL podendo ter maior expressão dos tipos rápidos e o EDL com maior expressão dos 

tipo lentos, uma vez que apresentaram aumento e redução na CSA e perímetro, 

respectivamente. No entanto, essa hipótese foi refutada após realizarmos os 

experimentos para verificar a composição muscular baseado nos isotipos da MyHC. No 

caso, nós observamos que o músculo SOL apresentou maior expressão das fibras do 

tipo I, mais lenta, que é descrita como sendo menores que os outros tipos e não houve 

diferença em relação ao músculo EDL.  

 Esses achados de aumento e redução da CSA e perímetro dos músculos SOL e 

EDL, respectivamente, poderiam se assemelhar aos achados encontrados em músculo 

diafragma de rato onde, após desnervação, observa-se atrofia das fibras do tipo IIX e 

IIB, hipertrofia das fibras do tipo I e ausência de alterações nas fibras do tipo IIA 

(Aravamudan et al., 2006). Adicionalmente, estudos demonstraram que pode ocorrer 

hipertrofia logo após desnervação (Miledi and Slater, 1969; Kernell, 2006), como por 

exemplo, visto no músculo SOL de ratos após a administração de toxina que induz 

degeneração das fibras nervosas (notexin). Foi observada, após a administração da 

toxina, a ocorrência de duas fases: uma de remodelamento e outra de crescimento e 

maturação das fibras musculares. Na primeira, ocorre a formação de pequenas fibras 

musculares que ocupam as zonas degeneradas após três dias da aplicação da toxina. Na 

segunda, as fibras recém-formadas sofrem um rápido aumento no seu tamanho e se 

tornam morfologicamente maduras. A toxina, por sua vez, ocasiona danos leves aos 

axônios de maneira que a reinervação se inicia em três dias e é concluída após sete dias 

e neste sétimo dia é vista a hipertrofia das fibras regeneradas (Grubb and Harris, 1986; 

Sesodia and Cullen, 1991). Baseado nesse estudo, pode ser hipotetizado que no músculo 

SOL nos camundongos VAChT KD
HOM 

a quantidade de ACh liberada necessária para 

levar ao desenvolvimento não seja suficiente, promovendo um aumento no tamanho das 

fibras musculares. 

 Camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam um aumento na resposta inflamatória 

quando infectados com parasitas (Ribeiro Machado et al., 2012) com aumento dos 

níveis de citocinas inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral α (TNF- α). De 

maneira surpreendente, esse aumento da resposta inflamatória também poderia 
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contribuir para a atrofia seletiva das fibras musculares rápidas observadas em algumas 

condições como na sepse e caquexia relacionados ao câncer. Dados da literatura 

demonstram que TNF-α ativa a via de NFκB levando a uma maior expressão da 

proteína ubiquitina ligase específica do músculo (MuRF1) (Cai et al., 2004) a qual 

ubiquitina a miosina e outras proteínas dos filamentos grossos (Cohen et al., 2009) bem 

como a actina e outras proteínas dos filamentos finos (Kedar et al., 2004; Polge et al., 

2011). De fato, camundongos transgênicos com ativação constante da via de NF-κB, 

desenvolvem atrofia dos músculos de contração rápida, como EDL, mas não nos de 

contração lenta, como no SOL por eles avaliados. Os autores confirmam que a atrofia 

observada no EDL é desencadeada pela via de NFκB que estimula o aumento de 

MuRF1, levando a degradação proteica via ubiquitina/ proteassoma. No entanto não se 

sabe os mecanismos pelos quais o SOL é poupado (Cai et al., 2004). Fato interessante é 

que em lesões induzidas por queimaduras, o mRNA da ubiquitina é aumentado cerca de 

10 vezes no músculo EDL e 4 vezes no SOL, indicando que, nem sempre, o mesmo 

mecanismo coordena de maneira semelhante as vias sinalizadoras nos músculos 

esqueléticos (FANG et al., 1998). Com isso, nós especulamos que os camundongos com 

redução a longo prazo na expressão de VAChT podem possuir um estado inflamatório, 

com concomitante aumento da expressão de NFκB que por sua vez provoca atrofia no 

músculo EDL (rápido), porém essa via pode não estar tão atuante no SOL (lento), 

podendo o mesmo ativar vias alternativas que induzam sua hipertrofia. No entanto, mais 

estudos são necessários para a comprovação das vias atuantes no processo de atrofia e 

hipertrofia musculares resultantes da redução da expressão de VAChT e consequente 

redução da disponibilidade de ACh na fenda sináptica. 

 Adicionalmente às alterações encontradas na CSA e perímetro dos músculos 

avaliados, nossos resultados também demonstraram que os camundongos com redução a 

longo prazo na expressão de VAChT apresentaram um aumento na proporção nas fibras 

lentas, do tipo I e uma redução nas fibra do tipo IIA, rápidas, comparados aos WT de 12 

meses. Sabe-se que o músculo SOL de camundongos saudáveis apresentam uma alta 

porcentagem de fibras do tipo I e IIX e uma pequena porcentagem do tipo IIA. 

(Bloemberg and Quadrilatero, 2012). Trabalhos prévios têm demonstrado que a 

inatividade ocasionada por degeneração ou bloqueio de impulsos nervosos pela injeção 

de tetrodotoxina (TTX) induziu um aumento na CSA de fibras musculares do tipo I e 

uma redução das isoformas rápidas (IIA, IIX e IIB) quando comparados ao controle 
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(Aravamudan et al., 1985; Zhan and Sieck, 1992; Myata et al., 1995). Além disso, 

durante a desnervação ou inatividade induzida por tetrodotoxina, o músculo diafragma e 

gastrocnêmio medial apresentaram um aumento na área das fibras do tipo I e redução 

das fibras do tipo II (Zhan and Sieck, 1992; Myata et al., 1995). 

 O processo de envelhecimento é acompanhado por um aumento nas fibras 

musculares do tipo I e redução nas isoformas rápidas (Holloszy et al., 1991; Thompson, 

1994; Larsson and Ansved, 1995). Em dado recente ainda não publicados do nosso 

grupo de pesquisa foi observado que os camundongos VAChT KD
HOM

 de 3 meses de 

idade podem apresentar sinais prematuros de envelhecimento baseado no fato de que 

esses animais apresentam uma tendência ao aumento das fibras do tipo I e redução das 

fibras do tipo IIA, padrão similar ao que ocorre com os camundongos WT de 12 meses. 

Um aumento na expressão da isoforma do tipo I foi visto também em modelos de 

diabetes e em camundongos com distrofina deficiente (mdx) (Banks et al., 2014). Esse 

modelo de distrofia, os camundongos apresentaram redução da isoforma do tipo IIA e 

aumento na isoforma I e a isoforma IIX não sofreu alterações, se comportando de modo 

similar ao observado em nosso modelo (Banks et al., 2014).  

 Finalmente, para o melhor esclarecimento do papel da liberação de ACh na 

contribuição da hipertrofia no músculo SOL e atrofia no músculo EDL dos 

camundongos VAChT KD
HOM

, nós tratamos os camundongos WT e VAChT KD
HOM

 de 

6 meses de idade com piridostigmina para aumentar a disponibilidade de ACh na fenda 

sináptica. A partir daí, nós observamos que os parâmetros de comportamento motor e 

achados histológicos foram parcialmente revertidos nos camundongos VAChT KD
HOM 

PIR
. Portanto, uma vez que o fenótipo não foi totalmente alterado para a CSA e 

perímetro, parece que além das vias desencadeadas pela redução de ACh, outras vias 

podem atuar no processo e  merecem ser melhor estudadas posteriormente.  
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6.0. CONCLUSÃO 

 

Apesar da JNMs de camundongos com redução da expressão de VAChT já ter 

sido estudada previamente (Prado et al., 2006; Rodrigues et al., 2013), nós estudamos 

de forma inédita, os efeitos da redução por período muito maior (pelo menos 12 meses 

até 24 meses) sob as mesmas. Nossos resultados sugerem que uma liberação mínima de 

ACh garantida pela expressão reduzida do VAChT, mesmo por período prolongado de 

tempo, é suficiente para manter o desenvolvimento e a biogênese normal das sinapses 

neuromusculares nos camundongos VAChT KD
HOM

, além de não afetar a função e 

mecânica pulmonar. No entanto, com relação às alterações morfológicas no plano 

ultraestrutural das JNMs dos animais VAChT KD
HOM

,  foram encontradas que as VSs 

apresentaram as mesmas alterações já presenciadas aos 3 meses de idade (Rodrigues et 

al., 2013) além de demonstrarem alterações de amplitude de MEPPs. A ausência de 

alteração nas JNMs e na função e mecânica pulmonares desses animais com déficit 

colinérgico a longo prazo pode estar associado a um aumento compensatório na 

liberação espontânea de vesículas sinápticas, mecanismo tido como essencial para a 

manutenção das mesmas.   

Adicionalmente, nossos dados sugerem, que a redução a longo prazo na 

expressão do VAChT, com concomitante redução na liberação de ACh por longo 

período de tempo, é capaz de alterar a função muscular geral, ocasionando fraqueza, 

fadiga, diminuição da locomoção e coordenação musculares. Além disso, essa 

deficiência na liberação colinérgica, também é capaz de modificar a morfologia dos 

músculos esqueléticos, por desencadear hipertrofia ou atrofia das fibras musculares 

juntamente com alteração na composição muscular, modificando a expressão das 

isoformas da MyHC nas fibras musculares e ocasionando aumento de glicogênio intra e 

intermiofibrilar. No entanto, essa alteração depende do músculo afetado, sendo diferente 

se um músculo é caracterizado por ser de contração lenta ou de contração rápida. A 

importância fundamental da ACh na neurotransmissão periférica, necessária para a 

manutenção da função muscular, morfologia dos músculos esqueléticos, foram 

confirmados pelo tratamento com o fármaco piridostigmina, onde os VAChT KD
HOM Pir

 

apresentaram reversão parcial dos parâmetros de comportamento motor e achados 

histológicos. 
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