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RESUMO 

 

Das diversas disfunções neurodegenerativas que afetam os componentes do circuito motor, as 

Síndromes Miastênicas Congênitas (SMCs) apresentam grande relevância médica, dado que os 

sintomas característicos em geral se manifestam na primeira infância, muitas vezes de forma 

grave com fraqueza muscular flutuante e dificuldade respiratória, podendo levar o paciente a 

óbito em casos mais severos, se não receber o tratamento apropriado. Com o objetivo de estudar 

com detalhes as consequências da expressão reduzida do Transportador Vesicular de 

Acetilcolina (VAChT), mutação genética que já foi identificada como uma das SMCs do tipo 

pré-sináptica, o modelo VAChT-KD foi desenvolvido em 2006, através da técnica de 

recombinação homóloga. Com relação ao desempenho motor desses animais, já foi observado, 

tanto pelo trabalho que descreveu o modelo quanto pelo nosso grupo de pesquisa e outros, que 

os camundongos VAChT-KD machos a partir de 3 meses de idade (adultos) apresentam o 

fenótipo miastênico, ou seja, déficits motores e cognitivos, resultado da redução da expressão 

do transportador e consequente prejuízo da transmissão colinérgica. O objetivo deste trabalho 

foi, portanto, realizar a ontogenia do fenótipo miastênico dos animais VAChT-KD, e verificar 

se animais adultos fêmeas apresentavam performance semelhante à dos machos com relação ao 

desempenho motor. Para isto, executamos uma série de testes de comportamento motor, baseada 

em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa e outros, em animais neonatos (p05 - p12), 

juvenis (p30) e adultos (p60 - p120), sendo que os animais juvenis e adultos foram separados 

por sexo. Para os animais neonatos, verificamos diferenças de desempenho motor entre os 

animais VAChT-KD e WT, para alguns dos testes de comportamento, quando observados 

separadamente, e de uma forma geral, como indicado pela Análise de Componente Principal 

(PCA), indicando que animais VAChT-KD se comportam de maneira diferente dos animais WT. 

Com relação aos animais juvenis e adultos, não observamos diferenças expressivas entre os 

sexos, mas identificamos diferenças de desempenho motor pronunciadas entre os genótipos, já 

aos 30 dias de idade, sendo que os animais VAChT-KD já apresentam déficits motores quando 

juvenis, que são mantidos até a vida adulta. As semelhanças de desempenho entre os sexos e as 

diferenças entre genótipos foram novamente corroboradas pela PCA. Concluímos, portanto, 

que os animais VAChT-KD apresentam desempenho motor diferente dos animais WT a partir 

da idade neonatal, sem diferença pronunciada em relação ao sexo, reiterando a 

indispensabilidade da neurotransmissão colinérgica íntegra para o desenvolvimento e 

capacidade motora. 

 



 
 

Palavras-chave: Disfunções Neurodegenerativas. Síndromes Miastênicas Congênitas. Modelo 

Murino. Neurotransmissão Colinérgica. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The Congenital Myasthenic Syndromes (CMS), one of the many neurodegenerative disorders 

affecting the motor circuitry, is of much medical importance, once its specific symptoms usually 

manifest in first childhood, severely in many cases, presenting fluctuating fatigable muscle 

weakness and respiratory difficulties, leading the patient to sudden death in the worst cases, 

having not received the proper treatment. With the goal of studying in detail the reduced 

expression of the Vesicular Acetylcholine Transporter (VAChT), genetic mutation that has 

already been identified as one of the pre-synaptic CMS, the VAChT-KD mice model was created 

in 2006, using the homologous recombination technique. Regarding the motor performance, 

the paper describing the model, and others from our research group, have already reported the 

myasthenic phenotype, for the 3-month-old (adult) VAChT-KD male mice, as the motor and 

cognitive deficits, which are the result of the reduced expression of the transporter and the 

impaired cholinergic transmission. With this study, we aim for the ontogeny of the myasthenic 

phenotype of the VAChT-KD mice, as well as the possible differences in motor performance 

between adult male and female mice. With that in mind, we performed a series of motor 

behavior tests, based on previous works from our research group and others, in neonatal (p05 - 

p12), juvenile (p30) and adult (p60 - p120) mice, separating the juvenile and adult males and 

females. For the neonatal mice, we identified differences in motor performance between the 

VAChT-KD and the WT, for some behavioral tests, when analyzing them separately. The 

differences were confirmed by the Principal Component Analysis (PCA), which indicates that 

VAChT-KD mice perform differently than WT. As for juvenile and adults, we have not 

identified relevant differences in motor performance comparing male and female mice. 

However, the differences comparing genotypes were significant, the VAChT-KD mice already 

present motor deficits at p30, which are maintained till adulthood. Similarities between sexes 

and differences between genotypes were confirmed by the PCA results. Therefore, we conclude 

that VAChT-KD mice present motor performance different than WT since neonatal age, with 

no relevant significance between sexes, reassuring the indispensability of the integrated 

cholinergic transmission for development and motor capacity. 

 

Keywords: Neurodegenerative Disorders. Congenital Myasthenic Syndromes. Murine Model. 

Cholinergic Transmission. 
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INTRODUÇÃO 

 

1 - A VIA MOTORA 

 

As vias neurais descendentes que se comunicam com a medula espinhal apresentam um 

papel extremamente importante no controle motor (Inoue; Ueno, 2025). Em mamíferos, a 

principal via descendente responsável pela movimentação voluntária distal é o trato 

corticospinal lateral (Welniarz; Dusart; Roze, 2017), que se origina da área cortical motora 

primária. Em humanos, cerca de 60% dos axônios do trato corticospinal têm origem no córtex 

cerebral na região do giro pré-central, apesar de esta ser uma característica variável, já que áreas 

motoras primárias podem estar localizadas em outras regiões corticais (Haseeb et al., 2007; 

Welniarz; Dusart; Roze, 2017). 

Para que o movimento voluntário seja executado, é necessário que as vias descendentes 

sejam ativadas, a partir de um momento inicial de “tomada de decisão”, que se dá em regiões 

corticais de terceira ordem, mais especificamente o córtex pré-frontal em humanos, seguido do 

planejamento e controle do movimento, em região de córtex motor suplementar e outras 

estruturas (Svoboda; Li, 2018). A execução do movimento complexo é possível a partir da 

integração de tais vias e ativação seletiva dos músculos, via interneurônios e neurônios motores 

da medula espinal (Inoue; Ueno, 2025). 

Os neurônios motores podem ser divididos em superiores e inferiores. Os neurônios 

motores superiores são aqueles cujos somas se encontram nas áreas corticais motoras primárias 

(Strick; Dum; Rathelot, 2021). Seus axônios se projetam em direção à medula espinhal, em sua 

maioria cruzando o plano mediano na decussação das pirâmides do bulbo e se comunicando 

com os neurônios motores inferiores, cujos somas se encontram na coluna anterior da medula 

espinhal, especialmente  no plano das intumescências cervical e lombar, e que enviarão sinais 

aos músculos dos membros superiores e inferiores (Welniarz; Dusart; Roze, 2017; Strick; Dum; 

Rathelot, 2021). Convém mencionar que axônios dos neurônios motores superiores também 

podem se projetar à coluna eferente dos núcleos dos nervos cranianos, somática e 

braquiomérica, de onde se projetam os neurônios motores inferiores responsáveis pela 

inervação da musculatura esquelética de cabeça e pescoço (Gilland; Baker, 2005). 
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1.1 - A UNIDADE MOTORA 

 

Uma unidade motora é composta pelo neurônio motor inferior e todas as fibras 

musculares inervadas por ele (Fig. 1) (Sanes; Lichtman, 1999). Usualmente, cada fibra 

muscular será inervada por somente um único neurônio motor (Hall; Sanes, 1993), à exceção 

das fibras dos músculos extraoculares (Sanes; Lichtman, 1999; Vemula et al., 2024). Ao longo 

do desenvolvimento, em geral cada fibra muscular apresenta inicialmente mais de um neurônio 

motor e seus locais de contado correspondentes que, a partir de estímulos e de mecanismos 

ainda a serem elucidados, se retraem e permitem a atividade de somente um único ponto de 

contato dominante, processo conhecido como eliminação sináptica (Sanes; Lichtman, 1999; 

Lichtman; Colman, 2000; Lee, 2019; Vemula et al., 2024). 

O tamanho da unidade motora, ou seja, quantas fibras musculares são inervadas pelo 

neurônio motor, está diretamente relacionado à especificidade e precisão da ativação das fibras, 

da força gerada pelo músculo e coordenação de movimento. Este conceito é conhecido como 

princípio do recrutamento ordenado, ou Princípio do Tamanho (“Size Principle”), descrito por 

Henneman e colaboradores na década de 1960 (Henneman; Somjen; Carpenter, 1965). Em 

geral, unidades motoras menores, cujos axônios dos neurônios motores apresentam menor 

calibre e limiar de ativação, inervam fibras de contração lenta e são recrutadas primeiro, 

seguidas pelas unidades motoras maiores, cujos axônios são de maior calibre e limiar de 

ativação, e inervam fibras de contração rápida, em resposta a estímulos mais intensos 

(Henneman; Somjen; Carpenter, 1965; Hodson-Tole; Wakeling, 2009). 

 

 

Figura 1: Desenho esquemático da unidade motora. Adaptado de Purves & Williams (2001).  
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1.2 - A JUNÇÃO NEUROMUSCULAR 

 

A Junção Neuromuscular (JNM) é a região altamente especializada de comunicação 

entre o neurônio motor e a fibra muscular inervada por ele (Sleigh et al., 2014; Boehm et al., 

2020; Rodríguez Cruz et al., 2020). Devido ao seu tamanho, acessibilidade e simplicidade, a 

JNM é uma das sinapses mais amplamente estudadas, sendo seus elementos e mecanismos 

muito bem compreendidos (Hall; Sanes, 1993; Sanes; Lichtman, 2001; Kummer; Misgeld; 

Sanes, 2006; Rodríguez Cruz et al., 2020). Em vertebrados, a JNM é um exemplo de sinapse 

colinérgica, que será descrita em detalhes adiante neste trabalho. 

No que diz respeito à sua organização estrutural, a JNM é composta pela terminação 

pré-sináptica (terminação axonal do neurônio motor), pela terminação pós-sináptica (placa 

motora da fibra muscular) e pela fenda sináptica (espaço entre as membranas pré e pós-

sinápticas) (Fig. 2) (Hall; Sanes, 1993; Rodríguez Cruz et al., 2020; Kandel et al., 2021). Ainda, 

outros elementos importantes também estão associados à organização e pleno funcionamento 

da JNM. Por exemplo, as diversas mitocôndrias na região da terminação axonal (Lupa; Hall, 

1989), que liberam, a partir da conversão do piruvato, acetil-CoA no citoplasma, essencial à 

síntese do neurotransmissor Acetilcolina (ACh). Ainda, as bombas de prótons do tipo ATPase, 

localizadas na membrana das vesículas sinápticas, mantêm o gradiente eletroquímico da 

vesícula e seu caráter ácido, para que a troca dos íons H+ do interior da vesícula pela molécula 

de ACh seja eficiente (Prado et al., 2013). Na terminação pós-sináptica, as dobras juncionais da 

membrana da célula muscular, precisamente alinhadas às zonas ativas pré-sinápticas e que 

permitem o aumento da superfície de contato, também são uma característica essencial ao 

funcionamento adequado da JNM (Marques; Conchello; Lichtman, 2000; Sanes; Lichtman, 

2001; Kummer; Misgeld; Sanes, 2006). 

Outro elemento de grande importância à comunicação neuromuscular são as células de 

Schwann. Descritas em 1839 por Theodor Schwann, em uma publicação sobre histologia com 

grande ênfase na microestrutura de nervos e fibras musculares (Owecki, 2021), as células que 

posteriormente receberam seu nome são aquelas responsáveis pela mielinização dos axônios no 

sistema nervoso periférico. No entanto, as células de Schwann associadas à JNM, mais 

precisamente à terminação pré-sináptica, chamadas perisinápticas (ou células de Schwann 

terminais) não sintetizam bainha de mielina como as demais, uma vez que a região da JNM não 

apresenta mielinização. De certa forma, as células de Schwann perisinápticas “recobrem” a 

região da comunicação e participam mais ativamente das demais funções relacionadas à 

comunicação (Ko; Robitaille, 2015; Rodríguez Cruz et al., 2020). 
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Figura 2. Desenho esquemático de Junção Neuromuscular de vertebrado adulto. No esquema, foi destacado o botão 

sináptico, contendo mitocôndrias, com as vesículas sinápticas organizadas nas zonas ativas e as dobras juncionais 

da membrana da célula muscular (Kandel et al., 2021). 
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2 - A NEUROTRANSMISSÃO 

 

O conceito de sinapse, termo cunhado por Sir Charles Sherrington em 1897 (Shepherd; 

Erulkar, 1997), se refere ao local específico de interação entre o neurônio e sua célula-alvo, 

onde se dá o evento da transmissão sináptica (Jessell; Kandel, 1993). Mais tarde, Santiago 

Ramón y Cajal, chamado “pai da neurociência moderna”, constatou a existência de dois 

elementos conservados nas sinapses, a terminação  pré-sináptica e o alvo pós-sináptico, bem 

como propôs a presença de um diminuto espaço entre estes, a fenda sináptica (Shepherd; 

Erulkar, 1997; Kandel et al., 2021). As sinapses são tradicionalmente classificadas como 

elétricas ou químicas (Fig. 3). 

A sinapse elétrica, muito rápida, acontece por transmissão direta do impulso elétrico do 

neurônio à célula pós-sináptica, através das junções comunicantes (do tipo gap) (Gibson; 

Beierlein; Connors, 2005; Vaughn; Haas, 2022). As junções gap permitem comunicação elétrica 

direta entre os compartimentos citoplasmáticos conectados, tendo caráter bidirecional e 

sincronizado (Evans et al., 2011; Vaughn; Haas, 2022). 

 

 

Figura 3: Desenho esquemático representando algumas das diferenças entre sinapse elétrica e química. Adaptado 

de Purves & Williams (2001). 

 

A descrição de regiões do encéfalo de mamíferos que contém sinapses elétricas tem 
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despertado o interesse para a busca da compreensão sobre suas funções (Evans et al., 2011). 

Apesar de menos frequentes que as sinapses químicas, no sistema nervoso do ser humano adulto 

estas são encontradas em regiões corticais, tálamo, hipocampo, cerebelo, oliva inferior e retina 

(Murphy; Rieke, 2011; Kandel et al., 2021; Vaughn; Haas, 2022), algumas dessas regiões, como 

o cerebelo e a oliva inferior, envolvidas nos processos de controle e aprendizagem motora. 

Embora pouco tenha sido descrito sobre a relação direta entre as sinapses elétricas e o 

aprendizado motor, já foi demonstrado que os núcleos olivares inferiores apresentam áreas de 

sinapse elétrica que impactam diretamente e regulam a atividade cerebelar (Luque et al., 2022) 

e que a conexina-43, uma proteína de junção gap, em neurônios excitatórios de neonatos, é 

importante para a aprendizagem motora de curto prazo (Wang et al., 2019). 
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2.1 - A NEUROTRANSMISSÃO COLINÉRGICA 

 

Já a sinapse química, também rápida, utiliza da liberação de um neurotransmissor na 

fenda sináptica, que será reconhecido pela célula-alvo pós-sináptica (Gundelfinger; Tom Dieck, 

2000; Kandel et al., 2021). Nas sinapses químicas, os neurotransmissores se encontram 

armazenados em vesículas, localizadas na terminação axonal, sendo que cada um destes 

neurotransmissores apresenta um transportador específico para sua internalização (Kelly, 1993; 

Kandel et al., 2021), que mantém as vesículas sinápticas suficientemente repletas e garante a 

eficiência da transmissão. 

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro neurotransmissor descrito. Em 1921, Otto Loewi 

desenvolveu um experimento com corações de rã isolados, acomodados em recipientes 

separadamente contendo solução ringer, estando um deles ainda conectado ao nervo vago. Após 

estímulo do nervo por alguns minutos e transferência da solução para o outro recipiente 

contendo o segundo coração, ele verificou que os efeitos sobre este último eram os mesmos que 

aqueles observados no órgão aderido ao nervo vago (Fig. 4). Ele concluiu, portanto, que alguma 

substância, chamada inicialmente de vagusstoff (“substância do vago”), era liberada pelo nervo 

após estímulo, sendo responsável pelos efeitos observados. Alguns anos mais tarde, Henry Dale 

identificou a substância como acetilcolina, dividindo o prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina 

com Loewi em 1936 (Borges; García, 2021; Kandel et al., 2021). 

 

 

Figura 4: Esquema do experimento de Otto Loewi, que demonstrou a neurotransmissão química. Adaptado de 

Purves & Williams (2001). 
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A ACh é sintetizada no citoplasma da terminação axonal do neurônio (Fig. 5). A Colina 

(Ch), uma amina quaternária obtida da dieta e internalizada na terminação pelo transportador 

de colina (CHT) (Black; Rylett, 2012; Parikh et al., 2013), e o grupo acetil, da Acetil-CoA, 

proveniente da conversão do piruvato realizada pelas mitocôndrias da própria terminação, são 

reconhecidos pela enzima colina acetiltransferase (ChAT), que catalisa a transferência do grupo 

acetil para a colina, sintetizando assim a ACh (Oda, 1999; Black; Rylett, 2012; Prado et al., 

2013). 

Em seguida, a ACh é transportada ao interior das vesículas sinápticas da terminação 

axonal. Dado o seu caráter catiônico, a ACh não é capaz de atravessar membranas celulares 

passivamente (Prado et al., 2013), portanto, seu transporte se dá pelo transportador vesicular de 

acetilcolina (VAChT). O VAChT é uma proteína transmembrana, de 12 domínios, da família de 

proteínas carreadoras de solutos (SLC), que através do transporte do tipo antiporte, retira dois 

íons H+ da vesícula e internaliza uma molécula de ACh (Nguyen; Cox; Parsons, 1998; Parsons, 

2000; Prado et al., 2013). A expressão e atividade do VAChT é, portanto, essencial ao 

preenchimento das vesículas sinápticas, e influencia diretamente a liberação de ACh e a 

transmissão sináptica colinérgica (De Castro et al., 2009b; Parikh et al., 2013; Prado et al., 

2013). 

Após a chegada do potencial de ação na terminação axonal, ocorre a exocitose das 

vesículas na fenda sináptica e liberação do neurotransmissor, sendo que este último é 

reconhecido pelo receptor localizado na membrana pós-sináptica (Kandel et al., 2021). No caso 

da ACh, o receptor majoritariamente encontrado na membrana da célula muscular de músculo 

estriado esquelético, e que permite o desencadeamento do potencial de ação na fibra, é o 

receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR) (Rudolf; Straka, 2019). O receptor nicotínico 

presente na fibra muscular é um canal iônico ligante-dependente, i. e., quando duas moléculas 

de ACh se ligam às suas subunidades  e , há alteração da sua conformação e abertura, 

permitindo a passagem de íons Na+ ao interior da célula-alvo (Cordero-Erausquin et al., 2000; 

Miyazawa; Fujiyoshi; Unwin, 2003; Changeux, 2010; Rudolf; Straka, 2019). No caso da fibra 

muscular, a entrada de íons leva à despolarização da membrana, e desencadeando o potencial 

de placa motora (EPP), que resulta na contração muscular (Rudolf; Straka, 2019; Rodríguez 

Cruz et al., 2020; Kandel et al., 2021). 

Por fim, a ACh presente na fenda sináptica é degradada pela enzima acetilcolinesterase 

(AChE), que a divide em colina e acetato (Ohno et al., 1998; Rodríguez Cruz et al., 2020), 

cessando sua atividade. A colina é novamente recaptada para o interior da terminação axonal, 

pelo CHT1, permitindo então o reinício do ciclo (Prado et al., 2013). 
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Figura 5: Desenho esquemático do armazenamento e liberação da ACh. (1) Captação da colina, precursora da ACh, 

pelo CHT1, que é normalmente expresso em neurônios colinérgicos. (2) No citoplasma da terminação, a ACh é 

sintetizada pela enzima ChAT, e então é transportada ao interior das vesículas sinápticas (3) pelo VAChT. (4) 

Quando o impulso nervoso chega, as vesículas se fundem à membrana plasmática e liberam o neurotransmissor 

que pode então sinalizar aos receptores nicotínicos (N) ou muscarínicos (M) (5). ACh é rapidamente degradada 

em acetado e colina (6) pela enzima AChE (acetilcolinesterase). Ch, colina. Adaptado de Prado et al. (2013). 

 

  



20 

 

3 - AS DISFUNÇÕES NEUROMUSCULARES 

 

A JNM é uma sinapse característica do tipo “tudo-ou-nada”, ou seja, se o potencial de 

placa motora (EPP) não é suficiente para atingir o limiar e desencadear o potencial de ação, a 

contração da célula muscular não acontece. Em um estado fisiológico saudável, o EPP é mais 

que suficiente para atingir o limiar, sendo esta uma das características do fator de segurança da 

Junção Neuromuscular (Wood; Slater, 2001; Odierna; Phillips, 2021), o que permite garantir o 

potencial de ação da célula muscular sempre que houver liberação evocada de ACh na fenda. 

O fator de segurança da JNM é caracterizado pela quantidade de neurotransmissores liberados 

na fenda sináptica que são reconhecidos pelos receptores da membrana pós-sináptica, em 

situação fisiológica, ambos em quantidade muito maior do que aquela necessária para 

desencadear o potencial de ação (Wood; Slater, 2001; Odierna; Phillips, 2021). No entanto, 

algumas disfunções podem reduzir o fator de segurança da JNM, e levar à redução da frequência 

de contração e à fraqueza muscular (Wood; Slater, 2001; Juel, 2012; Serra; Ruff; Leigh, 2012). 

Disfunções da JNM relacionadas a infecções ou envenenamento são de grande 

importância médica. O botulismo, por exemplo, infecção pela bactéria Clostridium botulinum, 

causa disfunção de estruturas da terminação pré-sináptica envolvidas com a liberação da ACh 

na fenda sináptica (Schiavo; Matteoli; Montecucco, 2000; Rodríguez Cruz et al., 2020), mais 

especificamente as proteínas do complexo SNARE (Südhof; Rizo, 2011; Karalewitz; Barbieri, 

2012), interferindo portanto na contração da célula muscular e causando paralisia dos membros 

e até mesmo respiratória (Juel, 2012). Diferentemente, o veneno da serpente Bungarus 

multicintus afeta diretamente os elementos pós-sinápticos, mais precisamente, os receptores 

nicotínicos de ACh (Saiani et al., 1984; Stiles, 1993), bloqueando-os e impedindo que a ACh 

se ligue a eles e desencadeie potencial de ação na fibra muscular. 

Quanto às disfunções neurodegenerativas, a característica mais evidente é a morte 

neuronal, sendo precedida, muitas vezes, pela disfunção da sinapse (Valdez et al., 2012). No 

caso das disfunções neuromusculares especificamente, i. e., que envolvem os circuitos motores, 

estas afetam diretamente um ou mais dos componentes da unidade motora. A Esclerose Lateral 

Amiotrófica (ELA), por exemplo, é caracterizada pela degeneração de ambos os neurônios 

motores superiores e inferiores, resultando principalmente nos sintomas motores, com 

degeneração em sequência da própria fibra muscular (Brown; Al-Chalabi, 2017; Shefner et al., 

2023). 

No caso da Doença de Huntington, outro exemplo de disfunção neuromuscular, esta é 

caracterizada pela degeneração dos neurônios envolvidos na circuitaria dos núcleos da base 
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(Novak et al., 2015; Nair et al., 2022). A mutação no gene HTT, que codifica a proteína 

Huntingtina, já foi descrita como a principal causa da fisiopatologia da doença (MacDonald et 

al., 1993), que leva à morte dos neurônios por mecanismos ainda não muito bem elucidados, 

resultando nos sintomas motores caracterizados por coreia, incoordenação dos movimentos e 

sintomas cognitivos (Roos, 2010; Valadão et al., 2020). A manifestação de sintomas na primeira 

infância, em pacientes que apresentam mutação do gene da Huntingtina e outras, é mais rara, e 

há certa semelhança com os sintomas que se desenvolvem no paciente adulto (Darras et al., 

2015). 

A Miastenia Gravis (MG), diferentemente, é uma disfunção neuromuscular adquirida, 

uma das doenças da JNM mais comuns (Rodríguez Cruz et al., 2020). De natureza autoimune, 

é caracterizada pela produção de anticorpos que se ligam e bloqueiam, ou combatem os 

receptores nicotínicos de acetilcolina (Serra; Ruff; Leigh, 2012; Gilhus, 2016; Arroyo, 2019), 

ou outros elementos relacionados à transmissão colinérgica, em geral, pós-sinápticos (Gilhus, 

2016), o que resulta em fraqueza muscular. A fraqueza é normalmente generalizada, mais 

proximal que distal, e quase sempre inclui os músculos extraoculares, com diplopia e ptose 

palpebral (Serra; Ruff; Leigh, 2012; Gilhus, 2016). A Miastenia Gravis é uma doença 

neuromuscular que pode se manifestar na infância, com características clínicas semelhantes às 

dos pacientes adultos, no entanto com desafios para os aspectos terapêuticos (Darras et al., 

2015; Arroyo, 2019). 
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3.1 - AS SÍNDROMES MIASTÊNICAS CONGÊNITAS 

 

As Síndromes Miastênicas Congênitas, ou miastenias congênitas, também são 

disfunções neuromusculares, e podem apresentar alteração de um ou mais componentes da JNM 

(Engel et al., 2015; Rodríguez Cruz; Palace; Beeson, 2018; Ramdas; Beeson, 2021; Pugliese et 

al., 2023), caracterizando a redução prejudicial do fator de segurança da junção (Engel et al., 

2015; Ramdas; Beeson, 2021). Diferentemente da Miastenia Gravis, as SMCs não são de 

natureza autoimune e não apresentam anticorpos ou resposta a imuno modulação (Palace; 

Beeson, 2008). 

As miastenias congênitas são disfunções raras, de natureza genética, caracterizadas por 

alterações nos componentes envolvidos diretamente nos processos da transmissão sináptica ou 

da organização, manutenção e função da placa motora (Palace; Beeson, 2008; Finsterer, 2019). 

Todos os subtipos de SMC são caracterizados por fraqueza anormal, transitória ou permanente 

dos músculos extraoculares, respiratórios e/ou dos membros (Kinali et al., 2008; Palace; 

Beeson, 2008; Rodríguez Cruz; Palace; Beeson, 2018; Finsterer, 2019; Ramdas; Beeson, 2021; 

Pugliese et al., 2023), sendo que os sintomas, especialmente fatigabilidade flutuante, 

dificuldade respiratória e bulbar, ptose e atrasos no desenvolvimento motor, podem se 

manifestar na primeira infância (Kinali et al., 2008; Palace; Beeson, 2008; Finsterer, 2019; 

Ramdas; Beeson, 2021; Pugliese et al., 2023). 

As SMCs podem ser classificadas de acordo com o componente da JNM afetado, 

podendo ser do tipo pré-sináptica, sináptica e pós-sináptica (Maselli et al., 2012; Rodríguez 

Cruz; Palace; Beeson, 2018; Ramdas; Beeson, 2021; Pugliese et al., 2023). As SMCs do tipo 

pré-sinápticas incluem alterações nos componentes envolvidos na síntese, armazenamento e 

liberação da ACh (Ramdas; Beeson, 2021; Pugliese et al., 2023). O tipo pré-sináptico é o  menos 

comum, mas já foram descritas mutações para algumas das proteínas envolvidas nestas etapas, 

como os genes CHAT (que codifica a ChAT) (Arredondo et al., 2015), SLC18A3 (que codifica 

o VAChT) (O’Grady et al., 2016; Aran et al., 2017; Lamond et al., 2021), SLC5A7 (que codifica 

o transportador de colina de alta afinidade – CHT1) (Rodríguez Cruz et al., 2021) e genes que 

codificam proteínas do complexo SNARE (Shen et al., 2014; Salpietro et al., 2017). 

As SMCs sinápticas apresentam alterações de proteínas da fenda sináptica ou da lâmina 

basal associada (Maselli et al., 2012), sendo as mais comuns as relacionadas à localização e 

ancoramento da AChE (Ramdas; Beeson, 2021), enzima responsável pela quebra da molécula 

de ACh e consequente interrupção do estímulo. Algumas mutações descritas se referem aos 

genes COLQ (que codifica o colágeno associado à AChE e auxilia no seu ancoramento da 
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lâmina basal) (Ohno et al., 1998), LAMB2 e LAMA5 (que codificam lamininas, componentes 

da lâmina basal) (Matejas et al., 2010; Maselli et al., 2017), COL13A1 (que codifica a cadeia 

não fibrilar de colágeno tipo XIII, essencial à maturação dos terminais pré e pós-sinápticos) 

(Rodríguez Cruz et al., 2019). 

Já as SMCs do tipo pós-sinápticas são as mais comuns, e estão relacionadas 

normalmente aos receptores pós-sinápticos de ACh (Engel et al., 2015; Finsterer, 2019; 

Ramdas; Beeson, 2021). Em geral, há alteração dos receptores pós-sinápticos de ACh, 

normalmente relacionadas mutações nos genes responsáveis pela codificação de alguma das 

subunidades do receptor (Finsterer, 2019; Ramdas; Beeson, 2021). Também já foram descritas 

alterações nos canais para sódio dependentes de voltagem da célula muscular (Arnold et al., 

2015), sendo que podem resultar em lenta abertura do canal, com consequente não geração de 

potencial de ação no músculo de forma eficiente, ou lentidão no fechamento, resultando em 

miopatia secundária de placa motora, com bloqueio de despolarização e dessensibilização dos 

receptores (Arnold et al., 2015; Ramdas; Beeson, 2021). 

Estudos epidemiológicos apontam que a prevalência das SMCs varia consideravelmente 

entre regiões. Como mencionado por Finsterer (2020), estudos baseados em diferentes 

localidades reportam a ocorrência da doença com variação de 1,8 a 125 casos a cada 1 milhão 

de pessoas. A manifestação dos sintomas na primeira infância em pacientes com miastenia 

congênita é muito frequente (Kinali et al., 2008; Darras et al., 2015; Engel et al., 2015; Estephan 

et al., 2022) e o diagnóstico é desafiador, uma vez que os sintomas podem ser inespecíficos e/ou 

se sobrepor a outras disfunções neuromusculares. Normalmente, os sintomas se dão em 

conjunto, como fraqueza muscular flutuante, especialmente de músculos extraoculares e da 

cabeça, dificuldade respiratória, associada ou não a hipotonia ou apneia, e devem ser 

acompanhados de resultados negativos para anticorpos da Miastenia Gravis e resultados de 

eletromiografia que indiquem a redução da resposta muscular sob estimulação (Darras et al., 

2015; Engel et al., 2015; Estephan et al., 2022). Infelizmente, dada a dificuldade do diagnóstico 

e possível tratamento não adequado, o óbito precoce de pacientes na infância ou adolescência 

é ainda presente (Kinali et al., 2008). Este é um fator que pode também influenciar a precisão 

dos dados epidemiológicos, uma vez que o diagnóstico incorreto pode significar a ocorrência 

das disfunções sem o devido registro. 
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4 - O MODELO MURINO VAChT-KD 

 

Dentre as diferentes ferramentas a serem utilizadas para o estudo aprofundado das 

doenças neurodegenerativas, bem como do desenvolvimento de terapias, destaca-se o uso de 

modelos animais geneticamente modificados. Esses modelos podem recapitular as 

características fenotípicas das disfunções, assim como os mecanismos celulares e moleculares 

que levam à degeneração (Dawson; Golde; Lagier-Tourenne, 2018). Diversas doenças 

neuromusculares têm tido seus mecanismos mais bem compreendidos a partir do uso dos 

modelos animais geneticamente modificados, como a Esclerose Lateral Amiotrófica, a 

Miastenia Gravis, a Doença de Huntington, as Síndromes Miastênicas Congênitas, entre tantas 

outras (Valadão et al., 2017; Dawson; Golde; Lagier-Tourenne, 2018; Yan et al., 2022). 

Com o objetivo de investigar as consequências da expressão reduzida do VAChT para a 

neurotransmissão colinérgica, foi desenvolvido o modelo murino denominado VAChT-KD, 

knock down para o gene codificador desse transportador (Prado et al., 2006). A redução da 

expressão do gene SLC18A3, bem como a consequente redução da proteína VAChT, levam 

diretamente à diminuição no conteúdo de ACh nas vesículas exocitadas na transmissão 

sináptica. Essa alteração genética específica já foi descrita para pacientes humanos (O’Grady 

et al., 2016; Aran et al., 2017; Lamond et al., 2021; Pugliese et al., 2023), como uma das SMCs 

do tipo pré-sinápticas. O resultado da mutação é o surgimento de fraqueza muscular, que os 

animais modelo também apresentam, mimetizando as alterações dos pacientes. Vale ressaltar 

que, para humanos, os sintomas das SMCs se manifestam com frequência já na primeira 

infância, muitas vezes de forma grave, com sintomas que incluem hipotonia, ptose palpebral, 

apneia e falência respiratória (O’Grady et al., 2016; Aran et al., 2017; Lamond et al., 2021). 

O modelo VAChT-KD foi gerado pela equipe dos nossos colaboradores, Professores 

Marco e Vânia Prado (Prado et al., 2006). No trabalho que descreveu o modelo, os autores 

demonstraram a expressão reduzida em cerca de 65% da proteína VAChT, nos animais VAChT-

KDHOM, e de cerca de 45% nos animais VAChT-KDHET, o que resulta na disfunção da 

transmissão sináptica colinérgica (Fig. 6). Neste mesmo trabalho, através de testes de 

comportamento, foi observado que os animais VAChT-KDHOM apresentam alterações na função 

motora e que ambos VAChT-KDHET e VAChT-KDHOM apresentam alterações na função 

cognitiva, com disfunção de memória e de reconhecimento social e de objetos. Algumas 

disfunções cognitivas dos animais VAChT-KDHET, em especial para reconhecimento de objetos 

e aprendizagem motora, também foram demonstrados por De Castro e colaboradores (2009a), 

confirmando a importância da ACh também no sistema nervoso central para a cognição. O 
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modelo VAChT-KD foi, portanto, considerado um excelente modelo para o estudo das SMC 

pré-sinápticas, especialmente por seus déficits motores que mimetizam o fenótipo miastênico 

(Magalhães-Gomes et al., 2018; Leite Schetino et al., 2019). A partir desse ponto, o termo 

VAChT-KD se refere necessariamente aos animais homozigotos (VAChT-KDHOM) do modelo 

knock down para o VAChT, a não ser quando especificado. 

 

 

Figura 6. Desenho esquemático da terminação axonal colinérgica de camundongos com expressão reduzida do 

VAChT. A representação à esquerda mostra a terminação de um camundongo selvagem (WT). A representação à 

direita mostra a terminação de um camundongo VAChT-KDHOM. Algumas vesículas sinápticas não têm nenhum 

transportador e não são capazes de armazenar níveis significativos de ACh. Estas vesículas vão competir pelos 

sítios de liberação e reduzir a fusão de vesículas completamente repletas de ACh. Ch, colina; M, receptor 

muscarínico; N, receptor nicotínico. Adaptado de Prado et. al. (2013). 

 

Além das características relacionadas à função e morfologia da JNM propriamente dita, 

como a redução do conteúdo quântico (Lima et al., 2010) e alteração da distribuição espacial e 

formato das vesículas sinápticas na terminação (Rodrigues et al., 2013), o modelo animal 

VAChT-KD apresenta expressiva alteração dos padrões de comportamento motor. O trabalho 

que descreve o modelo demonstrou a redução da força total, da resistência e da capacidade de 

manutenção de atividade dos animais adultos (Prado et al., 2006). A baixa resistência e 

capacidade de manutenção de atividade também foram identificadas por nosso grupo de 

pesquisa, no trabalho de Magalhães-Gomes (2018), que também mostrou como o tratamento 

com medicamento anticolinesterásico levou à melhora parcial do desempenho motor dos 

animais nestes aspectos. Com relação aos animais VAChT-KD de meia-idade, outro trabalho 
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do nosso grupo (Leite Schetino et al., 2019) apontou novamente os mesmos déficits motores, a 

partir de testes de comportamento realizados com os animais em idade entre 12 e 14 meses, 

demonstrando a continuidade das características resultantes da neurodegeneração para o 

modelo. 

Interessantemente, um modelo animal knock out para o VAChT (VAChTdel/del) foi 

também desenvolvido (De Castro et al., 2009b), com o objetivo de verificar se a liberação de 

ACh independente do transportador apresentava relevância fisiológica. Demonstrando 

novamente o papel crucial da ACh liberada pela exocitose das vesículas sinápticas nos diversos 

processos fisiológicos, inclusive para o desenvolvimento, o modelo, além de apresentar graves 

alterações anatômicas, não sobrevive após o nascimento, chegando à fatalidade por hipóxia em 

cerca de 2-5 minutos. Este modelo, portanto, não se mostrou adequado para os estudos 

longitudinais da deficiência do VAChT, sendo o modelo VAChT-KD ideal para este tipo de 

estudo, dada a sobrevivência dos animais até a idade adulta e além (Leite Schetino et al., 2019). 

Outro modelo animal também foi desenvolvido por nosso grupo, em parceria com os 

Professores Vânia e Marco Prado, apresentando deleção completa do VAChT somente em 

neurônios motores inferiores (Joviano-Santos et al., 2021). Utilizando a tecnologia Cre-LoxP, 

foi possível desenvolver junções neuromusculares knock out para o VAChT em um animal que 

atingisse a idade adulta, permitindo assim a sua caracterização fenotípica, dentre outros. O 

animal denominado mnVAChT-KD também apresenta déficits motores muito pronunciados, e 

é muito interessante para o estudo das JNM com ausência completa do VAChT em animais 

adultos (Rossi et al., 2024). 
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5 - OS TESTES DE COMPORTAMENTO MOTOR 

 

Testes de comportamento motor são amplamente utilizados na pesquisa pré-clínica, 

buscando avaliar funções motoras e cognitivas, compreender de maneira adequada a 

fisiopatologia e testar eficácia de novos tratamentos e/ou novos alvos terapêuticos (Rustay; 

Wahlsten; Crabbe, 2003; Takeshita et al., 2017; Prasad; Hung, 2020; Kamal et al., 2025). Uma 

vez que diferentes modelos animais mimetizam diferentes características específicas da 

disfunção, os testes de comportamento e os protocolos a serem utilizados devem ser adequados, 

permitindo a avaliação mais fidedigna com relação ao objetivo específico (Rustay; Wahlsten; 

Crabbe, 2003; Takeshita et al., 2017; Kamal et al., 2025). Levando isto em consideração, alguns 

testes de comportamento motor, citados adiante, se mostraram robustos e muito utilizados em 

diversas publicações, também para modelos animais de doenças neurodegenerativas e 

propósitos semelhantes, sendo considerados mais adequados aos objetivos deste trabalho. 

Com relação aos animais em idade neonatal, diferentemente dos testes de 

comportamento para animais adultos, existem poucos trabalhos na literatura considerados 

consolidados e robustos (Spear; Penson; Linville, 1986; Romano et al., 2013) e há pouca ênfase 

para os testes de comportamento direcionados às habilidades motoras. É importante considerar 

que diversos trabalhos realizam os testes de comportamento, para os animais que foram 

submetidos a algum tipo de alteração na vida neonatal, somente a partir da idade juvenil ou 

adulta (Peng et al., 2015; Ranger et al., 2018; Laureano-Melo et al., 2022; Dutra-Tavares et al., 

2023), não necessariamente executando os testes nos animais neonatos diretamente. 

A bateria de testes descrita por Feather-Schussler e Ferguson (2016), desenvolvida 

inicialmente para um modelo de paralisia cerebral, é portanto muito interessante para se aferir 

os diferentes parâmetros relacionados ao comportamento motor dos camundongos em idade 

neonatal, bem como as características do desenvolvimento dos animais ao longo deste período. 

Com relação aos animais em idade juvenil e adulta, enfatizamos os testes Wire Hang, 

Grip Force e Rota Rod, detalhados a seguir, muito robustos e direcionados à avaliação da força 

geral, resistência física e coordenação motora dos animais. O teste Wire Hang, mais 

especificamente sua variação que utiliza uma grade invertida, tem por principais objetivos aferir 

força muscular, coordenação e fadiga, medindo o tempo que o animal consegue se manter 

suspenso pelas quatro patas até a primeira queda. Descrito na década de 1960 (Kondziella, 

1964; Kamal et al., 2025), e apresentando algumas variações em seguida, foi muito utilizado 

para aferir a força muscular global dos animais, sendo ainda comumente utilizado para diversos 

modelos animais, inclusive de doenças neurodegenerativas (Kangussu et al., 2022; Younger et 
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al., 2022; Lee et al., 2024). 

O teste Grip Force, que também apresenta modificações a depender do objetivo e 

necessidade de redução de variabilidades (Takeshita et al., 2017), é muito utilizado para aferir 

a força de agarre dos animais (Maurissen et al., 2003; Takeshita et al., 2017; Kamal et al., 2025), 

tanto somente das patas dianteiras quanto de todas as patas simultaneamente. Já foi considerada 

a possibilidade de a massa corporal dos animais ser um fator que influencia o resultado do teste, 

pois representaria a composição de massa muscular dos animais. Atualmente, esta hipótese foi 

refutada em estudo que mostrou que a massa corporal não necessariamente está diretamente 

relacionada à composição da massa muscular dos animais, o que não influencia 

necessariamente o resultado do teste de força (Maurissen et al., 2003; Takeshita et al., 2017). 

O teste da esteira giratória, Rota Rod, descrito na década de 1950 (Dunham; Miya, 

1957), consiste em um aparelho com esteira capaz de rotacionar no próprio eixo, com variação 

de velocidade e separação das baias, de forma a abrigar o animal em uma região limitada do 

aparelho. Em geral, as características aferidas neste teste são a coordenação motora, equilíbrio 

e habilidade de manutenção da postura (Rustay; Wahlsten; Crabbe, 2003; Shiotsuki et al., 2010; 

Kamal et al., 2025), no entanto o uso deste teste já apresentou em diversas situações o objetivo 

de aferir a aprendizagem motora (Shiotsuki et al., 2010), buscando compreender se os animais 

apresentavam melhora do desempenho no teste dado o fator aprendizagem muito envolvido. 
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6 - JUSTIFICATIVA 

 

Apesar da ampla caracterização do modelo VAChT-KD, como apresentado 

anteriormente, foram considerados para as análises da grande maioria dos trabalhos até o 

momento somente animais machos adultos. Os diversos trabalhos que contribuíram 

grandemente para a caracterização do fenótipo miastênico do modelo estudaram animais 

VAChT-KD em idade adulta, a partir de 3 meses, idade para qual o fenótipo e as disfunções 

fisiológicas já estão estabelecidos. Considerando que em humanos, as síndromes miastênicas 

congênitas podem apresentar sintomas a partir da primeira infância, se faz necessária a 

identificação do momento de início da manifestação do fenótipo miastênico neste modelo que 

tem se mostrado tão útil para o estudo das miastenias congênitas. Nossa hipótese foi de que os 

animais VAChT-KD neonatos já apresentem déficits motores, em comparação com os animais 

selvagens, como um reflexo dos déficits colinérgicos pela redução da expressão do VAChT. 

Com relação às diferenças entre os sexos, apesar de não terem sido identificadas para 

SMCs em humanos, estas já foram descritas para outras disfunções neuromusculares (Doença 

de Huntington, Esclerose Múltipla e Esclerose Lateral Amiotrófica), bem como para outros 

modelos animais (Martineau et al., 2020) e doenças neurodegenerativas (Doença de Parkinson, 

Doença de Alzheimer) (Gillies et al., 2014; Ullah et al., 2019). Portanto, fica clara a necessidade 

de se avaliar as características do modelo VAChT-KD tanto para animais machos quanto 

fêmeas, buscando identificar possíveis diferenças entre os sexos que estes animais podem vir a 

apresentar. Nossa hipótese é a de que os animais VAChT-KD machos e fêmeas se comportem 

de forma semelhante, com relação ao desempenho nos testes motores, uma vez que a redução 

da expressão do transportador mimetiza uma das miastenias congênitas do tipo pré-sináptica, 

para a qual ainda não foram identificadas diferença entre sexos para humanos. 

A busca por janelas de tratamento mais favoráveis, no que diz respeito às disfunções 

neuromusculares determinadas geneticamente, especialmente antes do início do 

desenvolvimento dos sintomas, já é uma característica dos estudos clínicos e pré-clínicos, 

procurando pela alternativa terapêutica que possibilite um melhor prognóstico para o paciente 

(Darras et al., 2015). Logo, os dados obtidos deste trabalho podem apresentar novas 

informações relevantes que resultem em possíveis novas estratégias para terapias 

farmacológicas, fornecendo subsídios para um possível tratamento anteriormente ou no 

momento de início da manifestação dos déficits motores característicos. 
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OBJETIVOS 

 

1 - OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a ontogenia do fenótipo miastênico no modelo murino VAChT-KD, com déficit 

colinérgico, do período pós-natal até a idade adulta. 

 

2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Realizar testes de comportamento motor em camundongos VAChT-KD e WT neonatos (p5 a 

p12) e identificar as possíveis diferenças de desempenho entre os genótipos. 

- Realizar testes de comportamento motor em camundongos VAChT-KD e WT juvenis (p30) e 

adultos (p60 a p120) e identificar as possíveis diferenças de desempenho entre os genótipos. 

- Identificar possíveis diferenças de desempenho motor entre animais machos e fêmeas VAChT-

KD juvenis e adultos. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1 - ANIMAIS 

 

Os camundongos geneticamente modificados VAChT-KD, utilizados neste trabalho, 

foram originados como descrito no trabalho de Prado e colaboradores (2006), que criaram o 

modelo murino com expressão reduzida do VAChT. Através da técnica de recombinação 

homóloga, foi inserido um marcador cassette na região 5´ não traduzida do gene para o VAChT. 

Utilizando um clone de bacteriófago isolado, contendo o ORF completo para o VAChT, bem 

como as sequências upstream e downstream, foi criado um vetor de direcionamento, contendo 

9kb de DNA homólogo a jusante do cassette TK-Neo e 1.4kb a montante do cassette (Fig. 7A). 

O vetor foi eletroporado em células J1 ES, derivadas de camundongos 129/terSv. As células 

apresentando a mutação foram selecionados e injetados em blastocistos de camundongos 

C57BL/6, para produção do animal quimérico. A partir daí, permitindo cruzamentos com 

animais C57BL/6 selvagens, foram gerados os animais VAChT-KD Heterozigotos. A partir de 

cruzamentos em sequência dos animais Heterozigotos, foi possível obter os animais 

Homozigotos e WT. Esta técnica permitiu a interferência da transcrição do gene para o VAChT 

sem suprimi-la completamente, garantindo a sobrevivência dos animais. O modelo knock-down 

foi então denominado VAChT-KD (Fig. 7B), sendo VAChT-KDHET os animais Heterozigotos e 

VAChT-KDHOM os animais Homozigotos. 

 

 

Figura 7. Modelo VAChT-KD. A: Representação esquemática da geração do modelo VAChT-KD. Acima, 

representação do locus gênico do VAChT; no centro, o vetor contendo a sequência TK-Neo na região próxima ao 

códon de iniciação ATG; abaixo o locus gênico do VAChT mutado. Adaptado de Prado et. al. (2006). B: 

Camundongo modelo VAChT-KD, dia pós-natal (p)30. Autoria própria. 

 

Estes animais são atualmente mantidos no biotério do Departamento de Morfologia – 
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ICB/UFMG e todos os experimentos foram conduzidos com aprovação da Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA 81/2021; 40/2025). O ambiente do biotério apresenta temperatura 

controlada (22ºC ± 2ºC) e ciclo de 12 horas luz / 12 horas escuridão. Os animais foram mantidos 

em rack ventilada, com comida e água ad libitum, e a troca da cama de maravalha e a 

higienização do biotério realizadas, no mínimo, 1 vez por semana. Os animais neonatos foram 

mantidos na gaiola dos progenitores, enquanto os testes eram realizados. Aos 21 dias pós-natal, 

foi feito o desmame, juntamente com a coleta do fragmento de tecido para a genotipagem em 

seguida, separando-se os machos das fêmeas, sempre mantendo a organização de 2 a 5 animais 

por gaiola. Os animais adultos utilizados já haviam sido separados por sexo no desmame e a 

genotipagem já havia sido realizada. 

 

2 - GENOTIPAGEM 

 

Um fragmento de orelha de aproximadamente 3mm foi coletado para a genotipagem 

dos animais. O protocolo é constituído essencialmente de duas etapas: i) extração do DNA 

genômico; ii) reação em cadeia da polimerase (PCR). Seguindo o protocolo descrito por De 

Castro e colaboradores (De Castro et al., 2009b), com alterações. 

Para a extração de DNA, foi adicionada ao tecido a solução básica de lise (NaOH 1,25 

M; EDTA 10mM), e as amostras incubadas a 95ºC, por 45 minutos. Em seguida, foi adicionada 

à amostra a solução ácida de neutralização (Tris-HCl 2M), a amostra foi levada ao vórtex por 

10 segundos, e armazenada a -20ºC por, no máximo, 7 dias. 

As reações de PCR foram feitas em volume final de 12μL por tubo, sendo 0,75μL de 

cada um dos três Primers, 2,75μL GoTaq® Green Master Mix e 5μL de H20. Foram realizados 

35 ciclos, sendo cada ciclo composto pelas etapas de desnaturação a 94ºC por 3 minutos, 

anelamento dos Primers a 55°C por 45 segundos, extensão do DNA a 68°C por 1 minuto. Ao 

final, foi feita extensão a 68ºC por 10 minutos, e os produtos foram levados imediatamente à 

eletroforese ou armazenados a 4ºC, por até 48h. Em seguida, na eletroforese, as amostras foram 

corridas em gel de agarose 0,7%, que foi analisado em seguida, como demonstrado a seguir 

(Fig. 8). 

 



33 

 

 

Figura 8: Imagem representativa de eletroforese em gel de agarose, do processo de genotipagem dos animais 

VAChT-KD. Destaques para a identificação das amostras VAChT-KDHET, WT e VAChT-KDHOM. Autoria própria. 

 

3 - TESTES DE COMPORTAMENTO MOTOR 

 

3.1 - ANIMAIS NEONATOS 

 

Com o objetivo de avaliar as habilidades motoras dos animais VAChT-KD neonatos, 

realizamos uma série de testes de comportamento motor, baseada no trabalho de Feather-

Schussler e Ferguson (2016), que descreve uma bateria de testes para modelo murino de 

paralisia cerebral. Uma vez que o interesse era a capacidade motora dos animais, executamos 

os testes que mais apresentavam este propósito em específico. Adicionalmente, considerando 

que o trabalho afirma que os testes não apresentam possibilidade de interferência de 

aprendizagem e poderiam ser repetidos em sequência, executamos os testes em pontos de tempo 

sequenciais, dias pós-natal (p)05, 08, 10, 12, a fim de avaliar o desenvolvimento dos animais e 

suas habilidades motoras ao longo do tempo. Ainda, avaliamos a massa corporal dos animais 

em todos os dias de teste. O conjunto de testes de comportamento que realizamos está descrito 

a seguir e representado pelas fotografias (Fig. 9). Para os grupos experimentais, foi utilizado 

um N de 7 animais VAChT-KD e N de 9 animais WT. 
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Figura 9. Fotografias representativas dos testes de comportamento para os animais neonatos. A: Ambulation; B: 

Cliff Aversion; C: Hindlimb Suspension; D: Grip Strength. Autoria própria. 

 

Ambulation 

Para camundongos, sabe-se que a transição do movimento rastejando para caminhada se dá 

normalmente entre os dias p05 e p10. Os animais foram posicionados em caixa transparente, 

visível de cima, e um vídeo foi feito, registrando a movimentação, por 120 segundos. Quando 

o camundongo não se movia nos primeiros 30 segundos de teste, tocamos gentilmente a cauda 

para motivar a caminhada. Foi feita a classificação da caminhada, de acordo com o padrão 

determinado (consideramos movimento simétrico dos membros quando as patas traseiras 

encontravam as patas dianteiras em cada passo). 

0 Nenhum movimento 

1 Rastejando, com movimento assimétrico dos membros. 

2 Rastejando, com movimento simétrico dos membros. 

3 Rastejando rapidamente / caminhada 

 

Hindlimb Foot Angle 

Utilizando os mesmos vídeos de registro da caminhada do teste Ambulation, capturamos as 

imagens de quando o animal se movia, ou tentava se mover, para a frente. Utilizando o Software 

FIJI ImageJ, medimos a angulação descrita entre as patas traseiras, considerando que este 

ângulo normalmente é maior quando o camundongo tem dificuldades no movimento, ou ainda 

não passou pela transição entre rastejamento e caminhada. Utilizamos na análise o valor da 

média dos ângulos de 3 imagens capturadas para cada animal. 
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Hindlimb Suspension 

Este teste foi desenvolvido para avaliar se a força das patas traseiras dos animais se encontra 

alterada. Utilizando um tubo de fundo cônico tipo Falcon de 50mL, posicionamos gentilmente 

o camundongo com a cabeça direcionada para o interior do tubo, apoiado nas bordas pelas patas 

traseiras, e medimos a latência para a queda. Utilizamos na análise o valor da média das 3 

tentativas para cada animal. Também foi feita a variação do teste, o Hindlimb Suspension 

Scored, no qual classificamos a postura das patas traseiras e da cauda, usando o padrão descrito 

a seguir. 

0 Patas traseiras se tocando constantemente, com a cauda baixa, ou incapacidade 

de se segurar no tubo 

1 Patas traseiras se tocando constantemente, com a cauda erguida. 

2 Patas traseiras próximas, se tocando com frequência, com a cauda erguida. 

3 Patas traseiras próximas, se tocando com pouca frequência, com a cauda erguida. 

4 Patas traseiras separadas, com a cauda erguida. 

5 O camundongo foi capaz de se erguer sozinho para fora do tubo. 

Observação: A nota 4 indica separação normal entre as patas traseiras; nota 3 indica alguma 

fraqueza aparente; nota 2 indica fraqueza; nota 1 indica evidente fraqueza; nota 0 indica 

evidente fraqueza, com falha ao tentar se segurar no tubo.  

 

Grip Strength 

Este teste avalia força das quatro patas juntas. Posicionamos gentilmente o animal no centro de 

uma placa, coberta com tela fina, que permitia que o animal se agarrasse a ela e se segurasse. 

Em seguida, rotacionamos a placa lentamente, elevando-a da posição horizontal para a vertical 

(com máximo de 180º) e medimos o ângulo até o qual o animal se mantinha suspenso na tela. 

Uma cama de maravalha foi posicionada logo abaixo, para evitar que o animal sofresse 

ferimentos ao se soltar. Utilizamos na análise o valor da média das 3 tentativas para cada animal. 

 

Grasping Reflex 

Aferindo o reflexo para cada pata individualmente, este teste pode ser usado para identificar 

problemas no reflexo de agarre, tanto das patas dianteiras quanto das patas traseiras. 

Gentilmente fizemos a contenção do animal e aferimos o reflexo das patas, utilizando a parte 

arredondada de uma lâmina, posicionando-a na região plantar (se o animal executou o 
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movimento de fechamento da pata, o reflexo foi considerado positivo). Registramos se houve 

a presença do reflexo, separadamente para as patas dianteiras e para as patas traseiras. 

 

Cliff Aversion 

Este teste permite verificar força e coordenação do animal, bem como os reflexos vestibulares. 

Utilizando uma caixa ampla, coberta com maravalha, com uma plataforma elevada no centro, 

posicionamos lentamente o animal no limite da plataforma, com as patas dianteiras e o focinho 

direcionados para baixo. Registramos o tempo que o animal levou para conseguir se posicionar 

inteiramente longe da borda, com tempo limite de 30 segundos. Se o camundongo caísse da 

borda na cama de maravalha abaixo, repetíamos o teste uma vez. Utilizamos na análise o valor 

da média das 3 tentativas para cada animal. 

 

3.2 - ANIMAIS ADULTOS 

 

Estes testes foram realizados para os animais juvenis (p30) e adultos (p60, p90 e p120). 

Os testes foram sempre realizados no mesmo horário do dia, dentro do intervalo de duas horas 

iniciando ao meio-dia, sendo que o experimentador não tinha ciência do genótipo dos 

indivíduos ao executar os testes. Nosso grupo de pesquisa e outros colaboradores já 

descreveram estes testes de comportamento motor para adultos, como no trabalho de Prado et. 

al. (2006) e Magalhães-Gomes et. al. (2018). Nós realizamos os testes Wire Hang, Grip Force 

e Rota Rod, detalhados a seguir e representados pelas fotografias (Fig. 10). Para todos os grupos 

experimentais, animais VAChT-KD machos e fêmeas, e animais WT machos e fêmeas, o N foi 

de 7 animais, com exceção do teste Rota Rod para animais adultos nunca expostos ao aparelho, 

para o qual o N está especificado nos resultados. 

 

 

Figura 10. Fotografias representativas dos testes de comportamento para os animais juvenis (p30) e adultos (p60 - 

p120). A: Rota Rod; B: Wire Hang; C: Grip Force (equipamento). Autoria própria. 
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Wire Hang 

Para o teste Wire Hang – grade invertida – os animais foram gentilmente posicionados no centro 

de uma grade de metal (de tamanho 220mm x 220mm, com o espaçamento de 10mm entre as 

grades) que foi imediatamente invertida e elevada a 700mm da superfície (uma cama de 

maravalha foi posicionada logo abaixo, para evitar que o animal sofresse ferimentos pela 

queda). O animal foi permitido se segurar na grade por tempo máximo de 120 s. Registramos a 

latência do animal para a queda, e utilizamos na análise o valor da média de 3 tentativas para 

cada animal. 

 

Grip Force 

Para o teste Grip Force – força de agarre – foi registrada a força das patas do animal. O 

camundongo, gentilmente seguro pela base da cauda, era permitido se agarrar ao equipamento 

e em seguida puxado para trás rapidamente. O equipamento, um transdutor de força, registrava 

em gramas (g) a força exercida pelo camundongo. O teste foi dividido em dois, sendo que no 

Grip Force o animal segurava o equipamento somente com as duas patas dianteiras, e no All 

Limb Grip Force, ele o segurava com todas as patas. Ambos os testes foram feitos em tríades. 

O valor da média das três tentativas foi convertido para Newtons (N) utilizando a equação g * 

0,0098 = N, e foi este valor utilizado para as análises. 

 

Rota Rod 

Para o teste Rota Rod – esteira giratória – permitimos que o animal passasse por um processo 

de ambientação ao aparelho no primeiro dia, à velocidade constante de 5rpm, por 120s, 5 vezes, 

com um intervalo de 600s entre cada tentativa. No segundo dia, o teste foi realizado somente 

uma vez, com velocidade aumentando gradativamente de 5rpm a 20rpm, por tempo máximo de 

300s. Se o animal sofresse queda da esteira, era recolocado para continuar o teste, dentro do 

tempo estabelecido, com número máximo de 10 quedas (limite estabelecido para evitar o 

sofrimento dos animais). Para este teste aferimos tanto o tempo de latência do animal para sua 

primeira queda quanto o número de quedas que apresentava dentro do tempo de teste. 

 

4 - ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados obtidos foram inicialmente armazenados em planilhas, utilizando Microsoft 

Office Excel, e organizados já da forma mais adequada exigida pelo software GraphPad Prism8, 

que foi utilizado em seguida para as análises. O primeiro teste realizado com cada um dos 
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grupos experimentais foi a identificação de dados outliers, através do método ROUT – robust 

regression and outlier removal – recomendado pelo próprio software, que não identificou 

nenhum dado deste tipo em nenhum dos grupos experimentais. Em seguida, foi feito o teste de 

normalidade Shapiro-Wilk (recomendado para grupos com menos de 50 observações), com a 

finalidade de verificar se os dados dos grupos apresentavam distribuição normal, o que foi 

positivo para todos os grupos experimentais. 

O teste realizado em seguida foi a análise de variância (ANOVA). Dada a organização 

das nossas variáveis independentes, optamos por executar o ANOVA de 2 fatores, para os testes 

cujos resultados foram quantitativos. Para o teste, selecionamos a opção “mixed-effects model” 

e o teste de Tukey para as comparações múltiplas. Com relação aos testes cujos resultados eram 

variáveis qualitativas, realizamos o teste Qui-quadrado, da forma padrão sugerida pelo 

software. 

Em seguida, realizamos a análise do componente principal (PCA), considerando todos 

os resultados como um sistema único, inicialmente para os dados de animais neonatos e em 

seguida para os animais adultos. Ainda, nos atentamos para a análise de redundância (RDA), 

derivada da PCA, como uma observação para a contribuição das variáveis explicativas sobre as 

variáveis resposta. Novamente, utilizamos Microsoft Office Excel para organizar os dados, e 

estes últimos testes foram realizados utilizando os programas R e R studio. 

Com o objetivo de verificar o possível desenvolvimento de aprendizagem motora dos 

animais, ao realizar o teste Rota Rod repetidamente, fizemos o cálculo para o índice de 

aprendizado motor Motor Learning Index (MLI), utilizando o resultado do tempo de latência 

que os animais apresentaram ao executar o teste. O cálculo foi feito de acordo com o trabalho 

de Kao e colaboradores (2015), utilizando a equação MLIn = (Tn - Tn - 1)/ Tn - 1 x 100 %] que 

compara o desempenho no teste do grupo com o seu próprio desempenho no time-point anterior. 
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RESULTADOS 

 

Animais VAChT-KD neonatos apresentam diferenças de desempenho em testes de 

comportamento, em comparação com os animais WT. 

Inicialmente, verificamos a massa corporal dos animais, aferida em todos os time-points. 

Uma vez que nosso interesse era avaliar principalmente a performance motora dos animais nos 

testes de comportamento, era necessário verificar se o peso era um fator de interferência nos 

resultados. Observamos que a massa corporal dos animais não diferia entre os genótipos, além 

de que nenhum dos animais submetidos aos testes apresentou peso fora dos valores esperados 

para a média dos grupos. Concluímos, portanto, que não houve influência da massa corporal 

dos animais sobre o seu desempenho motor nos testes. 

Em seguida, analisamos os resultados de cada teste, considerando ambos os genótipos 

e todos os time-points para cada um deles. Utilizamos a análise de variância (ANOVA) de 2 

fatores, considerando as duas variáveis explicativas neste caso, para aqueles testes cujas 

variáveis resposta foram quantitativas, e o teste Qui-Quadrado, para aqueles testes cujas 

variáveis respostas foram categóricas (Fig. 11). 

Os testes Hindlimb Foot Angle (Fig. 11B), Hindlimb Suspension (Fig. 11C), Grip 

Strength (Fig. 11E) e Cliff Aversion (Fig. 11G) não indicaram diferenças quanto ao desempenho 

dos animais entre os genótipos. No entanto, com relação aos testes Ambulation (Fig. 11A), 

Hindlimb Suspension Scored (Fig. 11D) e Grasping Reflex (Fig. 11F), os animais VAChT-KD 

obtiveram performance diferente dos animais WT. Foi possível verificar nos resultados, para o 

teste Ambulation, que um maior número dos animais VAChT-KD apresentou score mais baixo 

que os animais WT nos últimos dias de teste. Este é um indicativo de que os animais parecem 

apresentar um certo atraso no desenvolvimento dos padrões de caminhada, por não 

apresentarem a classificação semelhante aos animais selvagens da mesma idade. 

No teste Hindlimb Suspension Scored, os animais VAChT-KD apresentaram 

características compatíveis com fraqueza muscular, no posicionamento do corpo e da cauda, 

como descrito pelo trabalho de Feather-Schussler e Ferguson (2016), não se apresentando 

capazes de se sustentar no aparato como os animais WT. Para o teste Grasping Reflex, os 

animais VAChT-KD também se mostraram diferentes dos selvagens para o reflexo de 

fechamento da pata positivo. No entanto, não está muito evidente onde se encontra a diferença 

na distribuição dos dados, uma vez que ambos os genótipos variam a frequência de reflexos 

positivos nas patas traseiras ao longo dos time-points. 
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Figura 11: Análises de Variância dos testes de comportamento para os animais neonatos, comparações entre os 

animais VAChT-KD e WT. Qui-quadrado (A, D e F) e ANOVA (B, C, E e G). A: Ambulation Test; B: Hindlimb 

Foot Angle; C: Hindlimb Suspension; D: Hindlimb Suspension Scored; E: Grip Strength; F: Grasping Reflex; G: 

Cliff Aversion. WT, N = 9; VAChT-KD, N = 7. Média ± EPM. 
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A Análise de Componente Principal (PCA) indica que genótipo e idade são as variáveis 

independentes que melhor explicam a distribuição dos dados para os animais neonatos. 

Prosseguindo as análises de desempenho nos testes de comportamento, executamos a 

análise do componente principal (PCA), que considera todas as variáveis, explicativas e 

resposta, assim como suas interações, como um sistema único. Os resultados da PCA indicam 

que, para os animais neonatos, genótipo (p<0,001) e idade (p<0,001) são as variáveis 

independentes que melhor explicam a distribuição dos dados. Para estas análises, os 

componentes principais PC1 e PC2 explicam cerca de 50% da distribuição dos dados. Apesar 

de esta ser uma limitação desta análise, que reduz de certa forma a dimensionalidade dos dados, 

quando consideramos a representação gráfica (Fig. 12A), é possível observar que as elipses 

representando os genótipos apresentam uma área de não sobreposição, indicando certa distância 

entre os grupos VAChT-KD e WT, o que significa que há certa diferença na distribuição dos 

dados de cada grupo. 

Ainda, executamos a análise de Redundância (RDA), um teste derivado da PCA, 

buscando compreender melhor o quanto das variáveis resposta poderiam ser explicados pelas 

variáveis explicativas. Observamos, por comprimento e proximidade dos vetores (setas azuis) 

com os eixos na representação gráfica (Fig. 12B), que o genótipo e o dia pós-natal são variáveis 

explicativas muito influentes na distribuição dos dados das variáveis resposta, i.e., o 

desempenho nos testes de comportamento, em concordância com os resultados da PCA. 
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Figura 12: Análise do Componente Principal e Análise de Redundância dos testes de comportamento para os 

animais neonatos, indicando que genótipo e idade são as variáveis mais influentes na distribuição dos dados. A: 

PCA, contendo as elipses representativas dos dados entre genótipos; B: RDA, contendo vetores representativos da 

influência das variáveis explicativas nas variáveis resposta. WT, N = 9; VAChT-KD, N = 7.   
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Animais VAChT-KD apresentam déficits motores a partir de um mês de idade, em 

comparação com os animais WT. 

Novamente, verificamos se a massa corporal dos animais não foi um fator influente para 

o desempenho motor nos testes. Este parâmetro foi aferido em todos os time-points, e os animais 

de ambos os genótipos, bem como de ambos os sexos, apresentaram massa corporal semelhante 

ao longo dos dias de teste, sendo que nenhum deles apresentou peso fora da margem esperada 

para a idade. Concluímos, portanto, que, novamente, a massa corporal não influenciou o 

desempenho dos animais nos testes realizados. 

Analisamos, a seguir, a performance dos animais adultos nos testes de comportamento 

separadamente. Utilizamos a análise de variância (ANOVA) de dois fatores, dadas as variáveis 

explicativas, e comparamos a performance dos animais entre os genótipos, considerando os 

grupos dentro do mesmo sexo. 

Para o teste Wire Hang, que exige grande força e resistência física dos animais para que 

se mantenham suspensos na grade invertida, os animais VAChT-KD apresentaram performance 

muito reduzida em comparação com os animais WT, tanto para os machos quanto para as 

fêmeas, em todos os time-points (Fig. 13A). A fraqueza muscular dos animais mutados é muito 

evidente, já que estes só são capazes de se manter suspensos por um período muito curto, em 

comparação com os animais selvagens. 

Com relação ao teste Grip Force, as diferenças entre genótipos, evidenciando 

desempenho reduzido dos animais VAChT-KD, foram identificadas em p90 e p120, e para o All 

Limb Grip Force em p120, ambos somente para os animais machos (Fig. 13B). 

Quanto ao teste Rota Rod, as fêmeas VAChT-KD apresentaram menor tempo de latência 

e maior número de quedas desde p30 até p90, e os machos apresentaram estas características 

em p60 (Fig. 13C). Em p120, de forma surpreendente, os animais VAChT-KD não apresentaram 

diferenças de desempenho no teste, em comparação com os animais WT. 
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Figura 13: Análises de Variância dos testes de comportamento para os animais adultos, comparações entre os 

genótipos, sendo machos à esquerda e fêmeas à direita. A: Wire Hang; B: Grip Force; C: Rota Rod. WT machos, 

N = 7; WT fêmeas, N = 7; VAChT-KD machos, N = 7; VAChT-KD fêmeas, N = 7. Média ± EPM.  
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Animais machos e fêmeas juvenis e adultos apresentam performance semelhante nos 

testes de comportamento. 

Uma vez que identificamos diferenças de desempenho motor entre os genótipos para os 

animais neonatos, prosseguimos com a caracterização do fenótipo motor comparando 

inicialmente os animais machos e fêmeas, dentro de cada genótipo. Vale ressaltar que não foi 

feita a diferenciação por sexo nos experimentos anteriores pela impossibilidade de distinção 

dos animais por sexo na idade neonatal. 

Quando realizamos as comparações de performance no comportamento motor entre os 

sexos, observamos que os animais machos e fêmeas, comparados dentro do grupo de seu 

próprio genótipo, apresentaram resultados muito semelhantes entre si, especialmente para o 

teste Wire Hang (Fig. 14A), com apenas algumas diferenças pontuais observadas no Grip Force 

e no Rota Rod. Uma diferença entre os sexos foi observada no teste Grip Force (Fig. 14B) em 

p120 para os animais WT e em p60 para os animais VAChT-KD, sendo que os machos 

apresentaram mais força que as fêmeas em ambas as situações. Outra diferença foi observada 

no teste Rota Rod (Fig. 14C) em p30, sendo que os machos apresentaram maior tempo de 

latência no aparelho e menor número de quedas, em comparação com as fêmeas.  

As diferenças encontradas aparentam ser um reflexo do desenvolvimento da força e 

resistência física dos machos jovens, ligeiramente mais pronunciada do que nas fêmeas, e que 

não se mantém ao longo de todos os time-points. Uma vez que tais diferenças não se repetiram, 

e não foram evidentes para todos os testes, não parecem ser significativas o suficiente para 

considerar comportamento motor diferente entre os sexos neste caso. 
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Figura 14: Análises de Variância dos testes de comportamento para os animais adultos, comparações entre os sexos, 

sendo animais WT à esquerda e VAChT-KD à direita. A: Wire Hang; B: Grip Force; C: Rota Rod. WT machos, N 

= 7; WT fêmeas, N = 7; VAChT-KD machos, N = 7; VAChT-KD fêmeas, N = 7. Média ± EPM  
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A Análise de Componente Principal (PCA) indica que genótipo é a variável independente 

que melhor explica a distribuição dos dados para os animais juvenis e adultos. 

Novamente, consideramos todas as variáveis e suas interações dentro de um sistema 

único e executamos a PCA. Os resultados indicam que o genótipo (p<0,001) foi a variável 

independente que melhor explica a distribuição dos dados no sistema, como podemos observar 

nas grandes regiões de não sobreposição das elipses no gráfico (Fig. 15A). Para esta análise, os 

componentes principais PC1 e PC2 foram capazes de representar cerca de 74% da distribuição 

dos dados. 

Considerando também a Análise de Redundância (RDA), observando o comprimento e 

proximidade dos vetores com os eixos, o genótipo influenciou de forma significativa na 

distribuição dos dados (Fig. 15B). O vetor que indica o sexo no gráfico também apresenta uma 

certa influência desta variável explicativa na distribuição dos dados, no entanto esta diferença 

não parece ser suficiente para ser identificada na PCA, tampouco nas análises de variância. O 

vetor que representa o dia pós-natal é um vetor curto, o que indica que não é uma variável muito 

influente para a distribuição dos dados neste sistema, confirmando novamente os resultados da 

PCA. 
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Figura 15: Análise do Componente Principal e Análise de Redundância dos testes de comportamento para os 

animais juvenis e adultos, indicando que genótipo é a variável mais influente na distribuição dos dados. A: PCA, 

contendo elipses representativas dos dados entre genótipos; B: RDA, contendo vetores representativos da 

influência das variáveis explicativas nas variáveis resposta. WT machos, N = 7; WT fêmeas, N = 7; VAChT-KD 

machos, N = 7; VAChT-KD fêmeas, N = 7.   
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Índice de Aprendizado Motor mostra que os animais VAChT-KD apresentam melhora do 

desempenho no teste Rota Rod. 

A ausência de diferenças significativas nos parâmetros do teste Rota Rod em p120 foram 

de fato surpreendentes, uma vez que diversos outros trabalhos (tanto do nosso grupo de pesquisa 

quanto de colaboradores) apresentam tais diferenças entre os genótipos para os animais a partir 

de 3 meses de idade. Em vista desses resultados, levantamos a hipótese de que estes animais 

poderiam estar apresentando um nível de aprendizagem que os permitia ter a capacidade de 

executar o teste com performance mais semelhante à dos animais selvagens. Dessa forma, é 

possível que a ausência da diferença entre os genótipos em p120 tenha se dado devido a essa 

característica. 

Executamos, portanto, o teste para verificar o índice de aprendizado motor (MLI – 

Motor Learning Index), utilizando os resultados do tempo de latência no Rota Rod. O resultado 

do teste indica, como observado pelos valores positivos no gráfico (Fig. 16), que os animais 

VAChT-KD, machos e fêmeas, apresentam melhora do desempenho motor no Rota Rod quando 

chegam à idade p120, em comparação com o próprio desempenho no time-point anterior (p90), 

apesar de não terem sido identificadas diferenças estatísticas entre os genótipos. 

 

 

Figura 16: Índice de Aprendizado Motor (MLI) do teste Rota Rod, para os animais juvenis e adultos. Barras de 

valor positivo indicam que os animais apresentaram maior tempo de latência no aparelho em comparação com o 

time-point anterior. A: MLI para os animais Machos; B: MLI para os animais Fêmeas. WT machos, N = 7; WT 

fêmeas, N = 7; VAChT-KD machos, N = 7; VAChT-KD fêmeas, N = 7. Média ± EPM. 
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Animais VAChT-KD em p120, nunca expostos ao teste Rota Rod, apresentam déficits 

motores evidentes, em comparação com os animais WT. 

Ainda buscando testar a hipótese da aprendizagem motora para os animais VAChT-KD, 

utilizamos novos grupos de animais mutados e selvagens, nunca expostos ao teste Rota Rod, e 

refizemos o teste em p120, ou seja, na idade adulta, na qual são esperados os déficits motores 

para o modelo. 

Para este novo grupo, animais VAChT-KD, tanto machos quanto fêmeas, apresentaram 

performance pior, em comparação com os animais WT (Fig. 17). Os déficits motores do modelo 

foram evidenciados, sendo que o tempo de latência foi consideravelmente reduzido (Fig. 17A) 

e o número de quedas aumentado (Fig. 17B), em comparação com os selvagens, confirmando, 

portanto, a hipótese de que os animais apresentam um fator aprendizagem se o teste for 

realizado com frequência mensal. 

 

 

Figura 17: Análise de Variância (ANOVA de 2 fatores) do teste Rota Rod, para animais adultos nunca expostos ao 

aparelho. A: Tempo de Latência; B: Número de Quedas. WT Machos, N = 7; VAChT-KDHOM Machos, N = 5; WT 

Fêmeas, N = 7, VAChT-KDHOM Fêmeas, N = 6. Média ± EPM. 
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DISCUSSÃO 

 

A partir do desenvolvimento de estudos em genética foi possível utilizar da tecnologia 

de alteração gênica para a criação de diversos modelos animais para doenças 

neurodegenerativas. Os modelos são caracterizados por mimetizar, em diversas características 

e até certo ponto, os aspectos fisiopatológicos das disfunções humanas, permitindo a avaliação 

do desenvolvimento dos sintomas, de sua progressão e respostas a diferentes terapias (Dawson; 

Golde; Lagier-Tourenne, 2018). Apesar dos modelos animais ainda apresentarem divergências 

com relação aos aspectos observados nas disfunções em seres humanos, ainda assim são de 

extrema importância para a melhor compreensão principalmente dos mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos com a degeneração. 

Algumas das disfunções neurodegenerativas mimetizadas por modelos animais 

apresentam sintomas motores muito característicos, como a Esclerose Lateral Amiotrófica 

(ELA), a Doença de Huntington (DH) e a Miastenia Gravis (MG) (Valadão et al., 2017; 

Dawson; Golde; Lagier-Tourenne, 2018; Yan et al., 2022). Assim como estes e outros modelos 

murinos, o modelo VAChT-KD (Prado et al., 2006) tem se mostrado excelente para o estudo 

das Síndromes Miastênicas Congênitas. Este modelo é muito interessante pois sua alteração 

genética é pré-sináptica, já foi descrita para humanos (O’Grady et al., 2016; Aran et al., 2017; 

Lamond et al., 2021; Pugliese et al., 2023) e mimetiza a fraqueza muscular tão características 

das SMCs. Ainda, o modelo VAChT-KD apresenta longevidade, diferente de outros modelos 

como o VAChTdel/del (knock-out para o VAChT) e o ChAT-/- (com deleção da enzima colina-

acetiltransferase), que apresentam alterações de desenvolvimento pré-natal e morte logo após o 

nascimento (De Castro et al., 2009b; Misgeld et al., 2002). 

Como já citado anteriormente, a mutação no gene para o VAChT é uma alteração do 

tipo pré-sináptica da sinapse colinérgica, e já foi descrita para humanos. Em geral, o sintoma 

característico é a fraqueza muscular, que se manifesta com frequência ainda na primeira infância 

e envolve fraqueza dos membros, tronco, músculos faciais e disfunção respiratória (Ramdas; 

Beeson, 2021). O objetivo principal deste trabalho foi, portanto, identificar qual seria o 

momento de início do aparecimento dos sintomas motores nos animais VAChT-KD. Embora 

diferenças epidemiológicas entre homens e mulheres ainda não tenham sido identificadas para 

as miastenias congênitas, foi objetivo também neste estudo compreender se haveria diferenças 

entre sexos para o modelo murino, portanto nós realizamos os testes em animais juvenis e 

adultos (p30 - p120) machos e fêmeas. Tal identificação é de extrema importância, uma vez que 

o diagnóstico e estratégias terapêuticas para pacientes na primeira infância são desafiadores, e 
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a caracterização do modelo animal pode apresentar um embasamento capaz de propor novas 

estratégias terapêuticas para os sintomas e a melhora do prognóstico do paciente (Darras et al., 

2015). 

Inicialmente, identificamos uma bateria de testes comportamentais para camundongos 

neonatos (Feather-Schussler; Ferguson, 2016), que nos permitiria verificar os possíveis 

sintomas motores, caso estivessem presentes. O trabalho sugere diversos testes, que visam 

identificar tais sintomas motores e reflexos, portanto, uma vez que buscamos neste momento 

avaliar a capacidade motora dos animais de forma objetiva, realizamos os testes de acordo com 

o trabalho, com poucas adaptações, nos dias pós-natal (p)05, p08, p10, p12. Quanto aos animais 

juvenis (p30) e adultos (p60-p120), executamos testes motores robustos, bem descritos na 

literatura e frequentemente utilizados com objetivos muito semelhantes ao deste trabalho 

(Kamal et al., 2025), que nos permitiriam identificar as possíveis diferenças entre os grupos 

para o desempenho motor dos animais nos testes. No caso destes animais, foram separados por 

sexo e consideramos machos e fêmeas como grupos individuais, para cada genótipo. 

Tanto para os testes com animais neonatos quanto para aqueles com animais adultos, as 

análises estatísticas foram feitas inicialmente utilizando os testes tradicionalmente utilizados 

para os dados da maneira como foram distribuídos, sendo eles o ANOVA de 2 fatores, para os 

testes cujos resultados foram quantitativos, e o Qui-quadrado para os testes cujos resultados se 

deram em forma de variável categórica, já que este é o teste estatístico base utilizado para a 

análise de variância neste caso. Uma vez que, para a execução adequada do teste ANOVA é 

necessário que os grupos sigam uma distribuição normal, esta foi verificada e confirmada para 

todos os grupos experimentais antes do início das análises.  

Com relação aos resultados dos testes para os animais em idade neonatal, inicialmente, 

as análises de variância não identificaram diferenças entre os genótipos (Fig. 11B, C, E e G). 

No entanto, os testes que buscavam classificar em score ou de forma categórica as 

características dos animais durante sua execução, ou seja, aqueles de resultados qualitativos, 

mostraram desempenho diferente entre genótipos (Fig. 11A, D e F). Para o teste Ambulation, 

foi visto de forma mais evidente que os animais VAChT-KD apresentam classificação pior 

(níveis mais baixos de classificação do movimento), especialmente nos últimos dias de teste, 

em comparação com os animais selvagens, sugerindo que há um possível atraso no 

desenvolvimento dos padrões de caminhada esperados para os camundongos. A representação 

gráfica para os testes Hindlimb Suspension e Grasping Reflex, apesar de não evidenciar 

exatamente onde estaria a diferença de desempenho, ainda assim apresenta a diferença 

estatística observada na análise de Qui-quadrado (Fig. 11D e 11F), indicando que os animais 
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VAChT-KD se comportam de maneira diferente dos selvagens. 

Uma vez que a bateria de testes utilizada neste trabalho foi desenvolvida para um 

modelo murino de paralisia cerebral, que apresenta deficiência motora muito pronunciada, é 

possível que as diferenças entre os grupos não tenham sido observadas em todos os testes de 

comportamento pois estes testes, ou seu protocolo, podem não ser os mais adequados à 

identificação dos déficits motores do modelo VAChT-KD. Isto significa que não 

necessariamente são os animais mutados que não apresentam diferenças com relação aos 

selvagens, e sim que o teste pode não ser suficientemente sensível para identificá-las. Ainda, o 

uso de diferentes tipos de análise estatística, ANOVA para as variáveis quantitativas e Qui-

quadrado para as variáveis qualitativas, pode ter influenciado a observação das diferenças entre 

os genótipos, uma vez que estas só foram identificadas nos testes Qui-quadrado para variáveis 

categóricas, sendo este tipo de análise aparentemente mais eficiente em evidenciar as diferenças 

existentes entre os grupos. 

Já que os testes para este estudo foram realizados em diferentes time-points para os 

mesmos animais, e dada a distribuição das variáveis explicativas e variáveis resposta, é muito 

adequado que tenhamos considerado todos os resultados como um sistema único, e, portanto, 

optamos por realizar a Análise do Componente Principal (PCA), procurando compreender 

melhor sobre as interações entre todas as variáveis do conjunto. A PCA tem a característica de 

reduzir a dimensionalidade dos dados, reduzindo a quantidade de variáveis em um sistema 

multivariado, como é o caso. Os componentes principais se tornam então as variáveis do 

sistema, e consideramos os dois primeiros componentes principais como os eixos ‘x’ e ‘y’ para 

as representações gráficas. 

Os resultados desta análise indicaram que a distribuição dos dados entre os grupos se dá 

de forma diferente (Fig. 12A), apesar de os componentes principais representarem cerca de 50% 

da distribuição dos dados. Esta é uma limitação deste tipo de análise, pois alguns tipos de dados 

requerem mais que dois componentes principais para que uma porcentagem maior deles seja 

representada. Não obstante, os resultados expressam de forma clara que o genótipo (p<0,001) 

e a idade (p<0,001) são as duas variáveis que mais influenciam na distribuição dos dados, ou 

seja, animais VAChT-KD apresentam performance diferente dos selvagens nos testes de 

comportamento, como representado pelas elipses do gráfico e suas regiões de não sobreposição, 

e ao longo do tempo, o que é esperado para o desenvolvimento dos animais no período pós-

natal. 

Como complemento da análise do componente principal, foi executada também a 

análise de redundância (RDA). A RDA, representando o componente de dependência (mais 
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especificamente como as variáveis explicativas influenciam as variáveis resposta), indica, 

através dos vetores na representação gráfica, se as variáveis independentes influenciam de 

forma evidente a distribuição dos dados no sistema, sendo que aqueles vetores de tamanho 

maior e maior proximidade de algum dos eixos são aqueles mais influentes. É possível verificar 

na representação gráfica que o genótipo e a idade são vetores longos e se posicionam próximos 

dos eixos do gráfico (Fig. 12B), indicando que são variáveis muito influentes para a distribuição 

dos dados, corroborando o resultado da PCA. Apesar de não serem evidenciadas pela PCA as 

informações sobre quais dos parâmetros exatamente estão alterados entre os grupos analisados, 

uma vez que executamos testes de comportamento que permitem avaliar principalmente a 

performance motora dos animais, os resultados indicam que os animais VAChT-KD neonatos 

já apresentam certos déficits motores em comparação com os animais selvagens. 

Para os animais adultos, novamente iniciamos as análises estatísticas com os testes 

(ANOVA), para cada um dos testes de comportamento realizados. Com o objetivo de identificar 

primeiro se os animais machos e fêmeas apresentavam desempenho motor diferente, realizamos 

o teste ANOVA de 2 fatores, comparando os sexos dentro do mesmo genótipo (Fig. 14). Os 

resultados apontaram algumas diferenças pontuais entre os sexos, para os testes Grip Force e 

Rota Rod (Fig. 14B e C). No entanto, como tais diferenças não foram reafirmadas nem nos 

diferentes time-points nem para o teste Wire Hang (Fig. 14A), concluímos que o sexo não 

aparenta ser um fator realmente relevante para o desempenho motor dos animais. Estes 

resultados estão de acordo com as características epidemiológicas das SMCs em humanos, que 

também não apresentam diferenças entre sexos para o número de casos registrados (Ramdas & 

Beeson, 2021; Pugliese et al., 2023). 

Em seguida, fizemos a mesma análise de variância (ANOVA de 2 fatores), agora 

comparando entre os genótipos, dentro do mesmo sexo (Fig. 13). As diferenças entre os 

genótipos foram muito evidentes no teste Wire Hang (Fig. 13A). Este é um teste que exige 

muita força e resistência física, e que permite avaliar a força global dos animais de forma mais 

direta (Kamal et al., 2025) e é muito utilizado também para outros modelos de doenças 

neurodegenerativas (Kangussu et al., 2022; Younger et al., 2022; Lee et al., 2024). O 

desempenho dos animais VAChT-KD é evidentemente muito reduzido em comparação com os 

animais selvagens, indicando claramente que o fenótipo miastênico já apresenta manifestação 

desde o primeiro mês de vida e que os animais mutados não apresentam as mesmas capacidades 

motoras que os WT. 

Quanto ao teste do Grip Force, percebemos algumas diferenças entre os animais 

VAChT-KD e os WT, sendo que os animais miastênicos machos apresentavam redução da força 
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em comparação com os selvagens em p90 e p120, ou seja, já na idade adulta, e em p120 também 

para o teste All Limb Grip Force, que mede a força das 4 patas (Fig. 13B). É possível que os 

animais VAChT-KD machos, ao se desenvolverem nos dois primeiros meses de vida, adquiram 

um certo ganho de força que acompanha o dos selvagens até p60, e em seguida comecem a 

apresentar os déficits, devidos à progressão da degeneração, esperada para o modelo. Quanto 

às fêmeas VAChT-KD, estas não apresentaram diferenças significativas com relação às fêmeas 

selvagens em nenhum time-point para ambos os testes Grip Force e All Limb Grip Force (Fig. 

13B). 

O teste Rota Rod apresenta uma característica muito relevante que é a escolha do 

protocolo mais adequado, uma vez que o teste permite avaliar diferentes características além da 

capacidade motora, como aprendizado e cognição. O uso de protocolos com período de 

aprendizagem durante menor número de dias demonstrou que os animais WT são capazes de 

aprender mais rapidamente a como executar a tarefa, em comparação com os animais VAChT-

KD, que aprendem mais lentamente (Prado et al., 2006; De Castro et al., 2009a). O protocolo 

escolhido para este trabalho permite avaliar de uma forma mais direta a capacidade motora dos 

animais, uma vez que as etapas de ambientação e treinamento no aparelho foram mais curtas, 

sendo então que o fator aprendizagem deveria interferir pouco com os resultados dos testes. 

Foram identificadas diferenças entre os animais VAChT-KD e os animais selvagens entre p30 

e p90 para as fêmeas, tanto para o tempo de latência quanto para o número de quedas (Fig. 

13C). Quanto aos machos, a diferença foi identificada somente em p90, para os dois parâmetros 

aferidos no teste (Fig. 13C). Para ambos os sexos, o desempenho motor dos animais VAChT-

KD no teste em p120 foi muito semelhante ao dos WT (Fig. 13C), de forma surpreendente, uma 

vez que já foram descritos em diversos trabalhos os déficits motores para estes animais na idade 

adulta, evidenciados por esse teste (Prado et al., 2006; De Castro et al., 2009a; Magalhães-

Gomes et al., 2018). Nossa hipótese era a de que os animais VAChT-KD estavam apresentando 

desenvolvimento de aprendizagem motora ao realizar o teste. Apesar do protocolo utilizado, 

que envolveria poucas características relacionadas à aprendizagem, os animais ainda assim a 

desenvolveram, possivelmente mais relacionada à repetição ao longo do tempo, com os 

intervalos de 30 dias, de forma que atingiram um desempenho semelhante ao dos animais 

selvagens no último dia de teste. 

Para testar essa hipótese, inicialmente executamos o índice de aprendizado motor (MLI), 

que compara o desempenho dos animais no teste com o do time-point anterior. O resultado do 

índice mostrou que os animais VAChT-KD apresentavam melhora da performance motora em 

p120, i. e., apresentavam maior tempo de latência no teste (Fig. 16), tanto machos quanto 
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fêmeas, apesar de não terem sido identificadas diferenças significativas entre os genótipos. 

Em seguida, ainda buscando testar essa característica, realizamos novamente o teste 

Rota Rod, utilizando o mesmo protocolo, com outros animais em idade p120, que ainda não 

haviam sido expostos ao aparelho, de forma que este fator aprendizagem não seria influente 

para os resultados. Os resultados desse teste indicaram as diferenças estatísticas esperadas, 

sendo que os animais miastênicos apresentaram um desempenho muito inferior em comparação 

com os animais selvagens (Fig. 17). A hipótese foi então confirmada, sendo que os animais 

VAChT-KD, apesar de apresentarem déficits cognitivos, apresentam certa capacidade de 

aprendizado motor, ainda que tardio, relacionado à repetição da execução do teste. 

A deficiência da ACh na transmissão sináptica é um fator muito influente para 

aprendizagem (motora e cognitiva), como já demonstrado pelos diversos trabalhos já citados 

que avaliaram o desempenho dos animais VAChT-KD em diferentes testes de comportamento. 

Apesar disso, a aprendizagem motora desses animais foi evidenciada neste trabalho, após o 

período de submissão aos testes repetidamente. Este fator aprendizagem provavelmente se dá 

devido também à ativação de vias relacionadas à aprendizagem motora, como os núcleos 

olivares inferiores e o cerebelo (trato córtico-olivocerebelar), que são vias também de 

processamento de movimentos. Interessantemente, há evidências de que estas áreas apresentam 

sinapses elétricas, independentes de neurotransmissores, além das sinapses químicas (Vaughn 

& Haas, 2022). A ativação de tais áreas pode ser um fator que contribui de forma evidente para 

tal aprendizagem motora verificada para estes animais, que é suficiente para superar as 

características da degeneração esperada para o modelo. Vale ressaltar que, os animais selvagens 

muito provavelmente também apresentam desenvolvimento da aprendizagem, com relação à 

execução do teste Rota Rod, no entanto, como já apresentavam capacidade de desempenho 

próxima do tempo limite máximo estabelecido no protocolo, em todos os time-points, não foi 

possível verificar tal aprendizado. 

A aprendizagem motora dos animais miastênicos corrobora os dados encontrados por 

De Castro (2009a), que avaliou a aprendizagem motora dos animais VAChT-KDHET e observou 

que, apesar dos animais apresentarem um pequeno atraso para iniciar a aprendizagem, uma vez 

que atingem desempenho máximo, se igualam ao WT, e depois de 10 dias, a performance se 

mantém, e eles conseguem executar bem a tarefa. Ademais, em geral, o processo de 

fortalecimento de sinapses já existentes é bem mais rápido que o estabelecimento de uma nova 

rede sináptica, a depender de estímulos, contexto etc. Os animais VAChT-KD podem estar 

apresentando um certo atraso na formação de novas redes de memória, o que resulta no atraso 

também para a aprendizagem motora, mas que ao final atingem o mesmo resultado, semelhante 
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ao WT, naqueles testes que não exigem tanto do desempenho físico dos animais. Esta mesma 

lógica não se aplica ao teste Wire Hang, pois o desempenho físico exigido pelo teste é tão alto 

que os animais, mesmo desenvolvendo o aprendizado, ainda assim não são capazes de executá-

lo, portanto não apresentam melhora do desempenho. 

A análise do componente principal, para o caso dos adultos, indicou somente o genótipo 

como variável mais influente para a distribuição dos dados, como esperado após os resultados 

da análise de variância (Fig. 15A). Ainda, a análise de redundância também corrobora os 

resultados observados, apontando o genótipo como um vetor longo e que acompanha muito 

próximo o eixo da RDA1 (Fig. 15B). Observando tal distribuição dos vetores, podemos ver que 

o vetor que representa o sexo dos animais também é longo e acompanha o eixo da RDA2, 

indicando que o sexo também é uma possível variável explicativa que influencia a distribuição 

das variáveis resposta. Essa característica, no entanto, não foi identificada como significativa 

pelo resultado da PCA, o que pode significar que a contribuição desta variável não influencia 

suficientemente a distribuição dos dados para ser identificada na análise do componente 

principal nem nas análises de variância que foram executadas para os testes inicialmente. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho nos proporcionaram novas e mais detalhadas 

informações quanto à ontogenia do fenótipo motor do modelo animal VAChT-KD, que 

apresenta redução da expressão do transportador vesicular de acetilcolina. Buscando responder 

à pergunta acerca do início da manifestação do fenótipo miastênico nos animais VAChT-KD, 

executamos uma série de testes comportamentais, que nos permitiram avaliar principalmente a 

capacidade motora dos animais, tanto em animais neonatos quanto em animais adultos. 

Observamos que os animais VAChT-KD neonatos apresentam comportamento diferente dos 

animais selvagens e que a partir da sua fase juvenil (p30) já apresentam os déficits motores 

muito evidentes, que permanecem até a vida adulta (p120). Dessa forma, esse estudo reforça a 

qualidade e adequação do modelo VAChT-KD como plataforma experimental para as 

Síndromes Miastênicas Congênitas do tipo pré-sináptica. 

A delimitação de tal característica para os camundongos VAChT-KD, animais modelo 

para as Síndromes Miastênicas Congênitas, é de extrema importância, uma vez que esta 

disfunção neuromuscular em humanos se manifesta na primeira infância, com sintomas muito 

graves, e as terapias farmacológicas existentes são ainda limitadas. A partir dessas 

características identificadas neste trabalho, é possível propor novas estratégias terapêuticas para 

serem realizadas o mais cedo possível, no início da manifestação dos sintomas ou até mesmo 

antes, e que podem vir a apresentar resultados que signifiquem um melhor prognóstico para os 

pacientes no futuro. 
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