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Resumo

O aumento da quantidade de glutamato por vesicula em Drosofila € compensado pela
diminuicdo do numero de vesiculas liberadas por estimulagao nervosa. Este mecanismo
compensatorio capaz de reestabelecer a homeostasia sinaptica € chamado de depressao
homeostatica pré-sinaptica (DHP). Nés hipotetizamos que o aumento crénico da liberagao de
acetilcolina (ACh) por vesicula na jungdo neuromuscular de camundongos (JNM) pode
resultar em uma diminuicado compensatéria na liberagao vesicular evocada. Para testar isto,
nos utilizamos a linhagem de camundongos ChAT-ChR2-EYFP (Hyper VAChT) com 3 e 24
meses de idade que possuem um aumento dos niveis de expressdo de VAChT, e seus
controles selvagens (WT). Foram avaliados potenciais de placa espontaneos (MEPPs) e
evocados (EPPs), em baixa (0.2 e 0.3Hz) e alta (20 e 30Hz) frequéncia de estimulagdo na
jungédo neuromuscular do musculo diafragma. Nos também registramos, em Voltage Clamp,
as correntes de placa em miniatura (MEPCs). Aos 3 meses de idade, os camundongos Hyper
VACHhT apresentaram aumento no tamanho e frequéncia dos quanta. O conteldo quantico
dos camundongos Hyper VAChT (29+2,5, médiatEPM, n= 4 animais) ndo apresentou
diferenga significativa (p=0,44) em relagdo aos WT (32+2.2, médiatEPM, n= 4 animais). A
depressao sinaptica foi 19% maior nos camundongos Hyper VAChT, e a PTP néao foi
estatisticamente diferente. Durante a estimulacdo tetdnica, a area dos MEPPs dos
camundongos Hyper VAChT foi menor que antes do trem de estimulagao, enquanto que este
parametro nao foi alterado nos animais WT. Isto sugere que o aumento da depresséo nos
animais Hyper VAChT é devido ao menor efeito da liberagado vesicular. Aos 24 meses de
idade, os camundongos Hyper VAChT apresentaram uma diminuigao significativa no CQ
(WT= 41£3.5, médiatEPM, n= 5 animais; HyperVAChT= 29t4.1, médiazEPM, n= 3 animais;
p=0.07). A depressao sinaptica e a potenciacao pds tetanica (PTP) nao foram estatisticamente
diferentes. Estes resultados mostram que os camundongos Hyper VAChT compensaram o
aumento no tamanho dos quanta de duas maneiras diferentes: aos 3 meses, os EPPs em
altas frequéncias de estimulagao reduziram por aumento de dessensibilizacdo ou diminuicao
da quantidade de ACh por vesicula. Enquanto que aos 24 meses observamos diminui¢cao do
CQ. Nossos dados mostram que o aumento cronico da liberacdo de ACh por vesicula
sinaptica aciona o mecanismo pré-sinaptico de DHP, que se instala durante o envelhecimento
dos animais, diminuindo o numero de vesiculas liberadas. Este mecanismo ndo é visto em
camundongos jovens, que mantem as taxas de disparo pos-sinaptico através de outros

mecanismos.

Palavras-chave: Acetilcolina, ChAT-ChR2-EYFP, depressdo pré-sinaptica homeostatica,

jungéo neuromuscular, VAChT.



Abstract

The increased amount of glutamate per vesicle in Drosophila is compensated by a
decrease in the number of vesicles released by nerve stimulation. This compensatory
mechanism capable of restoring synaptic homeostasis is called presynaptic homeostatic
depression (PHD). We hypothesized that chronic increase in vesicular acetylcholine (ACh)
release at the mouse neuromuscular junction (NMJ) may result in a compensatory decrease
in evoked vesicular release. To test this, we used 3 and 24 months old ChAT-ChR2-EYFP
(Hyper VAChT) mice that have increased levels of VAChT expression, and their wild-type
controls (WT). All experimental procedures were approved by the Animal Ethics Committee
(protocol number 106/2015 - CEUA). Spontaneous and evoked endplate potentials (EPPs)
were evaluated at low (0.2 and 0.3Hz) and high (20 and 30Hz) frequency of stimulation at the
NMJ of the diaphragm muscle. We also recorded, in voltage clamp, miniature plate currents
(MEPCs). At 3 months of age, Hyper VAChT mice presented increased quantal size and
frequency. The quantal content (QC) of Hyper VAChT mice (29 £ 2.5, mean £+ SEM, n = 4
animals) showed no significant difference (p = 0.44) from the WT controls (31.5 £ 2.2, mean *
SEM, n = 4 animals). Synaptic depression was 19% higher in Hyper VAChT mice, and PTP
was not statistically different. During tetanic stimulation, Hyper VAChT MEPPs areas were
smaller than before the train of stimuli, while in the WT mice there was no change during high
frequency stimulation. This suggests that the increased depression observed in Hyper VAChT
mice is due a decrease effect of vesicular release. At 24 months of age, Hyper VAChT mice
showed a significant decrease in QC (WT = 41 £ 3.5, mean £+ SEM, n= 5 animals; Hyper
VAChT =29 + 4.1, mean + SEM, n = 3 animals; p = 0.07). Synaptic depression and postetanic
potentiation (PTP) were not statistically different. These results show that Hyper VAChT mice
compensated for the increase in quanta size in two different ways: at 3 months, EPPs at high
frequency stimulation decreased by increased desensitization or decreased ACh per vesicle.
While at 24 months, we observed a decreased in QC. Our data show that longterm increase
in ACh per quantum triggers the pre-synaptic mechanism of DHP seeing as a decrease in the
number of vesicles released. This mechanism is not seeing in young animals, which keep the

same postsynaptic output through other mechanism.

Keywords: Acetylcholine, ChAT-ChR2-EYFP, neuromuscular junction, presynaptic

homeostatic depression, VAChT.
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1. Introdugao

Os neurbnios possuem a capacidade de alterar as taxas de disparo de
potenciais de acgdo, garantindo a homeostasia da transmissdo sinaptica. Esta
regulacdo € chamada plasticidade sinaptica homeostatica (Turrigiano, 2012; Davis e
Mdaller, 2015). Trabalhos anteriores mostraram que o aumento na liberagdo de
glutamato induzido por aumento na expressao do transportador vesicular de glutamato
resultou na diminuicdo do numero de vesiculas recrutadas por estimulagdo nervosa
(Daniels et al, 2004). Tal resposta caracteriza um mecanismo plastico compensatorio
que é capaz de reestabelecer a homeostasia sinaptica, este fendbmeno € chamado de

depressao homeostatica pré-sinaptica (DHP) (Gavifo et al, 2015; Li et al, 2018).

Recentemente, foi observado que a linhagem de camundongos ChAT-ChR2-
EYFP criado por Zhao et al (2011) possuem um aumento na liberagao de ACh na JNM
devido ao aumento dos niveis de expressdo de VAChT (Satoshi et al,2016). Esta
linhagem de camundongos, €, portanto, uma ferramenta muito util para estudar a DHP
na sinapse periférica colinérgica, pois este tipo de plasticidade homeostatica ainda
nao foi reportado em mamiferos e muitas questdes relacionadas a este fendbmeno

permanecem desconhecidas.

Portanto, nosso objetivo foi investigar se camundongos Hyper VAChT
apresentam o mecanismo compensatério da DHP e quais seriam as alteragdes na

neurotransmiss&o colinérgica em idades avangadas.

1.1 Neurotransmissao

O Sistema Nervoso Central (SNC) € um dos sistemas mais complexos,
contendo bilhdes de neurbnios que recebem, integram e enviam potencias de agéao
para todo o organismo. Isto permite a sinalizagdo necessaria para fungdo normal do
organismo. A propagacgao de potenciais de ac&do entre células excitaveis ocorre
através de pontos de conexdes chamadas de sinapses. As sinapses consistem em
jungdes onde os neurbnios podem fazer conexdes diretas (sinapses elétricas) ou
indiretas (sinapses quimicas) nos dendritos, soma ou axénio de outros neurdnios,
tecidos musculares ou glandulares estimulando ou inibindo suas atividades (Furshpan
e Potter, 1958; Adish et al, 2010).



As sinapses elétricas sdo caracterizadas por possuirem o terminal pré e pos-
sinaptico conectados. A condugao dos potencias de acio ocorre atraves de estruturas
proteicas que formam pequenos tubos com baixa resisténcia elétrica, através dos
quais permite a passagem de ions de uma célula para outra de forma livre. Estas
pequenas estruturas proteicas tubulares sdo chamadas de jun¢gdes comunicantes
abertas (gap junctions). Devido ao fluxo de corrente direto entre as estruturas, a
propagacao do potencial de agdo nao possui atraso (delay), o que torna a sinapse
elétrica mais rapida em relagao a sinapse quimica. Outra caracteristica especifica na
sinapse elétrica € sua conducdo bi-direcional. As sinapses elétricas podem ser
encontradas em pequeno numero no SNC, musculo liso e musculo cardiaco (Harris,
2001; Szczupak, 2016; Pereda, 2019).

As sinapses quimicas possuem caracteristicas estruturais bem distintas das
sinapses elétricas. O terminal pré-sinaptico é separado do terminal pds-sinaptico por
uma fenda sinaptica. A transmisséo do potencial de acdo do nervo para o musculo é
dependente da liberacado de neurotransmissores armazenados em vesiculas no citosol
do terminal pré-sinaptico. Os potenciais de a¢do propagados até o terminal pré-
sinaptico desencadeiam uma série de mecanismos que resultam na liberacdo de
neurotransmissores para fenda sinaptica. Ao se ligarem a seus receptores especificos
localizados no terminal pds sinaptico, os neurotransmissores ativam canais ibnicos
produzindo um potencial sinaptico. Se supralimiares, os potenciais sinapticos evocam
o potencial de agcdo no musculo esquelético. As sinapses quimicas podem ser
excitatérias, quando os neurotransmissores geram despolariza¢gdes no terminal pos-
sinaptico ou inibitérias quando os neurotransmissores produzem hiperpolarizagdées no

terminal pés-sinaptico (Hormuzdia et al, 2003; Pereda et al, 2013).

As sinapses quimicas sdo mais lentas que as sinapses elétricas devido ao seu
mecanismo mais complexo, mas por outro lado possuem a capacidade de conduzir
de forma unidirecional o potencial de ac¢ao. Esta capacidade possibilita que o potencial
de agéao trafegue na dire¢ado necessaria chegando aos neurénios ou tecidos alvo para
executar as func¢des requeridas (Geraldine e Mennerick, 2009; Douglas et al, 2013).

Além disto, apresentam maiores possibilidades de modulacéo.
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1.2 Jungao neuromuscular

Em mamiferos, os neurénios responsaveis por conduzir os potenciais de acao
até a musculatura esquelética sao chamados de neurbnios motores ou
motoneurdnios. As fibras nervosas mielinizadas dos motoneurénios se originam nos
cornos anteriores da medula espinhal, ao se aproximar sua terminacao, perdem sua
mielinizacdo e se ramificam na musculatura esquelética formando botdes sinapticos
que se sobrepdem na superficie extracelular da fibra muscular (Adrian e Bronk, 1929;
Danny-Brown, 1929). O ponto onde ocorre essa interagao entre o sistema nervoso
periférico e o musculo esquelético € chamado de jungdo neuromuscular (Robertson,
1956; Hughes et al, 2006). O terminal pré-sinaptico ndo faz ligacdo direta com a
superficie extracelular da fibra muscular (terminal pds-sinaptico). Entre eles existe um
espaco de 20 a 30 nandbmetros de largura chamada de fenda sinaptica (Goyal e Arun,
2013). A juncdo neuromuscular € uma sinapse quimica cujo neurotransmissor varia
dependendo da espécie: nos vertebrados é a acetilcolina (Katz e Miledi, 1965) e nos
invertebrados € o glutamato (Daniels et al, 2004). No terminal pré-sinaptico dos
vertebrados estao armazenadas centenas de milhares de vesiculas preenchidas com
o neurotransmissor acetilcolina (ACh) (Del Castillo e Katz, 1954a, b: Katz, 1971; Van
der Kloot e Molgo, 1994). O terminal pos-sinaptico € formado por varias invaginagdes
chamadas de dobras juncionais, que aumentam a area de superficie de agdo onde o
neurotransmissor liberado pode agir e possui receptores nicotinicos (AChR)

espalhados por todo terminal (Zuber et al, 2005).

A juncdo neuromuscular de mamiferos tem sido uma ferramenta de estudo
muito util em pesquisas relacionadas a funcao sinaptica. Isto se da, por ela ter um
papel de extrema importancia no organismo e por apresentar um circuito relativamente
simples, composto apenas por um terminal pré-sinaptico, um terminal pos-sinaptico e
um neurotransmissor envolvido na neurotransmissao. Além disto, € de muito facil
acesso. Ainda assim, € um sistema onde muitas questdes permanecem em aberto em

relagdo a seu funcionamento.

1.3 Acetilcolina e receptores de acetilcolina
A acetilcolina foi primeiramente identificada como neurotransmissor através do
classico experimento realizado pelo pesquisador Otto Loewi em 1921, onde ao

estimular eletricamente o nervo vago de um coragdo de sapo colocado em um
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recipiente, foi observado que ao interconectar a solucdo que banhava o coragao
estimulado a um segundo coragdo sem nervo vago e sem estimulagao elétrica, apos
algum tempo o segundo coragao também apresentava uma diminui¢gdo no ritmo de
seus batimentos (Loewi, 1921, revisado por Karczmar, 1996). A acetilcolina (ACh) é
composta por um éster de acido acético e colina. Tem a massa molar de 146,2 g/mol
e sua formula quimica é CH3COO(CH2)°N+CH3)3. A ACh é o neurotransmissor da
juncdo neuromuscular, mas também participa de processos cognitivos, memoria,
aprendizado, desenvolvimento do sistema nervoso, desenvolvimento e crescimento
da musculatura esquelética (Bartus ef al, 1982; Hasselmo, 1999; Misgeld et al, 2002,
Brandon et al, 2003, De Castro et al, 2009). Possui papel fundamental no sistema
nervoso autonémico, onde o neurotransmissor das fibras pré e pds-ganglionares
parassimpaticas e fibras pré-ganglionares simpaticas, controlando varias fungdes que
mantém a homeostasia do organismo (Matsui et al, 2000; Leclere e Lefebvre, 2002;
Olshansky et al, 2008).

A ACh atua em receptores nicotinicos e muscarinicos. Os receptores
nicotinicos da ACh s&o canais i6nicos (ionotrdpicos) acionados por ligantes. Os
receptores nicotinicos sao constituidos por cinco subunidade proteicas. Sendo duas
subunidades alfa, uma subunidade delta, beta e gama, cada receptor geralmente
possui peso molecular de 275000 kDa. Cada subunidade alfa possui um sitio de
ligagcao para ACh, que ao se ligar, gera uma mudanga conformacional na estrutura do
canal resultando em sua abertura, aumentando sua condutancia para cations,
consequentemente apos sua abertura, ocorre influxo de Na* que gera despolarizagéo
no terminal pds-sinaptico. Podem ser encontrados no cérebro e na jungao
neuromuscular. Os receptores colinérgicos muscarinicos possuem caracteristicas
bem distintas em relacdo aos receptores colinérgicos nicotinicos, sao receptores
acoplados a proteina G (metabotropicos). Foram classificados em 5 tipos, M1, M2,
M3, M4 e M5. Podem ser encontrados no cérebro, coragao, pancreas e musculo liso
(Dorje et al, 1990; Pedersen e Cohen, 1990; Taly et al, 2009).

Na jungdo neuromuscular de mamiferos, a grande quantidade de ACh liberada
pelos terminais pré-sinapticos apds estimulo nervoso se ligam aos receptores
nicotinicos colinérgicos situados no terminal pds-sinaptico no musculo esquelético. As
despolarizagbes geradas pelo influxo de Na* através da abertura dos canais
nicotinicos sdo chamadas potenciais de placa motora. Se as despolarizagdes forem
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suficientes para alcangar o limiar da fibra muscular, resultara na produgdo de um
potencial de agcdo muscular (Del Castillo e Katz, 1954a, b: Katz, 1971 Van der Kloot e
Molgo, 1994).

1.4 Sintese e armazenamento de ACh

Na JNM de mamiferos, a ACh é sintetizada nos terminais pré-sinaptico (Collier
e Katz, 1973; Potter, 1970; Ribeiro et al, 2006). A Acetil-CoA e a colina s&o catalisados
pela enzima colina acetiltransferase formando moléculas de ACh. O Acetil-CoA pode
ser formado nos proprios neurdnios sendo o resultado da oxidagao total de moléculas
organicas como o piruvato nas mitocdndrias. A colina é obtida por transporte ativo do
liquido extracelular, pois ndo pode ser sintetizada por neurbnios, podendo ser
fornecida através da dieta, estando presente em uma grande variedade de alimentos
como ovos, peixes, brocolis, farelo de aveia dentre outros (Savendahl et al, 1997,
Scagnelli et al, 1991; Upadhyay, 2014).

As moléculas de ACh recém-formadas sao transportadas para dentro de
vesiculas através do transportador vesicular de ACh (VAChT) (Varoqui e Erickson,
1996; Kitamoto et al, 1998). As vesiculas que armazenam a ACh possuem cerca de
40 nandémetros, geralmente possuem o formato arredondado (Gonatas et al, 1984;
Zhang et al, 1998). As vesiculas localizadas mais proximo da membrana do terminal
pré-sinaptico compde o reservatorio prontamente liberavel (Readily Releasable Pool -
RRP), formando a zona ativa. As vesiculas localizadas na zona intermediariam do

terminal pré-sinaptico compde o reservatorio de repouso (Resting Pool - RtP).

1.5 Exocitose e endocitose

O processo em que a vesicula se funde com a membrana do terminal pré-
sinaptico € chamado de exocitose (Zhang et al, 1998; Alabi e Tsien, 2012; Eggerman
et al, 2013). Na exocitose, as proteinas do complexo SNARE sdo compostas por:
Sinaptobrevina/VAMP 1 e 2, chamadas de vSNAREs, Sintaxina e SNAP-25,
chamadas de t-SNAREs (Rizzoli e Betz, 2014; Stdhof, 2013). A sinaptobrevina esta
localizada na membrana da vesicula, sintaxina e SNAP-25 na membrana plasmatica
do terminal pré-sinaptico. A Sinaptotagmina | € a proteina que esta envolvida com a

sinalizagdo do Ca?*. A exocitose se inicia com o aumento na concentragédo de Ca%* no
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terminal pré-sinaptico decorrente da chegada do potencial de agdo e abertura dos
canais Ca?* sensiveis a voltagem. A sinaptotagmina |, localizada na membrana da
vesicula, altera sua conformacéo e interage com as proteinas do complexo SNARE e
com fosfolipides da membrana. A interagcao entre as proteinas do complexo SNARE
resulta na abertura de um poro decorrente da fusédo parcial ou total das membranas
promovendo a liberagc&do dos neurotransmissores (Baig et al., 2016; Saheki; De Camilli,
2017). Este processo recruta centenas de vesiculas de forma sincrona com o

potencial de acao (Van der Kloot e Molgo, 1994; Betz e Angleson, 1998; Rizo, 2018)

Apos serem exocitadas, as vesiculas passam por um processo de endocitose
compensatoéria. Neste processo, as vesiculas sao formadas a partir da membrana do
terminal pré-sinaptico que se difundiram totalmente (endocitose mediada por clatrina
diretamente da membrana plasmatica) ou parcialmente (kiss and run) durante a
exocitose. Apds serem endocitadas, as vesiculas sinapticas sdo preenchidas com
neurotransmissor para possibilitar um novo ciclo (Van der Kloot e Molgo, 1994; Betz e
Angleson, 1998; Rizzoli, 2014; Shanaday et al, 2019). O ciclo se inicia com a
ancoragem das vesiculas sinapticas a membrana no terminal pré-sinaptico. As
proteinas Munc13 e RIMs auxiliam na montagem de um complexo de proteinas
SNARE e estabilizam a ligagao das vesiculas sinapticas com a membrana do terminal
pré-sinaptico. Durante a montagem das proteinas, as chaperonas aumentam a
formacgao do complexo. O complexo de proteinas SNARE esta parcialmente montado
e assume conformagdo trans na etapa (amadurecimento/Priming |). A proteina
complexina acopla-se ao complexo SNARE, aumentando o priming (Priming Il). Apds
a despolarizacdo do terminal pré-sinaptico e abertura dos canais de Ca?* sensiveis a
voltagem, os ions Ca?* se ligam nos sitios C2 da sinaptotagmina, mudando a sua
conformacgéo e interagindo com complexo SNARE, induzindo exocitose vesicular. Ao
final do ciclo as proteinas NSF e SNAPs promovem a dissociacao do complexo
SNARE e um novo ciclo se inicia (Sudhof, 2013).

A ACh liberada para fenda sinaptica se liga aos receptores nicotinicos,
aumentando a condutancia ao Na* gerando potenciais de placa motora, se as
despolarizagbes geradas pelos potenciais de placa motora atingirem o limiar de
excitabilidade da fibra muscular é gerado entdo, um potencial de agdo muscular (Lena
e Changeux, 1997; Taly et al, 2009). O potencial de agao muscular se propagara pelos

tubulos T, desencadeando todo processo de contragdo muscular (Hansford e Lakatta,

14



1987; Block et al, 1988; Stokes e Wagenknecht, 2000; Di Franco et al, 2002; Alabi e
Tsien, 2012).

A ACh é rapidamente removida de seu sitio de ligagdo com os receptores
nicoticos. Esse processo € feito pela enzima acetilcolinesterase que quebra as
moléculas de ACh por hidrolise, formando a colina e o acetato (Van der Kloot, 1993;
Singh e Prior, 1998). O acetato é metabolizado enquanto que a colina é recaptada
pelo terminal pré-sinaptico pelos transportadores CHT1, sendo reutilizada para
formacgao de novas moléculas de ACh. As novas moléculas de ACh s&o transportadas
pelo VAChT para dentro das vesiculas (Scagnelli et al., 1991; Savendahl et al, 1997,
Alés et al, 1999; Upadhyay, 2014).

1.6 Liberagao quantica e nao quantica

Muito do que se sabe da neurotransmissdo quimica foi obtido através de
estudos realizados em JNM utilizando métodos eletrofisiolégicos. Na década de 50,
surgiu a hipétese de que pequenos pacotes de neurotransmissores eram liberados
em quantidades discretas sem qualquer tipo de estimulo, gerando pequenas
despolarizagdes no terminal pds-sinaptico, essas pequenas despolarizagdes foram
chamadas de potenciais de placa em miniatura (MEPP) (Fatt e Katz, 1952). Esses
pacotes liberados de forma espontanea que geravam pequenas despolarizagdes (em
torno de 0,5 mV), foram chamados de quantum. Estudos anteriores mostravam que
quando o nervo era estimulado, uma despolarizacdo mais lenta ocorria um pouco
antes da fase de subida rapida de despolarizacédo do potencial de acdo muscular, essa
despolarizagdo mais lenta, foi chamada de potencial de placa evocado (EPP). Este
evento foi associado como uma despolarizacao ocasionada pela liberacdo de varios
quanta (Fatt e Katz, 1952; Del Castillo e Katz, 1954a, b). Alguns anos depois, a
descoberta da existéncia de vesiculas dentro do terminal pré-sinaptico reforcou a
hipotese da liberagao quantica, sendo entdo denominada liberagdo quantica vesicular
(Robertson, 1956; Heuser et al, 1979).

A liberacdo quantica espontanea ocorre de forma aleatoria, geralmente na
frequéncia de 1Hz. Cada quantum pode conter cerca de 7000 — 12000 moléculas de
acetilcolina (Dunant, 1986; Katz, 1971; Kuffler e Voshjkaimi, 1975; Van der Kloot,

1991). A liberagao quantica evocada ocorre quando o terminal é estimulado. Com isto,
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centenas de quanta sao liberados de forma sincrona com a estimulagdo, podendo
chegar mais de 50.000 moléculas de acetilcolina liberadas para fenda sinaptica por

estimulo nervoso.

Estudos anteriores mostraram que a fibra muscular na JNM sofre uma
despolarizacdo constante. Isto ocorre devido a um vazamento de moléculas de
acetilcolina do terminal pré-sinaptico para fenda sinaptica, este fenémeno foi chamado
de liberagdo nao quantica (Katz e Miledi, 1977). O mecanismo pelo qual ocorre esse
vazamento constante de ACh pode estar associado a permanéncia de algumas copias
do transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) presentes na membrana do
terminal pré-sinaptico, que podem permanecem por curtos periodos apos a fusio das
vesiculas por exocitose, desta forma, transportando a acetilcolina do interior do
terminal pré-sinaptico diretamente para a fenda sinaptica (Van der Kloot e Molgo,
1994; Petrov et al, 2011).

1.7 Plasticidade sinaptica

A plasticidade sinaptica é a capacidade que as sinapses possuem de alterar
sua fungéo, regulando a excitabilidade neuronal, podendo se adaptar em resposta ao
aumento ou diminuigdo de sua atividade, garantindo a eficiéncia da neurotransmisséo.
Os fendbmenos de plasticidade sinaptica sao classificados de acordo com sua duragéo,
e também quanto ao tipo de efeito, podendo alterar elementos pré ou pés-sinapticos
que podem aumentar ou diminuir a liberagdo ou resposta pods-sinaptica ao
neurotransmissor. (Katz e Miledi, 1968b; Van der Kloot e Molgo, 1994; David e Barrett,
2003; Kalkstein e Magleby, 2004).

Dos fenbmenos de plasticidade sinaptica a curto prazo, a facilitacdo € um
processo onde ocorre aumento da liberacdo do neurotransmissor que permanece por
um periodo muito curto de duracdo (milissegundos). Quando ocorre aumento na
frequéncia de estimulagéo, o segundo potencial de placa evocado (EPP) é maior que
o primeiro, e dizemos entdo que o EPP aumentado foi facilitado. Uma das hipdteses
para explicar este fenbmeno é a do calcio residual: o Ca*" que entrou no primeiro
estimulo nervoso e n&o teve tempo suficiente para sair totalmente do citosol se soma
a quantidade de Ca?" que entra proveniente do segundo estimulo, e aumenta o
segundo EPP (Katz e Miledi. 1968b; Rahamimoff, 1968; Bain e Quastel, 1992). A
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aumentacdo e a potenciacdo pos-tetanica também sdo processos onde ocorrem
aumento da liberagcdo do neurotransmissor. A aumentacéo persiste em um periodo
curto de tempo (segundos) enquanto que a potenciagao pods tetanica pode persistir
por um longo periodo de tempo (minutos). A aumentacao e potencializagdo pds-
tetdnica possuem caracteristicas muito semelhantes, ambas surgem apds um
estimulo tetanico prolongado e sdo dependentes do aumento da concentragao de Ca**
do interior do terminal pré-sinaptico (Magleby e Zengel, 1976). A diferenca entre os
dois tipos de fenbmeno é que a aumentacao retorna aos niveis normais em um
intervalo menor de tempo (segundos), enquanto que a potenciagdo pos-tetanica
persiste por mais tempo (Magleby e Zengel, 1976; Van der Kloot e Molgo, 1994). A
aumentacao e potenciagao pos-tetanica podem ser vistas pelo aumento na amplitude
dos EPP apds o estimulo tetanico, sendo que a potenciagao também pode ser vista
através do aumento na frequéncia dos MEPPs apds estimulo tetanico (Magleby e
Zengel, 1976; Yamashita e Oota, 1987; David e Barrett, 2003). A depresséo € o
processo onde ocorre a diminuicdo da liberacdo do neurotransmissor. Isto ocorre
quando a frequéncia de estimulagdo permanece aumentada por um longo periodo de
tempo. A depressao pode ser vista com a diminuigdo da amplitude dos EPPs durante
estimulacéo tetanica, podendo chegar em um platd se a estimulag&o perdurar por um
longo periodo de tempo. Este fenbmeno ocorre devido a diminuicdo do tempo de
preenchimento vesicular, ou seja, ao aumentar a frequéncia de estimulagédo, as
vesiculas sinapticas nao tém tempo suficiente para serem preenchidas com o
neurotransmissor, sendo logo ancoradas e recrutadas nas zonas ativas (Dittman e
Regehr, 1998; Wu e Betz, 1998; Kallkstein e Magleby, 2004).

Dos fendmenos de plasticidade sinaptica a longo prazo, a potenciagao de longa
duracgéo (LTP) é induzida quando ocorre um aumento da frequéncia de estimulagéo
persistente (trains de 20-100 estimulos de 100-200Hz), gerando aumento na forga
sinaptica. O aumento da concentragdao de Ca2+ pds-sinaptico esta relacionado a
ativagcdo dos mecanismos que induzem a LTP (Hdlscher et al, 1997; NicollL, 2017;
Mcleod et al, 2018). A depressao de longa duragao (LTD) é induzida quando ocorre
baixa frequéncia de estimulacdo persistente (1-5 Hz, 10-15 minutos). A ativagao dos
mecanismos que induzem a LTD esta relacionada a um aumento de Ca?* pds-

sinaptico abaixo dos niveis necessarios para induzir a LTP, resultando na diminuindo

da forga sinaptica. A longo prazo pode levar a silenciagdo sinaptica (Stanton, 1996).
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A LTP e LTD sao fenbmenos de plasticidade sinaptica que desempenham importante
papel em mecanismos relacionados ao aprendizado e memoria (Stanton, 1996; Bliss

e Cooke, 2011; Pinar et al, 2017).

Contudo, os fendmenos relacionados a plasticidade sinaptica podem gerar uma
poderosa forga desestabilizadora na atividade sinaptica, o que a longo prazo pode
prejudicar seu funcionamento. Entretanto, existem mecanismos compensatérios
complexos capazes de estabilizar a atividade sinaptica perante a fenbmenos que
podem aumentar ou diminuir a forga sinaptica. Esses mecanismos sdo chamados de

plasticidade sinaptica homeostatica (Daniels et al, 2004; Turrigiano, 2012).

1.8 Plasticidade sinaptica homeostatica

Os neurdnios possuem a capacidade de manutencao das taxas de disparo de
potenciais de agao em certos limites, garantindo a homeostasia da transmissao
sinaptica. Esta regulagao € chamada plasticidade sinaptica homeostatica (Turrigiano,
2012; Davis e Muller, 2015). Entretanto, se a plasticidade resultar em disfungao, ela é
considerada patolégica (Burgess et al, 2014; Casas et al, 2015; Khedraki et al, 2017)

A plasticidade sinaptica homeostatica pode envolver uma série de mecanismos
distintos, como mudancgas na excitabilidade celular (upregulation ou downregulation),
alteracbes no preenchimento vesicular, alteragdées no numero de receptores pos-
sinapticos e alteragées no numero de vesiculas liberadas (CQ) (Snider e Harris, 1979;
Turrigiano, 2012; Wang et al, 2018). Uma forma de plasticidade sinaptica
homeostatica em sinapses excitatérias no sistema nervo central ja bem definida é a
Synaptic Scaling. A Synaptic Scaling foi primeiramente identificada em culturas de
neurénios neocorticais glutamatérgicos, onde foi observado que alteragdes na
atividade neuronal geraram mudangas compensatorios que foram capazes de
restaurar as taxas de disparos sinapticos para valores basais (Turrigiano et al, 1998).
Este fendbmeno é capaz de induzir alteragdes bidirecionais, aumentando ou diminuindo
a forca sinaptica (Turrigiano et al. 1998; Gainey et al. 2009). O mecanismo de ativagéo
da Synaptic Scaling é dependente de alteragdes no influxo de Ca?* sinaptico que
ativam vias que podem levar ao aumento ou diminuigao dos receptores pos-sinapticos
(Wierenga et al. 2005; Goold e NicolL 2010).
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Recentemente, foi mostrado que a plasticidade sinaptica homeostatica pode ter
um controle bi-direcional da eficiéncia sinaptica na JNM. Além da potenciacao
homeostatica pré-sinaptica (PHP), uma depressao homeostatica pré-sinaptica (DHP)
também foi demonstrada na JNM de drosofila (Snider e Harris, 1979; Daniels et al,
2004; Gavino et al, 2015; Li et al, 2018).

Na PHP, foi mostrado que manipulagdes farmacolégicas agudas ou
manipulagdes genéticas crbnicas que diminuem a fungdo do AChR podem ativar o
sistema de sinalizagcdo que geram aumentos compensatorios na liberagdo do
neurotransmissor, restaurando a homeostasia sinaptica. Um dos primeiros dados na
literatura que reportou este mecanismo na JNM foi a demonstracdo da super-
sensibilidade a acetilcolina e carbacol induzida por desnervagao. (Axelsson e Thesleff,
1959). A desnervacéo gera alteragdes na fibra muscular. Algumas dessas alteracoes
foram consideradas respostas homeostaticas capazes de restaurar a fungao sinaptica
como o aumento da excitabilidade muscular e contracbes musculares espontaneas
causadas pelo aumento da resisténcia de entrada e aumento do numero de AChR
extrajuncionais (Axelsson e Thesleff, 1959; Berg e Hall, 1975; Turrigiano e Nelson,
2004). Posteriormente, Snider e Harris (1979), através do bloqueio da atividade
sinaptica na JNM utilizando tratamento crénico com TTX, mostraram um aumento no
preenchimento vesicular (amplitude dos quanta) e aumento no CQ. Posteriormente foi
mostrado que o aumento do conteudo quantico induzido por diminuicdo da ativagao
dos receptores pos-sinapticos esta relacionado a mudanca conformacional do
receptor nicotinico apds seu bloqueio parcial. Esta mudanca conformacional iniciaria
um processo de sinalizagao retrégrada do receptor que alteraria o recrutamento de
vesiculas no RRP (Valbuena e Lerma, 2016; Wang et al, 2016, 2018). Em drosdfila, a
sinalizagdo retrograda ativada pela mudanga conformacional dos receptores de
glutamato pds-sinapticos na JNM, agem na membrana do terminal pré-sinaptico
modificando a proteina citoesquelética actina, aumentando a insercdo de canais de
sodio (DegENaC) e aumentando a entrada de Ca?* através dos canais Cav 2.1. (Rich
e Wenner, 2007; Turrigiano, 2012; Davis e Muller, 2015; Wang et al, 2018).

Na DHP ocorre o inverso que a PHD. Foi mostrado que manipulagdes genéticas
crénicas que produzem excesso de liberagao de neurotransmissores podem ativar o
sistema de sinalizacdo que geram diminuigcbes compensatérias na liberagcdo do

neurotransmissor, restaurando a homeostasia sinaptica. As primeiras evidéncias da
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PHD surgiram em trabalhos que buscavam estudar mutagdes em genes de endocitose
vesicular em drosofila (Verstreken et al, 2002; Marie et al, 2004). Nestas mutagdes, o
aumento do tamanho dos quanta levou a diminuicdo do CQ (Dickman et al, 2005;
Chen et al, 2014). Entretanto, o trabalho que caracterizou a PHD foi realizado por
Daniels et al (2004), utilizando um modelo que apresentava superexpressao do
transportador vesicular de glutamato (VGlut; VGIut OE) em JNM de Drosofila. Tal
mutacao genética apresentou aumento no tamanho dos quanta, diminuicdo do QC e
as amplitudes dos EPSP nao apresentaram alteragdes. Foi mostrado que a DHP
ocorre independentemente do estado dos receptores pos-sinapticos. Isto sugere que
a sinalizagcdo que regula a homeostasia da liberagdo do neurotransmissor
apresentado por esta plasticidade pode acontecer através de uma sinalizagao
autdcrina do terminal pré-sinaptico (Li et al, 2018). Entretanto, os mecanismos que

controlam a DHP ainda permanecem desconhecidos.

1.9 Consequéncias do envelhecimento na juncao neuromuscular

O envelhecimento € um processo natural de todo organismo vivo, alteragdes
organicas e funcionais ocorrem inevitavelmente com o passar do tempo. Em
mamiferos, a musculatura torna-se fraca ao longo dos anos (Willadt et al, 2016).
Diversas pesquisas tém sido realizadas no intuito de averiguar se alteragbes
estruturais ou funcionais musculares devido ao envelhecimento podem trazer algum
impacto na eficiéncia da neurotransmissdao ou se alteragdes na estrutura ou
funcionamento da neurotransmissao podem trazer algum impacto na estrutura ou
funcionamento muscular. As alteragdes reportadas na literatura podem variar de
acordo com a espécie, género, musculatura individual, critérios de exclusdo de
animais doentes e até mesmo na idade em que um animal é considerado adulto para
ser usado como controle de amostragem. Alguns trabalhos consideram animais
adultos a partir de 3 meses de idade, enquanto outros trabalhos consideram como
adultos animais com 12 meses de idade (Anis e Robbins, 1987).

Em alguns trabalhos onde foram avaliadas as alteragdes sinapticas decorrentes
do envelhecimento em JNM de ratos, foi reportado aumento na depressao sinaptica,
grande tendéncia a falhas na propagacéo do potencial de agdo, redugédo no potencial
de repouso muscular, aumento no numero de vesiculas por terminal nervoso, aumento

na amplitude dos MEPPs, aumento na quantidade de ACh liberada durante
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estimulacao nervosa e aumento na frequéncia de liberacao vesicular. Estas alteracoes
nas capacidades de sustentabilidade da transmissao sinaptica apresentadas por ratos
idosos, foram associadas a um aumento no numero de terminais nervosos por placa
motora (Banker et al, 1983; Smith, 1984; Kelly e Robbins, 1987).

Entretanto, outros trabalhos utilizando a JNM de camundongos idosos,
observaram aumento apenas na amplitude dos MEPPs e no CQ. As alteracbes
encontradas na liberagdo do neurotransmissor foram associadas a um aumento na
densidade ou estrutura das zonas ativas, aumento na corrente de calcio e aumento
no numero de terminais nervosos por placa motora (Anis e Robbins, 1987; Willadt et
al, 2016).

O CQ foi um dos parametros avaliados em espécies animais diferentes que
apresentou alteragbes semelhantes. A JNM de ratos, camundongos e ra idosos

apresentaram aumento no conteudo quantico (Smith, 1984; Anis e Robbins, 1987).

Por mais que as alteragcdes observadas em animais idosos variem dependendo
da espécie, género e musculos individuais, todos os mecanismos envolvidos buscam
de alguma forma manter a homeostasia da JNM garantindo a eficiéncia da

neurotransmissao sinaptica ao longo do processo de envelhecimento natural.

1.10 VAChT

O transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) é responsavel por transportar
a ACh livre no citoplasma do terminal pré-sinaptico para dentro das vesiculas
sinapticas. O VAChT é uma proteina contendo 12 dominios transmembrana com
massa de 75 KDa (Varoqui e Erickson, 1996; Kitamoto et al, 1998). O transporte é
inteiramente dependente do gradiente eletroquimico, trocando dois protons por uma
molécula de ACh (Erickson et al, 1994; Nguyen et al,1998). A quantidade de prétons,
por sua vez, depende da atividade de uma bomba para H*, do tipo V-ATPase, também

localizada na membrana da vesicula.

Estudos anteriores mostram que o bloqueio da agcdo do VAChT usando
vesamicol resulta na diminuicdo do preenchimento vesicular (Yu e Van der Kloot,
1991; Naves e Van der Kloot, 2001; Van der Kloot, 2003). Sendo assim, variagdes no
seu funcionamento podem alterar a neurotransmissédo colinérgica espontanea ou

evocada por estimulo nervoso (Searl et al, 1991; Lima et al, 2010; Satoshi et al, 2016).
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Com os avancgos tecnoldgicos, a utilizagcdo de modelos animais geneticamente
modificas vem se tornando uma ferramenta muito util no estudo da neurotransmissao
colinérgica. Alteragdes na expressdo do VAChT podem trazer severas alteragcdes no
desenvolvimento e eficiéncia da neurotransmissao colinérgica. Camundongos KO
VAChT, que n&o expressam a proteina transportadora vesicular, apresentam
reciclagem vesicular normal, mas morrem minutos apos o nascimento (De Castro et
al, 2009). Camundongos KDVAChHT, que apresentam cerca de 70% de reduc¢do na
expressao da proteina VAChT chegam a fase adulta, mas apresentam disfungdes
cardiacas, alteragbes cognitivas, diminuicdo da performance motora, deficiéncia na
forca de contragcdo muscular, diminuicdo no preenchimento e probabilidade de
liberagao vesicular (Prado et al, 2006; De Castro et al, 2009; Lara et al, 2010; Lima et
al; 2010). Outra linhagem também utilizada que apresenta aumento no VAChT é
o ChAT(BAC)-eGFP (Talline, 2006, Nagy e Aubert, 2012).

A linhagem de camundongos ChAT-ChR2-EYFP, que sera denominado nesse
trabalho “Hyper VAChT” mostrou ser uma ferramenta muito util para estudar a fungéo
do VAChAT e as consequéncias do aumento da liberacdo de ACh. A principio o modelo
animal transgénico foi criado no intuito de utilizar a optogenética para estudar a
transmissao sinaptica colinérgica do SNC que naturalmente ndo apresentasse
nenhum tipo de alteragdo funcional ou estrutural. A especificidade colinérgica
apresentada por esses animais é garantida pelo cromossomo bacterial artificial (BAC)
modificado para expressar o gene do canal de rodopsina 2 (ChR2) sob controle do
promotor da colina acetiltransferase (ChAT). Os neurdnios colinérgicos desses
camundongos transgénicos apresentaram uma fluorescéncia e disparavam potenciais
de agéo ao utilizar o comprimento de onda adequado (460 a 490 nm). Entretanto, o
gene do VAChT estava presente entre o primeiro e segundo exon dentro do primeiro
intron do promotor ChAT. Com isto, foi observado aumento na expressao do VAChT,
aumento do numero de copias do VAChT, aumento na liberacdo de ACh no SNC e
periférico, déficit de memoaria, atencéo, aprendizado, envelhecimento precoce da JNM
e aumento na resisténcia muscular em teste de esteira (Kolisnyk et al, 2013; Satoshi
et al, 2016).
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2. Justificativa

Trabalhos anteriores mostraram que o aumento da expresséao do transportador
vesicular de glutamato na jungado neuromuscular de Droséfila induz um aumento na
liberagao de glutamato por vesicula e diminuigdo no conteudo quantico, diminuindo o
numero de vesiculas liberadas por estimulo nervoso (Daniels et al, 2004). Este
mecanismo plastico compensatorio capaz de reestabelecer a homeostasia sinaptica
€ chamado de depressdo homeostatica pré-sinaptica (DHP) (Gavifio et al, 2015; Li et
al, 2018).

Recentemente, foi observado que a linhagem de camundongos ChAT-ChR2-
EYFP criado por Zhao et al (2011) possuem um aumento na liberagao de ACh na JNM
devido ao aumento dos niveis de expressdo de VAChT (Satoshi et al, 2013). Esta
linhagem de camundongos, €, portanto, uma ferramenta muito util para estudar a DHP
na sinapse periférica colinérgica, pois apresenta o mesmo tipo de modificacdo do
modelo experimental utilizado por Daniels et al (2004). Este tipo de plasticidade
homeostatica ainda nao foi reportada em mamiferos e muitas questdes relacionadas

a este fenbmeno permanecem desconhecidas.

3. Objetivos

Neste trabalho, testamos a hipotese de que o aumento crénico da liberagcéo de
acetilcolina (ACh) por vesicula na jungado neuromuscular de camundongos (JNM) pode
acionar a DHP e resultar em uma diminuicdo compensatdria na liberagao vesicular
evocada. Portanto, nosso objetivo foi investigar a DHP em camundongos Hyper
VAChT jovens e idosos geneticamente modificados que possuem aumento na
liberagdo de ACh por vesicula.

Como objetivos especificos, avaliamos a liberagdo quantica basal e evocada,
CQ, facilitacao, depresséao sinaptica e potenciagao apds estimulagao tetanica na JNM
de camundongos Hyper VAChT adultos e idosos. Para tal, utilizamos métodos
eletrofisiolégicos de registro de potenciais de placa em miniatura (MEPPs), correntes
de placa em miniatura (MEPCs) e potenciais de placa evocados (EPP) em baixa e alta

frequéncia de estimulagdo.
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4. Estratégia experimental, materiais e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados 4 camundongos WT (selvagens) e 4 camundongos ChAT-
ChR2-EYFP (Hyper VAChT) com idade de 3 meses (jovens) e 5 camundongos WT e
3 camundongos Hyper VAChT com idade de 24 meses (idosos), todos de sexo
masculino. Os animais foram mantidos em micro isoladores sob ar filtrado,
temperatura 23° e ciclo de vigilia claro escuro de 12h/12h, fornecidos pelo Biotério de
Criacdo de Camundongos do DFIB-ICB — UFMG e mantido no Biotério de
Camundongos do DFIB - ICB - UFMG. Todos os procedimentos com animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UFMG (protocolo
namero 76/2015).

4.2 Solugao, farmacos e reagentes
Todos os farmacos e sais foram obtidos da companhia Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, EUA).

4.3 Solugoes e preparagao do musculo para registro

Foi utilizada uma solugéo fisiolégica Tyrode, preparada com agua milli-Q para
os experimentos eletrofisioldgicos, contendo a seguinte composigdo (em mM): NaCl
(134), KCI (5), CaClz2 (2), MgCl2 (1), NaHCOs (11), NaH2PO4 (1), D-Glicose (11),
equilibrada com mistura de gas carbogénio (5% COz2, 95% O2) e pH ajustado em 7.4
utilizando NaOH. Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical.
Apoés eutanasia, as regides toracica e abdominal foram abertas cirurgicamente para
retirada do diafragma mantendo um segmento do nervo frénico intacto. Em seguida,
o diafragma foi dividido ao meio (hemidiafragma), ndo havendo preferéncia para o
lado a ser usado. O hemidiafragma foi fixado com pequenos alfinetes em uma camara
de 5 mL fabricado de acrilico com um leito de Sylgard no fundo. A solug¢ao Tyrode foi
trocada continuamente em velocidade de 1-2 mL/min usando um sistema de perfusao
por gravidade ou movido por uma bomba peristaltica.

Para evitar contragdes musculares durante estimulo do nervo nos registros de
Current Clamp, foi utilizada a técnica de fibras cortadas, onde eram realizados micro

cortes nas fibras musculares, gerando despolarizagdo do potencial de repouso das
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células musculares que inativam os canais de Na* sensiveis a voltagem causando
paralisia muscular (BARSTAD AND LILLEHEIL 1968). Para inibir o surgimento de
potenciais de agdo muscular durante os registros de Voltage Clamp, foi utilizado
tetrodotoxina (TTX), farmaco que age bloqueando os canais de Na* sensiveis a
voltagem (Katz e Miledi, 1968a, 1967b).

4.4 Sistema de registro

O sistema de registro continha os seguintes equipamentos:
- Osciloscopio Tektronix (TSD 1001B)
- Um par de Micromanipuladores da marca Industrial Science Associates
- Microscépio Jenco Trinocular
- Amplificador Axoclamp com condicionador de sinais Cyberamp
- Conversor Analogico/DIGITAL National Instruments PCI-6023

- Microcomputador com o Software Strathclyde Electrophysiological Software

(gentilmente concedido pelo John Dempster, University of Strathclyde)
- Camara de acrilico contendo Sylgard 184 em sua base

- Microeletrodos de registro confeccionados em vidro capilar de borosilicato (World
Precision Instruments modelo1B150 F)

- Narishire Puller PN-30
- Camera Samsung Scb-2000
- Estimulador GRASS (SD9)

A preparacao neuromuscular foi montada sobre uma mesa antivibratoria
(TMC), contendo um suporte para fixar a cAmara de acrilico com o tecido, eletrodo de

registro, eletrodo de estimulagdo, micromanipuladores e microscopio.

4.5 Eletrofisiologia: Current Clamp
Através de microeletrodos de registro foi possivel registrar a diferenga do

potencial transmembrana (potencial de repouso) e os potenciais de placa
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espontaneos e evocados (MEPPs e EPPs). Os sinais obtidos foram enviados ao
amplificador |, configurado para amplificar os sinais em 10x, e em seguida para o
amplificador I, configurado para amplificar entre 200-1000x o sinal, dependendo da
situacdo experimental. No amplificador Il, foi utilizada duas saidas: A) para o
osciloscopio para visualizagado dos sinais, B) para o conversor analdgico digital. Ao
serem convertidos, os sinais digitalizados foram registrados pelo programa WinWCP
ou WIinEDR (Strathclyde Eletrophysiology Software, cortesia de John Dempster,
University of Strathclyde). Os dados foram filtrados na faixa de 0.1 — 1000 Hz. A
amostragem foi de 20 KHz (figura1).

Dagan Ectron
Amplificador | Amplificador Il
‘ (10%) (100X}

Placa de
conversao Ocilogcopio
AD

|

Computador

Figura 1 — Fluxo de sinais utilizado para registrar potencias sinapticos. A. Modo Current
Clamp

4.6 Registros eletrofisiolégicos dos potenciais de placa em miniatura (EPPs)
Utilizamos o modo de Current Clamp para medir os potenciais de membranas
na regido da JNM, como descrito acima. O nervo frénico foi succionado por um
microelétrodo conectado a um estimulador e estimulado 3x acima do limiar de
excitacdo do musculo para garantir o recrutamento de uma maior quantidade de fibras
nervosas. O protocolo de estimulagdo foram 300 segundos de estimulo em 0.2 ou 0.3
Hz, seguida por 60 segundos a 20 ou 30 Hz, retornando novamente para 0.2 ou 0.3
Hz apds estimulo tetanico durante 300 segundos. Foram utilizadas frequéncias de
estimulacédo diferente nos camundongos idosos para induzir o mesmo nivel de
depressao sinaptica. As amplitudes dos EPPs foram corrigidas para um potencial de

repouso padrao de -36 mV. Os EPPs obtidos também foram corrigidos para o efeito
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de somacao néo linear (Mclachlan e Martin, 1981) (Figura 2C e D). De cada animal,
registramos em 5 sinapses diferentes. Nos experimentos com animais de 3 meses de
idade, utilizamos 4 animais WT e 4 animais Hyper VAChT. Nos experimentos com

animais de 24 meses de idade, utilizamos 5 animais WT e 3 animais Hyper VAChT.

4.7 Registros Eletrofisiolégicos dos potenciais de placa evocados (MEPPs)

Durante os intervalos entre os EPPs, também foi possivel registrar os MEPPs.
De cada uma de 5 jungdes diferentes, analisamos cerca de 100 MEPPs antes, durante
e apos estimulo tetanico. Foram avaliados a amplitude, area, tempo de descida e
frequéncia dos MEPPs. As amplitudes dos MEPPs foram corrigidas pelo método
descrito por Mclachlan (1981) utilizando o potencial de repouso padréo de -36 mV
(Figura 2A e B).

A B

-

sl

o M

500ms

C D

|
L 5mV|__

o] | - 10ms

10ms

Figura 2 — Registro representativo da liberagao quantica espontinea e evocada na
juncao neuromuscular. A. Potenciais de placa motora em miniatura (MEPP). B. Média de 10
MEPPs. C. Potenciais de placa motora (EPP, do inglés End Plate Potential) evocados por
estimulo do nervo. D. Média de 10 EPPs.
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Figura 3 — Fluxo de sinais utilizado para registrar correntes sinapticas. Correntes
sinapticas no modo Voltage Clamp.

4.8 Eletrofisiologia: Voltage Clamp

Para a utilizagdo do modo Voltage Clamp, é necessario inserir dois
microelétrodos na mesma fibra muscular. Nesta configuragdo, um dos microelétrodos
mede o potencial de membrana e o outro injeta corrente para manter o potencial de
membrana no valor fixado. As correntes de placa motora em miniatura (MEPCs) foram
amplificadas pelo amplificador Il, configurado para amplificar os sinais de 100-500x.
Foram utilizadas duas saidas do amplificador IlI: A) para o osciloscépio permitindo
visualizagdo dos sinais. B) para o conversor analégico digital gerenciado pelo

programa WiIinEDR (Figura 3).

4.9 Registros eletrofisioldégicos das correntes de placa em miniatura (MEPCs)

Registramos cerca de 100 MEPCs em cinco jungdes diferentes em 5
camundongos WT e 4 camundongos Hyper VAChT de 3 meses de idade. Foram
avaliados a amplitude e frequéncia das MEPCs (Figura 4A e B).

28



2nAal_

500ms

Figura 4 — Correntes de placa motora em miniatura (MEPC) na jungdao neuromuscular.
A. Registro tipico de MEPC. B. Superior: Registro representativo de uma corrente (MEPC).
Inferior: escape tipico <0.2mV.

4.10 Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas considerando o animal como unidade de
amostra. A significancia estatistica foi determinada pelo teste ANOVA e ou teste t de
Student..

5. Resultados

5.1 Medidas de liberagao espontanea

5.1.1 Alteracoes na amplitude dos potenciais de placa em miniatura (MEPPs) em
camundongos ChAT-ChR2-EYFP (Hyper VAChT)

Primeiramente, avaliamos se o aumento da expressdo do VAChT nos
camundongos Hyper VAChT poderia alterar a liberagéao vesicular espontanea. Para
tal, medimos a amplitude dos MEPPs. A figura 5A e B mostra o histograma das
amplitudes dos MEPPs nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. A
figura 5C mostra o grafico de frequéncia cumulativa da amplitude de 1496 MEPPs nos
camundongos WT e 1666 MEPPs nos camundongos Hyper VAChT de 3 meses. A
figura 5D mostra o grafico de frequéncia cumulativa da amplitude de 6037 MEPPs nos
camundongos WT e 4590 MEPPs nos camundongos Hyper VAChT de 24 meses. Na
figura 6, observamos que a meédia das amplitudes dos MEPPs nos camundongos WT
foi de 0.39+0,04 mV (médiatEPM), enquanto que nos camundongos Hyper VAChT a
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média das amplitudes foi de 0.76+0,13 mV (médiatEPM) nos camundongos de 3
meses. Observamos que a média das amplitudes dos MEPPs nos camundongos de
24 meses WT e Hyper VAChT foi de 0,45+0,11 mV (médiatEPM) e 0,5+0,09 mV
(médiatEPM). Foram observadas uma diminuigdo significativa na amplitude dos
MEPPs entre os camundongos WT e Hyper VAChT de 3 meses e também uma
diminuicdo significativa na amplitude dos MEPPs entre os camundongos Hyper
VAChT de 3 e os camundongos Hyper VAChT de 24 meses (ANOVA, P<0.05). Esses
dados sugerem que existe aumento de liberagao espontanea de acetilcolina na JNM
nos camundongos Hyper VAChT adultos, isto pode ser devido ao aumento no
preenchimento vesicular. Ja em camundongos idosos, processos adaptativos podem
ter alterado os mecanismos de preenchimento vesicular ou a resposta dos receptores

colinérgicos devido ao excesso de ACh liberado ao longo do tempo.
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Figura 5 — Alteragdoes na amplitude dos MEPPs nos camundongos Hyper VAChT
adultos. A e B. Distribuicdo das amplitudes de MEPPs registrados em camundongos WT e
Hyper VAChT de 3 e 24 meses. C e D. Mesmo dado de A e B, plotado como fungao de
distribuicdo cumulativa.
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Figura 6 - Média das amplitudes dos MEPPs dos camundongos WT e Hyper VAChT de
3 e 24 meses. As barras de erro representam as médias £+ EPM. (ANOVA * P<0.05).

5.1.2 Alteracoes na frequéncia dos MEPPs em camundongos Hyper VAChT
adultos e idosos

Para avaliar se o aumento da expressdo do VAChT além de alterar o
preenchimento poderia também alterar a probabilidade de liberagao vesicular, um dos
parametros avaliados foi a frequéncia de liberagdo basal dos quanta. Na figura 7,
observamos que a meédia das frequéncias dos MEPPs nos animais WT foi de
0.45+0.17 Hz (médiaztEPM) e 0.4+0.13 Hz (médiatEPM) nos camundongos Hyper
VAChT de 3 meses. Observamos que a média das frequéncias dos MEPPs nos
camundongos de 24 meses WT e Hyper VAChAT foi de 0,77+0,19 Hz (médiatEPM) e
1,02+ 0,16 Hz (médiaztEPM). Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significantes em ambos os grupos (ANOVA, P>0.05). Entretanto foram observados
aumentos significantes na frequéncia entre os camundongos WT de 3 e 26 meses e
nos camundongos Hyper VAChT de 3 e 26 meses. Esses dados sugerem que o

aumento da expressao do VAChT possa nao ter influéncia no recrutamento vesicular.
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Figura 7 — Frequéncia dos MEPPs nos camundongos Hyper VAChT adultos e idosos.
Média das frequéncias dos MEPPs nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses.
As barras de erro representam as médias + EPM. (ANOVA * P<0.05).

5.1.3 Mudancas nas correntes de placa em miniatura (MEPCs) pelo aumento da
expressao do VAChT

Para investigar a possibilidade das diferengcas observadas na amplitude dos
MEPPs nos animais Hiper VAChT de 3 meses serem devido a diferengas nas
propriedades passivas da membrana, nés medimos as MEPCs utilizando o modo
Voltage Clamp, pois nesta técnica, as amplitudes dos eventos em miniatura néo
dependem destes fatores. A figura 8A, mostra o histograma das amplitudes das
MEPCs dos animais WT e Hyper VAChT. A figura 8B, mostra a frequéncia cumulativa
da amplitude de 1925 MEPCs dos animais WT e 1988 MEPCs dos animais Hyper
VAChT. Na Figura 8C, observamos que a média das amplitudes das MEPCs nos
animais WT foi de 2.31£0.6 nA (médiatEPM) enquanto que nos animais Hyper VAChT
a média das amplitudes foi de 4.7£1.37 nA (médiatEPM). Essa diferenca foi
estatisticamente significativa (teste t de Student, P<0.05). A figura 8D, mostra que a
média da frequéncia das MEPCs nos animais WT foi de 0.36+£0.18 Hz (médiatEPM)
e 0.7910.23 Hz (médiatEPM) nos animais Hyper VAChT. Essa diferenga foi
estatisticamente significativa (teste t de Student, P<0.05). Esses dados mostram que
o aumento da amplitude das correntes nos animais Hyper VAChT, corroborou com o
aumento visto na amplitude dos MEPPs, confirmando que existe um aumento de
liberagdo espontanea de acetilcolina na JNM destes animais e isto pode ser devido

aumento no preenchimento vesicular. Ja o aumento na frequéncia das correntes nos
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leva a hipotese de que o aumento da expressdo do VAChT nestes animais, também
pode alterar a probabilidade de liberacdo vesicular. Este mesmo parametro néo foi
observado ao utilizar o modo Current Clamp, pois mesmo com a relagcao sinal/ruido
estando em proporcdes aceitaveis para analise, talvez muitos eventos n&do foram
captados por ter pequenas amplitudes que possam estar escondidas dentro do ruido
basal. Por outro lado, a técnica de Voltage Clamp possui uma relagao sinal/ruido
menor que a técnica de Current Clamp possibilitando a captura de eventos com

menores amplitudes.
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Figura 8— Aumento da amplitude e frequéncia das MEPCs em animais Hyper VAChT
adultos. A. Histograma da amplitude das MEPCs nos animais WT ou Hyper VAChT. B.
Mesmo dado de A, plotado como fungao de distribuicdo cumulativa. C. Média das amplitudes
das MEPCs nos animais WT e Hyper VAChT. D. Média das frequéncias de liberagao das
MEPCs em animais WT ou Hyper VAChT. As barras de erro representam as médias + EPM.
* P<0.05 (Teste t de Student).

34



5.2. Medidas da liberagao evocada em baixa frequéncia de estimulagao

5.2.1 Alteragcbes em potenciais de placa evocados (EPPs) de camundongos
Hyper VAChT

Ao observar as diferengcas encontradas na liberagdo vesicular espontanea,
medidas nos parametros anteriores nos camundongos Hyper VAChT de 3 meses,
gostariamos de saber se a liberagao vesicular evocada também poderia também estar
alterada neste grupo ou apresentar alguma diferenca no grupo dos camundongos de
24 meses que nao apresentaram alteragdes. Avaliamos as diferengas nas amplitudes
dos EPPs entre camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. A figura 9A e B,
mostra o histograma das amplitudes dos EPPs nos camundongos WT e Hyper VAChT
de 3 e 24 meses. Na figura 9C e D, foi feito o grafico de frequéncia cumulativa da
amplitude de 1718 EPPs dos camundongos WT e 1656 EPPs dos camundongos
Hyper VAChT de 3 meses e 1530 EPPs dos camundongos WT e 940 EPPs dos
camundongos Hyper VAChT de 24 meses. Na Figura 10, observamos que a média
das amplitudes dos EPPs nos camundongos de 3 meses WT foi 11.51£2.81 mV
(médiatEPM), enquanto que nos animais Hyper VAChT a média das amplitudes foi
de 21.8415.88 mV (médiatEPM). Nos animais de 24 meses a média das amplitudes
dos EPPs nos camundongos WT foi de 20,53+10,59 mV (médiatEPM) e de
11,58+3,25 mV (médiatEPM) nos camundongos Hyper VAChT. Foram observadas
diferengas estatistica significativa entre os camundongos WT e Hyper VAChT de 3
meses e entre os camundongos Hyper VAChT de 3 e 24 meses (ANOVA, P<0.05).

Esses dados sugerem que sob estimulo uma maior quantidade de
neurotransmissores ¢€ liberada na JNM em camundongos Hyper VAChT adultos. Isto
pode ser o reflexo de uma maior quantidade de ACh por vesicula, que vai de acordo
com aumento na amplitude dos MEPPs visto anteriormente ou um maior recrutamento
no numero de vesicular por estimulo. Nos camundongos Hyper VAChT idosos, um
mecanismo compensatério pode ter se desenvolvido ao longo do tempo devido a
grande quantidade de ACh liberada por vesiculas sinapticas, diminuindo as taxas dos
potenciais evocados.
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Figura 9 — Alteragdes na amplitude dos EPPs dos camundongos Hyper VAChT adultos.
A e B. Distribuicdo das amplitudes de MEPPs registrados em camundongos WT e Hyper
VACHT de 3 e 24 meses. C e D. Mesmo dado de A e B, plotado como funcao de distribuicdo
cumulativa. Ee F
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Figura 10 — Aumento da amplitude dos EPPs dos camundongos Hyper VAChT adultos
Média das amplitudes dos MEPPs dos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses.
As barras de erro representam as médias + EPM (ANOVA * P<0.05).

5.3 Conteudo quantico

5.3.1 Mudangas produzidas no conteudo quantico dos camundongos Chat-
ChR2-EYFP (Hyper VAChT)

Alteragcdes nas amplitudes dos EPPs, podem ocorrer devido ao aumento do
preenchimento vesicular ou devido ao aumento no recrutamento do numero de
vesiculas liberadas. Para testar essas hipoteses, nés decidimos medir o conteudo
quantico nos camundongos Hyper VAChT de 3 e 24 meses. O conteudo quéntico
reflete o numero de quanta liberados por cada EPP e os MEPPs refletem o efeito
unitario de cada quantum, e através disto podemos calcular o conteudo quéantico
através da razdo da amplitude dos EPPs pela amplitude dos MEPPs. Baseado na
razao das médias dos EPPs e MEPPs, o conteudo quantico mostrado na figura 11 foi
de 29+2,2 quanta por EPP (médiatEPM) nos camundongos WT e 31+£2,5 quanta por
EPP nos camundongos Hyper VAChT de 3 meses. Essa diferenga néo foi
estatisticamente significativa (ANOVA, P>0.05). Nos camundongos de 24 meses WT
a média foi de 4116,2 quanta por EPP (médiatEPM) e 22+2,2 quanta por EPP
(médiaztEPM) nos animais HYPER VAChT. Essa diferenga foi estatisticamente
significativa (ANOVA, P<0.07).

Apesar dos camundongos Hyper VAChT adultos liberarem mais acetilcolina,

eles liberam o mesmo numero de vesiculas por estimulo nervoso. Este dado indica
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que a maior quantidade ACh liberada esta associada apenas a um maior
preenchimento de ACh por vesicula. Nos camundongos Hyper VAChT idosos, foi
observado uma menor quantidade de vesiculas recrutadas por estimulo nervoso. A
diminui¢cdo do recrutamento vesicular € um forte indicio de que a DHP pode ter se
desenvolvido ao longo do tempo, diminuindo o numero de vesiculas liberadas fazendo
com que as taxas dos potenciais evocados permanecessem em valores proximos aos
camundongos controle, como foi visto anteriormente na amplitude dos EPPs,

mantendo a homeostasia sinaptica.
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Figura 11 - Diminuicdo do Conteudo quantico da jungcdo neuromuscular de

camundongos Hyper VAChT idosos. A e B. Media do conteudo quéantico calculado pelo
método direto em camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. As barras de erro
representam as médias + EPM. * P<0.07 (ANOVA).

5.4 Medidas de plasticidade sinaptica a curto prazo

As medidas de plasticidade sinaptica a curto prazo refletem a eficiéncia da JNM
em resposta ao aumento ou diminuigio da sua atividade. Verificamos entao, se a DHP
poderia alterar a facilitagao, depresséo e potenciagao pds tetdnica em camundongos
WT e Hyper VAChT adultos e idosos. Para avaliar tais fenbmenos, nos aplicamos um
protocolo de alta frequéncia de estimulagéo seguido pela diminui¢ao do estimulo para
niveis basais. Os EPPs e MEPPs foram registrados antes, durante e apds estimulagao
tetanica. A figura 12A e B mostra a média da amplitude dos EPPs registrados em
registrados em alta (30Hz jovens e 20Hz idosos) e baixa frequéncia de estimulagao
(0.3 Hz jovens e 0.2Hz idosos) nos camundongos WT e Hyper VAChT.
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Figura 12 - Alteragoes na amplitude dos EPPs durante e apés estimulagao tetdnica em
camundongos WT e Hyper VAChT adultos e idosos. A.e B. Medias das amplitudes dos
EPPs normalizados na frequéncia de estimulacao a 0.3 Hz, 30Hz e 0.3 Hz. As barras de erro
representam as médiastEPM.

5.4.1 Facilitagao

Primeiramente, avaliamos a facilitacdo sinaptica através do aumento da
frequéncia de estimulacdo. Quando estimulos sao aplicados em um curto intervalo de
tempo, o EPP do segundo pulso geralmente € maior que o do primeiro pulso e assim
por diante, ou seja, houve uma facilitagdo no segundo EPP. Esse fenbmeno pode
ocorrer devido a resquicios da entrada de calcio do primeiro estimulo que nao teve o
tempo suficiente para ser tamponado e se somou a entrada de calcio do segundo
estimulo, liberando assim uma maior quantidade de vesiculas. A facilitacdo foi
avaliada utilizando a média das amplitudes dos EPPs normalizadas (amplitude
normalizada pelo ultimo EPP registrado em baixa frequéncia de estimulacdo) pela
amplitude do maior EPP (facilitagdo maxima) durante a estimulagao tetanica (20 e
30Hz). A figura 13A mostra que a média da facilitagdo em camundongos jovens foi
de 1,1+£0,02 nos WT e de 1,02+0,02 nos Hyper VAChT. Na figura 13B, em
camundongos idosos, a média da facilitagcéo foi de 10,08 nos WT e de 1,03+0,28 nos
Hyper VAChT. Nao observamos diferenga estatistica significativa na facilitagdo em
ambos os grupos (teste t de Student, P>0.05). Mesmo nao observando facilitagdo nos
grupos avaliados, esses dados podem ser um indicativo que a DHP nao altera a

homeostasia de Ca?* no terminal pré-sinaptico durante estimulagéo tetanica.
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Figura 13 - Facilitagao no inicio da estimulagao tetanica em camundongos WT e Hyper
VAChT adultos e idosos. A. B. Média da amplitude normalizada dos EPPs, em camundongos
jovens e idosos. As barras de erro representam as médiastEPM.

5.4.2 Depressao

A diminuicdo ou aumento da depressao sinaptica pode estar associada a
alteracbes na reciclagem vesicular, recrutamento ou quantidade de vesiculas
disponiveis no terminal pré-sinaptico. A depressao foi avaliada pela amplitude dos
EPPs registrados durante estimulagao tetanica em camundongos WT e Hyper VAChT
adultos e idosos. A figura 14A e B, mostram as médias das amplitudes dos EPPs
normalizadas (amplitude normalizada pelo ultimo EPP registrado em baixa frequéncia
de estimulagdo) em camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses durante a
estimulagcédo tetanica. A figura 14C mostra que a depressao induzida apoés 30
segundos de estimulo tetédnico nos camundongos de 3 meses WT foi de 2916%
(médiatEPM) enquanto que nos camundongos Hyper VAChT foi de 5015 %
(médiatEPM). Essa diferenga foi estatisticamente significativa (teste t de Student,
P<0.05). Na figura 14D, a depressao induzida nos camundongos de 24 meses WT foi
de 34+7 % (médiazEPM) e 28+10 % (médiatEPM) nos Hyper VAChT. Essa diferenca
nao foi estatisticamente significativa (teste t de Student, P>0.05). Esses dados
mostram que houve alteragcao apenas nos parametros de depressao sinaptica nos
camundongos Hyper VAChT adultos. Essa diminuicao pode estar associada a piora
da capacidade de reciclagem vesicular, diminuicdo do numero de vesiculas no RRP
ou dessensibilizagdo dos receptores nicotinicos pds-sinapticos. Em camundongos

Hyper VAChT idosos, podemos sugerir que a PHD foi capaz de manter os potenciais
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evocados em alta frequéncia de estimulacdo em valores semelhantes aos

camundongos controle.
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Figura 14 - Diminuicdo na amplitude dos EPPs durante estimulagao tetdnica em
camundongos Hyper VAChT adultos. A e B. Médias normalizadas das amplitudes dos
EPPs durante a estimulagao tetanica nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses.
C e D. Média da extensao da depresséo induzida por estimulagéo tetanica nos camundongos
WT ou Hyper VAChT de 3 e 24 meses. As barras de erro representam as médiastEPM. *
P<0.05 (Teste t de Student).

9.4.3 Potenciagao pos tetanica
A potenciacdo pds tetanica pode estar associada a manutencio de calcio do
terminal pré-sinaptico, podendo influenciar no recrutamento vesicular e na

recuperacao da depressdo causada apods estimulo teténico. A potenciagdo pods
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tetanica foi avaliada pela amplitude dos EPPs e intervalo dos MEPPs registrados apos
estimulac&o teténica. Nas figuras 15A e B mostram as medias das amplitudes dos
EPPs normalizados (amplitude normalizada pelo ultimo EPP registrado em baixa
frequéncia de estimulagao), apos estimulagao tetanica em camundongos WT e Hyper
VAChT de 3 e 24 meses. Nao foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos (teste t de Student, P>0.05). A figura 15C e D mostram uma outra forma de
medida da potenciacao p0Os tetanica através da frequéncia de liberacido dos MEPPs.
A média dos intervalos entre os MEPPs antes e apds estimulagao tetanica foi medida
nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. As barras de erro
representam as médias + EPM. Foi observada uma diminuicdo dos intervalos de
liberagdo dos MEPPs em ambos os grupos, indicando que houve potenciagao pés
tetanica, mas nao foi observada diferenga significativa entre os grupos (teste t de
Student, P>0.05). Esses dados reforgam a hipotese que a PHD nado altera a

homeostasia de Ca no citosol do terminal pré-sinaptico durante estimulacao tetanica.
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Figura 15 - Alteragoes na amplitude dos EPPs e intervalo dos MEPPs apés estimulagao
tetanica em camundongos Hyper VAChT adultos e idosos. A e B. Medias normalizadas
da amplitude dos EPPs apos estimulagéo tetanica nos camundongos WT ou HyperVAChT de
3 e 24 meses. C e D. Media dos intervalos entre os MEPPs antes e apds estimulagao tetanica
em camundongos WT ou Hyper VAChT de 3 e 24 meses. As barras de erro representam as
médias + EPM.

5.5 Area, amplitude e tempo de decaimento dos MEPPs durante e apds

estimulagao tetanica

Avaliamos a area, amplitude e tempo de decaimento dos MEPPs registrados
antes, durante e apds estimulagao tetanica no intuito de averiguar se alguma alteragéo
poderia indicar variacdes no funcionamento dos elementos pré ou pés-sinapticos. Na
figura 16A a area dos MEPPs nos camundongos WT adultos foi de 1,83+0,84,
0,86+0,13 e 1,96+£0,62 ms (médias + EPM) e de 4,18+1,65, 1,01£0,32 e 2,69+0,61 ms
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(médiastEPM) nos camundongos Hyper VAChT adultos. Na figura 16B, em
camundongos WT idosos a area foi de 1,11+0,4, 0,81+0,24 e 0,84+0,27 ms (médias
+ EPM) e de 1,37+0,18, 0,73+0,17 e 0,95+0,14 ms (médias £ EPM) nos camundongos
Hyper VAChT idosos. A figura 16C mostra que amplitude dos MEPPs antes, durante
e apos estimulagao tetanica nos camundongos WT adultos foi de 0,4+0,1, 0,39+0,02
e de 0,42+0,08 mV (médias + EPM), nos camundongos Hyper VAChT adultos foi de
0,76+0,22, 0,61+0,13 e 0,53+0,2 mV (médias + EPM). Na figura 16D, a amplitude dos
camundongos WT idosos foi de 0,5+0,05, 0,46+0,06 e de 0,46+0,05 mV (médias *
EPM), nos camundongos Hyper VAChT idosos foi de 0,53+0,15, 0,49+0,17 e
0,48+0,15 mV (médias £ EPM). A figura 16E mostra que o tempo de decaimento dos
MEPPs foi de 3,6£0,72, 1,9+0,51 e 3,37+0,72 ms nos camundongos WT adultos e de
3,8%£1,75, 2,14+0,58 e 3,3%£1,58 ms nos camundongos Hyper VAChT adultos. A figura
16F mostra que nos WT idosos, o tempo de decaimento foi de 2,31£0,5, 1,9+0,43 e
1,9+0,37 ms e 2,8+0,24, 2,051£0,18 e 2,221+0,24 ms nos camundongos Hyper VAChT
idosos (* indica diferenca estatistica significativa entre os camundongos WT e Hyper
VAChT e ** indica diferenga estatistica significativa em comparagéao ao parametro pré
estimulacédo teténica no proprio grupo (teste t de Student, P<0.05). A area dos
camundongos WT e Hyper VAChT adultos e idosos além de apresentarem uma
diferenca estatistica significativa entre os grupos antes e apos estimulagdo teténica,
que vai de acordo com os resultados observados na amplitude, também mostraram
uma diminuigao significativa durante a estimulagao tetanica. Este efeito foi refletido no
tempo de decaimento dos MEPPs e apenas os camundongos WT apresentaram um
retorno ao valor basal apds estimulacédo teténica. Estes dados sugerem que diversos
fatores pré e pos-sinapticos podem estar contribuindo para o aumento da depressao

sinaptica observada nos camundongos Hyper VAChT jovens e idosos.
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Figura 16 — Alteragcdes na area, amplitude e tempo de decaimento dos MEPPs durante
e apos estimulo tetanico. A e B. Media das areas dos MEPPs antes, durante e apds
estimulacao tetanica nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. C e D. Média
das amplitudes dos MEPPs antes, durante e apds estimulagéo tetanica nos camundongos WT
e Hyper VAChT de 3 e 24 meses. E e F. Média do tempo de decaimento dos MEPPs antes,
durante e apés estimulagao tetanica nos camundongos WT e Hyper VAChT de 3 e 24 meses.
As barras de erro representam as médias + EPM (* indica diferenga estatistica significativa
entre os camundongos WT e Hyper VAChT e ** indica diferenca estatistica significativa em
comparagdo ao parametro pré-estimulagcado tetanica no préprio grupo (teste t de Student,
P<0.05).
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5.6 Alteragcoes na liberagao quantica do pool vesicular prontamente liberavel
(RRP) durante estimulagao tetanica em camundongos Hyper VAChT

Para avaliar se a PHD poderia alterar a quantidade de vesiculas disponiveis
para serem liberadas no terminal pré-sinaptico, nés fizemos uma estimativa da
quantidade de vesiculas do RRP nos camundongos WT e Hyper VAChT idosos. Para
estimativa do RRP utilizamos a média da amplitude dos EPPs de cada fibra individual
durante estimulacdo tetanica e dividimos pela média da amplitude dos MEPPs
registrados na mesma fibra antes do inicio da estimulagéo tetanica para calcular o
conteudo quantico. A média do conteudo quantico foi plotado versus o conteudo
quantico cumulativo e foi feita uma extrapolagcado da fase linear inicial da depressao
para o eixo horizontal para estimar o valor do RRP. A figura 17 A mostra as linhas que
indicam a extrapolacao da fase linear inicial da depressdo para o eixo horizontal
estimando o valor do RRP. Em B mostram que a estimativa do RRP foi de 940+126,69
(médiatEPM) vesiculas nos camundongos WT e 890+167,41 vesiculas nos
camundongos Hyper VAChT. Nao foram observadas alteragdes significativas (teste t
de Student, P>0.05). Esses dados sugerem que a DHP nao altera o numero de

vesiculas disponiveis a serem liberadas.
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Figura 17 — Estimativa no numero de quanta no RRP durante estimulagao tetanica em
camundongos Hyper VAChT idosos. A. Média do conteudo quantico de cada EPP durante
o estimulo tetanico plotado contra o conteudo quantico cumulativo em camundongos WT ou
Hyper VAChT de 24 meses. As linhas indicam a extrapolagdo da fase linear inicial da
depressao para o eixo horizontal estimando o valor do RRP. B. Estimativa do RRP (teste t de
Student, P<0.05).
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6. Discussao

6.1 Consequéncias do aumento da expressao do VAChT em camundongos
jovens

Recentemente, estudos utilizando os animais ChAT-ChR2-EYFP (Hyper
VAChAT) tem sido realizados com intuido de estudar o circuito de neurotransmiss&o
colinérgica (Misgeld et al, 2005; Kolisnyk et al, 2013; Satoshi et al, 2016). Esta
linhagem foi inicialmente planejada para estudos utilizando a optogenética em
neurénios colinérgicos, onde o procedimento adotado para inser¢do do canal
rodopsina nos neurdnios colinérgicos produziu um aumento da expressao do VAChT.
Kolinsky et al (2013) mostraram que camundongos adultos ChAT-ChR2-EYFP
apresentaram um aumento no numero de copias do gene do VAChT com consequente
aumento da superexpressao do transportador no tronco encefalico e hipocampo. Isto
aumentou o ténus colinérgico mostrado como um aumento da liberagdo de ACh no
hipocampo. Em nossos resultados, observamos que os camundongos Hyper VAChT
adultos apresentaram um aumento significativo da amplitude e area dos MEPPs.
Esses dados sugerem que esses animais modificados apresentam um aumento na
liberagdo de ACh vesicular no terminal nervoso colinérgico periférico, corroborando
com a hipétese de que o aumento da expressdo do VAChT aumenta a liberagéao de
acetilcolina. A amplitude das correntes em miniatura (MEPCs) nos animais Hyper
VAChT adultos também apresentaram aumento significativo, excluindo a
possibilidade das alteracbes vistas nos MEPPs serem devido a alteragcdes nas

propriedades passivas de membrana.

Além de alteragcdes no preenchimento vesicular, alteracées na expressao do
VAChT também poderiam afetar outros parametros relacionados a neurotransmissao.
Lima et al (2010) sugeriram que alteragdes no VAChT poderiam alterar a homeostasia
do calcio do terminal pré-sinaptico, e como consequéncia, alteragcdes nos parametros
relacionados ao recrutamento vesicular. Eles mostraram que camundongos adultos
geneticamente modificados que apresentavam 70% de reducdo da expressao do
VAChT (KDVAChT), apresentavam diminuigdo na amplitude dos MEPPs, diminuigao
na frequéncia dos MEPPs, diminuicdo no CQ e diminuicdo na potenciacdo pés-
tetanica. NoOs hipotetizamos que, se este efeito fosse dependente do VAChT, nossos
camundongos Hyper VAChT adultos apresentariam um aumento nos mesmos

parametros avaliados por Lima, et al (2010). Entretanto, apesar deles apresentarem
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aumento na frequéncia dos MEPCs, os outros parametros como o conteudo quantico
e a potenciacéo pos tetanica, ndo apresentacao alteracgoes.

Duas outras explicacdes para a diminuicdo na frequéncia dos MEPPs foram
propostas por Lima et al (2010). Uma hipotese foi que alguns MEPPs poderiam
desaparecer no ruido basal do registro. Outra hipotese foi que pudesse haver
liberacdo de vesiculas vazias, devido a diminui¢cdo do transportador. Se houvesse
perda do registro de MEPPs pequenos, uma consequéncia seria uma aparente
diminuicdo do conteudo quantico, tendo em vista que o EPP seria dividido por um
valor de amplitude de MEPP maior. Nossos dados sugerem que a superexpressao do
VACHhT em camundongos adultos nao altera os mecanismos de homeostasia de Ca?*.
Neste caso, talvez o aumento observado na frequéncia das MEPCs possa estar
associado a um tipo de amadurecimento vesicular precoce, podendo ser rapidamente
preenchida e pronta para ser recrutada ou devido a multiplas inervagcdes das fibras
musculares (Satoshi et al, 2016).

Estudos anteriores mostraram que o aumento da expressdo do VAChT em
camundongos adultos também refletiu de forma negativa em parémetros relacionados
a cognicdo, e indicios envelhecimento precoce da JNM (Satoshi et al 2016).
Entretanto, esses animais apresentaram um aumento na performance em teste de
esteira. Foi sugerido entdo que o VAChT poderia alterar a resisténcia muscular.
(Kolisnyk et al, 2013). A melhor performance na esteira poderia estar associada a uma
menor depressdo sinaptica, entretanto nossos resultados mostram uma maior
depressao sinaptica em alta frequéncia de estimulagao nos animais Hyper VAChT.
Estas alteragdes podem ser um indicio de um mecanismo compensatorio capaz de
manter as taxas de disparo de potenciais de agdo semelhantes aos camundongos

controle.

Nossos dados sugerem que o aumento na performance em esteira visto
anteriormente possa nao ter relagdo com as alteragdes sinapticas causadas pelo
aumento da expressdao do VAChT na JNM. Talvez esses animais possam ter
alteracbes em outras estruturas que melhore a resisténcia muscular neste tipo de

teste.
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6.2 Aumento na depressao sinaptica nos animais Hyper VAChT jovens

Os camundongos Hyper VAChT jovens apresentaram um aumento na
depressao sinaptica durante estimulagdo em alta frequéncia. Uma das primeiras
hipéteses para explicar tal aumento € uma possivel dessensibilizacao dos receptores
nicotinicos pos-sinapticos devido ao aumento na quantidade de ACh que esses
camundongos apresentam. A diminui¢do na area e tempo de decaimento dos MEPPs
observados nos camundongos Hyper VAChT jovens durante estimulagao tetanica séo
dados que poderiam confirmar essa hipétese. Entretanto, também observamos uma
diminuicdo no tempo de decaimento dos MEPPs nos camundongos WT semelhante
ao decaimento observado nos camundongos Hyper VAChT que também retorna a
valores basais apds estimulagao tetanica. Isto sugere que o fator diferencial entre os
Hyper VAChT e WT seja a queda da amplitude durante o estimulo de alta frequéncia
A diminuicdo observada na area dos MEPPs ¢€ o reflexo da diminuicdo do tempo de
decaimento e tendéncia de diminuicdo da amplitude dos MEPPs observados nos
camundongos Hyper VAChT. A diminuicdo na amplitude pode refletir alteracées em
elementos pré-sinapticos que estejam contribuindo para o aumento observado na

depressao sinaptica durante estimulagao tetanica.

Outra hipotese para explicar o aumento da depressdo seria que o0s
camundongos Hyper VAChT pudessem apresentar uma diminuicdo do numero de
vesiculas no RRP. Em nosso trabalho ndo foi possivel fazer a estimativa do RRP nos
camundongos Hyper VAChT jovens pois como houve diminuicdo do tamanho dos
quanta, a amplitude dos EPPs poderia estar subestimada nesses camundongos, o
que poderia mostrar uma falsa alteracdo no RRP. Estamos procurando uma forma de
calcular o quanto a dessensibilizacdo poderia alterar a amplitude dos EPPs durante
estimulacao tetanica, assim poderemos fazer uma estimativa mais fiel do RRP. Outra
hipotese seria que os camundongos Hyper VAChT também pudessem apresentar
uma piora da capacidade de reciclagem vesicular. Esta hipétese vai de acordo com
os resultados observados no trabalho realizado Magalhdes Gomes (2018). Neste
trabalho, foi utilizado o marcador fluorescente FM1-43 fx para avaliar a endocitose e
exocitose vesicular na JNM do musculo diafragma dos camundongos Hyper VAChT
de 3 meses de idade. Nao foram observadas alteracdes na exocitose, entretanto, foi
observado que os camundongos Hyper VAChT apresentaram comprometimento na

endocitose vesicular.
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Nossos dados sugerem que alteracbes em elementos pré-sinapticas também
podem ter contribuindo para o aumento da depressao sinaptica observado nos

camundongos Hyper VAChT jovem.

6.3 Alteragoes na neurotransmissao com a idade

O processo de envelhecimento esta associado a alteragdes fisioldgicas naturais
na JNM que ocorrem ao longo dos anos, diminuindo a eficiéncia da neurotransmissao.
Porém, alteracdes plasticas sdo capazes de sustentar a transmisséo sinaptica. Em
estudos anteriores utilizando jungdo neuromuscular de camundongos idosos, foi
observado aumento na amplitude dos MEPPs, aumento da frequéncia dos MEPPs e
aumento do CQ (Smith, 1984; Anis e Robbins, 1987; Willadt et al, 2016). Essas
alteracdes foram associadas ao aumento na arborizagao dos terminais sinapticos, tal
fendbmeno pode ser considerado um mecanismo plastico capaz de compensar a
gradual deterioragdo da massa muscular e sistema neuromuscular. Em nosso
trabalho, ao comparar camundongos WT jovens e idosos, os resultados observados
corroboram em parte com os estudos realizados anteriormente. Observamos que 0s
camundongos WT idosos apresentaram aumento na frequéncia dos MEPPs (p=
0,018, ANOVA, p<0,05, figura 7) e CQ (p= 0,012, teste t de student, p<0,05, figura 11)
em relacdo aos camundongos WT jovens.

Foi mostrado no trabalho realizado por Satoshi et al (2016) que o aumento da
expressao do VAChT nao apresentou alteracdes no tamanho dos clusters de AChR,
porcentagem de aposi¢cdo entre os terminais pré e pds-sinapticos, propriedades
funcionais dos AChR, incidéncia de multiplas inerva¢des na JNM e niveis de mRNA
das isoformas tipo 2A, 2B e 2X de cadeia pesada de miosina no musculo tibial anterior
e EDL em camundongos com 9 dias de idade. Isto mostra que o aumento da
expressao do VAChT nao altera o desenvolvimento da JNM e fibras musculares.
Entretanto, camundongos Hyper VAChT com 5 meses de idade apresentaram
aumento da fragmentacédo e desenervagao em relagdo aos WT. Com 19 meses de
idade apresentaram redugado significante de acetilcolinesterase e diminuicédo do
tamanho da fibra muscular do tibial anterior. Esse estudo sugeriu que o aumento da
expressao do VAChT acelera o envelhecimento da JNM.
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De acordo como o que foi visto por Satoshi et al (2016), seria de se esperar que
com o processo de envelhecimento natural, os camundongos Hyper VAChT idosos
utilizados em nosso trabalho, apresentassem severas alteracdes nos parametros
eletrofisiolégicos avaliados. Entretanto, ao comparar os camundongos Hyper VAChT
jovens com os camundongos Hyper VAChT idosos (figura 10), observamos uma
diminuicdo significativa na amplitude dos MEPPs, EPPs e aumento significativo na
frequéncia dos MEPPs (p= 0,011, ANOVA, p<0,05) nos camundongos Hyper VAChT
idosos. A diminuicdo na amplitude dos MEPPs e EPPs sugere que processos plasticos
adaptativos podem ter alterado os mecanismos de preenchimento vesicular ou
resposta dos receptores colinérgicos devido ao excesso de ACh liberado ao longo do
tempo. O aumento na frequéncia dos MEPPs pode ser devido ao aumento na
arborizagdo dos terminais pré-sinapticos e ou surgimento de multiplas inervagdes.
Esses resultados podem ser reflexo da acédo de fenbmenos de plasticidade sinaptica
que perante desestabilizagdes na JNM sido capazes de alterar a atividade sinaptica

no intuito de manter a estabilidade da neurotransmisséo.

6.4 Plasticidade sinaptica homeostatica em camundongos Hyper VAChT

Em nosso trabalho observamos que os camundongos Hyper VAChT
apresentaram modificagdes homeostaticas. Durante o processo de envelhecimento,
os camundongos Hyper VAChT compensaram o aumento no tamanho dos quanta de
duas maneiras diferentes: aos 3 meses, os EPPs em altas frequéncias de estimulagao
reduziram por aumento de dessensibilizagdo, enquanto que aos 24 meses
observamos diminuigdo do conteudo quéantico em relagdo aos camundongos controle.
Podemos supor que um mecanismo compensatorio ja esta estabelecido nos
camundongos Hyper VAChT idosos e que o aumento crénico da liberagdo de ACh por
vesicula sinaptica apresentado nos camundongos Hyper VAChT jovens pode ser o

gatilho de acionamento desse mecanismo.

Nossos dados sugerem entdo que a diminui¢do do CQ observada nos animais
idosos pode ser consequéncia da acdo de um mecanismo compensatoério capaz de

diminuir a liberacdo de ACh no terminal pré-sinaptico.
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6.5 Depressao homeostatica pré-sinaptica

A diminuicdo no conteudo quéantico observada nos camundongos Hyper
VAChAT idosos é um processo semelhante ao observado por Daniels et al (2004) na
JNM de drosofila, chamado de depressdo homeostatica pré-sinaptica (DHP).
Diferentemente da potenciacdo homeostatica pré-sinaptica (PHP), onde ocorre um
aumento da liberagdo do neurotransmissor (Turrigiano, 2012, 2004), na DHP ocorre
uma diminuicdo da liberagcdo do neurotransmissor. O estudo feito por Daniels et al
(2004), mostrou um aumento no tamanho dos quanta e diminui¢gdo do QC utilizando
um modelo geneticamente modificado que apresentava superexpressao do
transportador vesicular de glutamato (VGlut; VGlut OE) em JNM de Drosdfila. Os
resultados observados em camundongos Hyper VAChT em nosso trabalho mostram
o mesmo fendmeno. Estas evidéncias de DHP ainda ndo foram reportadas em JNM
de mamiferos. A DHP nos camundongos Hyper VAChT pode ter se desenvolvido
durante o processo de envelhecimento. O aumento crénico da liberacido de ACh e a
dessensibilizagdo dos receptores nicotinicos pds-sinapticos e ou piora na reciclagem
ou preenchimento vesicular apresentados na fase adulta desses animais, pode ter
gerado alteragbes na homeostasia sinaptica da JNM ao longo do tempo. A DHP nos
camundongos Hyper VAChT pode ter se desenvolvido na tentativa de reestabelecer

a homeostasia sinaptica.

6.6 Alteragcoes no VAChT como estratégia terapéutica

Algumas patologias como a doenca de Huntington, doenca de Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica e sindrome miasténica s&o caracterizadas pela
diminuicdo da agao colinérgica, podendo agir nos elementos pré ou pds-sinapticos,
gerando graves disfungbes no sistema nervoso central e ou periférico (Bartus et al,
1982; Pinto et al, 1998; Andersen et al, 2005; Smith et al, 2006).

O uso de farmacos que aumentam do ténus colinérgico como por exemplo
anticolinesterasicos sdo comumente utilizados para auxiliar no tratamento deste tipo
de patologia (Chan e Calvey, 1977; Li, 2015; Noufi et al, 2019). Como foi mostrado em
trabalhos anteriores e reforcado em nosso estudo, o aumento da expressao do VAChT
gera um aumento da quantidade de ACh liberada através de um aumento no

preenchimento vesicular, portanto, poderiamos supor que o aumento o tdnus
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colinérgico através do aumento da expresséo do VAChT também poderia ser uma boa
estratégia terapéutica para o auxilio de doengas que afligem o tbnus colinérgico.
Entretanto, o trabalho realizado por Satoshi et al (2016), mostrou que o modelo animal
geneticamente modificado para esclerose lateral amiotréfica e aumento na expresséao
do VAChT apresentou degeneragcdao da JNM acelerada, déficits motores e morte
prematura. Ao contrario do que poderiamos imaginar, 0 aumento do ténus colinérgico
apresentado pelo aumento cronico da expressao do VAChT pode nao ser benéfico
para os sintomas apresentados por patologias colinérgicas, mostrando que a
degeneragao apresentada pelo aumento da expressao do VAChT pode amplificar a
degeneragao causada pela patologia. Em casos patologicos, podemos supor que o
desenvolvimento de qualquer tipo de mecanismo de plasticidade sinaptica
homeostatica compensatdrio possa ndo ser capaz de regular a homeostasia sinaptica
como sugerimos que aconteca nos Hyper VAChT idosos, visto que os animais em
nosso estudo chegaram a idade avangada. Isto reforga a hipotese de que exista uma
quantidade ideal de liberagcdo de ACh e que a diminuigdo ou 0 aumento da liberagao

pode trazer severas consequéncias.

7. Conclusao

A analise dos resultados obtidos em camundongos Hyper VAChT jovens nos
permitiu observar que o aumento no numero de transportadores para ACh produz
aumento na sua liberacado para a fenda sinaptica. Isto foi observado pelo aumento da
amplitude dos MEPP e MEPCs sendo refletida na amplitude dos EPPs. Embora tenha
alterado a frequéncia das MEPCs, o VAChT parece nao ter influéncia na probabilidade
de liberagao vesicular, pois ndo foram observadas alteragdes em outros paramentos
que refletem alteragcbes neste mecanismo como o conteudo quantico, facilitacdo ou
potenciacao pds tetanica. Podemos supor entdo, que o aumento da liberacdo de ACh

€ devido ao aumento do preenchimento vesicular.

Em camundongos Hyper VAChT idosos, nossos resultados mostraram que
através da DHP, houve diminuigdo do CQ. O aparecimento desta modificacédo foi
dependente de um tempo prolongado de aumento de liberagdo de acetilcolina. Tal
mecanismo seria uma forma menos dispendiosa de manter a homeostasia sinaptica

e diminuir os danos causados pelo excesso de liberacdo de ACh.
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Concluimos entdo que o excesso de liberacdo de ACh aciona o mecanismo
pré-sinaptico de DHP, produzindo alteragdes plasticas a curto e longo prazo. Nos
animais jovens, a compensagao se da pelo aumento da depressao durante grande
atividade neuronal. Com o tempo, se desenvolve uma diminuicdo do numero de
vesiculas liberadas, que mantém a economia do terminal pré-sinaptico. Mais
experimentos sdo necessarios para complementar nossos resultados e desvendar os

mecanismos subjacentes a estas adaptagdes na neurotransmissao colinérgica.
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