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RESUMO

O mausculo estriado esquelético é um tecido extensivamente inervado e vascularizado e é de
fundamental importancia na contracdo muscular voluntaria. Apresenta grande plasticidade,
podendo alterar seu fen6tipo em decorréncia de processos patologicos neuromusculares, de
forma induzida por estimulacéo fisica ou naturalmente durante a senescéncia. A contracao das
fibras musculares esqueléticas pode ocorrer de forma rapida ou lenta e essa caracteristica é
dependente da expressdo de quatro isoformas existentes da cadeia pesada de miosina
(MyHC). Assim, as fibras sdo classificadas em: tipo | (lenta) e tipo Il (lIA, 11X e IIB-
rapidas). A estimulacdo nervosa € de fundamental importancia para a contragdo muscular, e,
em mamiferos, ocorre quando o neurotransmissor acetilcolina se liga a receptores nicotinicos
na membrana pos-sindptica localizada na fibra muscular. O armazenamento apropriado da
acetilcolina em vesiculas sinapticas € essencial para a neurotransmissao colinérgica e é
promovido por uma proteina presente ha membrana da vesicula denominada transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT). Para compreender melhor os efeitos da disfuncéo
colinérgica, Prado e colaboradores (2006) geraram atraves de recombinacdo homdloga uma
linhagem de camundongos com reducdo na expresséo da proteina VAChT (VAChT KD™ " e
KD"°M). Esses animais possuem, respectivamente, uma reduc&o em torno de 40% e 70% na
expressao da proteina. Os mesmos pesquisadores observaram que, em testes de resisténcia e
forca, os animais apresentaram uma importante diminuicdo na funcdo muscular. Assim sendo,
0s objetivos deste trabalho consistem em avaliar qualitativamente e quantitativamente, através
de histologia de rotina, a morfologia geral, o nimero total de fibras, a distribuicdo de fibras
por area, a area de seccdo transversa (CSA) e o perimetro de fibras musculares de contracao
rapida e lenta em diferentes musculos nesses animais, bem como realizar, através de
imunofluorescéncia, analise qualitativa de possiveis alteracdes no padrdo de expressdo das
isoformas da MyHC. Nossos resultados mostraram que o musculo de contracdo lenta Soleo,

HOM
DO

apresenta, nos animais K , uma menor relacdo fibras/area em relacdo ao controle e tanto

os animais KD"°M quanto os KD"&T apresentaram maiores CSA e perimetro Diferentemente,

DM um aumento no nimero

0 musculo de contragdo rapida, EDL, apresentou nos animais K
total de fibras e uma reducdo na CSA e perimetro, sugerindo atrofia das fibras musculares. A
analise qualitativa da expressdo da MyHC mostra um provavel aumento da isoforma tipo | no
EDL dos animais KD"®M. Assim, nossos resultados mostram que a atividade colinérgica
possui um importante papel no estabelecimento do fendtipo das fibras musculares e que
perturbagdes nesse sistema, exemplificada por este modelo, sdo capazes de interferir com a

funcdo desses musculos.



ABSTRACT

The Skeletal Muscle is a widely innervated and vascularized tissue and has a great importance
on voluntary muscle contraction. Has great plasticity and can change its phenotype during
neuromuscular diseases, physical stimulation and during aging process. The contraction of the
muscle fibers can occur in a fast or in a slow way and this characteristic is dependent on the
expression of four Myosin Heavy Chain (MyCH) isoforms, which can be classified in type |
(slow) and three types of the Il isoform (1IA, 11X and IIB- fast). Nerve stimulation is
fundamentally important for muscles to contract and in mammals, it happens when the
neurotransmissor, acetylcholine is released in the synaptic cleft and binds to nicotinic
receptors at the post synaptic membrane. The correct storage of acetylcholine in synaptic
vesicles is essential for cholinergic neurotransmission. This storage is promoted by a protein
that is localized in the synaptic vesicle membrane called, Vesicular Acetylcholine Transporter
(VACNhT). In order to understand the effects of a cholinergic dysfunction, Prado et al., (2006)
developed by homologue recombination a strain of mice that present reduced levels of the
VAChT protein (VAChT KD and KD"°M). These animals have respectively 40% and 70%
reduction in this protein levels and motor performance studies showed a significant deficit in
muscle strength. Therefore our aim is to evaluate qualitatively and quantitatively by
histological techniques, the general morphology, the total number and distribution of muscle
fibers and the CSA and perimeter of slow and fast muscle fibers from different muscles in
these animals, as well as evaluate by immunofluorescence possible alterations in the
expression pattern of the MyHC isoforms. Our results show that the Soleus, a slow twitch

DHOM

muscle present a reduction in the distribution of fibers per area in K and an increase in

the CSA and perimeter in KD"E™ and KD™M, compared to control. Differently, the Extensor

Digitorum Longus muscle (EDL), a fast twitch muscle in KD"M

mice presented an increase
in the total number of fibers and a reduction in the CSA and perimeter of this muscle,
suggesting an atrophy of these fibers. The qualitative evaluation of the MyHC isoforms just
showed a possible increase in the expression of the type I. Thereby, our results show that
cholinergic activity plays a role in the establishment of muscle fibers phenotype and
disturbances in this system, exemplified by this mice model is capable to interfere with the

correct function of these muscles.



1. INTRODUCAO

1.1. O Mdsculo Estriado Esquelético

Os diferentes musculos estriados esqueléticos de um individuo sdo coletivamente
responsaveis por 40% do seu peso corporal. As fibras musculares compdem em torno de 85%
do peso Umido de cada musculo, sendo que o restante do peso é constituido por tenddes,
outros tecidos conjuntivos e vasos sanguineos (GOLLNICK et al., 1981). A maioria dos
musculos estriados esqueléticos é presa aos 0ssos por meio de tenddes que se localizam em
ambas as extremidades e se estendem através de uma ou de varias juntas (KERNELL, 2006).

O mdasculo estriado esquelético (M.E.E) é altamente plastico, alterando suas
caracteristicas fisiologicas, bioguimicas e moleculares frente a diferentes estimulos
(fisiologicos ou patoldgicos). Portanto, o fendtipo do M.E.E resulta da interacdo entre o
gendtipo e as influéncias do meio externo nas fibras musculares, e é largamente caracterizado
pelo numero de fibras musculares presentes, a area de seccao transversa (CSA), o nimero de
sarcOmeros em série, a distribui¢do dos diferentes tipos de fibras musculares (JASPERS et al.,
2010).

No plano histologico, o M.E.E é formado por feixes de células longas, cilindricas,
apresentando miofibrilas de contracdo voluntaria, contendo multiplos nucleos que se
localizam proximos ao sarcolema (JUNQUEIRA & CANEIRO, 2008). As fibras musculares,
quando visualizadas sob um microscopio de luz polarizada, apresentam estriacbes mostrando
um padrdo transversal de bandas que sdo: claras ndo polarizadas (BANDAS 1) e bandas
escuras (BANDAS A). Essas bandas sdo recorrentes com uma periodicidade em torno de 2 a
3um no repouso. Durante a contragdo, a banda | estreita-se, porém a espessura da banda A se
mantém constante. E interessante notar que as bandas A e | refletem o arranjo intracelular de
proteinas estruturais que séo as responsaveis pela producédo da forca muscular. Essas proteinas
sdo os miofilamentos espessos (MIOSINA) e finos (ACTINA), no entanto, dentro dos
miofilamentos finos encontram-se também outras proteinas de fundamental importancia para
0 processo de contragdo muscular, como a tropomiosina e a familia das troponinas (C, | e T).
Ao visualizarmos esse padrdo no microscopio eletrénico de transmissdo, os miofilamentos
estdo organizados em repetidas unidades denominadas sarcomeros. Essas unidades estdo
ligadas umas as outras através de uma estrutura proteica, os discos Z. Os miofilamentos finos

de actina estdo conectados em cada extremidade ao disco Z e os miofilamentos espessos de
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miosina ocupam uma posicdo mais central, entre os filamentos de actina. Cada filamento
espesso € ancorado pelos filamentos de titina, que conectam as suas extremidades aos discos
Z. A banda A, vista sob luz polarizada, corresponde as por¢fes ocupadas pelos filamentos
espessos; por sua vez, a banda I corresponde aos filamentos finos (HERZORG et al., 1992;
WANG e KERNELL, 2000; KERNELL, 2006). Em relacdo ao disco Z, a primeira fungéo
dessa estrutura € promover uma ligagdo mecanica, longitudinalmente entre os sarcémeros
adjacentes e transversalmente, através do citoesqueleto miofibrilar, as miofibrilas adjacentes.
O disco Z, através de mecanismos de sinalizacdo, é o ponto central na recepgao, transducéo e
transmissdo de sinais mecanicos e bioquimicos (PYLE e SOLARO, 2004; SCHIAFFINO &
REGGIANI, 2011).

Para que ocorra a contracdo do musculo, as miofibras despolarizam em consequéncia
da ativacdo nervosa e esse evento acontece da seguinte forma: apds a despolarizacdo do
neurénio motor e liberacdo das vesiculas sinapticas contendo acetilcolina pelo terminal
nervoso, o neurotransmissor se liga em receptores nicotinicos ha membrana pds-sinaptica, o
que culmina na despolarizacdo e consequente propagacdo de um potencial de acdo pela
membrana muscular (sarcolema). As seguintes etapas se sucedem para que ocorra a contragdo
da célula muscular: (1) Para cada sarcdmero ao longo das fibras, o potencial de acdo gerado, é
propagado ao longo das fibras, passando por estruturas tubulares denominadas Tubulos T; (2)
Os tabulos T estdo intimamente proximos ao reticulo sarcoplasmatico (RS), estruturas essas
responsaveis por armazenar o calcio intracelular. Uma vez que o potencial de acdo chega ao
RS, os ions célcio sdo passivamente liberados no citoplasma das células musculares
(sarcoplasma); (3) Os ions calcio liberados ligam-se de forma reversivel as moléculas de
troponina C dos miofilamentos de actina; (4) A ligacdo dos ions calcio as moléculas de
troponina C induz uma mudanca conformacional de outra proteina, também localizada nos
miofilamentos de actina, a tropomiosina. Essa alteragdo temporaria na estrutura da
tropomiosina é necessaria para a liberacdo dos sitios ativos e consequente interacdo entre 0s
filamentos finos e espessos. Essa interacdo entre os filamentos de actina e miosina recebe o
nome de pontes cruzadas; (5) As pontes cruzadas de miosina sofrem uma mudanca em sua
conformacao, de forma que os filamentos de actina ligados séo tracionados para o centro do
sarcomero; (6) Seguindo esse movimento, actina e miosina finalizam a interacdo por um
processo que requer a hidrélise do trifosfato de adenosina (ATP), etapa essa mediada por uma
enzima localizada na porcdo globular da miosina, a ATPase, que de forma interessante é
utilizada na clinica e em pesquisas na identificacdo de diferentes isoformas da cadeia pesada

de miosina (MyHC) que podem estar alteradas em decorréncia de processos patologicos que
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afetam a célula muscular; (7) Uma vez que a ponte cruzada é desfeita, actina e miosina
retornam para a conformacéo de inicio e as etapas (5)-(7) se repetem enquanto a concentracdo
de calcio no sarcoplasma seja alta o suficiente para a ligacdo efetiva com a troponina C; (8)
Com o fim do potencial de acdo gerado na célula muscular, a concentracdo do caélcio
sarcoplasmatico diminui pelo transporte ativo dos ions calcio do sarcoplasma para RS,
processo esse promovido por uma bomba RS-Ca®*; (9) Consequente & diminuicdo dos fons
Ca® e néo ligacdo desses fons as moléculas de troponina C, a tropomiosina retorna a sua
conformagdo original, escondendo novamente os sitios ativos de ligacdo da miosina e
finalmente interrompendo a contragcdo muscular. A titulo de curiosidade, o ATP ndo é apenas
importante para prover de energia o ciclo da ponte cruzada, mas caso sua concentracdo no
sarcoplasma se aproximar de zero, o que ocorre logo ap6s a morte, os miofilamentos de actina
e miosina se manterdo ligados e o musculo se encontrara rigido. Esse fendmeno € denominado
de rigor mortis. (GREFTE et al., 2007; KERNELL, 2006).

A funcéo de cada M.E.E pode variar de acordo com sua localizagdo e constituigéo,
portanto, o reconhecimento de que o musculo esquelético é formado por diferentes tipos de
fibras, que se diferem em sua estrutura, composicdo molecular e funcionalidade, vem
contribuindo para um melhor entendimento da fisiologia e plasticidade muscular, o que

auxilia em um diagndstico mais efetivo de disfungdes neuromusculares.
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1.2. As Isoformas da Cadeia Pesada de Miosina (MyHC)

O estudo da porcdo globular da cadeia pesada de miosina mostra a existéncia de quatro
isoformas dessa proteina, sendo elas: I, 1lA, 11X e 1IB, que se diferem uma das outras com
base no metabolismo, contratilidade e nas propriedades elétricas. Essas fibras podem ser de
contracdo lenta a rapida, e variam de acordo com expressdo do gene da cadeia pesada de
miosina (MyHC) (CHAKKALAKAL et al., 2010). Fibras de contracdo lenta expressam a
cadeia pesada de miosina tipo I (MyHC-B/slow), também presente no musculo cardiaco e
localizada no gene Myh7. As fibras de contracdo rapida expressam: a MyHC I1A, codificada
pelo gene Myh2, MyHC 11X, no gene Myhl e MyHC 1IB no gene Myh4 (SCHIAFFINO &
REGGIANI, 2011). A identificacdo das isoformas diferentes da MyHC pode ser realizada
atraves de técnicas histoquimicas (reacdo da ATPase miofibrilar, marcacdo para glicogénio,
atividade da succinato desidrogenase (SDH), que objetiva avaliar o potencial oxidativo das
fibras). Existem ainda anticorpos especificos que se ligam a cada isoforma da MyHC, que
permitem avaliar os tipos de fibras por imunofluorescéncia e também por técnicas de biologia
molecular como o Western Blotting (FIGURA 1).
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Figura 1: Imagens representativas de secc¢Oes transversais de musculos esqueléticos
evidenciando diferentes marcacdes que possibilitam a identificacdo das isoformas da
cadeia pesada de miosina. (A). Marcagdo de musculo tibial anterior de ratos, submetido a
técnica classica de ATPase miofibrilar incubado em pH 4,3. Nessa variacdo de pH é possivel
identificar fibras do tipo I (pretas), 1A (claras) e 1IB (cinza) (Imagem de DEVICI E
EGGINTON, 2002). (B). Seccéo transversal de musculo tibial anterior de ratos mostrando a
marcacao por imunofluorescéncia das diferentes isoformas da MyHC utilizando anticorpos
especificos (Imagem de BLOEMBERG & QUADRILATERO, 2012). (C). Musculo tibial
anterior de rato em corte transversal mostrando a reacdo da succinato desidrogenase (SDH).
Essa marcacdo diz respeito ao metabolismo oxidativo (mitocondrial). As fibras do tipo 1 e 1A
apresentam maior densidade de mitocondrias, portanto, maior atividade para SDH. As fibras
do tipo 11X e IIB sdo mais glicoliticas, portanto, menor atividade da enzima (Imagens de
BLOEMBERG & QUADRILATERO, 2012). (D). Corte transversal de musculo esquelético
humano mostrando marcacdo com o corante Acido Periodico de Schiff PAS, evidenciando
estoques de glicogénio muscular. Fibras do tipo Il por apresentarem metabolismo glicolitico
marcam-se mais fortemente com o PAS em comparagdo com fibras do tipo | (Imagem de
QUADRILATERO et al., 2009). Barra de escala: 100um.
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Em geral, cada fibra muscular expressa uma Unica isoforma da MyHC, porém, existem fibras
que podem apresentar diferentes combinag6es das isoformas, o que as classifica como fibras
hibridas. Seguindo essa linha de raciocinio, as possiveis combinacfes ja descritas para 0s
diferentes tipos de fibras, em ratos, sdo: I- I/lIA- HHA- HHA/IIX- 11X- 1IX/1IB- 1IB. Além
dessas, existem isoformas da MyHC que sdo expressas em musculos esqueléticos especificos
como o musculo extraocular (MyHC-EO) (SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011). Musculos
em desenvolvimento apresentam dois tipos de MyHC: neonatal (MyHC-neo) e embrionaria
(MyHC-emb) os quais s&o bons marcadores para fibras em regeneracdo (CHAKKALAKAL
et al., 2010; CHAKKALAKAL et al., 2011; SCHIAFFINO, 2010; SCHIAFFINO &
REGGIANI, 2011). As isoformas da MyHC sdo responsaveis pela grande variabilidade de
velocidade méxima de encurtamento entre fibras musculares de contracdo rapida e lenta
(REGGIANI et al.,, 1997). A tabela 1 a seguir exemplifica algumas caracteristicas dos
diferentes tipos de fibras.
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Tipo | Tipo 1A Tipo 11X Tipo 11B
(Vermelha) (Branca)
Velocidade de contracéo Lenta Moderada/rapida Répida Superior a 11X
Tamanho da placa motora Pequena Média Grande Superior a 11X
Resisténcia a fadiga Alta Moderada/alta  Intermediéria Baixa
. Anaerobica
) o Aerdbica de .
Respiracao Aerdbica de curto Anaerdbica
longo prazo
prazo
Utilizacdo em 24hrs 5,3a8,4hrs 23-72 minutos <5minutos  0,5-3 minutos
Forca produzida Baixa Média Alta Superior a 11X
Densidade de mitocondrias Alta Alta Média Baixa
Densidade de capilares Alta Intermediéria Baixa Baixa
Capacidade oxidativa Alto Alto Intermediério Baixo
Capacidade glicolitica Baixo Alto Alto Alto
Contetido de mioglobina Alto Alto Baixo Baixo

Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de fibras musculares (dados a
partir de: SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011).

E importante ressaltar diferencas que existem entre a musculatura esquelética de seres

humanos e a de outros mamiferos, como ratos e camundongos. Essas diferencas devem ser

levadas em conta antes de extrapolar qualquer conclusdo feita em outros mamiferos para

humanos. Como exemplo dessas diferencas, temos que, em humanos, a isoforma IIB é

expressa apenas nos musculos da laringe e extraoculares, sendo que € a isoforma 11X que se

encontra em grande proporcdo (SCHIAFFINO, 2010). Devido a inexisténcia das fibras I1B, as

combinagbes ficam assim restritas em humanos: I- I/1IA- 1HA- HHA/IIX- 11X. Além dessa

observacao, a proporcdo das diferentes isoformas e as propriedades metabdlicas mostra uma

importante diferenca quando comparamos humanos com camundongos e ratos. Em
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camundongos adultos, os musculos sdo compostos, de forma predominante, por fibras dos
tipos 1B e 11X, apresentando poucas fibras I1A; e fibras do tipo | sdo raras e estao localizadas
em maior proporgdo em musculos especificos como o Sdleo. De forma contraria, a
musculatura humana é predominantemente do tipo | e A, sendo as fibras I1X pouco
expressas na maioria dos individuos (SCHIAFFINO, 2010). Outro ponto de diferenca entre as
espécies reside no metabolismo oxidativo, o qual é avaliado pela atividade da enzima
succinato desidrogenase (SDH) presente na membrana mitocondrial interna. Musculos de
camundongos apresentam maior marcacao para a atividade da SDH. Além disso, a quantidade
de mitocondrias e de enzimas oxidativas € maior em fibras do tipo | e menor em fibras do tipo
I1X, enquanto que na musculatura de ratos e camundongos, o potencial oxidativo é superior
em fibras do tipo I1A e menor em fibras 11B (SCHIAFFINO, 2010).

A diversificagdo dos tipos de fibras musculares inicia-se durante o periodo
embrionario de desenvolvimento, sendo independente de influéncias neuronais. No entanto, é
somente apds a formacdo e estabilizacdo das sinapses neuromusculares que a grande
variabilidade dos tipos de fibras ocorre (CLOSE, 1964). Ao nascimento, além da presenca das
isoformas embrionarias e neonatal, uma pequena mas consideravel quantidade da isoforma
lenta (tipo 1) foi encontrada em quase todos os musculos, exceto na lingua de camundongos
(AGBULUT, 2003). A musculatura esquelética de mamiferos é formada em duas fases
sucessivas e Varios pesquisadores mostraram que a maioria das fibras de primeira geracao
expressa de forma padrdo a isoforma lenta. A isoforma tipo | é sintetizada nos primeiros
momentos da miogénese em ambos os musculos, que expressardo de forma constitutiva
isoformas rapidas (como o EDL) e em musculos ja determinados a expressar a MyHC lenta
(S6leo). Conjuntamente com essa isoforma padrdo, os musculos também expressam, em uma
populacdo de células, a isoforma embrionaria. A ativacdo do gene que codificard a miosina
lenta é independente de inervacdo. Varias fibras musculares de primeira geracdo mantém a
expressdo da miosina lenta, enquanto outras iniciam a mudanca para a isoforma neonatal. As
fibras de segunda geracdo inicialmente expressam as isoformas embrionarias como também a
neonatal (precursora da isoforma adulta rapida) e a maioria dessas fibras adquirem o perfil de
rapidas, aumentando-se assim o numero de fibras rapidas (MyHC tipo Il) em todos os
musculos, 0 que é importante para a geracao desse mosaico de distribuicdo de fibras rapidas e
lentas. Nessa fase, a atividade neuronal é muito importante para que as fibras da segunda
geracdo continuem a expressar a MyHC lenta (tipo 1) (AGBULUT, 2003; CONDON et al.,
1990). A FIGURA 2 mostra diferentes musculos esqueléticos de camundongos na idade de

cinco dias (marcados com anticorpo especifico para a MyHC 1), que ainda retém a isoforma
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lenta, mesmo em musculos (como o EDL) que na idade adulta apresentardo mais de 90% de
suas fibras expressando a MyHC do tipo Il (BLOEMBERG & QUADRILATERO, 2012).

Figura 2: Imagens representativas de diferentes musculos esqueléticos de

camundongos na idade de 5 dias que expressam a isoforma lenta (tipo I). (A). O masculo
EDL apresenta uma grande proporcéo de suas fibras expressando a isoforma lenta, marcadas
em verde (B). O masculo Séleo, que na idade adulta é exclusivo de fibras tipo I, nessa idade
ja apresenta uma grande propor¢do de fibras lentas. (C). Muasculo Tibial anterior,
apresentando a marcacgdo padréo para a isoforma lenta. (D). Musculo Gastrocnémio também

expressa a isoforma tipo 1.

Musculos em desenvolvimento apresentam maior plasticidade do que musculos
maduros. Durante essa fase, 0s muasculos tornam-se mais susceptiveis a alteracdes nos tipos de
fibras musculares quando comparados a musculos adultos (SCHIAFFINO & BORMIOLI,
1973). A fim de se entender como musculos EDL em desenvolvimento reagiriam a alteracfes
na carga aplicada sobre eles, foi realizada uma cirurgia na qual o musculo tibial anterior,
sinérgico ao EDL, foi removido. Foi visto que esses animais em desenvolvimento
apresentaram maior expressao da isoforma tipo | e um swtich completo de fibras IIB para

IHA/1IX, evidenciado por reacBes histoquimicas para ATPase miofibrilar e atividade da
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enzima SDH. De forma contréria, ao realizar o mesmo experimento em animais adultos, ndo
se observou alteracdes nos tipos de fibras musculares (SCHIAFFINO & BORMIOLI, 1973;
SCHIAFFINO, 2010).

Durante o desenvolvimento pdés-natal e na idade adulta, a atividade neuronal e de
alguns horménios, em particular os horménios da tiredide, exercem uma importante e
fundamental influéncia para a diferenciacdo das quatro isoformas existentes da MyHC
(SCHIAFFINO, 2010). Em relacdo aos hormdnios tireoidianos, foi mostrado que durante o
desenvolvimento o aumento nos niveis plasméaticos desses hormonios (hipertireoidismo)
resulta na expressdo precoce das isoformas adultas rapidas. De forma interessante, o
hipotireoidismo resulta na inibicdo da expressdo dessas isoformas rapidas e induz a
persisténcia de isoformas presentes apenas no desenvolvimento (MyHC neonatal e
embrionarias) (AGBULUT, 2003; 1IZUMO, 1986).

No desenvolvimento pés-natal, para que as fibras musculares possam diferenciar-se e
expressar as quatro isoformas existentes da MyHC, existe a necessidade de se estabelecer uma
comunicacdo nervosa entre as fibras musculares e neurénios motores localizados na medula
espinhal. Nesse tipo de comunicacdo, em um mesmo musculo, cada axonio motor €
responsavel pela inervagdo de vérias fibras musculares, formando dessa forma a chamada

unidade motora homogénea. (FIGURA 3).
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Figura 3: Representacdo de unidades motoras e a relagdo com os diferentes tipos
de fibras musculares em mamiferos. (A). Neurénios motores localizados no corno anterior
da medula espinhal emitem axonios que irdo inervar cada fibra muscular. O contato entre o
terminal nervoso e as fibras musculares forma as placas motoras e é nesse local que vesiculas
sinapticas contendo o neurotransmissor acetilcolina serdo exocitadas, o que em Ultima
instancia culminard com a contragdo do mdasculo. Adaptado de: (http://antranik.org/wp-
content/uploads/2012/04/motor-unit-somatic-motor-neuron.jpg) Acesso em: 26 Nov 2013.
(B). Imagem mostrando a relagéo entre as unidades motoras e os tipos de fibras musculares
por elas inervadas. Terminais nervosos e ax6nios motores do musculo diafragma foram
marcados com uma sonda fluorescente (vermelho), as placas motoras estdo evidenciadas
(amarelo) e as fibras musculares foram marcadas (azul) com anticorpos especificos para as
isoformas da MyHC | e IIA. Note que algumas fibras ndo apresentam marcacdo azul,
indicando que provavelmente s&o fibras musculares que expressam isoformas do tipo IIx ou
1B (MANTILLA et al., 2007).
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Notavelmente, a grande maioria das fibras musculares de uma unidade motora é de um
unico tipo. As propriedades das fibras musculares podem ser determinadas
independentemente, porém influéncias externas poderiam alterar o padrdo sinaptico durante a
maturacdo das unidades motoras (CHAKKALAKAL et al., 2010). Algumas caracteristicas
pré-sinapticas podem ser descritas em relacdo aos diferentes tipos de fibras: (1)
Motoneurénios que inervam fibras de contracdo tipo | apresentam uma alta taxa de impulsos
(300,000 a 500,000 em 24hrs) e baixa frequéncia de disparo (~20 Hz). Fibras tipo 1A e 11X
apresentam 90,000 a 250,000 impulsos e uma frequéncia média de disparo de 50 a 80 Hz. As
fibras tipo 1B disparam 3,000 a 10,000 impulsos a uma frequéncia de 70 a 90 Hz. (2) As
fibras musculares de contracdo lenta sdo inervadas por juncdes neuromusculares (JNM) de
menor tamanho, o que se contrapem com as fibras de contracdo rapida que apresentam JNM
de tamanho superior. Além disso, JNM de fibras tipo Il possuem uma maior amplitude do
potencial evocado quando comparado a fibras tipo I, porém, essa amplitude decresce durante
estimulacdes repetidas. A quantidade de acetilcolina liberada com o tempo nas JNM de fibras
tipo | (Soleo) é inferior a quantidade liberada em fibras do tipo Il (EDL), porém, as
terminacOes de fibras tipo | conseguem manter por mais tempo a liberagdo de acetilcolina, o
que é consistente com o padrdo de atividade in vivo desse musculo (REID et al., 1999;
SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011). (FIGURA 4).
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Figura 4: Caracteristicas das unidades motoras em fibras musculares de
contracdo rapida e lenta. (A). As JNM de fibras do tipo | em musculo diafragma mostram-se
com éarea reduzida quando comparado a fibras do tipo 11X ou IIB (B). Adaptado de
MANTILLA et al. (2007). (C). A amplitude do potencial evocado por estimulo nervoso é
maior nas unidades de fibras do tipo Il (EDL) do que em fibras do tipo I (S6leo), porém, as
fibras do tipo I conseguem manter a amplitude de seu potencial por mais tempo que as fibras
do tipo Il durante estimulacéo repetida (REID, 1999). (D). A liberacédo de acetilcolina é maior
no EDL (tipo I) do que no Soleo (tipo 1), no entanto 0 musculo Soleo é capaz de manter uma

liberacédo controlada ao longo do tempo (REID, 1999).
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E importante ressaltar que a estimulagio externa cronica de fibras musculares com
diferentes frequéncias de estimulos elétricos é capaz de alterar o padrdo de inervacdo dos
motoneurénios (influéncia retrograda) que séo responsaveis pela inervacao de fibras rapidas e
lentas (BEWICK, 2003). Desta forma, quando fibras musculares de contracdo rapida sdo
estimuladas por estimulos caracteristicos de inervacdo de fibras lentas, estes estimulos sdo
capazes de alterar o padrdo de inervacdo dos motoneurbnios. Assim sendo, estes
motoneurdnios sdo alterados e passam a disparar impulsos em uma frequéncia mais baixa,
caracteristica de fibras de contracdo lenta, o que € capaz de modificar as caracteristicas
contrateis, metabolicas e ainda modificar a estrutura da fibra muscular. O mesmo fenémeno é
passivel de ocorrer no sentido contrario (BEWICK, 2003). Como representacdo, a FIGURA 5

mostra que a alteracdo no padrdo de estimulacdo elétrica das fibras musculares do Soleo é

capaz de alterar a expresséo génica da MyHC.
MyHC- | MyHC- 11X

Padrao
de
estimulo
lento

Padréo
de
estimulo
rapido

Figura 5: Alteracdo no padrdo de estimulacdo elétrica em musculo S6leo em
regeneracao é capaz de alterar a expressao génica da MyHC. Mdusculos Soleo desnervados
foram estimulados eletricamente com um padrdo de estimulo lento (20Hz) e um padrao de
estimulo rapido (100Hz). Hibridizacdo in-situ utilizando sondas especificas para MyHC-Lenta
e Rapida mostra que o padrdo de estimulo lento aumentou drasticamente a expressdo da
miosina lenta, o que ndo ocorreu com o estimulo rapido. No entanto, o padrdo de estimulo
rapido elevou a expressao da miosina rapida (11X). Adaptado de CICILIOT & SCHIAFFINO
(2010).
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AlteracGes no padrdo de expressdo das diferentes isoformas da MyHC sdo vistas em
varias condi¢des e dependendo do mecanismo pelo qual é modificado, a forma como vai se
proceder a mudanca no perfil de expressdo das isoformas pode ser diferente (CICILIOT et al.,
2013). A tabela 2 a seguir exemplifica esse fato.

Mecanismo Lenta-Réapida Réapida-Lenta
Desnervacao; Injaria na
Perda da medula espinal;
influéncia Imobilizagcdo de membro;
neuronal; Suspensdo de membro
alteracéo na superior; Repouso;
carga muscular Microgravidade (voos
espaciais)
Jejum; Administracdo de
Desnutricéo e glicocorticéides; Diabetes
Inflamacéo tipo I; Sepse, Caquexia do
cancer e AIDS
Multiplos A
Senescéncia
Fatores

Insuficiéncia cardiaca e
DPOC (musculos dos
membros)

Insuficiéncia cardiaca e
DPOC (diafragma)

Multiplos
Fatores

Tabela 2: Alteracdes no padrdo de expressdo da cadeia pesada de miosina em
diferentes condic¢des (modificado de: CICILIOT et al., 2013).

Ainda, levando em consideracéo essas diferencas no padrdo de expressdo da MyHC
sob diferentes estimulos, existem na literatura trabalhos que mostram como é complexo o
estudo sobre as isoformas da MyHC, uma vez que ja foi documentado que um mesmo tipo de
fibra submetida ao processo de desnervacdo reponde de forma totalmente diferente (em
termos de atrofia ou hipertrofia) quando diferentes masculos como o SOL, EDL e Diafragma
sdo avaliados. As fibras do tipo | no musculo Soéleo desnervado passa por um processo
atrofico, enquanto que no musculo EDL, essas mesmas fibras mantém praticamente 0 mesmo
tamanho. Diferencas parecidas foram observadas nas fibras 1A que sofreram muita e pouca
atrofia em musculos Séleo e EDL, respectivamente (CICILIOT et al., 2013). Entretanto, de
forma inversa, 0 musculo respiratério diafragma, apds desnervacdo, apresentou atrofia das

fibras 11X e 11B; as fibras I1A por sua vez ndo sofreram mudancas, porém, as fibras do tipo |
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sofreram hipertrofia (ARAVAMUDAN et al., 2006). Assim, esses dados mostram como o
musculo estriado esquelético € plastico, podendo alterar seu feno6tipo quando submetido a
diversos estimulos.

Apesar dessas diferengas morfologicas e funcionais que residem nas fibras
musculares, a forma com que uma fibra de contragdo lenta e uma fibra de contracdo rapida
realiza a comunicacdo com o sistema nervoso é a mesma, ou seja, essa comunicacdo depende
de uma sinapse quimica na qual a acetilcolina, em mamiferos, € o principal neurotransmissor.
Essa conexdo é estabelecida pelo contato entre o neurénio motor e uma fibra muscular
esquelética. Nos proximos capitulos mais detalhes serdo dados a respeito dessa forma de

comunicacao.

1.3. A Juncdo Neuromuscular e a Transmissao Sinaptica Quimica

A Jungdo Neuromuscular ou Placa motora de vertebrados foi um dos primeiros
modelos experimentais para 0 estudo da transmissdo sinaptica quimica (SANES;
LICHTMAN, 1999). E um dos modelos de sinapses mais estudados e melhor compreendidos
devido ao seu tamanho, sua simplicidade estrutural e acessibilidade (KUMMER; MISGELD;
SANES, 2006). Em mamiferos, ela consiste em uma sinapse quimica colinérgica cuja funcao
é transferir impulsos de uma terminacdo motora relativamente pequena para uma fibra

muscular ampla e, assim, desencadear a contracdo (KATZ, 1966). (FIGURA 6)
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Figura 6: A Juncdo Neuromuscular visualizada através de diferentes técnicas.

(A). INM pode ser identificada nessa preparacdo pela impregnacao pelo cloreto de ouro. Note
a intima relacdo entre a placa motora (seta) e a musculatura esquelética (cabeca de seta). A
seta preta indica 0 axonio motor (Adaptado de
http://zoomify.lumc.edu/histonew/neuro/neuro_main.htm) Acesso em: 20 Dez 2013. (B).
Imagem de uma JNM de camundongo marcada com uma sonda fluorescente (FM1-43). Note
a presenca de spots fluorescentes (setas), que nada mais sdo do que aglomerados de vesiculas
sindpticas que internalizaram a sonda para o interior do terminal pré-sinaptico (VALADAO,
2013). (C). JNM de camundongo identificada pela marcacdo do terminal pré-sindptico com
anticorpos que se ligam a proteinas de vesiculas sinapticas (verde). O componente pés-
sinaptico pode ser identificado em vermelho, pela a-bungarotoxina que se liga a receptores
para acetilcolina. Em azul identifica-se 0 ax6nio motor. Note o formato arborizado da JNM
(Matheus Proenca S. Magalhdes Gomes). (D). Micrografia eletrénica de transmissao
mostrando uma JNM de camundongo. O terminal pré-sinaptico € composto por inimeras
vesiculas sinapticas e mitocondrias. A membrana da célula muscular emite projecdes, as
invaginacdes pds juncionais, local esse onde se encontram 0s receptores para a acetilcolina.
Separando o componente pré-sinaptico do pds-sinaptico visualiza-se uma fina fenda sinaptica
(Barra de escala: 1um) (RODRIGUES, 2011).
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A transmissdo sinaptica € iniciada quando um potencial de ac&o dispara a liberacdo de
neurotransmissores a partir de um terminal nervoso pré-sinaptico. O potencial de acdo induz a
abertura de canais para célcio (Ca®") sensiveis a voltagem e 0 aumento transiente e localizado
da concentracdo intracelular de célcio estimula a exocitose de vesiculas sinapticas (KATZ,
1966).

O terminal pré-sinaptico tipico é uma porcdo especializada do axdnio motor. E
caracterizado por uma zona ativa, que € uma regido em que a membrana plasmatica do
terminal pré-sinaptico estd em contato intimo com a membrana plasmatica pds-sinaptica, além
da presenca de um aglomerado de vesiculas sindpticas. Essas vesiculas podem ser agrupadas
em trés possiveis pools de liberacdo: o pool prontamente liberdvel, o pool de reciclagem e o
pool de reserva. As vesiculas sinapticas adjacentes as zonas ativas sao denominadas vesiculas
ancoradas (MURTHY; DE CAMILLI, 2003; RIZZOLI & BETZ, 2005).

A transmissao sinaptica quimica, principal forma de comunicacdo neuronal, requer as
seguintes etapas: (1) a sintese de um neurotransmissor no terminal pré-sinaptico; (2) o
armazenamento dos neurotransmissores em vesiculas sinapticas; (3) a liberagéo regulada dos
neurotransmissores; (4) a presenca de receptores especificos para 0s neurotransmissores na
membrana pos-sinaptica; (5) e um mecanismo para finalizar a agcdo dos neurotransmissores
(SUDHOF, 2004).

A exocitose de vesiculas sinapticas € responsavel pela liberacdo dos
neurotransmissores. Esse evento é regulado por interagdes importantes entre proteinas
presentes na membrana da vesicula e na membrana do terminal pré-sinaptico (proteinas do
complexo SNARE), que se entrelacam promovendo a abertura de um poro de fusdo e
liberacdo de seu contetdo na fenda sindptica (MURTHY; DE CAMILLI, 2003). A pergunta
gue se encontrava em aberto era se a fusdo de vesiculas sinapticas na membrana do terminal
pré-sinaptico era mediada simplesmente por interacdes com dominios lipidicos ou se
proteinas intrinsecas da membrana desempenhavam algum papel no processo. Atualmente ja
estd bem estabelecido que uma fusdo eficiente das vesiculas com a membrana requer as
proteinas do complexo SNARE (MURTHY; DE CAMILLI, 2003). Na exocitose de vesiculas
sinapticas, as proteinas relevantes do complexo SNARE para 0 processo Sao:
Sinaptobrevina/VAMP 1 e 2, também chamadas de v-SNARES (vesicular SNARES), Sintaxina
e SNAP-25, conhecidas também como t-SNAREs (target SNAREs) (MURTHY; DE
CAMILLI, 2003; SUDHOF, 2004). A fusdo das membranas que permite a exocitose das
vesiculas ocorre pela interagdo progressiva entre as proteinas do complexo SNARE
(MURTHY; DE CAMILLI, 2003). No que diz respeito a localizacdo, a sinaptobrevina esta
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localizada primariamente na membrana da vesicula, sintaxina e SNAP-25 na membrana
plasmatica do terminal pré-sindptico. Além dessas, outra proteina de grande relevancia para o
processo e que esta envolvida com a sinalizacdo do Ca®* é a Sinaptotagmina I. Quando ocorre
um aumento na concentracdo intraterminal de Ca®, a sinaptotagmina I, localizada na
membrana da vesicula, altera sua conformacdo e interage mais fortemente com as proteinas
do complexo SNARE e com fosfolipides da membrana, promovendo a abertura de um poro de
fusdo e consequente liberacdo dos neurotransmissores (MURTHY; DE CAMILLI, 2003;
CHAPMAN, 2002). Em condi¢bes de repouso as vesiculas sindpticas sofrem fusdo
naturalmente com a membrana plasmaética, entretanto, quando ocorre um potencial de acéo
que leva a um aumento no Ca?" citosdlico, a taxa de vesiculas que se fundem a membrana
aumenta drasticamente (MURTHY'; DE CAMILLI, 2003). Apos a liberacdo de seu contetdo,
as vesiculas passam por um processo de endocitose compensatdria, reciclagem e
repreenchimento com neurotransmissor para possibilitar um novo ciclo (SUDHOF, 2004)
(FIGURA 7). Esse ciclo de vesiculas é composto por inlmeras outras proteinas que sao de
extrema relevancia para o processo, no entanto, como o foco deste trabalho é outro, um
panorama mais detalhado dessas proteinas bem como o de suas fungGes, pode ser encontrado
em excelentes revisdes da literatura.

O estudo do ciclo de vesiculas sinapticas, bem como o de outros tipos vesiculares e
suas implicacBes na medicina, ganhou a partir desse ano um novo estimulo. Juntamente com
James E. Rothman e Randy W. Sheckman, o neurocientista Thomas C. Stdhof foi agraciado
com o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina pelas descobertas a cerca da maquinaria que
regula o trafego de vesiculas, o maior sistema de transporte de nossas células. (“Thomas C.
Stdhof - Facts". Nobelprize.org. Nobel Media AB 2013. Web. 21 Dec 2013.

http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2013/sudhof-facts.html)
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Figura 7: Etapas basicas do ciclo de vesiculas sinapticas. (A). Vesiculas sinapticas
proximas as zonas ativas iniciam uma interacdo através da aproximacdo das proteinas do
complexo SNARE, tanto t-SNARE como v-SNARE. (B). A partir dessa interacdo, as
vesiculas entdo ancoram (docking) na membrana do terminal. Nessa etapa, como a
concentracdo de ions célcio é nula, a proteina sinaptotagmina ndo se liga a membrana. (C). O
entrelacamento continuo dessas proteinas auxilia no amadurecimento das vesiculas
(primming), tornando-as competentes para exocitose. (D). A partir do momento em que o
potencial de agdo é deflagrado, o aumento na concentracdo citoplasmatica de célcio promove
a ligacdo da sinaptotagmina-1 & membrana do terminal. Conjuntamente com a forca de tracao
exercida pelas outras proteinas do complexo, abre-se um poro de fusdo e a medida que a
interacdo entre as proteinas aumenta, o poro de fusdo cresce até que ocorra uma liberacao
ainda maior dos neurotransmissores (E). Apds a exocitose, as proteinas sao desacopladas e as
vesiculas passam por um processo de endocitose para possibilitar o inicio de um novo ciclo
(Adaptado de TANG et al., 2006).
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1.4- A Neurotransmissao Colinérgica

A acetilcolina exerce um papel crucial no controle de inimeros processos fisiologicos
tanto no sistema nervoso central quanto no periférico (PRADO et al., 2006). Neurbnios
colinérgicos estdo envolvidos em processos cognitivos importantes, como atengdo, memodria,
sono. Além dessas funcGes, esses neurdnios no cérebro podem ainda secretar o
neurotransmissor glutamato, enquanto no SNP esses neurdnios sdo capazes de sintetizar
varios peptideos e ATP, o que sugere uma importante papel na modulacdo de varias funcdes
fisiologicas (MESTIKAWY et al, 2011; PRADO et al, 2013). Certas doencas
neurodegenerativas, como o0 Alzheimer e a esclerose lateral amiotréfica, afetam
preferencialmente neurénios colinérgicos, evidenciando a importancia no entendimento da
neurotransmissao colinérgica para 0 avanco das estratégias terapéuticas (RIBEIRO et al.,
2006). A acetilcolina é um neurotransmissor utilizado pelos motoneurdnios da medula espinal
e consequentemente é liberada em todas as jungdes neuromusculares de vertebrados
(KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2003).

A acetilcolina é sintetizada no citoplasma do terminal pré-sindptico de neurbnios
colinérgicos a partir da colina e da acetil-coenzima A (acetil-CoA) derivada do metabolismo
mitocondrial, sendo que essa reacdo é catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT)
(RIBEIRO et al., 2006). Essa enzima possui um papel crucial no processo de sintese de
acetilcolina. Experimentos realizados em camundongos deficientes para a ChAT mostraram
uma diminuicdo significativa na transmissdo colinérgica (MISGELD et al., 2002). Esses
camundongos mostraram reducdo da atividade de acetilacdo da enzima e aboli¢do de registros
eletrofisiolgicos tanto para potenciais de placa motora em miniatura (MEPP) quanto para 0s
potenciais evocados (EPP). Além disso, esses modelos mostraram um aumento da arborizacdo
dos terminais nervosos e uma alteracdo na distribuicdo dos receptores para a acetilcolina, que
se encontram aumentados e mais espalhados ao longo da placa motora. Com relagdo ao
musculo diafragma em si, esse modelo mostrou diminuicdo no didmetro dos miotubos e
aumento na contagem de nucleos centrais. Dessa forma, esses dados em conjunto mostram
que a ChAT ¢é muito importante para a formacao e estabelecimento das terminagcfes nervosas,
bem como interfere no desenvolvimento da célula muscular (BRANDON et al., 2003;
MISGELD et al., 2002;).

O suprimento de colina é provido pelo transportador de colina de alta afinidade

(CHT1), responsavel pela recaptacdo da colina para o terminal pré-sinaptico, sendo este um
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importante requisito para a manutencdo da sintese de acetilcolina (RIBEIRO et al., 2006).
Um suprimento constante e suficiente de colina nas terminacBes nervosas colinérgicas pode
manter altos niveis de sintese e liberagdo de acetilcolina por um tempo prolongado (PRADO
et al., 2002).

Dado o seu cardter catiénico, a ACh ndo se difunde de forma efetiva pelas membranas
celulares, portanto se faz necessario um mecanismo de transporte para que essa molécula seja
liberada para a fenda sinaptica (PRADO et al., 2013). Dessa forma, apds a sintese, a
acetilcolina é armazenada dentro de vesiculas sinapticas através do transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT), uma proteina transmembrana de doze dominios (FIGURA 8). O
VAChT faz parte de uma superfamilia de proteinas de transporte, que inclui os
transportadores vesiculares de monoaminas VMAT 1 e 2, que possuem um alto grau de
similaridade com os segmentos transmembrana do VAChT (PARSONS, 2000; VARDY et al.,
2004; PRADO et al., 2013) (FIGURA 8). Para a internalizacdo das moléculas de ACh
provenientes do citoplasma do terminal nervoso para dentro das vesiculas sinapticas, o
VAChT utiliza um gradiente eletroquimico (AuH") gerado por uma bomba, a H*-ATPase do
tipo vacuolar (V-H'-ATPase), que troca dois prétons por uma molécula de acetilcolina
(NGUYEN; COX; PARSONS, 1998; revisado por PRADO et al., 2002) (FIGURA 8). Essas
bombas sdo bastante semelhantes, estrutural e funcionalmente, as bombas que sintetizam
ATP, localizadas nas mitocondrias e que regem a producdo de energia. As V-H"-ATPases
lancam méo da hidrolise do ATP para promover o transporte de H' para dentro das vesiculas.
Essas bombas ndo estdo presentes apenas na membrana de vesiculas sinapticas, mas também
em endossomos, lisossomos e LDCVs (Large Dense Core Vesicles). O gradiente
eletroquimico (ApH") é composto por um gradiente quimico de pH (ApH) e também por um
potencial elétrico transmembrana (Avy), gerado pela movimentacdo de cargas positivas para
dentro da vesicula, podendo ser descrito pela seguinte equagio: AuH'= ApH + Ay. Assim, 0
transporte de todos 0s neurotransmissores classicos para dentro de vesiculas sinapticas
depende de ambos os componentes (HNASKO E EDWARDS, 2012). Assim sendo, fica claro
gue mecanismos que alterem a atividade e o trafego do VAChT em terminais pré-sinapticos

podem facilmente modificar a liberacdo de acetilcolina (PRADO et al., 2002).
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Figura 8: Sequéncia de aminoacidos com topologia prevista para o VAChT e
Mecanismo de preenchimento das vesiculas sindpticas com ACh via VAChT. (A). O
VACHhT humano possui 12 dominios transmembrana. Os simbolos em cinza indicam residuos
idénticos ao VAChT de Caenorhabditis elegans, rato e torpedo. Os simbolos em preto
indicam os residuos que sdo idénticos nos VMATs (USDIN et al., 1995). (B). O
preenchimento de vesiculas sindpticas com ACh através do VAChHT utiliza um gradiente
eletroquimico (ApH") gerado por uma V-H'-ATPase. Essa bomba acidifica o lGmen, criando
um gradiente quimico (ApH), e adiciona cargas positivas a membrana da vesicula, criando um
potencial elétrico (Ay). Esse gradiente promove o movimento de dois ions H+ para o
citoplasma do terminal e a entrada de uma molécula de ACh (Adaptado de MESTIKAWY et
al., 2011).

A despolarizacdo do terminal pré-sinaptico leva a liberacdo da acetilcolina na fenda
sinaptica e ligacdo a receptores nicotinicos, desencadeando uma resposta pos-sinaptica.
Assim, a acetilcolina que foi liberada via exocitose de vesiculas, apds um curto intervalo de
tempo, é rapidamente hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE). Essa hidrolise
promoverd a dissocia¢do da colina do acetato, sendo a colina recaptada para o terminal pré-
sinaptico por meio de transporte ativo, para ser utilizada na sintese de novas moléculas de
acetilcolina (FIGURA 9).
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Figura 9: Sintese, armazenamento e liberacdo de acetilcolina. A acetilcolina é
sintetizada no citoplasma do terminal nervoso, através da colina e da Acetil-CoA, este
derivado do metabolismo mitocondrial. A reacdo de sintese da acetilcolina é promovida pela
enzima Colina Acetiltransferase (ChAT). Apo6s sua formacdo, a ACh é transportada para
dentro de vesiculas sinépticas através do Transportador Vesicular de Acetilcolina (VACHT).
Apos a despolarizacdo do terminal nervoso e consequente liberacdo e exocitose de ACh, este
neurotransmissor se ligard a receptores especificos na membrana pos-sinaptica,
desencadeando por exemplo, a contracdo muscular esquelética. Apds sua acdo, a ACh é
degradada pela acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina. A colina por sua vez é
recaptada para o interior do terminal nervoso através de seu transportador de colina de alta
afinidade (CHT) sendo reutilizada na sintese de novas moléculas de ACh (The American
Psychiatric Publishing — Textbook of Psychopharmacology, fourth edition. Edited by Alan F.
Schatzberg and Charles B. Nemeroff, 2009).
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Portanto, como um dos pontos mais criticos na neurotransmissao colinérgica reside,
como ja descrito, na internalizacao da acetilcolina via VAChT, para avaliar a participacédo e a
importancia funcional do VAChT na neurotransmisséo colinérgica foi desenvolvida uma
linhagem de camundongos que apresenta expressdao reduzida (knockdown) do gene do
transportador vesicular da acetilcolina (PRADO et al., 2006). Andlises por imunoblot
revelaram uma reducdo de 40% na expressao do VAChT em camundongos heterozigotos
enguanto nos homozigotos a reducao foi de 70%. A menor expressao de VAChT néo levou a
morte dos animais geneticamente modificados, permitindo que os camundongos atingissem a
idade adulta e possibilitando inclusive a realizacdo de anélise comportamental desses animais.
Camundongos VAChT KD™M em testes de forca muscular, apresentaram significativa
reducdo na resisténcia e forca muscular quando comparados aos VAChT WT. A mesma
equipe gerou também uma linhagem de camundongos com total remocgéao do gene do VAChHT.
Os camundongos knockout (delecdo total do gene) para o transportador vesicular de
acetilcolina morrem logo apds o nascimento indicando que a liberacdo de acetilcolina
armazenada em vesiculas sinapticas pelo VAChT é essencial a sobrevivéncia (PRADO et al.,
2006).

Assim sendo, esse trabalho utilizara essa linhagem de camundongos para entender 0s
possiveis efeitos causados pela menor liberacdo de ACh na morfologia de fibras musculares
de contracdo lenta e rapida desses animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar analise morfolégica dos musculos Soleo (SOL) e Extensor Longo dos Dedos
(EDL) de camundongos adultos que apresentam uma reducdo na expressdo do transportador

vesicular de acetilcolina.

2.2. Objetivos Especificos

1) Realizar analise qualitativa das fibras musculares de contracdo rapida e lenta em
camundongos VAChT KD Heterozigotos, Homozigotos e VAChT WT.

2) Realizar analise guantitativa de musculos de contracdo rapida e lenta através de
morfometria, determinando o ndmero total de fibras, a relacdo fibras/area, a area (CSA) e 0
perimetro de cada fibra em animais VAChT KD Heterozigotos, Homozigotos e VAChT WT.

3) Avaliar qualitativamente o padrdo de expressao das isoformas da cadeia pesada de
miosina (MyHC) em mdsculos de contracdo rapida e lenta em animais VAChT KD
Heterozigotos, Homozigotos e VAChT WT.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagéo e amostra

A populacéo foi constituida de camundongos machos, adultos (na idade de trés meses)
C57BL/6J selvagens (WT) e camundongos com alteracdo na expressdio do VACHhT
(knockdown), gerados pela equipe do professor Marco Ant6nio Prado utilizando técnicas de
recombinacdo homologa baseadas no sistema Cre-LoxP (PRADO et al., 2006; DE CASTRO
et al., 2009). Os camundongos foram obtidos no biotério do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB/UFMG, coordenado pela Profa. Silvia Guatimosim. A amostra foi
constituida por no minimo trés animais para cada gendétipo (3 animais WT e 3 animais
VAChT KD"&T e 3 KDHM). Os animais foram genotipados através de PCR e eletroforese em
gel de agarose. Os seguintes primers foram utilizados para selecdo das regiGes génicas de
interesse: P1 5" TCA TAG CCC CAA GTG GAG GGA GA 3"; P25 GGA ACT TCC TGA
CTA GGG GAG GAG 3" e P35'GGT TCA TAT CCC CGA GCT CAG GAG 3" (FIGURA
10).

WT KDHET KpHOM

800pb
700pb

600pb
500pb
400pb

300pb

200pb

100pb

Figura 10: Imagem representativa do gel de agarose mostrando os genotipos
utilizados neste trabalho. Os primers P1 e P3 amplificam as regides de 336pb, que
identificam os WTs. Os primers P1 e P2 amplificam a regido de interesse que apresenta 495pb

e seleciona os animais VAChT KD"M,
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3.2 Obtengao dos musculos

Ao longo desse estudo, foram utilizados madsculos diferentes que variam no padréo de
expressao das isoformas da cadeia pesada de miosina, o que vai determinar a velocidade de
contracdo das fibras musculares. Para o estudo em musculos de contracdo lenta (fibras tipo 1)
0 musculo Soleo (SOL) foi escolhido e, para avaliar os musculos de contracdo réapida (fibras
tipo A, 11X e 1IB), utilizamos o Extensor Longo dos Dedos (EDL). Ambos os muasculos sdo
extensivamente utilizados por diversos grupos de pesquisa que realizam esse tipo de trabalho.
De acordo com a literatura, o0 SOL em camundongos apresenta uma porcentagem de fibras
tipo | em torno de 40%, variando um pouco esse valor dependendo do estudo, e 0 EDL
apresenta mais de 90% de fibras tipo Il quando se soma as isoformas IIA, 11X e IIB
(BLOEMBERG & QUADRILATERO., 2012).

Os camundongos foram sacrificados por dose letal de anestésico e os musculos de
cada pata foram dissecados. Os musculos SOL e EDL de uma das patas foram fixados em
solucdo de Glutaraldeido 4% diluido em tampdo fosfato 0.1 M por 24horas a 5°C, para
histologia de rotina. Os musculos da pata contralateral foram coletados, posicionados em
moldes plésticos e embebidos em solucdo criopreservante OCT (Sakura®), seguido de
congelamento em freezer a -80°C até a criomicrotomia. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as normas do CETEA-UFMG e estdo

registrados sob o protocolo numero 073/03.

3.3 Histologia de rotina

Apos a fixacdo, os musculos foram lavados 3x em solugdo PBS (0,1M). Em seguida,
0s musculos foram submetidos a desidratacdo em série ascendente de &lcool (&lcool 70%,
80%, 95% e mais um banho em 95%, 30 minutos cada). Apés a desidratacdo, os muasculos
foram imersos em solucéo 1:1 de alcool 95% e resina glicol metacrilato (Leica Historesin) por
24 horas a 5°C. Em seguida, as amostras foram infiltradas em resina pura (Leica Historesin)
para posterior inclusdo. A inclusdo foi feita utilizando-se a resina pura adicionando-se a
solucdo polimerizante na proporgdo: 15mL de resina glicolmetacrilato para 1 mL da solugéo
polimerizante. Os musculos foram orientados nos moldes para permitir a seccao transversal
dos mesmos e em seguida embebidos na solucédo de inclusdo. Para completa polimerizacdo, os

blocos permaneceram por, no minimo, 24 horas em temperatura ambiente ou em estufa a
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42°C. Ap6s inclusdo, os blocos contendo os musculos foram montados em suportes para
micrétomo e cortados utilizando-se navalhas de vidro (Leica). Cortes transversais dos
musculos foram obtidos com 3 um de espessura utilizando um micrétomo (Leica Reichert-
Jung®) localizado no laboratério de Neurobiologia (Professora Conceicdo Machado), no
Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Os cortes foram distendidos em &gua destilada, na
temperatura ambiente, e logo em seguida transferidos para laminas de vidro. As laminas
contendo as sec¢Oes eram colocadas em chapa quente a 70°C por 15 minutos para secagem e
adesdo e distensdo méaxima dos cortes. Apds essa etapa, os cortes foram corados com solucao
de Azul de toluidina-O (EMS) em &gua destilada 1:10 por 15 minutos. Os cortes foram ent&o
imersos 5x em alcool 95% para obtencdo da intensidade de coloracdo desejada. Em seguida,
as laminas foram montadas com laminulas utilizando meio de montagem Entellan Mounting
Medium (Merck®). Em cada lamina foram colocados até 5 cortes, e para anélise escolhiamos
de 2 a 3 cortes por animal, considerando um minimo de 3 animais por grupo experimental,

gerando um total de no minimo 6 a 9 cortes por grupo experimental.

3.4 Imunofluorescéncia

As amostras congeladas de tecido foram cortadas num criostato (Leica CM1850)
localizado no laboratorio de Neuro-Imuno Patologia Experimental coordenado pela professora
Rosa Esteves Arantes, do Departamento de Patologia, ICB, UFMG. Os cortes obtidos (10-
20um) foram transferidos para laminas de vidro polarizadas (VWR®), as quais foram
armazenadas em freezer a -20°C. Em cada lamina, eram colocados no minimo dois cortes
tanto de WT quanto de VAChT KD"M e KD, os quais foram marcados simultaneamente
com 0s anticorpos primarios. O controle negativo da técnica foi realizado através da omisséo
dos anticorpos primarios em alguns cortes. As etapas seguintes do protocolo de marcagéo
foram realizadas em camara Umida. Os cortes passaram pela etapa de bloqueio de sitios
inespecificos com 3% BSA (Sigma), 5% soro de cabra (Sigma) e 0,1% Triton X-100 (Sigma)
em PBS 1x por 30 minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram
incubados com os anticorpos anti-MyHC tipo | (Leica Novocastra na diluicdo 1:250 em 3%
BSA e 5% soro de cabra) overnight a 4°C. As laminas foram lavadas 3x em PBS 1x e entdo
incubadas com o anticorpo secundario (Alexa 488 goat anti-mouse IgG1 - Invitrogen), na
diluicdo 1:1000 em PBS/BSA 3% e soro de cabra 5%) por 1 hora em temperatura ambiente.
Apds nova lavagem 3x em PBS 1x os cortes foram montados em meio preservante da

fluorescéncia (VectaShield).
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3.5 Aquisicao e analise das imagens

As imagens dos cortes de tecidos processados para histologia de rotina foram
adquiridas utilizando um microscopio 6ptico Axioplan 2 Carl Zeiss (localizado no laboratério
de Neurobiologia, Profa. Conceicdo Machado, no Departamento de Morfologia do ICB,
UFMG) e Olympus BX61 (localizado no laboratdrio de Biologia das Interaces Celulares, no
Departamento de Morfologia do ICB, UFMG acoplados a uma camera CCD. Os cortes eram
fotografados em sua totalidade utilizando uma objetiva de 20x. Para cada animal foram
analisadas 2 a 3 secgdes por animal, o que gerava 6 a 9 cortes, considerando um N=3. Cada
corte nos dava em torno de 7 imagens, dessa forma, por animal, analisivamos entre 14 e 21
imagens. Os cortes foram analisados utilizando os softwares Axiovision (Carl Zeiss) e Image
J. Os seguintes dados morfométricos foram obtidos para cada musculo: nimero total de fibras,
area de seccdo transversal (CSA) da fibras e perimetro da fibra. Os dados coletados foram
armazenados no programa Microsoft Excel® e convertidos em representages graficas através
do programa GraphPad Prisma 5.0. Utilizamos graficos de dispersdo para representacéo e a
analise estatistica foi realizada segundo Schertzer et al., (2007)

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas em um microscépio de fluorescéncia
Axioplan 2 Carl Zeiss (localizado no laboratério de Neurobiologia, Profa. Concei¢édo
Machado, no Departamento de Morfologia do ICB, UFMG) e Axio Imager A2 (localizado no
Departamento de Farmacologia do ICB, UFMG) acoplado a uma camera CCD. A fonte de
luz utilizada para iluminar os cortes consistiu de lampada de mercurio e para a coleta da luz
emitida foi utilizado o filtro para FITC o qual seleciona o comprimento de onda adequado a
excitacgdo da sonda fluorescente acoplada ao anticorpo secundario Alexa 488
(Excitacdo/Emissdo: 488/519) goat anti-mouse IgGl. Os cortes foram fotografados em

objetiva de 20x (seca, com abertura numérica de 0,5) para a analise qualitativa.

3.6 Analise estatistica

Segundo Schertzer et al., (2007), as anélises de Area de Seccdo Transversal (CSA) das
fibras musculares podem ser mais bem representadas através de um grafico de dispersdo dos
resultados. Normalmente, os valores de &rea para as fibras musculares apresentam uma grande
variabilidade e, portanto ndo apresentam distribuicdo normal (ndo assumem uma distribuicdo
Gaussiana), assim, seguindo esses autores, nos utilizamos a mediana dos valores para aplicar

0 teste estatistico que no caso foi o teste ndo paramétrico de mann-whitney. A analise
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estatistica do nimero de fibras musculares por musculo foi realizada pelo teste t-Student ndo
pareado. As andlises de fibras/area foram realizadas considerando os animais controle WT
como sendo 100%, portanto, foi calculada a porcentagem dos outros genotipos em relagdo ao
controle (% em relagdo ao controle) Os resultados foram considerados estaticamente

significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 As fibras musculares do Soleo de animais VAChT KD nao apresentam alteracfes em

DHOM

relagdo ao numero de fibras totais, porém, os animais VAChT K apresentam um

menor namero de fibras por area

Com o objetivo de avaliar se a reducdo na expressdo do VAChT seria capaz de
promover alguma mudanca nas fibras musculares do Soleo, nés realizamos analises

qualitativas e quantitativas nesse misculo, tanto nos animais VAChT KD"&'

quanto nos
KD"™M os quais apresentam ~40% e ~65% de reducdo na expresséo do VAChT,
respectivamente (PRADO et al., 2006). As analises eram sempre comparadas ao controle
(WT). A FIGURA 11 (A-C) mostra imagens representativas de cortes transversais do
musculo Soleo dos trés gendtipos. Através de uma analise qualitativa j& podemos perceber

HET
D

que as fibras musculares dos animais VAChT K apresentam maior tamanho em relagéo

as do controle WT. Quando avaliamos as fibras musculares dos animais KD"M

percebemos
fibras ainda maiores. Qualitativamente, o musculo Soéleo dos animais WT parece apresentar
mais fibras musculares em relacdo aos VAChT KD, porém, a quantificacdo do nimero de
fibras musculares nos trés genédtipos ndo mostrou diferenca estatistica (FIGURA 12A E B).
No entanto, os animais KD"°M apresentaram uma menor relacdo de fibras musculares por area
analisada (p=0,005) (FIGURA 12D). Os animais KD™ " ndo apresentam diferenca estatistica

no namero de fibras/area (Figura 12C). A tabela 3 sumariza esses achados.

] ) Relacéo
Numero de Fibras ) ]
VAChT Fibras/area (%
Musculares
do Controle)
WT 758,8+28,47 100

KDHET 815+36,50 93,67+8,59
KDHM 754,3+43,90 76,19+3,31°

Tabela 3: Resultado da andlise quantitativa do masculo Séleo. * diferenca

estatistica em relacdo ao controle WT.
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A VAChT WT

M

B VACHhT KDHET

@
C VAChT KDHoM

Figura 11: Imagens representativas de cortes transversais do musculo Soéleo de
animais VAChT WT (A), KD (B) e KD"°M (C). Barra de escala: 100pm. Azul de
toluidina. Aumento: 40x.
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Figura 12: Os animais VAChT KD"°M apresentam alteragdes na analise
guantitativa das fibras musculares no musculo Soéleo. (A e C). O ndmero de fibras
musculares bem como a relacdo de fibras/area dos animais KD™& ndo apresentam diferencas

DHOM

estatisticas em relacdo ao controle WT. (B e D). Nos animais K 0 ndmero de fibras

musculares ndo apresenta diferenca estatistica em relacdo ao controle. Entretanto, a relagdo

HOM
DO

fibras/area mostrou-se significativamente menor nos camundongos K . [(N6s analisamos

de 2-3 cortes por gendtipo, N=3 animais por grupo experimental). Os resultados aqui

apresentados sdo expressos como a média +erro padrdo da média (EPM) *p<0,05].
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4.2 O musculo So6leo de camundongos VAChT KD apresentam fibras musculares com
maior area de seccdo transversa (CSA) e perimetro quando comparado aos

camundongos controles WT

Uma vez que no item 4.1 n6s mostramos que a reducgdo na expressao do VAChT nos
animais VAChT KD"M foi capaz de alterar a relacdo fibras/area no misculo SOL, nosso
proximo passo foi realizar a analise da area de seccao transversa (CSA) individual das fibras
musculares e perimetro em animais KD"&" e KD"°M, comparando sempre com os animais
controles WT. Nossos resultados mostram que a média da area das fibras musculares dos
animais KD™" (% do controle), ndo é diferente da dos animais WT (FIGURA 13A), no
entanto, quando se faz analise dos resultados de CSA por dispersédo e do perimetro das fibras
musculares nesses animais, observa-se um maior ndmero de fibras musculares com maior
CSA em relacdo ao musculo dos animais controles WT (FIGURA 13B E C). Por sua vez, ao
analisar a média da &rea das fibras musculares dos animais KD"M (% do controle), verifica-

se que esses animais apresentam fibras musculares ainda maiores em relagdo aos KD™'

HET
D

apesar da diferenca entre WTxK ndo ser estatisticamente significativa (p=0,4652).

Entretanto, a0 se fazer a anélise por dispersio, a CSA das fibras do KD"™M ¢
significativamente diferente da CSA do musculo dos controles WT (p= 0,0139) (FIGURA
13A). A dispersdo dos resultados de CSA e perimetro e a mediana desses valores mostra um
grande numero de fibras significativamente maiores que aos controles WT (FIGURA 13B E

C). A tabela a seguir, sumariza os resultados encontrados.

Média da &rea | Mediana da Mediana do
VAChT | (% em relagdo CSA Perimetro
ao Controle) (Lm?) (Lm)
WT 100 749.8 103,8
KDMET 108,249,15 792,2° 107,2°
KD"OM | 132,346,22° 979 125,4°

Tabela 4: Resultado da andlise da area e perimetro das fibras musculares do
Soleo nos trés gendtipos. A mediana para CSA e perimetro foi aqui representada, uma vez
que esta € a medida mais adequada para representacdo de valores de fibras musculares que

apresentam grande variabilidade. ® diferenca estatistica em relagdo ao controle WT.
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Figura 13: O musculo Séleo dos animais VAChT KD apresenta fibras musculares
com maiores CSA e perimetro. (A). Gréfico de barras mostrando que a média da &rea
(calculada em % em relagdo ao controle) dos animais KD"°M é significativamente maior que
as fibras musculares dos animais WT. A dispersdo dos resultados (B e C) para a CSA e
perimetro dos KD™°™ mostram fibras com maior tamanho em relagéo ao controle. Analisando
as fibras dos animais KD"®", percebem-se também fibras maiores em relacéo ao controle.
(Para esta representacdo, foram analisadas 1187 fibras musculares para os trés genotipos, N=3

animais por grupo experimental. *p<0,05 e ***p<0,0001).
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4.3 O musculo Extensor Longo dos Dedos (EDL) de animais KD"°™ apresenta um maior

namero de fibras musculares quando comparado ao de animais VAChT WT.

Os resultados anteriores mostram que as fibras musculares do Soleo sofrem alteracdo
em virtude da reducdo na expressio do VAChT nos camundongos KD"M. E importante
lembrar que, em camundongos, 0 muasculo Séleo, sendo postural, apresenta a grande maioria
de suas fibras de contragdo lenta (tipo 1), sendo, portanto, um musculo muito requisitado na
manutencdo postural. Entretanto, o0 musculo Extensor longo dos Dedos é apenas recrutado em
situacdes especificas, em que existe a necessidade de um movimento rapido e de exploséo.
Assim, esse musculo é composto em sua grande maioria por fibras de contracdo rapida (tipo
).

Em relacdo a esse musculo, apenas por uma andlise qualitativa ja podemos perceber

DM apresentam-se visivelmente menores quando

que as fibras musculares dos animais K
comparado as do seu controle WT (FIGURA 14). Quando realizamos a quantificacdo do
namero de fibras e a relacdo fibras/area (% em relacdo ao controle), ndo foi observada nos
animais KD " diferenca estatistica nessas duas analises, entretanto, os animais KD"™
apresentaram um maior numero de fibras musculares em relacdo ao controle WT que
alcancou significancia estatistica (p=0,039) (FIGURA 15). Observamos ainda uma tendéncia,
porém sem significancia estatistica dos animais KD"°M | em apresentarem maior niimero de

fibras/area em relacdo ao controle (FIGURA 15). A tabela 5 sumariza essas observagoes.

NUmero de Relacéo
VAChT Fibras Fibras/area (%
Musculares do Controle)
WT 563,1+41,15 100
KDHET 620,8+46,46 93,53+9,74
KDHoM 715,8+29,40% 146+15,92

Tabela 5: Resultado da analise quantitativa do musculo EDL. ? diferenca

estatistica em relacdo ao controle WT.
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A VAChT WT

N

Figura 14: Imagens representativas de cortes transversais do musculo EDL de
animais VAChT WT (A), KD"&" (B) e KD"°M (C). Barra de escala: 100pm. Azul de
toluidina. Aumento: 40x.
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Figura 15: A andlise quantitativa do musculo EDL nos animais VAChT KD"M

mostra um impacto na musculatura pela menor liberacdo de acetilcolina. (A e C). O

~

nimero de fibras musculares bem como a relagdo de fibras/area dos animais KD™' nio

DHOM 0

apresentam diferenca estatistica em relacdo ao controle WT. (B e D). Nos animais K
numero de fibras musculares encontra-se aumentado em relacdo ao controle. A relacdo
fibras/area mostrou uma tendéncia de estar aumentada nos camundongos KD"°™ porém, sem
significancia estatistica. [(NOs analisamos de 2-3 cortes por genotipo, N=3 animais por grupo
experimental). Os resultados aqui apresentados sdo expressos como a média +erro padrdo da

média (EPM) *p<0,05].
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4.4 O musculo EDL de camundongos VAChT KD apresentam fibras musculares com
menor area de seccdo transversal (CSA) e perimetro quando comparado aos de

camundongos controles WT

Uma vez demonstrado acima que nos animais KD"M

0 musculo EDL apresenta um
maior nimero de fibras quando comparado ao seu controle, ndés nos perguntamos se esse
aumento seria acompanhado por alteracfes na CSA e perimetro. A fim de responder essa
pergunta, n6s medimos as fibras musculares em seccdes transversais do musculo EDL em

ambos o0s genétipos. Nés observamos que o musculo EDL dos animais KD™M

apresenta
fibras com menores areas, CSA e perimetro em relacdo as do controle WT (FIGURA 16).
Ambas as analises da média da area (% em relacdo ao controle) e CSA e Perimetro
alcancaram significancia estatistica, com p <0,05 e p<0,0001 respectivamente. O musculo
EDL dos animais KD"ET ndo apresentou diferenca estatistica em ambas as anélises (FIGURA
16 B e C).

A tabela 6 sumariza os resultados encontrados.

Média da &rea ) Mediana do
Mediana da CSA
VAChT (% em relacéo ao () Perimetro
m

Controle) H (um)
WT 100 885 109
KDHET 108,6+11,30 934 116
KDHOM 68,036,48 699° 1012

Tabela 6: Resultado da anélise da area e perimetro das fibras musculares do
EDL nos trés gendtipos. A mediana para CSA e perimetro foi aqui representada, uma vez
que esta € a medida mais adequada para representacdo de valores de fibras musculares que

apresentam grande variabilidade. ® diferenca estatistica em relagdo ao controle WT.
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Figura 16: O muasculo EDL dos animais VAChT KD apresenta fibras musculares
com menores CSA e perimetro. (A). Grafico de barras mostrando que a media da area
(calculada em % em relacdo ao controle) dos animais KD"M ¢ significativamente menor que
as fibras musculares dos animais WT. A dispersdo dos resultados (B e C) para a CSA e
perimetro dos KD™™ mostram fibras com menor tamanho em relagéo ao controle. As fibras

D™ ndo apresentam diferenca em relacdo ao controle WT. (Aqui estdo

dos animais K
representadas as analises de 1183 fibras musculares para os trés genétipos, N=3 animais por

grupo experimental. *p<0,05 e ***p<0,0001).
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4.5 Avaliacdo qualitativa das fibras musculares do Soéleo e Extensor Longo dos Dedos
(EDL) de animais VAChT WT, KD"ET e KD"°M marcadas com anticorpo anti- MyHC
tipo 1.

Uma vez que nés demonstramos que a reducdo na expressdao do VAChHT foi capaz de
alterar a morfologia das fibras musculares do Soleo e EDL nos camundongos VAChT
KD™M, nosso préximo objetivo foi avaliar se essa reducdo na neurotrasnmisso colinérgica
poderia alterar o padrdo de expressdao das isoformas da MyHC e assim modificar as
caracteristicas bioguimicas e fisioldgicas das fibras musculares.

Durante as primeiras semanas do desenvolvimento pos-natal, a grande maioria dos
musculos esqueléticos (mesmo aqueles que expressardo de forma predominante a isoforma do
tipo I1) expressam a isoforma do tipo I, sendo esta, portanto, uma isoforma inicial. E
importante ressaltar que a atividade motora neuronal exerce uma grande influencia na
determinacéo final das isoformas que serdo expressas (AGBULUT, 2003, CONDON et al.,
1990). Levando-se em conta entdo esse fato, sera que nesses animais que apresentam
significativa diminuicdo do VAChT (KD™" e KD"®M) e consequentemente liberam menos
ACh, ocorreria uma alteragdo no padrdo de expressdo das isoformas? A diminui¢do na
expressao do VACHT levaria a um aumento da expressao da isoforma lenta tipo I, semelhante
ao que ocorre com as fibras no inicio do desenvolvimento pds-natal? Para responder a essa
pergunta nds realizamos experimentos de imunofluorescéncia em cortes transversais do
musculo Séleo e EDL de animais VAChT WT, KD™" e KD"M utilizando um anticorpo
especifico para a isoforma tipo I. A FIGURA 17 mostra cortes transversais do musculo SOL
dos diferentes gendtipos. A FIGURA 17A mostra um corte do SOL onde foi omitido o
anticorpo primario, funcionando como controle negativo da técnica. As FIGURAS 17 B, C e
D mostram respectivamente cortes transversais do SOL de camundongos WT, KD™ ' e
KD"M ‘marcados com o anticorpo tipo I. A FIGURA 18A mostra um corte transversal em
que foi omitido o anticorpo priméario. A FIGURA 18 B, C e D mostra respectivamente cortes
transversais do EDL dos camundongos WT, KD"&T e KD"°M, marcados com o anticorpo
Leica Novocastra NCL anti-MyHC tipo I. Avaliando algumas imagens do musculo EDL nos

animais KDHoM

, parece haver mais fibras musculares marcadas com o anticorpo tipo I,
porém, uma analise mais extensa, utilizando maior niumero de sec¢des por animal, sera

necessaria a fim de responder este questionamento.
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A Controle

Figura 17: Imagens representativas da marcagdo do musculo Séleo de animais
VAChT WT, KD"ET e KD"M com anticorpo anti-MyHC tipo I. A primeira imagem é um
controle negativo em que o anticorpo primario foi omitido. Barra de escala: 50um. Aumento:
20x

57



Controle

VAChT WT

VAChT KDHET

VAChT KDHOM

Figura 18: Imagens representativas da marcagdo do musculo EDL de animais
VACHhT WT, KD"ET e KD"M com anticorpo anti-MyHC tipo I. A primeira imagem é um
controle negativo em que o anticorpo primario foi omitido. Barra de escala: 50um. Aumento:
20x
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5. DISCUSSAO

As fibras musculares sdo altamente heterogéneas e essa caracteristica agrega grande
flexibilidade ao musculo, permitindo que um mesmo musculo possa ser utilizado para varias
tarefas, incluindo atividades continuas de baixa intensidade (controle postural), contracoes
musculares submaximas em repeticdo (locomocdo) e contracBes musculares fortes e rapidas
(corridas, saltos e chutes). Além dessa caracteristica, as fibras musculares sdo capazes de
alterar suas propriedades estruturais e funcionais em resposta a varios estimulos (fisiol6gicos
ou patoldgicos), sendo que essas alteracdes em conjunto determinam o fendtipo das fibras
(SCHIAFFINO & REGGIANI, 2011). Dentre esses fatores, podemos citar: (A) alteracdes na
carga aplicada ao musculo, incluindo suspensdo de membro posterior, tenotomia (seccédo de
tenddo), imobilizagdo muscular em condi¢des de encurtamento ou extenséo e remogdo de
musculo agonista; (B) atividade e inatividade, incluindo treinamento de resisténcia, auséncia
de treinamento, desuso, repouso, suspensdo unilateral de membros, microgravidade e voos
espaciais e hibernacdo; (C) regulacdo hormonal, incluindo os hormonios da tireoide,
glicocorticoides, testosterona e agonistas beta adrenérgicos; (D) oxigénio e disponibilidade de
substratos, incluindo jejum, diabetes, dieta com alta concentracdo de lipideos e hipoxia; (E)
por ultimo, porém de grande relevancia para o estabelecimento e manutencdo do fendtipo
muscular, temos fatores relacionados ao padréo de disparo dos motoneurdnios ou estimulacao
elétrica, assim nesse grupo, temos as seguintes condicdes: reinervacao cruzada, padrao neural
de estimulacéo, desnervacédo e transec¢do da medula espinhal. Essas propriedades conferem
plasticidade a musculatura esquelética (BLAAUW, SCHIAFFINO, REGIANNI, 2013).

Com relacdo ao componente nervoso, temos que alteragdes no masculo sdo capazes de
modificar a distribuicdo dos diferentes tipos de fibras e induzir adaptacfes estruturais e
funcionais na JNM (JIN; WERNING; WITZEMANN, 2008). De fato, Chakkalakal e
colaboradores (2010) confirmaram essa observacdo ao mostrar a influéncia retrograda das
fibras musculares, alterando o padréo de inervagdo de motoneuronios. Ainda fortalecendo
essa hipotese, foi demonstrado que modificagdes no padrdo de estimulacdo elétrica nas fibras
musculares de diferentes musculos (rapidos ou lentos) sao capazes de induzir modificacdes na
expressdo da MyHC e ainda modificar as caracteristicas de disparo dos motoneurdnios
(BEWICK, 2003; CICILIOT & SCHIAFFINO, 2010).

A transmissdo sindptica muscular s6 € possivel quando o neurotransmissor ACh é
liberado na fenda sinaptica, se liga a receptores nicotinicos e desencadeia a contracdo

muscular. A ACh foi a primeira substancia quimica a ser identificada como neurotransmissor,
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e varios trabalhos na literatura jé relataram modelos animais que apresentam aboli¢do de uma
enzima necessaria a sintese de ACh, a ChAT. Nesses modelos foi possivel observar
claramente que essa enzima exerce um papel crucial no desenvolvimento da JNM bem como
de suas conexdes. Além disso, esses modelos mostraram modificacBes na estrutura da célula
muscular, apresentando diminui¢do no didmetro dos miotubos e aumento na contagem de
nucleos centrais, fatores esses capazes de alterar o fenétipo das fibras musculares
(BRANDON et al., 2003; MISGELD et al., 2002; PRADO et al., 2013).

Outro fator que pode alterar a neurotransmissao colinérgica reside na interferéncia do
VACHT, uma proteina de transporte que reside na membrana das vesiculas sinapticas e é
responsavel por armazenar a ACh dentro das mesmas. A diminuicdo do VAChHT ja foi
reportada em varias doencas, como Alzheimer, doenca de Huntington, sepse e hipertensdo.
Assim sendo, varios modelos de animais geneticamente modificados que interferem com o
VACKT foram gerados, o0 que trouxe novas maneiras de se entender como mudancas nessa
proteina afeta a liberacdo de neurotransmissores (PRADO et al., 2013).

Dessa forma, este trabalho de forma inédita visa entender o que ocorre com as fibras
musculares (componente pos-sindptico), num modelo animal em que ha reducdo crénica na
liberagdo de ACh via menor expressdo do VACHT. Prado e colaboradores (2006) criaram a
ferramenta que possibilitou que esse estudo fosse realizado, bem como de outros trabalhos.
Esses pesquisadores geraram através de recombinacdo homdloga uma linhagem de
camundongos que apresentam uma reducdo em torno de 40% (VAChT KD e 70%
(VAChT KD"°M) na expressdo dessa proteina. Os resultados desse trabalho mostraram que
esses animais sdo miasténicos e apresentam déficit cognitivo e social. Porém, um resultado
desse trabalho foi de grande interesse para nds, uma vez que foi demonstrado que esses
animais (VAChT KD"™), quando submetidos a testes de resisténcia fisica e forca, mostraram
uma importante diminuic¢do na fungdo muscular. Esses mesmos animais, quando tratados com
uma droga (piridostigmina) que ndo atravessa a barreira hemato-encefalica e que inibe a
AChE, demonstraram uma reversdo do déficit muscular, indicando portanto, que as alteracdes
musculares observadas eram devidas realmente a um comprometimento na transmissao
sinaptica periférica (PRADO et al., 2006).

Baseado nos dados descritos acima, neste trabalho nds avaliamos os efeitos da
liberacdo reduzida de ACh induzida pela reducdo na expressdo do VAChT (animais VAChT
KD"ET e KDH°M), na morfologia das fibras musculares pertencentes a masculos exclusivos de
contracdo lenta (Soleo) e rapida (Extensor Longo dos Dedos). Para tanto, nds langamos méo

das técnicas de histologia de rotina e imunofluorescéncia para entender possiveis alteracdes
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que poderiam ocorrer com a musculatura esquelética desses animais. De Catro et al. (2009),
utilizando um modelo animal em que o gene do VAChT foi eliminado (VAChT®/el
mostraram a perda da arquitetura normal das fibras musculares do musculo gastrocnémio,
indicando o que poderiamos encontrar nos animais VAChT KD. E importante ressaltar que o
estudo pés-natal desses animais (VAChT®/®) ¢ inviabilizado, pelo fato dos mesmos
morrerem logo apos o nascimento devido a paralizacdo do musculo diafragma, o que torna
esse modelo Knockdown (KD) para o VAChT de grande interesse. Outros resultados
importantes a partir do nosso grupo de pesquisa, mostraram que a menor expressdo do
VACHT ¢é capaz de interferir com a morfologia, bem como com a distribuicdo de vesiculas
sinapticas e que a reducdo no contetido de ACh é importante para manter a forma das mesmas
em terminais motores do musculo diafragma (RODRIGUES et al., 2013).

Dessa forma, utilizando camundongos machos na idade adulta (3 meses) nés
coletamos os musculos SOL e EDL para a realizagdo desse estudo.

Considerando que o musculo SOL, de contracdo lenta, é constantemente recrutado
para manutencdo postural, nés nos perguntamos: quais seriam as consequéncias para este
musculo quando submetido a uma condicdo onde ocorre menor liberacdo de ACh?
Inicialmente nds investigamos se a menor expressdo do VACHhT nesse musculo em animais
(VAChT KD"ET e KD"°M) seria capaz de alterar o nimero total de fibras e da relagdo
fibras/area em cortes transversais do musculo SOL. Como mostrado na figura 12 A e B, 0
nimero total de fibras musculares dos animais KD™ ' e KD"M mostrou-se semelhante em
ambos 0s gendtipos, porém, de forma interessante a reducdo em torno de 70% na expressao
do VAChT nos animais KD™M levou a uma reducéo na relagdo fibras/area em relacdo ao

controle na ordem de 25% (figura 12C). Os animais KD™&'

por sua vez ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo aos WT (figura 12B). Isso significa uma possivel redugédo
na area total de circunferéncia do musculo.

Em seguida, avaliamos os mesmos pardmetros no musculo EDL, que por sua vez,
apresenta mais de 90% de suas fibras do tipo 11 (BLOEMBERG & QUADRILATERO, 2012)
e é raramente recrutado. E apenas utilizado quando existe a necessidade de geragdo de forca, o
que ocorre em atividades como corrida, por exemplo. Ao analisarmos 0s parametros de
namero total de fibras e distribuicdo de fibras/area nds encontramos que o nimero de fibras
do misculo EDL de camundongos VAChT KD"°M encontrava-se significativamente superior
aos animais WT (figura 15B). A distribuicdo de fibras/area mostrou uma forte tendéncia a um
aumento nessa relagdo (figura 15D) nos animais KD"M. Esses dados mostram dessa forma,

HOM
D

que os animais K apresentam mais fibras musculares, sugerindo, portanto um processo
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de hiperplasia. Uma analise posterior, com marcadores para proliferagdo celular, pode ser
sugerida.

Ao analisarmos qualitativamente as fibras musculares do SOL (figura 11), bem como
as fibras do EDL (figura 14) nesses animais (KD™ " e KD"®M) percebemos fibras maiores
(SOL KD"ET KD"™) e menores (EDL KD"™) em relacéo ao controle, sendo as fibras do
SOL nos animais KD™™ ainda maiores que os KD"&". Uma vez que verificamos que o SOL
apresentou reducdo na distribuicéo de fibras/area e no EDL ocorreu um aumento na contagem
de fibras, n6s nos perguntamos se as alteragdes aqui observadas em relacdo a quantificagdo
das fibras em ambos os musculos, seriam acompanhadas também por alteracGes na &rea e
perimetro das fibras destes musculos nos animais VAChT KD. Essas andlises poderiam
adicionalmente, indicar sinais de hipertrofia ou atrofia.

Dessa forma, nds realizamos uma analise por meio de morfometria e mensuramos a
CSA e perimetro das fibras musculares do SOL e do EDL em ambos os geno6tipos. Trabalhos
na literatura mostram que no musculo SOL, quando submetido a um processo de desnervacéo,
as fibras musculares de forma geral entram em processo atréfico, com reducéo da CSA, assim
como durante o envelhecimento, em condi¢Ges patologicas como na SMA (Atrofia Muscular
Espinhal), ALS e em condi¢bes em que 0 membro posterior é suspenso, 0 que promove
diminuicdo na carga aplicada (SCHMALBRUICH, AL-AMOOD, LEWIS. 1990;
MACPHERSON, WANG, GOLDMAN, 2011; PURVES-SMITH et al., 2012; KYPAROS et
al., 2005; LEE et al., 2011; AGBULUT et al., 2009; DEFORGES et al., 2009). No entanto, 0s
resultados das analises confirmaram nossa observacdo de que realmente as fibras musculares
desse musculo nos animais KD"&™ E KD"M tinham maiores CSA e perimetro (figura 13A, B
e C) quando comparado aos animais WT. As fibras musculares dos animais KD"M
mostraram valores ainda maiores de CSA e perimetro. Apesar desse resultado ir de encontro a
varios trabalhos na literatura, existem trabalhos que relatam hipertrofia muscular como um
evento que ocorre pouco tempo depois ao processo de desnervagdo. Por exemplo, Miledi e
Slater (1969) e Kernell (2006) relataram esse evento em musculos diafragma de ratos. Kernell
(2006) discute que esse fenémeno foi reportado em hemidiafragma desnervado, sendo que o
processo hipertrofico aconteceu pelo fato da outra parte do musculo encontrar-se inervada,
gerando um processo hipertréfico nas fibras musculares da parte desnervada. No entanto, um
artigo recente escrito por Sieck e Mnatilla (2013), refuta que a hipertrofia observada tenha
sido causada pela contracdo do hemidiafragma ainda inervado, uma vez que foi medida a
contracdo em varias regides do musculo e esses autores observaram que a contracdo

apresentada por estas regides ndo seriam suficientes para induzir aumento da carga na parte
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desnervada. Miledi e Slater (1969) utilizando MET relataram hipertrofia das fibras
musculares do diafragma 9 dias apds o processo de desnervacdo. Além disso, inspecionando
elétron-micrografias do mdsculo, esses autores observaram um aumento no numero de
miofibrilas dessas fibras que era quase duas vezes superior a do controle. Estes autores
mostraram que a area ocupada pelas miofibrilas nesses animais era 160% da dos animais
controles.

Jimena et al. (1998) em outro trabalho que utilizou uma abordagem experimental
diferente, propunham avaliar se extratos de muasculo SOL desnervados e injetados
intraperitonealmente em ratos normais seriam capazes de provocar efeitos miotréficos. Esses
autores comprovaram que 0s ratos que receberam extratos de musculo SOL 2 e 4 dias p0s-
desnervacdo, apresentaram aumento significativo da CSA e didametro das fibras musculares.
Esses autores ainda discutem que varios fatores reguladores do musculo podem contribuir
para este resultado e que interessantemente o masculo SOL apresenta grande quantidade de
Miogenina, sendo que esta poderia contribuir para os efeitos observados. Esse mesmo
fendmeno de hipertrofia pds-desnervacao ja foi relatado em humanos, e os autores mostraram
hipertrofia de fibras 1A e IIB pertencentes a0 masculo gastrocnémio que se encontrava
parcialmente desnervado (BERNAT e OCHOA, 1978).

Zhan e Sieck (1992) publicaram um trabalho que tratava das adaptacdes que ocorriam
nos masculos diafragma e gastrocnémio medial (MG) de hamsters adultos pds-inatividade
muscular. Nesse artigo, os autores induziram desnervacdo e ainda utilizaram uma toxina
(tetrodotoxina-TTX) que bloqueia os canais para sodio sensiveis a voltagem, impedindo assim
a transmissdo dos impulsos nervosos. Um dos resultados deste trabalho que foi de particular
interesse para nods, foi a observacdo de que as fibras do tipo | (de contracdo lenta) no
diafragma, assim como no gastrocnémio, apresentaram hipertrofia, com maiores valores de
CSA, o que corrobora os achados deste trabalho em relagcdo ao aumento quantificado da CSA
e perimetro do musculo SOL pertencente aos animais VAChT KD.

Interessantemente e de igual importancia para nosso trabalho, foi o fato destes autores
terem observado nesse mesmo experimento, que as fibras do tipo Il do diafragma haviam
sofrido atrofia, 0 que corrobora nossos achados com relacdo ao musculo EDL dos animais
KD"M que apresentaram valores menores de CSA e perimetro quando comparado aos de
animais controles. Considerando que o EDL possui predominantemente esse tipo de fibra,
podemos assumir que a atrofia aqui observada ocorreu primariamente nesses tipos musculares
(ZHAN e SIECK, 1992; MYATA et al., 1995; ARAVAMUDAN et al., 2006). Em outro
trabalho, Audouard et al. (2012), utilizando um modelo animal mutante para a proteina HNF-
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6 que regula nos motoneurénios a formacdo da JNM, mostraram que esses animais
apresentavam fragueza muscular e locomocdo anormal. Analisando diferentes musculos
esqueléticos, eles observaram, no musculo tibial anterior (contragdo rapida), um maior
numero de fibras musculares que se apresentavam menores em relacdo ao controle.

Zhan e Sieck, (1992); Myata et al., (1995) e Aravamudam et al., (2006) sugerem que
esses resultados podem ser explicados pelas caracteristicas de recrutamento das unidades
motoras (UMs) de ambos os tipos de fibras. As UMs de fibras de contracdo lenta sdo, segundo
eles, primeiramente recrutadas e, portanto, as forcas geradas no musculo diafragma em
eupneia, podem ser acompanhadas primariamente pelo recrutamento de UMs lentas. O
mesmo poderia ser concluido a respeito do musculo gastrocnémio, o qual contribui para
atividades como caminhadas e manutencdo postural (ficar em pé). Sendo assim, as UMs
lentas sdo as primeiras a serem recrutadas e as UMs de contracdo rapida sdo raramente
utilizadas, a ndo ser em atividades que exigem geracdo de forga. Os autores concluem que as
diferencas observadas em relacdo aos diferentes tipos de fibras em inatividade podem ser
relacionadas as caracteristicas das UMs destes dois tipos de fibras (ZHAN e SIECK, 1992;
MYATA et al., 1995; ARAVAMUDAN et al., 2006). Seria interessante, pois, caracterizar as
UMs dos musculos SOL e EDL no nosso modelo experimental.

Considerando, portanto, que os animais VAChT KD apresentam menor liberagdo de
acetilcolina, podemos entender esses animais como um modelo de desnervacéo parcial. Uma
vez que ja nascem com esse déficit, pode ser que a liberacdo reduzida de ACh ao longo do
desenvolvimento induza transformac@es compensatorias nas fibras musculares do SOL desses
animais, propiciando assim os efeitos observados em relacdo a CSA e perimetro e semelhante
ao relatado pelos autores acima. Em relacdo ao EDL, sendo um musculo pouco recrutado nas
atividades diarias, a menor liberacdo de ACh nesses animais poderia ser mais prejudicial a
este masculo e ter menor impacto sobre o SOL, se analisado as caracteristicas de
recrutamento de ambas as musculaturas.

Através de analises morfométricas nés mostramos que o musculo SOL assim como o
EDL sdo afetados de alguma forma quando a neurotransmissdo colinérgica € reduzida. Como
0 musculo SOL e EDL apresentam diferencas drasticas no nivel de expressdo da MyHC
(BLOEMBERG & QUADRILATERO., 2012), no6s decidimos avaliar se a menor liberacéo
de ACh traria alguma mudanga no padrdo de expressdo dessas isoformas. Utilizando
anticorpo especifico para a isoforma tipo I, nos realizamos uma analise qualitativa da
marcacdo de musculos SOL e EDL em ambos os gendtipos. As imagens da marcacdo

mostram que com relagdo ao musculo SOL (figura 17) parece ndo haver mudancas no padrao

64



de expressdo da isoforma tipo I nos animais VAChT KD quando comparado ao controle WT.
No entanto, de forma interessante, o0 masculo EDL (figura 18) parece apresentar mais fibras
marcadas com o anticorpo tipo I. Michel et al. (1996) mostraram em seu trabalho que o
musculo EDL de ratos submetidos a desnervagdo e bloqueio da transmisséo nervosa via TTX,
apresentou significativa redugdo das isoformas 11X e IIB e um aumento na expressao da
isoforma IlA, com uma tendéncia ao aumento da isoforma lenta (tipo I). Outro trabalho
publicado por Bobinac et al. (2000), em que foi induzida desnervacdo do EDL, mostrou
também a mudanca no padrdo de expressao das isoformas, com reducdo de IIB e 11X e
aumento de l1A e I.

Assim, esses dados relativos a expressdo da MyHC podem indicar que no musculo
EDL nos animais com déficit colinérgico, essa menor liberacdo de ACh pode induzir um shift,
com aumento da isoforma tipo I. Esse aumento pode estar relacionado, como citado por Zhan
e Sieck (1992); Myata et al. (1995) e Aravamudan et al. (2006), com uma maior ativagdo de
UMs lentas. Além disso, devemos considerar também a possibilidade desse aumento indicar
um retorno desse musculo aos momentos iniciais de seu desenvolvimento, uma vez que, como
demonstrado por Agbulut et al. (2003), a isoforma tipo | é a primeira a ser expressa na quase
maioria dos masculos. Portanto, a ativacdo nervosa pode ser importante para manter o padrao
de expressao das MyHC.

De forma inédita, nds mostramos aqui que a atividade nervosa € importante para
manter a morfologia normal das fibras musculares de diferentes grupos de musculos. O estudo
de musculos que variam drasticamente no nivel de expressdo da MyHC mostra como é
complexo o campo e como que cada tipo de fibra responde de maneira totalmente diferente,
em termos de atrofia ou hipertrofia e também com relacdo a expressdo da MyHC. Nosso
grupo de pesquisa, ao estudar o VAChT, mostrou como essa proteina exerce um papel
fundamental na manutencdo da neurotransmissdo colinérgica, e que sua abolicdo €
incompativel com a vida (DE CASTRO et al., 2009).

Os resultados aqui apresentados mostram a necessidade de se avaliar
ultraestruturalmente as fibras musculares de musculos SOL e EDL, a fim de verificar a
integridade das estruturas sarcoméricas, bem como de outros componentes celulares. Se faz
também necessario o estudo mais aprofundando das isoformas da MyHC, realizando uma
anélise quantitativa da expressdo das mesmas. A avaliacdo dos niveis de expressdo de fatores
miotréficos, como exemplo a miogenina, pode ajudar a entender melhor as alteracdes

observadas.
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Assim, esse campo de estudo ndo é somente confinado a ciéncia basica, mas sua
implicacdo é bastante ampla, indo da ciéncia esportiva a medicina e, considerando que a
atividade muscular se torna benéfica na prevencdo de varias doencgas cronicas, Seu
entendimento é muito importante a fim de se identificar possiveis alvos terapéuticos
(SCHIAFFINO & REGGIANI., 2011).
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6. CONCLUSAO

Este trabalhno mostrou como a ativacdo nervosa exerce um importante papel na
manutencdo da morfologia muscular. Mostramos aqui um modelo animal que apresenta um
déficit na expressdao do VAChT, uma proteina vesicular de fundamental importancia para a
neurotransmissao colinérgica. Nossos resultados mostram que a interferéncia nessa proteina é
capaz de provocar alteracGes na estrutura de musculos esqueléticos e que estas mudancgas sao
dependentes das caracteristicas de ativacdo nervosa de cada unidade motora. Assim, fibras
musculares de contracdo lenta respondem ao déficit colinérgico de maneira oposta a fibras
musculares de contracdo rapida. O conjunto desses resultados ajudara a entender melhor o
papel da acetilcolina na manutencdo da estrutura muscular. Considerando a ACh como um
importante neurotransmissor tanto para 0 SNC como para 0 SNP, esses estudos se tornam
muito importantes a fim de propiciar a criacdo de estratégias que visam auxiliar na cura ou
pelo menos tratamento de doencas como o mal de Alzheimer, doenca de Huntington,
Esclerose Lateral Amiotréfica e outras desordens neurodegenerativas, trazendo dessa forma

melhor qualidade de vida aos pacientes acometidos.
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