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Resumo

A liberagdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) depende de sua
estocagem em vesiculas sinapticas, um passo controlado pela atividade do
transportador vesicular de ACh (VAChT). A neurotransmissdao mediada por
ACh possui um importante papel em diferentes fungdes cognitivas, como
memoria, aprendizado e ateng¢do. Por outro lado, disfuncbes do sistema
colinérgico estdo presentes em doengas que apresentam o comprometimento
de fungdes cognitivas, como Doenga de Alzheimer e Doenga de Huntington.
Interessados em determinar a importancia do VAChT para funcdes
fisiolégicas do sistema colinérgico, nosso grupo desenvolveu, através de
técnicas de recombinagdo homéloga, camundongos com diferentes niveis de
reducdo na expressdao do VAChT. Ao gerarmos e caracterizarmos
camundongos nocaute para o VAChT, demonstramos a importancia do
transportador para a viabilidade dos animais e para o desenvolvimento normal
do sistema neuromuscular. Entretanto, camundongos com a auséncia do
VAChKT, devido a mortalidade precoce, sdo inviaveis para a realizacao de
experimentos comportamentais. Passamos entdo a utilizar camundongos com
reducdo na expressado do transportador (Kock-dowm), capazes de atingir a
vida adulta e com desenvolvimento similar aos camundongos selvagens.
Camundongos Knock-down heterozigoto (VAChT KD"8") e homozigoto
(VAChT KD"°M) para o VAChT apresentam reducdo de 45% e 65% na

expressdo do VAChT, respectivamente. Realizamos experimentos capazes

7



de avaliar diferentes formas de memoria e aprendizado. Demonstramos que a
reducdo na expressao do VAChT, e consequentemente na liberagao de ACh,
€ capaz de prejudicar a memoria social, sendo tal prejuizo revertido pela
elevacdo farmacolégica do tbnus colinérgico. A redugdo na expressao do
VAChT também trouxe prejuizos sobre o aprendizado ndo — associativo,
verifcado através da habituacdo ao campo aberto. Experimentos utilizando
cocaina, uma droga capaz de inibir a recaptagao de dopamina, sugerem que
o déficit observado na habituagdo ao campo aberto pode envolver disfuncbes
no balango entre o sistema colinérgico e dopaminérgico. O aprendizado de
tarefas procedurais, avaliado através do uso do cilindro giratério, mostrou-se
mais lento em camundongos com reducao da expressao do VAChT. Dessa
forma, demonstramos que a liberagdo de ACh mediada pelo VAChT é
essencial para a sobrevivéncia, além disso a deficiéncia de liberagdo de
acetilcolina pelo transportador compromete o desenvolvimento normal da
juncao neuromuscular em camundongos. Com o uso de camundongos Knock-
down, demonstramos que a atividade do VAChT é capaz de limitar a
capacidade de formacgao de distintas formas de memdria, com consequéncias
sobre o aprendizado, de forma similar ao encontrado em determinadas

doengas humanas.
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1. INTRODUCAO

1.1 A neurotransmissao quimica

Até o século XIX, havia um consenso de que a comunicagao entre
neurbnios ocorreria através de uma conexdo fisica direta. Entretanto, estudos
realizados por Ramon y Cajal, utilizando a coloragdo por prata desenvolvida por
Golgi, foram capazes de convencer a comunidade cientifica de que essas conexdes,
hoje conhecidas como sinapses, sao proximas em vez de continuas (revisto por
Taylor e Brown, 1999). Posteriormente, Otto Loewi demonstrou a natureza quimica
da comunicagcdo entre neurbnios. Em um experimento classico, ele estimulou o
nervo vago do coracgao perfundido de uma ra e permitiu que o liquido de perfusao
entrasse em contato com o coracdo de outra ra. Como resultado, a atividade do
coragao da ra receptora foi diminuida através da acédo da “substancia do vago’,
denominada por ele de parassimpatina. Posteriormente a parassimpatina passou a
ser denominada de acetilcolina (ACh) (revisto por Brown DA, 2006).

E aceito, portanto, que a transmissdo quimica é a principal forma de
comunicagdo entre neurdnios. A neurotransmissao quimica classica requer o0s
seguintes passos: 1-Sintese do neurotransmissor no terminal pré-sinaptico; 2-
Estocagem do neurotransmissor em vesiculas sinapticas; 3-Liberagao regulada de
neurotransmissor na fenda sinaptica; 4-A presenca de receptores especificos para o
neurotransmissor no terminal pds-sinaptico; 5-Uma forma de terminar a agédo do
neurotransmissor (revisto por Taylor e Brown, 1999).

Os eventos pré e pods-sinapticos sdo altamente regulados e sujeitos as
modificagdes depedentes do uso, que sédo a base da plasticidade sinaptica. Um dos
grandes desafios da neurociéncia € explicar como diferentes padrdoes de atividade
de sistemas de neurotransmissores coordenam comportamentos complexos, e como

alteragdes nesses sistemas participam de processos patoldgicos.
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1.2. A neurotransmissao colinérgica

A ACh foi o primeiro neurotransmissor identificado, sendo proposta como
mediadora da fungao celular por Hunt, em 1907. Em 1914, Dale demonstrou que sua
acao era capaz de mimetizar a estimulacdo de nervos parassimpaticos. Loewi, em
1921, forneceu evidéncias claras de que ha liberacado de ACh apos estimulagao
nervosa (revisado por Brown DA, 2006)

Hoje, sabe se que a neurotransmissdo colinérgica € essencial para o
funcionamento do sistema nervoso. Seu bloqueio agudo €& geralmente letal,
enquanto sua perda gradual, como observada na Doenga de Alzheimer, € associada
com a deterioragdo progressiva de fungdes neurais (revisto por Hoffman e Taylor,
2006). A ACh participa do controle central e periférico do movimento, funcionamento
do sistema nervoso autbnomo, regulagdo do sono e de multiplos processos
cognitivos como memoria, atengao e aprendizado ( revisto por Sarter M e cols. 2005;
Gold PE, 2003).

A ACh ¢é sintetizada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT), a partir dos
substratos colina e acetato, e posteriormente transportada para o interior de
vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Apés ser
liberada no terminal sinaptico, a ACh interage com seus receptores e € hidrolisada
em colina e acetato. A colina é entdo recaptatada para o neurdnio pré-sinaptico,
principalmente pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1), e utilizada para
a sintese de novas moléculas de ACh (Ribeiro et al.,, 2006; Prado et al.,2002)

(Figura1).
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Cholinergic
synapse

CHOLINE

Choline ACETATE
'acetyltransferase AChE
ACh

/
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ATP Post-synaptic

receptors

Pre-synaptic

Figura 1: Desenho esquematico da neurotransmissao colinérgica. A acetilcolina (ACh) é
sintetizada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) e armazenada em vesiculas sindpticas
pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Com a exocitose, 0 neurotransmissor
pode interagir com receptores pré e pos sinapticos. E entdo rapidamente degradada pela
acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina, que ¢ recaptada para o terminal pré-sinaptico

pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1).

1.2.1 Sintese de ACh

A ChAT é a enzima responsavel pela sintese de ACh, catalisando a
transferéncia de um grupo Acetil, proveniente de uma molécula de Acetil-CoA, para
uma molécula de colina. Dessa forma, a comunicagéo entre neurénios colinérgicos e
tecidos alvo é dependente da atividade da ChAT. Os niveis de acetil-CoA sao

mantidos através do metabolismo da glicose, sob agdo da enzima ATP-citrato liase,
15



que apresenta sua expressdao aumentada em neurdnios colinérgicos (Beigneux e
cols., 2004, Tomaszewicz e cols., 2003). O suprimento de colina é provido
principalmete da dieta, devido a incapacidade de neurdnios em sintetizar colina
(Fernstrom e cols., 1981; Zeisel e cols., 1981). A ChAT ¢é encontrada
predominantemente como uma proteina soltuvel no citoplasma, com uma pequena
parcela da populacéao total da enzima associada a membranas ou ao nucleo (Gill SK
e cols., 2003). A atividade da ChAT ¢é influenciada por sua distribuicdo, interacéo
com proteinas celulares e estado de fosforilagdo (revisto por Dobransky e Ryllet,
2005).

Ferramentas bioquimicas e farmacoldgicas indicam que a ChAT encontra-se
em excesso cinético em relagdo aos seus substratos, sugerindo que sua agao néo
seja a etapa limitante da sintese de ACh (Blusztajn e Wurtman, 1983). Entretanto,
uma reducdo da atividade da ChAT, encontrada em diferentes situagdes patoldgicas,
pode afetar a disponibilidade de ACh (Oda Y, 1999). Na Doenca de Alzheimer
avangada, observa-se uma reducao na concentracéo e atividade da ChAT no cortex
cerebral e hipocampo (revisto por Mesulam, 2004). Entretanto, ainda é controverso
se ha reducdo na atividade da ChAT nos estagios leve e moderado da DA
(Contestabile AE, 2008)

Na Doenga de Huntington, a reducdo na sintese de ACh parece ser
parcialmente responsavel pelos movimentos involuntarios observados em pacientes
afetados pela doenga. Embora a quantidade de neurénios colinérgicos no estriado
esteja preservada, ha uma reducéo significativa da atividade da ChAT (Cichetti F e
cols., 2000). Mutagdes no gene da ChAT capazes de abolir ou reduzir a sintese de
ACh foram encontradas em uma forma de miastenia frequentemente fatal,
denominada Sindrome miasténica congénita com episddios de apnéia (Ohno e cols.,
2001; Kraner e cols., 2003).

A utilizacdo de camudongos nocaute tem se mostrado uma ferramenta
poderosa para o estudo da fungdo e regulacédo de proteinas envolvidas com a
neurotransmissao colinérgica. Animais nocaute para o gene da ChAT foram
gerados. Enquanto camundongos nocaute da ChAT sao natimortos, camundongos
haploinsuficientes para a ChAT (com reducdo de aproximadamente 50% na
atividade enzimatica) surpreendentemente ndo apresentaram nenhuma alteragcéo

fisiologica aparente. A caracterizagdo neuroquimica dos animais heterozigotos
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revelou um aumento na expressdo do CHT1 de cerca de 50%. Sugere-se que o
aumento na atividade do CHT1 tenha sido capaz de aumentar a disponibilidade de
colina para a ChAT remanescente e dessa forma manter os niveis de ACh normais
(Brandon e cols., 2004).

1.2.2 Captacéo de colina pelo terminal pré-sindptico

A incapacidade de neurénios colinérgicos em realizar a sintese de novo de
colina torna a captagcao da colina para o interior neuronal essencial para manter a
sintese de ACh (Zeisel, 1981). Existem dois sistemas de transporte de colina bem
caracterizados e distintos entre si. A colina é transportada por um sistema de baixa
afinidade (K, de 100 uM), independente de ions sodio e inibido seletivamente por
altas concentragdées de hemicolinio-3 (HC-3), com K; de aproximadamente 50 uM.
Esse sistema encontra-se distribuido em varios tipos celulares e parece estar
envolvido com a sintese de fosfatidilcolina. O outro € um sistema de transporte de
alta afinidade por colina, com K., de 1a 5 uyM, depende de sédio e cloreto, e inibido
por baixas concentragdes de HC-3 (K; de 10-100 nM) (Okuda T e cols., 2000; Ribeiro
e cols., 2006). O sistema de alta afinidade esta presente principalmente em
neurdnios colinérgicos e é responsavel por suprir colina para a sintese de ACh. A
captacao de colina pelo sistema de transporte de alta afinidade € assumida como
etapa limitante da sintese de ACh (Blakely e cols., 2004; Ribeiro FM e cols., 2006)

O transporte de colina de alta afinidade foi descrito nos anos de 1960.
Entretanto, os genes para o transportador de colina de alta afinidade (CHT1) em
ratos e C. elegans foram apenas recentemente clonados (Okuda T e cols., 2000). O
CHT1 de humanos, que codifica uma proteina de 580 aminoacidos, apresenta alta
homologia com os genes de rato (98%) e camundongo (93%) (Apparsundaram S e
cols., 2000; Guermonprez e cols., 2002; Wang e cols., 2001). Modelos de estrutura
secundaria para o CHT1 predizem uma proteina transmembrana (contendo treze
dominios transmembréanicos), com a porgdo amino-terminal com orientagédo
extracelular e a regido carboxi-terminal intracelular (Apparsundaram S e cols., 2000).
Confirmou-se a orientagédo extracelular da regido amino-terminal através do uso de

epitopos “FLAG” fundidos com a regido amino-terminal do ChT1, que posteriormente
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foram detectados por anticorpos anti-“‘FLAG” em células vivas (Ribeiro FM e cols.,
2005).

Embora sua fungdo sugerisse que o CHT1 estivesse localizado
prioritariamente na membrana plasmatica, estudos recentes demonstraram que o
CHT1, localiza-se majoritariamente em compartimentos intracelulares. Varias
estratégias experimentais distintas indicam a presengca do CHT1 em vesiculas
sinapticas (Ferguson SM e cols., 2003; Ribeiro FM e cols., 2003). A inesperada
localizagdo do CHT1 torna o trafego vesicular um ponto de regulagao atividade-
dependente da sintese de ACh. O aumento da atividade neuronal leva a fusao de
vesiculas sinapticas com a membrana, o que € capaz de aumentar a disponibilidade
de moléculas de CHT1 na membrana neuronal. Como o CHT1 realiza o passo
limitante para a sintese de ACh, o aumento da captagao de colina poderia sustentar
um aumento na sintese de ACh, necessario durante situacdes de alta atividade
neuronal (Ribeiro FM e cols., 2006). Tal hipotese é sustentada por diferentes
observagbes: a captacdo de colina € aumentada agudamente pelo aumento da
atividade neuronal, de uma forma calcio-dependente (Collier e Katz, 1974; Simon e
Kuhar, 1975; Kuhar e Murrin 1978; O’Regan e Collier, 1981; Saltarelli e cols., 1987);
a despolarizacédo neuronal leva a um aumento na velocidade maxima de transporte
(Simon e Kuhar, 1975) e na quantidade de moléculas de CHT1 na membrana
(Fergunson SM e cols., 2003).

Observa-se, portanto, um elegante mecanismo de plasticidade sinaptica. Um
experimento recente demonstra a possivel importancia desse processo para a
cognigdo. Utilizando uma tarefa em ratos com alta demanda de atencéo,
Apparsundaram e cols., em 2005, demonstraram um aumento na velocidade
maxima do transporte de colina de alta afinidade no coértex pré-frontal medial
correlacionado com a performance dos animais. O resultado é condizente com
dados anteriores, onde um aumento na liberacdo de ACh em estruturas corticais
ocorre em tarefas com demanda de atengao (revisto por Sarter e cols., 2005).

Da mesma forma que camudongos nocaute para a ChAT, animais nocaute
para o CHT1 morrem logo apds o nascimento; enquanto animais haploinsuficientes
para esse gene tém desenvolvimento aparentemente normal. Apesar de
apresentarem uma reducdo de 50% na expressdao do CHT1, observou-se nos

animais heterozigotos uma taxa de transporte de colina equivalente a dos animais
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selvagens. O mecanismo utilizado para manter a capacidade de transporte de colina
normal, mesmo com redug¢ao da expressado do transportador, envolve mecanismos
pos-traducionais. Observou-se um aumento na propor¢ado de CHT1 na membrana
em relagdo a compartimentos intacelulares. O aumento do CHT1 localizado na
membrana foi capaz de compensar a reducido da expressio da proteina e manter o
transporte de colina em niveis normais (Ferguson SM e cols., 2003; Ferguson SM e
cols., 2004).

Mudancas na expressdo e atividade do CHT1 sao relacionadas a doencas
com comprometimento do sistema colinérgico. A avaliagdo post mortem do CHT1
em pacientes com Doenga de Alzheimer revelou um aumento na presenca do
transportador na membrana plasmatica, de forma especifica para regides corticais
que sofrem degeneragao (Slotkin TA e cols., 1994). A exposi¢cdo aguda de células
HEK expressando o CHT1 ao agente gerador de peroxinitrito, SIN-1, foi capaz de
reduzir o transporte de colina de maneira tempo e dose — dependente, por aumentar
a internalizagao do transportador para compartimentos intra-celulares (Pinthong M. e
cols., 2008). E um resultado que mostra uma relacéo entre espécies nitrosativas,
que parecem estar envolvidas com a patogénese da Doencga de Alzheimer (revisto
por Bossy- Wetzel E e cols., 2004), reducao da capacidade de captacao de colina e

uma provavel consequéncia negativa na sintese de ACh.

1.2.3 Transporte de Acetilcolina para vesiculas sinapticas

A ACh sintetizada no citoplasma é transportada para o interior de vesiculas
sinapticas. Como a relagdo entre a concentragao de ACh vesicular e citoplasmatica
€ de 100:1, é necessario um mecanismo de transporte ativo para que a ACh seja
transportada para o interior da vesicula. O VAChT é capaz de realizar esse
transporte utilizando um gradiente de protons gerado por uma ATPase do tipo V. O
transporte realizado pelo VAChT possui uma relacdo estequiométrica de dois
prétons por molécula de ACh (Parsons e cols., 2003). O VAChT é uma glicoproteina
de 500-600 aminoacidos. A analise de hidrofobicidade da sequéncia primaria dos
seus aminoacidos prediz uma macromolécula com 12 dominios transmembrana,
flanqueados por dominios amino e carboxi-terminal citoplasmaticos (Alfonso e cols.,
1993; Varoqui e cols., 1994).
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Em 1993, Alfonso e colaboradores clonaram e sequenciaram o cDNA
correspondente ao gene unc-17 de C. elegans. Foi proposto que o produto deste
gene poderia ser um transportador vesicular, baseado em sua grande homologia
com os transportadores vesiculares de monoaminas (VMATs). Além disso, a
expressdo de mutantes do gene unc-17 em C. elegans levou a fendtipos que
indicam o comprometimento da fungdo colinérgica. Em 1994, Varoqui e cols.
identificaram o homdlogo de unc-17 expresso no 6rgéo elétrico de Torpedo. Ainda
em 1994, Erickson e Colaboradores e Roghani e colaboradores identificaram o
homologo das proteinas de C. elegans e Torpedo em rato. Erickson e cols. (1994) e
Liu e Edwards (1997) demonstraram que essa proteina consiste em um
transportador vesicular de acetilcolina funcional, através da reconstituicdo do
transporte in vitro.

O gene do VAChT apresenta organizacdo génica particular, estando
localizado no interior do primeiro intron do gene que codifica a ChAT (Bejanin e cols.
1994). Acredita-se que os mMRNAs de VAChT e ChAT sejam transcritos a partir de
um mesmo promotor e sofram processamentos alternativos, envolvendo excisdes de
sequéncias de aproximadamente 1 a 7 Kilobases (Bejanin e cols. 1994; Cervini e
cols. 1995). Essa disposicao sugere que a regulagado da expressdao destes dois
genes possa ser semelhante (Cervini e cols. 1995).

Apds o enchimento das vesiculas sinapticas, essas sédo direcionadas para
uma regiao subjacente a membrana sinaptica denominada zona ativa. As vesiculas
sdao ancoradas a membrana sinaptica e se tornam responsivas as mudangas na
concentragdo intracelular de calcio. Quando um potencial de agdo atinge o terminal
nervoso, canais de calcio ativados por voltagem s&o abertos. As ondas de calcio
resultantes induzem a fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana e a
consequente liberagao de ACh (revisto por Sudhof, 2004).

A resposta da célula pos-sinaptica a um unico evento exocitico (uma vesicula
liberada) € denominada de tamanho quantal. Um acumulo de evidéncias geradas a
partir de estudos realizados nos ultimos dez anos suporta a hipotese de que a
expressao de transportadores vesiculares pode regular a quantidade de
neurotransmissor contida em vesiculas e consequentemente o tamanho quantal
(Krantz e cols., 2008). O aumento na expressdo do VAChT na jungdo neuromuscular

imatura de Xenopus é capaz de duplicar o tamanho quantal. J&4 a expressédo do
20



VAChT com mutagdes em residuos de aspartato € capaz de reduzir o tamanho
quantal (Song H e cols., 1997). Epinefrina e derivados de AMPc sao capazes de
aumentar o tamanho quantal, um efeito que € bloqueado por vesamicol e inibidores
da PKA (Van der Kloot, 1991).

Alteracdes na expressao do VAChT sao encontradas em doencas de distintas
sintomatologias. Os niveis de VAChT se mostraram diminuidos no tecido estriatal
de pacientes com Doenga de Huntigton (Smith e cols., 2006). Corroborando tal
dado, a expressdo do VAChT encontra-se reduzida no estriado e cortex de
camudongos modelo da Doenga de Huntington, mesmo sem haver perda de
neurdnios colinérgicos. Em um modelo roedor de sepse, ha redugao da expressao
do VAChT, com consequéncias negativas sobre o aprendizado no labirinto radial
(Semmler e cols, 2007). Lesdes cerebrais traumaticas sao caracterizadas por
comprometimento cognitivo grave, que pode estar relacionado a disfungbes do
sistema colinérgico. Em estudo recente, foi demonstrado, em modelo rodedor de
trauma cerebral, que ha redugdo na densidade do VAChT (de até 50%) em
diferentes regides do sistema nervoso central (Donat CK e cols., 2008). Ha, ainda,
estudos post mortem demonstrando uma redugdo da quantidade de VAChT no
cortex e hipocampo de pacientes com a Doenga de Alzheimer, através do uso do
ligante benzovesamicol (Kuhl DE e cols., 1996). Em ratos tratados cronicamente
com rivastigmina, um inibidor da AChE usado no tratamento da Doenga de
Alzheimer, foi observado uma aumento na imunorreatividade do VAChT (Tayebati
SK e cols., 2004)

1.2.4 Receptores colinérgicos

A ACh exerce suas diversas agdes fisioldégicas por ativar duas familias
estruturalmente e funcionalmente distintas de receptores: os receptores nicotinicos
(nAChR) e os receptores muscarinicos (MAChR). Enquanto os nAChR sdo canais
de cations ativados por ACh, os mMAChR sdo membros da superfamilia de receptores

acoplados a proteina G (revisto por Caufield MP, 1998).

1.2.4.1 Receptores nicotinicos
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Os receptores nicotinicos sédo proteinas integrais de membrana, parte da
superfamilia de canais ibnicos ativados por ligante, que também inclui receptores de
acido gama aminobutirico (receptores GABA,), glicina e receptores de serotonina do
tipo 5-HT3 (revisto por Halliwell RF, 2007). Os receptores nicotinicos sé&o
combinagdes pentaméricas de sub-unidades individuais, organizadas ao redor de
um poro central (Nai e cols., 2003). Sao descritos, em mamiferos, onze genes
neuronais (a2 a a7, 32 a 4) e cinco musculares (a1, B1, y, =, d) das subunidades.
As combinagdes pentaméricas dessas subunidades tanto podem ser heteroméricas
(2 a e 3 B, por exemplo) quanto homomeéricas (a7, por exemplo) (Le Novere e cols.,
2002).

Baseado na distribuicdo anatdmica, os receptores nicotinicos podem ser
divididos em dois grupos: receptores musculares, encontrados na jungéo
neuromuscular esquelética, e receptores neuronais, amplamente distribuidos no
sistema nervoso central € nos ganglios do sistema nervoso periférico (Hogg e cols.,
2003).

O receptor nicotinico humano, expresso na jungdo neuromuscular de
humanos adultos, consiste de uma glicoproteina pentamérica constituida de duas
subunidades a, uma 3, uma ® e uma subunidade €. Todas cinco sub-unidades sao
homologas, cada uma com quatro dominos transmembrana (M1 a M4). Quando
cada subunidade a é ocupada por uma molécula de ACh, induz-se uma mudanca
para uma conformacdo com maior permeabilidade a cations de soédio,
desencadeando os mecanismos que levam a contragao muscular (revisto por Ruff e
cols., 2003). Os receptores nicotinicos sdo alvo de varias doengas inatas e
adquiridas, que sao caracterizadas por prejuizos na transmissdo neuromuscular e
consequentemente fraqueza muscular. Miastenia gravis, uma doenga auto-imune
adquirida, € a mais comum e melhor estudada dessas doencas. A fraqueza
muscular, principal sintoma da doencga, é resultante da ligagdo de anticorpos aos
receptores nicotinicos da jung&o neuromuscular (Kaminski, HJ., 2006).

Os receptores nicotinicos neuronais sdo amplamente expressos no sistema
nervoso central e nos ganglios periféricos. A inervagao colinérgica via receptores
nicotinicos regula diferentes processos, tais como liberagdo de neurotransmissores e
excitabilidade celular. Receptores pré-sinapticos de ACh agem como auto-

receptores, regulando a liberagdo de varios neurotransmissores, particularmente
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ACh, dopamina, norepinefrina, glutamato, 5-HT e GABA. Consequentemente, tais
acdes implicam os receptores nicotinicos em funcdes e estados fisiolégicos como
sono, alerta, fadiga, ansiedade, processamento central da dor e uma série de
funcdes cognitivas (Gotti e cols; 2004; ).

A participacdo de alteracbes dos receptores nicotinicos na Doenca de
Alzheimer tem sido sugerida por diferentes estudos. A avaliagao post- morten direta
da expresséo de receptores seja por western blot (Burghaus e cols, 2000), seja por
imunohistoquimica ( Sparks DL e cols., 1998) revelou a perda de receptores
nicotinicos. A redugado também foi demonstrada in situ, com o uso da tomografia por
emissao de positrons (PET) (Nordberg A e cols., 1995). Em 2000, Wang e cols.
demonstraram uma interacdo direta entre receptores nicotinicos a7 e o peptideo

amildide af3 (1-42), com a ligagao ocorrendo em concentragdes picomolares.

1.2.4.2 Receptores muscarinicos

Estudos aplicando técnicas de clonagem molecular demonstraram a
existéncia de 5 subtipos distintos de receptores muscarinicos em mamiferos,
denominados M4, My, M3, M4 e M5 (revisto por Wess J, 1996). Os receptores M1 a
M5 sao subdivididos em duas classes, de acordo com o tipo de proteina G acoplada
ao receptor. Os receptores My M3 e Ms sdo seletivamente acoplados as proteinas G
da familia G¢/G11, enquanto os receptores M, e My ativam preferencialmente
proteinas G da familia Gi/Go. A ativagdo dos receptores muscarinicos colinérgicos
inicia uma vasta amplitude de respostas bioquimicas e eletrofisiolégicas (Langmead
CJ e cols., 2008), sendo a natureza dessas respostas dependente da localizagao e
identidade molecular do subtipo ativado.

Cada um dos cinco subtipos de mAChR exibe um padrdo de distribuicao
distinto, com a expressao variando em varias regides do sistema nervoso central e
em tecidos periféricos (Abrams P 2006; Volpicelli LA, 2004). Os receptores M1 M4 e
Ms sdo predominantemente expressos no sistema nervoso central, enquanto que os
subtipos de receptores M, e M3 sao distribuidos tanto no sistema nervoso central
quanto nos tecidos periféricos. Em regides corticais, incluindo o hipocampo, o

subtipo M1 é o dominante. O receptor M2 é mais concentrado no cortex occipital e
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no nucleus basalis. No putdamem, o M4 é o subtipo predominante (Ferrari-Dileo G e
cols., 1994). Ja os receptores M5 sao expressos no hipocampo, substancia nigra e
area tegmentar ventral (Vilaro e cols., 1990). Os receptores muscarinicos periféricos
sdo responsaveis pela mediagdo das bem conhecidas a¢des colinérgicas em tecidos
efetores que sao inervados por terminais parassimpaticos. Tais fungdes incluem, por
exemplo, o cronotropismo cardiaco negativo gerado pela ACh (mediado por
receptores M;) e o0 aumento na contratilidade da musculatura lisa
(predominantemente mediado por receptores Ms ) (Hoffman e Taylor, 2006).

A identificacdo do papel fisiolégico de cada receptor muscarinico recebeu,
nos ultimos anos, a contribuicdo de estudos feitos com camundongos nocaute para
tais proteinas (revisto por Wess J e cols., 2007). A seguir sdo apresentadas algumas
importantes contribuigbes de tal metodologia. A participacdo dos receptores M1 na
plasticidade sinaptica, em diferentes regides do prosencéfalo, foi demonstrada
através do uso de camudongos nocaute para tal gene (Shinoe T e cols, 2005; Origlia
e cols, 2006) . Por outro lado, a avaliagao fenotipica de camudongos nocaute para o
receptor M2 demonstrou sua importancia para memoria, aprendizado e plasticidade
sinaptica hipocampal (Seeger T e cols., 2004). O uso desses camudongos permitiu,
ainda, demonstrar a fungao auto-receptora dos receptores M2 em sinapses
colinérgicas no cortex e hipocampo (Zhang W e cols, 2002), bem como sua fungéo
na analgesia induzida por agonistas muscarinicos (Gomeza J e cols, 1999). A
participacdo dos receptores M5 em fungdes cognitivas € também sugerida pelo uso
de nocautes. Camudongos sem tal gene sao deficientes em tarefas cognitivas
dependentes do hipocampo, com redu¢ao da indugdo de LTP em fibras hipocampais
(Araya R e cols, 2006). Ja o nocauteamento de receptores M4 demonstrou a
importancia desses receptores no controle dos niveis sinapticos de dopamina. A
microdialise in vivo revelou um aumento significativo nos niveis de dopamina no
nucleus acumbens desses animais, fato que pode ter relevancia para o
entendimento da fisiopatologia de doengas como esquizofreina e adicdo (Tzavara
ET e cols, 2004).

Mudangas nos niveis de expressao e atividade de receptores muscarinicos
foram relacionadas a fisiopatologia de varias doengas que afetam o SNC, como
doencga de Alzheimer e esquizofrenia. Recentemente foi proposto um sub-grupo de

pacientes com esquizofrenia: aqueles (cerca de 25% dos pacientes) onde ha uma
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reducao de 75% da expressao de receptores muscarinicos M1 corticais e onde séo
observados déficits cognitivos mais acentuados (Scarr e cols. 2008). A relagao entre
tal achado e os sintomas cognitivos presentes na doenca formam as bases para a
proposta do uso de agonistas muscarinicos para a melhora dos sintomas cognitivos
presentes na esquizofrenia (Scarr e cols. 2009). O potencial de agonistas desse
receptor para o tratamento da Doenca de Alzheimer foi demonstrado com a
administragcdo do agonista seletivo AF267B em camudongos 3xTg-AD, um modelo
da doenga. A administragdo crénica da droga foi capaz de reduzir os niveis do
peptideo AB e da proteina TAU fosforilada, tanto no hipocampo quanto no cortex,
com consequente melhora na performance em tarefas que demandam capacidades

cognitivas (Caccamo A e cols, 2006).

1.2.5 A inativacao da Acetilcolina

Como neurotransmissor classico, a ACh possui um mecanismo especifico
para o término de sua agao. Ao ser liberada na fenda sinaptica, a ACh interage
reversivelmente com receptores muscarinicos e nicotinicos pré e pdés-sinapticos.
Apds dissociacio dos receptores, a ACh ¢é hidrolisada pela enzima AChE em acetato
e colina (que é recaptada pelo CHT1 para a sintese de novas moléculas de ACh).
Portanto, cabe a AChE limitar as concentragdes de ACh na fenda sinaptica ( revisto
por Silman | e cols., 2008). A hidrélise da ACh também pode ser catalisada por uma
enzima relacionada a AChE, a Butilcolinesterase (BuChE). A BuChE apresenta
menor especificidade para a ACh que a AChE, e sua fungdo ainda €& pouco
entendida (Darvesh e cols., 2003). Além de seu papel classico, tem sido atribuida a
AChE a participagdo em processos distintos, como neuritogénese, adesao celular,
sinaptogénese, agrupamento de fibras amildides e hematopoiese (Soreq e Seidman,
2001).

A inibicio da AChE é capaz de aumentar a duracdo de acao do
neurotransmissor. A AChE é inibida por um grande repertério de toxinas animais,
inseticidas (organofosforados e carbamatos) e farmacos que aliviam os sintomas de
doengas que vao de glaucoma a Doencga de Huntington. Os inibidores da AChE sé&o

especialmente uteis no tratamento de duas doencas com diferentes formas de
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comprometimento do sistema colinérgico, Doenga de Alzheimer e Miastenia (Silman
| e cols; 2005).

Varias evidéncias sugerem que o principal sistema de neurotransmissor
afetado na Doencga de Alzheimer € o colinérgico. A hipotese colinérgica da Doencga
de Alzheimer sustenta que a redugéo da transmissao colinérgica possui uma relagéao
direta com a deterioracdo cognitiva observada na doencga (revisto por Terry e
Buccafusco, 2003;). Baseado nessas observagdes, os inibidores da AChE passaram
a ser utilizados para o tratamento da Doenca de Alzheimer no final dos anos 1990.
Para tal, foram selecionadas moléculas com lipossolubilidade suficiente para permitir
a difusdo através da barreira hemato-encefalica. As drogas atualmente utilizadas
sdo Galantamina, Rivastigmina e Donepezil (Lle6 e cols., 2006). Aléem do efeito
potencializador da neurotransmissao colinérgica, os inibidores da AchE possuem
efeitos neuroprotetores, que parecem ser mediados por receptores nicotinicos a7 e
a4p2 (Takada Y e cols. , 2003).

Sabe-se que a patogénese da Doenca de Alzheimer envolve morte celular
causada pelo depédsito de placas senis, contendo oligbmeros amildides e
emaranhados neurofibrilares (formados pela proteina TAU hiper-fosforilada). Além
do efeito direto sobre os niveis de ACh, algumas evidéncias sugerem que a AchE, e
consequentemente sua inibigdo, também modulem a formac&o de tais placas (
Francis PT e cols., 2005). Recentemente, foi demonstrado que a expressdo da
variante R da AchE reduz a formagao de oligdbmeros beta amiléide insoluveis em
cultura celular e de placas amildides em camudongos modelo da Doenga de
Alzheimer. No mesmo estudo, foi relatada uma redugdo da expressdo da variante
em R no hipocampo de pacientes com Alzheimer comparada a individuos saudaveis
(Berson A e cols., 2008).

Camudogos nocaute para a AChE sobrevivem apds o nascimento por até 3
semanas, porém apresentam tremor, movimentos erraticos e alteragado do padréo
motor (W. Xie e cols. , 2000). Em 2002, Duysen e cols., com o0 uso de uma dieta
liquida, foram capazes de manté-los vivos até a vida adulta, dessa forma pbéde ser
observado que tais animais sdo mais fracos, possuem menor atividade locomotora e
nao se tornam sexualmente maduros. Foram observadas alteracdes que podem

justificar a viabilidade desses animais, como atividade normal da BchE, reducdo da
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expressao de receptores nicotinicos e remodelamagem morfolégica da placa motora
(Adler M e cols., 2004).

1.3 Neurotransmissao colinérgica central

Vias colinérgicas centrais sao filogeneticamente antigas e anatomicamente
distribuidas ao longo de praticamente todo encéfalo. Sua presenga é identificada
através de marcadores como a AChE, receptores colinérgicos e a ChAT. Baseado
na nomenclatura proposta por Mesulam em 1983 ha seis principais grupos celulares
colinérgicos, nomeados de Ch1 até Ch6 (Figura 2).

Dentro do grupo Ch1, estdo os neurbnios colinérgicos situados no nucleo
septal medial que inervam o hipocampo. Ja neurdnios colinérgicos que partem da
extremidade vertical da area de Broca fornecem inervagdo para o hipocampo,
hipotalamo, cértex cingulado e bulbo olfatério e sdo classificados como integrantes
do grupo Ch2. A maioria da inervagao direcionada ao bulbo olfatério tem origem na
extremidade horizontal da area de Broca, cujo grupo € denominado Ch3. O grupo
celular Ch4, denominado nucleo basal magnocelular em ratos e nucleo basal de
Meynert em primatas, fornece a principal projecdo colinérgica para campos
neocorticais e a amigdala. Os neurdnios dos grupos Ch1-Ch4 estdo contidos na
regido do prosencéfalo basal, de onde s&do emitidas as principais inervacoes
colinérgicas para o cortex e o hipocampo. A inervagao dessas regides permite ao
sistema colinérgico modular fungdes cognitivas como memoria e atengéo (Sarter e
Bruno, 1997). O grupo celular Ch5 origina-se do nucleo pedunculopontino do tronco
cerebral rostral e em conjunto com neurdnios Ch6, originados do nucleo tegmental
laterodorsal, inerva os nucleos reticular intralaminar do talamo.

Todos os nucleos da base apresentam inervagédo colinérgica. A inervagao
colinérgica do estriado € principalmente intrinseca. A inervagéao de outras estruturas
do nucleo basal, como o globus pallidus, o nucleo subtalamico e a substancia nigra
pars compacta € exclusivamente extrinseca, originada principalmente dos grupos
Ch5-Ch6.

No cortex cerebral de roedores, ha interneurdnios colinérgicos que

respondem por aproximadamente 30% da inervagao colinérgica em tal estrutura. Ja
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0 cortex cerebral de primatas parece nao apresentar inervagao colinérgica intrinseca
(Mesulam, 1983).

Figura 2: Figura representativa da posicdo dos neurodnios colinérgicos no sistema
nervoso central de ratos. Os neurénios Chl estdo na regido do septo medial, Ch2 e Ch3
localizam-se na extremidade vertical e horizontal da é4rea de Broca, respectivamente.
Neuronios Ch4 estdo no nucleo basalis de Meynert. Neurdnios Ch1-Ch4 situam-se na regiao
do prosencéfalo basal. ChS e Ch6 localizam-se na regido do mesencéfalo Abreviagdes:
(AMG) amigdala; (CB) cerebelo; (HC) hipocampo; (NC) neocértex; (OB) bulbo olfatério;
(TH) tdlamo; Modificado de Mesulan e cols., 1983.

1.4 Memoaria e neurotransmissao colinérgica

O comportamento é resultado da interagdo entre genes e ambiente. Os
mecanismos mais importantes através dos quais o ambiente altera o comportamento
sdo a aprendizagem e a memoéria. Aprendizagem é o processo através do qual se
adquire conhecimento, enquanto a formagdo da memoria representa o processo
pelo qual o conhecimento é codificado, retido e, posteriormente recuperado (Kandel,
2001).

Varias evidéncias suportam a idéia de que ACh modula o aprendizado e a

formagdo de memoéria. Ha muito tempo, sabe-se que certos alcaldides, hoje
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classificados como antagonistas de receptores muscarinicos colinérgicos, sao
capazes de levar ao aparecimento agudo de disturbios cognitivos em individuos
saudaveis. O uso de injegdes diretas de antagonistas colinérgicos trouxe
informacdes importantes relacionadas a participagcdo da ACh na modulagcdo da
formagdo de memodria em regides especificas do sistema nervoso central (Gold,
2003). Por exemplo, a injecado de escopolamina, um antagonista muscarinico, na
amigdala foi capaz de prejudicar a aquisicdo de uma tarefa dependente dessa
estrutura, o aprendizado condicionado por lugar (Mcintyre e cols., 1998). A
importancia da inervagao colinérgica no hipocampo, proveniente do septo medial,
também foi demonstrada através do uso de antagonistas e agonistas muscarinicos.
Foi observado, através de diferentes estudos, que a intensificacdo da funcao
colinérgica hipocampal € capaz de facilitar a formacédo de memoaria, enquanto seu
bloqueio tem efeito contrario (Degroot ePArent, 2000, Wilkniss e Gold, 1997).
Estudos realizados em humanos demonstram que o bloqueio de receptores
muscarinicos prejudica a formag&o de novas memoarias, mas ndo € capaz de alterar
a evocagao de memorias ja formadas ( Atri A e cols, 2004, Hasselmo e cols, 2004).
Diferentes evidéncias se completam para explicar como a ACh participa da
formacgao de memorias. A ACh parece aumentar o sinal aferente para o hipocampo,
enquanto reduz sua atividade basal por suprimir a atividade de conexdes internas.
Tal efeito favoreceria a codificagdo de novas memoarias, amplificando a captacao de
sinais aferentes e reduzindo a interferéncia com meméarias ja formadas (Hasselmo,
2006). Foi proposto um modelo relacionando a modulagdo colinérgica, sono e
formagdo de memoria. Durante o estado de vigilia, altos niveis de ACh reduziriam a
intererferéncia de sinapses previamente modificadas no hipocampo, enquanto
potencializariam a modificacdo de novas sinapses . Em contraste, durante o sono de
ondas lentas, ha reducgao dos niveis de ACh, o que permitiria o0 aumento da atividade
hipocampal dirigida para o cértex. Portanto, durante a vigilia ocorreria a aquisicéo de
novas memoarias no hipocampo, enquanto durante o sono de ondas lentas haveria
consolidagdo dessas memoérias em estruturas corticais (Power AE, 2003).
Consistente com o modelo proposto, Gais SE e colaboradores, em 2004,
demonstraram que o aprendizado de uma tarefa relacionada a memoaria declarativa
€ dependente de sono, e de baixos niveis de ACh durante o sono de ondas lentas. A

administracao de fisostigmina, um inibidor da AchE, apds o aprendizado da tarefa e
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imediatamente antes do sono de ondas lentas, eliminou completamente o efeito
consolidador do sono sobre o aprendizado da tarefa.

A plasticidade sinaptica parece ser a representacdo molecular dos
mecanismos responsaveis pela formacdo de memoria (Martin e cols., 2000). A
participacdo do tbnus colinérgico na indugdo de plasticidade sinaptica é
demonstrada por diferentes trabalhos (Disterhoft JF e cols., 2003; Disterhoft JF e
cols., 1999) . Foi recentemente demonstrado que mecanismos de plasticidade no
subiculum, uma regido eferente do hipocampo e envolvida no aprendizado de
tarefas com componentes espaciais, € dependente da ativacdo simultdnea de
receptores glutamatérgicos e de receptores muscarinicos (Moore SJ e cols., 2009).

A ACh também age modulando outra capacidade cognitiva importante para o
aprendizado: a atencdo. Capacidades atencionais sdo mediadas através de circuitos
parietais e pré-frontais (Corbetta e cols., 2002). Projecdes colinérgicas originadas do
prosencéfalo basal representam um componente essencial do sistema de atencgao
no encéfalo (Everitt e Robbins, 1997; Sarter e cols., 2005). O aumento da liberag&o
de acetilcolina, em eventos que demandam atencdo, age amplificando o
processamento cortical de sinais oriundos do talamo (Sarter e cols., 2005).
Interessantemente, observa-se um aumento do transporte de colina no coértex pré-
frontal medial direito em ratos durante uma tarefa com alta demanda de atengao
(Apparsundaram e cols., 2005). O prosencéfalo basal colinérgico é ativado por
projecbes provenientes de estruturas mesolimbicas, relacionando dessa forma a
demanda de atencdo com o estado motivacional do individuo (Sarter e cols, 2006).

Apesar de algumas tarefas comportamentais serem classicamente utilizadas
para estudar as bases neuroquimicas da memoaria, sabe-se que diferentes tipos de
memoria apresentam diferentes bases moleculares. Sendo um sistema de ampla
distribuicao, o sistema colinérgico acaba por influenciar diferentes tipos de memoria
em situagdes fisiologicas e patologicas. A formagdo de memodrias sociais, 0
aprendizado ndo associativo, e o aprendizado implicito sdao exemplos de
capacidades cognitivas afetadas em diferentes doengas neuroldgicas, como Doenca
de Alzheimer e Doenca de Huntington. Ambas as doengas guardam similaridades,
em especial o fato de apresentarem um comprometimento do sistema colinérgico,

que em muitos casos € correlacionado com déficits cognitivos.
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1.4.1 Mem©éria social

Relagdes sociais sdo construidas e mantidas a partir da interacdo entre
individuos. Um tipo de meméria critica para a formacao e estabilidade de relagdes
sociais € a memoria social. Em animais, a memdria social compreende a capacidade
do animal de aprender e lembrar a identidade do outro (Lai e cols, 2005).
Aparentemente, a memoria de reconhecimento social ou simplesmente memoria
social pode ser caracterizada como uma entidade complexa e unica (Lai e cols,
2005).

Enquanto em humanos, a memoria social € formada basicamente a partir da
identificacéo visual, em roedores o reconhecimento de odores fornece as principais
“dicas” utilizadas em sua formacgao. A destruigcao do bulbo olfatério, com preservagao
das regides por ele inervadas, prejudica a formagdo da memoria social (Kaba e
cols., 1989). Luo e colaboradores, em 2003, investigaram a atividade unitaria de
neurénios do bulbo olfatério acessério de camundongos machos, durante o
reconhecimento de parceiros por fémeas, e observaram um aumento na atividade
eletrofisiolégica inibitoria.

De particular importancia para o reconhecimento social também esta o érgéo
vomeronasal, o qual recebe proje¢cdes provenientes do bulbo olfatorio (Bluthe e
Dantzer, 1993). Do orgao vomeronasal, as projegdes dirigem-se ao cortex piriforme
e a amigdala medial, de onde partem projecdes para o hipocampo, estrutura
classicamente envolvida na formagao e evocacao de diferentes tipos de memdria
(revisto por Neves G e cols., 2008).

O reconhecimento social, em primatas e roedores, &€ dependente do
hipocampo, ja que a destruicdo de tal estrutura extingue a capacidade de
reconhecimento (Kogan e cols, 2000). Disfun¢des hipocampais ocorrem em doencgas
que apresentam comprometimento da memoaria social, como Doenca de Alzheimer
(Zarow e cols., 2005) e esquizofrenia (Kuperberg e Heckers, 2000 ). Recentemente,
Deacon e cols. demonstraram que ha déficit no reconhecimento social em
camudongos Tg2576 envelhecidos, um modelo da Doenca de Alzheimer.
Interessantemente, ja foi reportado que tais animais apresentam prejuizo acentuado

em tarefas dependentes da fungéo hipocampal (Corcoran KA e cols., 2002).
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As bases neuroquimicas do reconhecimento social tém sido caracterizadas
pela participagdo de neurotransmissores classicos e neuropeptideos (Doanaldson e
Young, 2008). Noradrenalina, um neurotransmissor classico, parece participar da
modulagao dos estagios iniciais da formagado da memdaria social. Durante a formagao
de memoria social, ha um aumento da quantidade de noradrenalina no bulbo
olfatério, a partir de neurbnios provenientes do locus ceruleus (Brennan e cols.,
1995). Além do mais, foi demonstrado recentemente que a noradrenalina liberada,
quando acompanhada da apresentagcdo de odores de cunho social, age
especificamente no bulbo olfatério para causar uma supressao especifica a longo
prazo da reposta a tais odores, fato que pode ser uma das bases da meméria social
(Stephen D. Shea e cols., 2008). O conhecimento da participagdo dos
neuropeptideos ocitocina e vasopressina, que vinha sido estudada através de
técnicas farmacologicas classicas, foi recentemente ampliado através do uso de
camudongos geneticamente modificados.

Sintetizado em neurdnios do nucleo magnocelular do hipotalamo, a ocitocina
€ armazenada na pituitaria posterior e liberada na corrente sanguinea, onde exerce
suas agdes classicas: estimulo da contracdo uterina no parto e ejecdo de leite
durante a lactagcdo (Kiss A e cols., 2005). Entretanto, é a liberacdo central de
ocitocina que influencia o comportamento social de animais. A administragao central
de ocitocina teve efeito dose dependente e positivo sobre a memaoria social em ratos
machos (Neumann ID, 2008), enquanto a administragao direta do peptideo no bulbo
olfatério foi capaz de intensificar e prolongar a meméria social (Dluzen De e cols.,
1998). Camundongos nocaute para o gene da ocitocina possuem amneésia social,
com a capacidade de aprendizado em tarefas ndo sociais intacta. A infusdo de
ocitocina na amigdala medial desses camudongos, antes do encontro inicial,
restaura a capacidade de reconhecimento social (Ferguson e cols., 2000). Na
auséncia de ocitocina, a informagao social parece ser processada por circuitos
neurais alternativos, como regides corticais e hipocampo, embora o déficit de
reconhecimento social permanega (Ferguson e cols., 2001). Camudongos nocaute
para o receptor transmembrana CD38 também apresentam amnésia social, que foi
revertida pela transfecc¢ao intraventricular utilizando um lentivirus contendo o gene
de CD38. Foi demonstrado que CD38 controla a liberagdo de ocitocina no sistema

nervoso central (Jin D e cols., 2007). Em uma tarefa de reconhecimento de faces por
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humanos, foi observado que a administracdo intra-nasal prévia de ocitocina foi
capaz de aumentar a capacidade de reconhecer faces familiares (Rimmelle U e
cols., 2009). Também tem sido demonstrado que ha associag¢ao entre determinados
polimorfismos do gene da ocitocina e autismo, uma doenga caracterizada por
comprometimento de fungdes cognitivas de espectro social (Wu S. e cols, 2005).

A vasopressina € um neuropeptideo lembrado por suas propriedades anti-
diuréticas. Sua sintese ocorre nas células magnocelulares do nucleo supra-optico do
hipotalamo e no nucleo paraventricular, cujos axdénios sao projetados para a
pituitaria posterior, de onde é liberada para exercer suas fungdes enddcrinas (Young
e Gainer, 2003). Porém ha outras regides no cérebro que contém neurbnios que
expressam vasopressina. Tais populagdes estao localizadas nos nucleos da estria
terminal, amigdala medial e nucleo supraquiasmatico. Ha trés tipos de receptores
para vasopressina: Avpria, Avprib e Avpr2, sendo somente os dois primeiros
encontrados no cérebro (Adkins-Regan E, 2009).

O papel “cerebral” da vasopressina tem sido elucidado nos ultimos anos,
através do uso de antagonistas especificos e de camudongos modificados
geneticamente. A super-expressao de receptores V1aR no septo lateral de ratos foi
capaz de intensificar a capacidade de reconhecimento social, tornando a memaria
formada mais persistente (Landgraf e cols., 2003). Camundongos com deplec&o do
receptor de vasopressina V1aR nao reconhecem um co-especifico familiar, sendo
que a reposigao de receptores V1aR no septo lateral, mas ndo na amigdala, é capaz
de reverter o déficit de reconhecimento social, sugerindo que a vasopressina
provavelmente exerca seus efeitos no septo lateral e via receptores V1aR (Bielsky e
cols., 2004). Ja o nocauteamento de receptores V1bR apresenta um efeito menor,
porém significativo, sobre a memoaria social (Wersinger S.R. e cols, 2002)

Alguns estudos sugerem a participagcdo do sistema colinérgico no
reconhecimento social. A administracdo prévia de antagonistas de receptores
muscarinicos prejudicou a capacidade de reconhecimento social em camundongos e
ovelhas (Camacho F, 1995; Levy F, 2003). Enquanto A-582941, um agonista
nicotinico seletivo para os receptores a7, foi capaz de melhorar significativamente a
capacidade de reconhecimento social de ratos adultos, de maneira dose dependente
(Gopalakrishnam e cols, 2007). Em camudongos modelo da Doenga de Alzheimer,

foi demonstrado que os niveis de peptideo AB, gerados apds clivagem da proteina
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percusora amildide pela BACE1, foram diretamente relacionados a disfungao
colinérgica, com reflexo sobre a capacidade de reconhecimento social desses
animais (Ohno e cols., 2004)

No laboratério, a tendéncia de camudongos em investigar co-especificos foi
usada para criar um paradigma residente-intruso, capaz de avaliar a memodria
social. O camudongo adulto investiga espontaneamente o animal mais jovem, sendo
a duragao dessa investigacdo um reflexo da familiaridade entre os animais (Alcino
Silva, 2000). A exposi¢ao repetida ao mesmo camundongo juvenil, seguida de
intervalos, resulta em diminuigdo no tempo de investigagao. Portanto, a diferenca no
tempo de investigacdo entre a primeira e as sucessivas apresentagdes pode ser
usada como um indice de memdria social, sendo tal indice uma representacdo do
que é denominado reconhecimento social (Winslow, 2003). O paradigma tem sido
usado para a avaliagdo da memodria social em uma variedade de camudongos
modelo de doengas com comprometimento neurolégico, como autismo (Nishijima |,
2006) e sindrome do X fragil (Mineur YS e cols., 2006).

1.4.2 Habituacdo a um novo ambiente

A habituagdo a um novo ambiente representa uma das mais elementares
formas de aprendizado, seja em animais ou humanos. E definida como a diminuigéo
da resposta, ndo relacionada a fadiga fisica, frente a apresentagao continua ou
repetida de um estimulo indiferente (Thompson R. F. e Spencer W. A., 1966). Trata-
se de uma forma de aprendizado implicito, ndo associativo, no qual um individuo é
exposto repetidamente a um mesmo estimulo. Em roedores, a habituagdo é
freqientemente analisada através do comportamento exploratério, especialmente
durante a habituacdo seguida de apresentagdes repetidas a um novo ambiente. A
exploragcéo € medida através da atividade locomotora, utilizando variaveis tais como
distancia percorrida e numero de cruzamentos. De acordo com a teoria do mapa
cognitivo (O Keefe, 1990), um roedor, quando colocado em um novo ambiente, inicia
a formacdo de uma representacdo interna do ambiente ao seu redor. Uma vez
formado o mapa hipocampal do espaco ao redor, a exploracdo ao ambiente é

reduzida e tem se a habituacao.
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A habituacdo ao campo aberto pode ser medida intra-sesséo (redugao de
atividade motora que ocorre dentro do periodo de exposigao) e entre sessdes
(reducédo de atividade entre sessdes separadas por intervalos). A primeira é tida
como uma medida de adaptatividade, enquanto a ultima parece refletir a memoria
formada para o meio. Sao encontrados na literatura exemplos de camundongos com
comprometimento da habituacao intra-sess&o, da habituagdo entre sessdes, ou de
ambos (Dere e cols., 2002).

Neuroanatomicamente, a habituacdo parece ser dependente do hipocampo.
Estudos utilizando a hipocampectomia e administracdo de drogas em ratos
demonstram a importancia da estrutura na habituacao intra e entre sessdes (Wright
e cols., 2004; Vianna e cols., 2000). Entretanto, estudos recentes demonstram que o
hipocampo ndo é a unica estrutura envolvida, j4 que uma experiéncia em um
ambiente rico em complexidade é capaz de reduzir o comprometimento da formagao
de representagao espacial em ratos com lesées hipocampais (Winocur e cols.,
2005).

Neuroquimicamente, quatro neurotransmissores parecem predominar sobre a
modulagao da habituacao: serotonina, glutamato, dopamina e acetilcolina (Leussis e
Bolivar, 2006). A deplecao central de serotonina com o uso do inibidor da triptofano
hidroxilase, PCPA, foi capaz de reduzir tanto a habituagdo intra quanto entre
sessbes (Bidzinski e cols., 1998). A administragdo sistémica de MK-801, um
anatagonista glutamatérgico, teve o mesmo efeito que o agente depletor de 5-HT
(Carey e cols.,, 1998). CNQX, um antagonista de receptores glutamatérgicos
AMPA/Kainato, interfere com a habituagdo entre as sessdes, quando administrado
diretamente no hipocampo de ratos, logo apds a exposi¢éo inicial ao novo ambiente
(Vianna e cols., 2000). A participacdo da dopamina na habituagdo € bem
demonstrada através do uso de camudongos nocaute para proteinas envolvidas na
neurotransmissdo dopaminérgica. Camudongos homozigotos nocaute para o
transportador de dopamina, DAT, apresentam uma aumento na permanéncia de
dopamina na fenda sinaptica e s&o hiperativos, com déficit significativo na
habituacdo a um novo ambiente, enquanto heterozigotos ndo sao diferentes dos
selvagens (Giros e cols., 1996). Ja camudongos nocaute para os genes dos
receptores dopaminérgicos D1 e D3 séo hiperativos e com prejuizo na habituagao

intra-sessao quando comparados aos animais selvagens (Wong e cols., 2003).
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A participacao do sistema colinérgico na habituagao é sugerida por diferentes
abordagens. A administracdo de escopolamina, anterior a aquisig¢ao, interfere tanto
com a habituagdo intra quanto entre sessdes (Ukai e cols., 1994). A inducdo de
lesdes em neurdnios colinérgicos do septum medial com o uso da imunotoxina 192
IgG-saporina produziu déficits na habituagao intra-sessao (Lamprea e cols., 2003).
Entretanto, os estudos com antagonistas e de lesdo apresentam o viés de haver
reducdo na atividade locomotora, o que dificulta a interpretacdo dos dados. Ja a
administracdo de nicotina, diretamente no nucleo acumbens, imediatamente apos a
primeira exposicao ao campo aberto, foi capaz de aumentar a habituacdo entre as
sessbes. Entretanto, se o agonista foi administrado 5 horas apdés a primeira
exposicao, seu efeito foi o contrario (Schildein e cols., 2002). Medi¢des in vivo dos
niveis de ACh, através da técnica de microdialise, revelam um aumento no liberagao
hipocampal de ACh seja na apresentagdo ao novo ambiente, seja na reexposig¢ao
(Thiel e cols., 1998). A administracdo de Rivastigmina, um inibidor da AchE, foi
capaz de reverter o prejuizo observado na habituagdo ao campo aberto em ratos
modelo de sepse (Comim e cols., 2008). Portanto, ainda s&o necessarios estudos
com novas abordagens para determinar como a ACh participa da habituagdo a um

novo ambiente.

1.4.2. Acetilcolina e aprendizado motor

Em animais e humanos, o aprendizado de tarefas motoras € normalmente
medido pela redu¢do no numero de erros e/ou por uma mudanga na cinematica e
sinergia dos movimentos A maioria das tarefas motoras é adquirida implicitamente,
de forma oposta a outras formas de memodria que utilizam conhecimento explicito
(memodria episoddica, por exemplo). Observa-se um padréo de aprendizado lento, que
requer varias sessbes de treinamento(revisto por Doyon e cols., 1997 e por
Shadmehr e Holcomb, 1997). Uma tarefa classicamente utilizada para avaliar
aprendizado motor € a do rotarod (cilindro giratério) acelerado. O animal é colocado
sobre um cilindro rotatério que possui velocidade de rotacado crescente e mede-se a
laténcia para a queda. A avaliagdo da performane através de varios desafios fornece

um indice de aprendizado motor.
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Modelos produzidos a partir de trabalhos realizados com humanos e animais
sugerem a participacao de diferentes estruturas encefdlicas no aprendizado de
tarefas motoras. As principais estruturas implicadas sdo o estriado, cerebelo e
regides motoras corticais (Doyon e cols., 2003). Defeitos cerebelares resultam em
déficit no teste de Rotarod, conforme demonstrado pela inativacdo especifica de
células de Purkinje utilizando técnicas de recombinagao génica (Karpova AY e cols.,
2005). Em camudongos com mutagdes no gene de fator de transcricdo FOPX2, as
mesmas encontradas em um grupo de pessoas com disturbios na fala, foi
demonstrada uma reducdo no aprendizado de tarefas motoras. Interessantemente,
os autores relataram que tais alteragbes eram acompanhadas de plasticidade
sinaptica anormal em circuitos neurais cerebelares e estriatais (Groszer M. e cols,
2008). A importancia de mecanismos plasticos no estriado para o aprendizado de
tarefas motoras foi reforcada pelo uso de camudongos nocaute para receptores
NMDA do tipo 1. Em tais animais, paralelamente a dificuldade de aprendizado no
rotarod, houve prejuizo na indugéo de LTP no estriado dorsal. Sugere-se, portanto, a
inducdo de LTP no estriado ventral como um dos substratos sinapticos do
aprendizado motor (Dang MT e cols., 2006).

A participacdo da ACh no aprendizado de tarefas motoras ainda nao é bem
esclarecida. Em estudo recente, foi demonstrado que lesdo do nucleus basal
magnocelular reduz as mudancgas plasticas geradas no cértex pelo aprendizado de
uma tarefa motora, tal déficit correlaciona-se com a dificuldade do aprendizado de tal
tarefa nesses animais (Conner e cols., 2003). Uma redugao do conteudo de ACh
estriatal foi observada em ratos com deprivacdo de vitamina A, esses animais foram
incapazes de melhorar suas performances no rotarod (Carta e cols., 2006). Por outro
lado, camundongos nocaute para receptores centrais nicotinicos apresentaram uma
melhora no aprendizado de tal tarefa (Marubio e Paylor, 2004). Em um camudongo
modelo da doenga de Huntigton, foi demonstrada uma redugdo nos niveis de
expressdo do VAChT e da ChAT, sem a perda de neurdnios colinérgicos (Smith R e
cols., 2006). No mesmo trabalho, os autores reportam a redugdo da expressao do

VACHT no estriado postmortem obtido de pacientes com Doencga de Huntigton.
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1.5 Modelos animais de hipofuncéo colinérgica

O interesse em se entender a participagdo da neurotransmissédo colinérgica
em processos comportamentais levou ao desenvolvimento de diferentes modelos
animais. O uso de antagonistas muscarinicos e nicotinicos trouxe valiosas
contribuigbes, mas as limitagbes geradas pela falta de seletividade e
reprodutibilidade de parametros farmacocinéticos trouxe dados muitas vezes
contraditétrios. Uma outra abordagem foi realizada através do uso de excitotoxinas,
mas a falta de seletividade contra neurénios colinérgicos limitou as conclusdes
obtidas a partir desses estudos ( Hepler e cols., 1985). O desenvolvimento de
toxinas seletivas para neurbnios colinérgicos veio com o intuito de sanar tais
limitagdes, mas a interpretacdo dos resultados ainda € controversa, ja que mesmo
essas Ultimas parecem afetar outros grupos neuronais ou nao inativam
completamente neurénios colinérgicos (McGaughy e Sarter 1998; McGaughy e cols.,
2000).

A utilizagcdo de camundongos geneticamente modificados em neurociéncia
obteve um grande crescimento nos ultimos anos, contribuindo para o conhecimento
do papel de sistemas de neurotransmissores em processos comportamentais. As
grandes vantagens geradas por essa técnica, especialmente ligadas a
especificidade, trouxeram uma nova oportunidade de se gerar um animal modelo de
disfungao colinérgica. Dessa forma, diferentes grupos de pesquisa realizaram a
inativagdo de genes importantes para a maquinaria de sintese de ACh.

A inativagdo do gene responsavel pela codificagdo da ChAT levou a morte
precoce dos animais, fato também observado na inativacdo do gene do
transportador de colina de alta afinidade (Misgeld e cols. 2002; Ferguson e cols
2004, Brandon e cols. 2004). Camundongos heterozigotos para ambos os genes
apresentaram mecanismos adaptativos capazes de manter os niveis de sintese de
ACh similares a camundongos selvagens. Esse fato demonstra a importancia da
ACh na manutencdo da homeostase corporal, porém torna inviavel a analise de
parametros comportamentais nesses animais para entender como a disfuncao
colinérgica afeta aspectos cognitivos.

Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia molecular

e as vias celulares utilizadas no direcionamento do VAChT para vesiculas
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sinapticas (Barbosa Jr e cols., 1999; Santos e cols., 2001; Barbosa e cols., 2002;
Prado e cols., 2002). Esse transportador controla o ultimo passo da armazenagem
de ACh. Interessados em avaliar as consequéncias fisiologicas da manipulacao da
expressdo do gene do VAChT, nosso grupo gerou, através de técnicas de
recombinagdo homédloga, camundongos com perda total da expressao do gene
(nocautes) e com sua expressao reduzida (Knock-downs).

Para a geracdo de animais nocaute, foi utilizado o sistema cre/lox P. O
sistema Cre/loxP permite a geragdo de camundongos nocaute condicionais em que
ha um controle temporal e espacial da expressao de um gene alvo (Morozov e cols.,
2003). A enzima Cre é uma recombinase utilizada pelo virus bacteriofago P1 para
inserir seu DNA no genoma das bactérias. Esta recombinase atua como uma
tesoura, clivando uma sequéncia especifica de 34 pares de bases chamada loxP.
Esta pequena sequéncia pode ser artificialmente inserida no genoma de mamiferos
e utilizada para excisao precisa do DNA. Nesta técnica, portanto, deve-se gerar um
animal que contenha o gene de interesse flanqueado por dois sitios de loxP para
que possam cruzar com animais que expressem a recombinase sob agao de um
promotor tecido especifico. Dessa forma, a prole gerada tera abolida a expresséo da
proteina de interesse apenas nos tecidos onde a Cre estiver sendo expressa. O
gene do VAChKT foi entdo flanqueado por dois sitios de loxP. Os camundongos
VAChT-loxP foram cruzados com camundongos que expressam a Cre sob o
controle do promotor da calcio calmodulina cinase lla. Alguns camundongos machos
utilizados para cruzamento expressavam uma pequena quantidade de Cre nos
testiculos (detectado por gRT- PCR), um fendmeno ja reportado em outra linhagem
utiizando Cre (Rempe e cols., 2006). Portanto, em algumas das células
germinativas geradas ocorreu a remog¢ao do gene VAChT flanqueado pelas
sequéncias Flox. O alelo Flox recombinado foi nomeado de VAChTPE:, e os animais
contendo tal gene foram entdo cruzados com camundongos C57BL/6/UNI e assim
obtidos camundongos VAChT W"PEL Do cruzamento entre camundongos VAChT
WIPEL foram obtidos camundongos nocautes (VAChT PEHPEL),

Para gerar camundongos com reducédo da espressdo do VAChT, a
estratégia utilizada foi a de interromper a regido 5’ ndo traduzida do gene, através da
insercdo de um cassete de 3.8 Kb, contendo o gene de resisténcia ao antibiotico

neomicina e da enzima timidina cinase, nessa regido. Dessa forma, foram obtidos
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animais viaveis, heterozigotos (VAChT KD'") e homozigotos (VAChT KDHOM),
Animais VAChT KD"ET apresentaram uma reducédo na expressdo do VAChT de
cerca de 45%, enquanto animais VAChT KD"™ tiveram uma reducéo préxima a

65% (Prado e cols., 2006, ver anexo).

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi de investigar o papel da armazenagem de

acetilcolina pelo VAChT em fungdes mediadas pelo sistema colinérgico.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar a viabilidade e caracterizar molecularmente camundongos nocaute
para o VAChT

- Avaliar a memoria declarativa, utilizando o teste de reconhecimento social,
de camundongos com redugao na expressédo do VAChT

- Avaliar a memoéria nao-associativa, utilizando o teste de habituacdo ao
campo aberto, de camundongos com reducgao na expressao do VAChT

- Avaliar a memodria procedural, utilizando tarefas motoras, de camundongos

com redugao na expressao do VAChT
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3. MATERIAIS E METODOS

3. Geracdo de camundongos VACHhT nocaute

As técnicas de recombinacdo homodloga e a geragdo dos camundongos
fundadores foram feitas no laboratério de animais transgénicos da Universidade
Duke, pela professora Vania Ferreira Prado. Para a geragdo de camundongos
nocaute, o gene do VAChT foi flanqueado por dois sitios de loxP. Os camundongos
VAChT-loxP foram cruzados com camundongos que expressam a Cre sob o
controle do promotor da calcio calmodulina cinase lla. Alguns camundongos machos
utilizados para cruzamento expressavam uma pequena quantidade de Cre nos
testiculos (detectado por gRT- PCR), um fendmeno ja reportado em outra linhagem
utiizando Cre (Rempe, D e cols., 2006) . Portanto, em algumas das células
germinativas geradas ocorreu a remog¢ao do gene VAChT flanqueado pelas

sequéncias Flox. O alelo Flox recombinado foi nomeado de VAChTPE:

, € 0S animais
contendo tal gene foram entdo cruzados com camundongos C57BL/6/UNI e assim
obtidos camundongos VAChT “WTPEL Do cruzamento entre camundongos VAChT
WTDEL foram obtidos os camundongos nocautes (VAChT PELDEL),

Os protocolos foram realizados observando-se as normas internacionais
contidas no, “GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS”
editado por “US NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH (NIH publication n:85 —-23,
revised 1996). Os estudos realizados com os camundongos nocaute para o
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) foram aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais.
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3.1- Caracterizagado molecular de camundongos VAChT nocaute

3.1.1 Genotipagem

Extracdo de DNA gendémico

Fragmentos da cauda dos camundongos foram colocados em solugao de lise
(50mM Tris.HCI pH 8.0, 5mM EDTA; SDS 1%; NaCl 0,25M; proteinase K 0,125mg) e
incubados a 55°C por 16 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm por 10 minutos e prosseguiu-se uma extragdo com fenol: cloroférmio:
alcool isoaminico. O DNA foi precipitado com 500uL de isopropanol, ressuspendido
em 100uL de agua deionizada e deixado em banho-maria a 37°C até completa

dissolugéo.

Southern Blotting e PCR

O DNA extraido foi utilizado para genotipagem dos camundongos através de
analise por Southern blotting e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As
reagcdes de PCR foram feitas em um volume final de 20 uL por tubo, utilizando-se
2.5uL tampéo Promega 10X (100mM KCI; 100mM (NH4),SO4; 200mM Tris-Cl, pH
8.75; 20mM MgSOy; 1% Triton X-100%; 1000ug/mL BSA), 250 uM de dNTP, 2,5mM
MgCl,, 0.6 uM dos iniciadores (Tabela 1 ), 0.4 U de Taq polimerase (PROMEGA),
10% DMSO e 0.5 puL de DNA gendmico.
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Iniciador Sequéncia Tm

P1 5 TCATAGCCCCAAGTGGAGGGAGA 3 55°C
P2 5’-GGAACTTCCTGACTAGGGGAGGAG-3 55°C
P3 5-GGTTCATATCCCCGAGCTCAGGAG 3 55°C

Tabela 1: Iniciadores utilizados para genotipagem dos camundongos VAChT DEL.

Foram realizados 35 ciclos, sendo que cada ciclo consistiu-se de
desnaturacdo a 94°C por 3 minutos, anelamento dos iniciadores a 55°C por 45
segundos, seguido de extensdo do DNA a 68°C por 1 minuto. Apds os ciclos, fez-se
uma extensao final por 10 minutos a 68°C e os produtos amplificados foram
mantidos a 4°C. As amostras amplificadas foram corridas em gel de agarose 0.7%.

Para as analises de Southern, 40 uL do DNA gendmico foram digeridos com
1uL da enzima de restricdo BamH1 e Sac1 , BSA1X, num volume total de 20 uL por
24 horas. Apos a digestdo, o DNA foi corrido em gel de agarose 0,7% por 20 horas.
Em seguida, o gel foi lavado 2 vezes com solugéo A (1.5M NaCl; 0.5M NaOH) por 30
minutos cada e 2 vezes com solugao B (1M acetato de aménio; 20mM NaOH) por 30
minutos cada. O DNA foi transferido para uma membrana de nylon (Gibco) por 16
horas e fixado a membrana através de exposicado a luz ultravioleta. A membrana foi
bloqueada com solugdo de hibridizagdo (6x SSC, 5 x solugdo Denhardt, 0.5% SDS,
50% formamida e 100 yg/ml de DNA de esperma de salm&o) e hibridizada a 42°C
com a sonda (fragmento Xhol-Hindlll), por 16 horas.Em seguida, a membrana foi
lavada com solucdo 2x SSC; 0,1% SDS a temperatura ambiente por 15 minutos,
lavada com solucéo 0,2x SSC; 0,1%SDS a 60°C por 20 minutos e exposta em auto-
radiografia (Bio-Max KODAK) a -80°C por 4 a 7 dias.
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3.2 — Quantificacdo do RNA mensageiro

Extracdo do RNA total

O encéfalo inteiro de embrides com 18.5 dias foi utilizado para a extragao de
RNA. O tecido foi triturado em nitrogénio liquido e o RNA total extraido com Trizol
(Invitrogene) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em suma, os tecidos foram
solubilizados em trizol (1mL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador
elétrico por 30 segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a
4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado cloroférmio (200uL/100mg tecido), misturado
por inversdo durante 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 3
minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 12.000g por 20 minutos a 4°C.
Recuperou-se a fase aquosa e a esta adicionou-se isopropanol (500uL/100mg
tecido) para a precipitacdo do RNA. Centrifugou-se a 12.000xg por 15 minutos e o
precipitado foi lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a 7500xg
por 5 minutos. O RNA foi ressuspendido em 60 uL de agua deionizada, previamente
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Aliquotas dos RNAs foram dosadas por

espectrofotometria.

Tratamento com Dnase |

Amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (Ambion). As amostras
foram diluidas para uma concentragdo de 10ug/50uL, adicionou-se 0.1volumes
de tampao da DNAse 10X e 0.5uL da enzima. Apdés 30 minutos de incubagao a
37°C adicionou-se mais 0.5uL da DNase | e, novamente, incubou-se por 30
minutos a 37°C. Ao término da incubagao, foram adicionados 0.1 volumes de
reagente inativador de DNase e manteve-se a reagdo por 2 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 2
minutos a temperatura ambiente, recolheu-se o0 sobrenadante e o RNA foi

novamente quantificado.
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Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit SuperScript™ Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) de acordo com as especificagdes do
fabricante. Resumidamente, cerca de 1 uyg de RNA foi misturado a 1uL de oligo dT e
1uL de dNTPs em um volume total de 10 pL, incubados a 65°C por 5 minutos e
resfriado no gelo por cerca de 2 minutos. Seguiu-se a incubagao das amostras em
uma mistura contendo tampéo da transcriptase reversa 1X, 0,01M DTT, 5mM MgCl,
e 40 unidades do inibidor da ribonuclease recombinante Rnase OUT ™(40u/pL). Esta
reacdo foi mantida em banho-maria a 42°C por 2 minutos e posteriormente,
colocada no gelo. Adicionou-se 200 unidades da transcriptase reversa (200u/ pL) as
amostras e estas foram incubadas a 42°C por 50 minutos, em seguida a 70°C por 15
minutos. Ao final da reacdo de transcricdo reversa, adicionou-se 20 unidades de
Rnase H (2u/uL) e as amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C por 20
minutos. Em toda a reagdo de sintese de cDNA foi realizado um controle negativo

em que a transcriptase reversa nao foi adicionada.

Reacéo de PCR em tempo real

Foram desenhados iniciadores para analisar a transcricdio de RNA
mensageiro do VAChT, ChAT e CHT1. As reacbes de PCR em tempo real foram
corridas em termociclador da Applied Biosystem modelo7500 usando o corante
fluorescente SYBR Green |. As reacdes foram realizadas em volume final de 20 pL
em que se adicionou 10,0 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem), 0,5uM de cada iniciador e 1uL da amostra de cDNA original diluida
quatro vezes. Foram realizados 40 ciclos, consistindo de desnaturacdo a 95°C por
15 segundos, anelamento dos iniciadores (TABELA 3) por 30 segundos e extensao
a 72°C por 30 segundos. A fluorescéncia foi medida em cada ciclo. Apds o ultimo
ciclo, a especificidade da PCR foi checada pela analise da curva de “melting” para
todas as amostras. Em todas as corridas, foram utilizados controles negativos com
amostras em que nao foi adicionada a transcriptase reversa. Adicionalmente, os
produtos de amplificagdo foram corridos em gel de acrilamida 6.5% e corados com

nitrato de prata.
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Fragmento

Gene Par de Iniciadores Tm °C b
p
ChATF2 5-CATCTTCTGGCACTGAGGGAGCTG-3 68
ChAT 240
ChATR2 5-CGTGAAAGCTGGAGATGCAGAAGG-3’ 69
Actin F 5-TGGAATCCTGTGGCATCCATGA-3’ 68
Actina 120
Actin R 5-AATGCCTGGGTACATGGTGGTA-3 63

SUPERVACHT F : 5 - GGC ATT GCC ATG ATC GCC GAC

AAG - 3 75
VAChT 180
SUPERVACHT R: 5 - GTC GAA GAG CGA CAC GGC GGC
GAG -3’ 65
CHT1RTF 5-CGGCGAGTTCTATGTTTGCTCGG-3' 69
CHT1 191
CHT1RTR 5-GATGATGATGTAGACAAGGTCAG-3’ 56

Tabela 2: Iniciadores desenhados para PCR em tempo real

3.3 - Expresséao Protéica

Western Blotting

ApoOs dissecagcdo, os tecidos dos camundongos foram congelados
rapidamente em gelo seco/etanol e mantidos a -80°C até a utilizagdo. Para preparar
o extrato bruto protéico, masseramos a medula espinhal em tampéao de lise (10 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% triton e coquetel de inibidores de
protease (Sigma) e mantidos no gelo por 15 minutos. Apds centrifugagédo a 10.000xg
por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e o conteudo protéico dosado
pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Em cada dosagem, uma curva padréo de
calibragdo com BSA (1 a 30 ug) foi utilizada.

Amostras de 50 microgramas de extrato bruto foram resolvidas em gel de

SDS-PAGE de acordo com Laemmli e cols., 1970. As amostras foram misturadas ao
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tampao de amostra 2X (SDS 0,2% (p/v), glicerol 0,2% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,32%
(v/v), azul de bromofenol 0,0001% (p/v) e Tris-HCI 12,5mM, pH 6.8, aquecidas a
37°C por 15 minutos e aplicadas em gel SDS-PAGE 4-12% (Invitrogene).

O Western blotting foi realizado como descrito por Towbin e cols., 1979. Ao
término da eletroforese, o gel foi lavado em tampao de transferéncia (48mM Tris;
39mM glicina; 20% metanol (v/v); 0,13mM SDS) e montado um sanduiche com
papéis Watmamm 1 e membrana de PVDF (Amersham) previamente molhada em
metanol. A transferéncia foi realizada a 24V, 300mA, por 2 horas e em seguida, a
membrana foi incubada por uma hora com TBS (137mM NaCl; 20mM Tris.HCI; pH
7.6); Tween 0,1% (v/v) e 5% de leite desnatado (Molico). Adicionou-se o anticorpo e
incubou-se por 1 hora. A membrana foi entdo lavada 3 vezes, 10 minutos cada
lavagem, com TBS/Tween e incubada 1 hora com o anticorpo secundario conjugado
com peroxidase diluido em TBS/Tween e leite. Ao término da incubacgao, o processo
de lavagem foi repetido. Os anticorpos utilizados foram anti-VAChT 1:1500 (synaptic
system), anti-sinaptofisina 1:3000 (Sigma Chemical Co., SP, Brazil), anti-tubulina
1:10.000 (Synaptic Systems Gottingen, Germany), anti-actina 1:10.000 (Chemicon,
California, USA) e Anti-Sintaxina 1:30.000 (Sigma).

A deteccao foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o
kit ECL™ (Amersham). A detecgdo da quimioluminescéncia foi realizada com o

aparelho ImageQuant (GE Helthcare).

Imunofluorescéncia

Os experimentos de imunofluorescéncia foram realizados como descrito por
Brandon e cols., em 2003. O diafragma dos embriées foi rapidamente dissecado e
fixado em solugdo de paraformaldeido em PBS 4%, pH 7.4, por 4 dias . Os tecidos
foram entdo crioprotegidos em solugéo 4% PFA com 10% de sacarose por 6 horas a
4°C, rapidamente congelados em isopentano/gelo seco e armazenados a -80 °C. Os
diafragmas inteiros foram lavados em PBS e incubados por 1 hora em solugéo 0,1M
de glicina em PBS pH 7.4. Apos a lavagem em PBS, os musculos foram incubados
por 30 minutos em PBS contendo 0.5% de Triton X-100 e bloqueados por 18 horas

em solugao de bloqueio (0,15M NaCl; 0,01M tampéao fosfato; 3% albumina bovina;
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5% soro normal de cabra; 5% soro de burro e 0,01% de timerosal). Ao término do
bloqueio, os tecidos foram incubados com os anticorpos primarios, anti-VAChT
(rabbit polyclonal, Sigma Chem. Co), anti-CHT1 (25) or anti-neurofilament 150 (rabbit
polyclonal, Chemicon), em solugdo de bloqueio por 48 horas a 4°C. Os musculos
foram entdo lavados 3 vezes em PBS contendo 0.5% de Triton uma hora cada, e
incubados por 18 horas em solugdo de bloqueio contendo a-bungarotoxina
conjugada com Alexa Fluor 555 e Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (Molecular
Probes) a 4°C.

As imagens foram adquiridas em microscopio Axiovert 200M usando o
sistema ApoTome para obter as seg¢des Opticas de cada tecido. As objetivas
utilizadas foram 20x seca, 40X imersdo em agua (1.2 NA) e 63x de imersdo em dleo
(1.4 NA). Alternativamente, algumas imagens foram feias com microscopio confocal
Leica SP5.

A andlise da intensidade de fluorescéncia foi realizada o programa Image J
(NIH image tool). As imagens foram convertidas para “grayscale” e um limiar
(threshold) de intensidade de fluorescéncia foi aplicado em cada imagem baseado

na média dos limiares automaticamente obtidos para cada imagem.

3.4 — Fung¢bes cognitivas em camundongos VAChT Knockdown

3.4.1. Memoéria social

Para a avaliagcdo da memoria social, utilizamos dois protocolos distintos. O
primeiro protocolo de reconhecimento social utilizado foi baseado naquele descrito
por Choleris e colaboradores, em 2003. Trata-se de um protocolo de habituacéo-
desabituagdo. Camundongos adultos e machos que seriam avaliados foram
mantidos individualmente em gaiolas, por 4 dias, para que fosse estabelecida
dominancia do territério. Para avaliar o tempo de interagao social, foi colocado em
cada gaiola um camudongo juvenil swiss, denominado de intruso. O camundongo

intruso foi colocado dentro de um aparato de acrilico transparente contendo furos,
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que permitiam a investigagdo olfativa pelo camundongo avaliado. O tempo de
investigacdo foi medido como a quantidade de tempo que o animal avaliado
mantinha seu focinho nos furos da caixa de acrilico. O primeiro passo consistiu em
manter o camundongo adulto habituando ao aparato de acrilico vazio por 10
minutos, e entdo foi introduzido na gaiola o aparato contendo o intruso. Foi permitida
a exploragao livre por 5 minutos, e novamente re-introduzido o aparato de acrilico
vazio por mais dez minutos. O procedimento foi repetido por mais 3 vezes, até que o
intruso foi substituido por outro camundongo juvenil swiss. Os experimentos foram
filmados e o tempo de investigagdo cronometrado por um avaliador treinado, cego
para os genotipos.

Um segundo experimento consistiu em expor o animal avaliado ao mesmo
intruso por duas vezes, durante 5 minutos, com um intervalo de 30 minutos entre as
duas exposig¢des. Para avaliar a contribuicdo de déficits colinérgicos agudos para o
fendtipo observado, salina ou galantamina (Merck) 1 mg/Kg foi administrada (via
sub-cutanea) 30 minutos antes da primeira apresentagéo ao intruso.

Para auxiliar na interpretagcao dos resultados observados no experimento de
reconhecimernto social, realizamos experimentos para avaliar a capacidade olfatoria

e sociabilidade dos animais.

3.4.2 Capacidade olfatéria

Utilizamos dois testes capazes de medir a capacidade olfatéria de
camundongos. O primeiro consitiu em testar a capacidade dos animais, sob jejum,
de encontrar um pedaco de chocolate escondido entre a maravalha (Fergunson e
cols., 2000). Inicialmente, por um dia, a ragdo dos camundongos foi substituida por
chocolate. No dia seguinte, a dieta normal foi reestabelecida e por uma noite os
animais foram novamente mantidos sob jejum. Na manha seguinte, os
camundongos foram colocados individualmente em uma caixa contendo um pedacgo
de chocolate entre a maravalha . Foi medido, por um observador treinado e cego
para os genotipos, o tempo gasto pelos animais para encontrar o alimento. Os
animais sempre foram colocados na caixa em um ponto diametralmente oposto

aquele onde encontrava-se o chocolate.
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O segundo teste realizado mediu a capacidade dos animais em habituar a um
estimulo olfatério e discriminar entre dois estimulos distintos (Bielsky e cols., 2005).
O teste foi realizado com os mesmos camundongos avaliados no teste de
reconhecimento social, 7 dias apds sua realizagdo. Para este teste, utilizamos um
pequeno tubo eppendorf com furos, contendo um pedago de algoddao embebecido
com 10 ul de esséncia comercial de morango. Individualmente em gaiolas,
camundongos foram apresentados por 1 minuto ao tubo por 4 vezes por 1 minuto,
com intervalos de 10 minutos. Em uma quinta apresentacdo, o tubo contendo a
esséncia de morango foi substituido por um tubo contendo 10 ul de esséncia
comercial de baunilha. O tempo de exploracao olfatéria sobre o tubo foi medido em

cada apresentagao por um observador treinado e cego para os genétipos.

3.4.3 Teste de sociabilidade

O teste de sociabilidade consiste em oferecer ao animal um estimulo social
(um outro camundongo) e um estimulo inanimado. A escolha entre os dois estimulos
fornece um parametro para a mensuracao da sociabilidade. Adaptamos o protocolo
descrito por Know e colaboradores, em 2006. O teste foi feito em uma caixa de
acrilico, de 15x90x18,5 cm, dividida em trés compartimentos de 15x29 cm,
separados por portas divisorias 3,8x3,8 cm. Em um compartimento lateral foi
colocado um estimulo social, enquanto no outro foi colocado um estimulo nao social.
Os estimulos sociais e ndo-sociais foram variados entre os testes, e consistiram de
um camundongo contido em um aparato de acrilico com furos (estimulo social) e
apenas o aparato de acrilico (estimulo ndo-social), respectivamente. Na etapa de
habituacdo, o camundongo pode explorar toda a caixa por 10 minutos, e depois foi
mantido no compartimento central por 5 minutos. Apds esse periodo, as portas
foram abertas e aos animais foi permitido, por 10 minutos, interargir livremente com
outro camundongo ou explorar o estimulo n&o-social. Os resultados foram
expressos como porcentagem do tempo de exploragédo total para os diferentes

estimulos.
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3.5- Aprendizado motor

3.5.1 - Teste da locomocdo for¢cada em cilindro giratorio (Rotarod)

Para avaliar o aprendizado motor, utilizamos o rotarod (cilindro giratério), um
aparelho no qual o camundongo deve caminhar continuamente sobre o cilindro em
rotacdo para evitar a queda. Nos testes realizados, utilizamos o rotarod com detector
automatico de queda (Insight Equipamentos. Ribeirdo Preto, Brasil). O Rotarod € um
cilindro rotatério com raio de aproximadamente 2,7 centimetros e altura de 40 cm. O
aparelho possui 4 baias, com espago de 3 centimetros para cada camundongo, de
modo que quatro animais sao avaliados por vez. Os animais foram mantidos na sala
de experimentagcdo e manipulados pelo experimentador pelo menos 2 horas antes
do experimento. Para avaliar o padrdo de aprendizado, os animais foram treinados
no Rotarod por 8 dias seguidos. A capacidade de retencdo do aprendizado foi
avaliada dez dias depois. Os animais foram inicialmente mantidos sobre os cilindros
por 5 minutos, para habituacdo ao aparato. Cinco minutos apds o periodo de
habituagcdo, os camundongos foram novamente colocados sobre o rotarod e a
velocidade de rotagao foi aumentada de 5 a 35 rotagbes por minuto (RPM) num
intervalo de 300 segundos. A laténcia para queda dos animais foi medida
automaticamente através de um sensor mecanico localizado no chdo do aparato.
Foram realizados dez testes por dia e com intervalos de 30 segundos entre eles,
com 0s animais sendo matidos em suas caixas de origem durante esse intervalo. No
intervalo entre a troca dos animais, o cilindro foi limpo com etanol comercial. Os

testes foram realizados nas ultimas cinco horas da fase clara do ciclo circadiano.

3.5.2 Foot print

Para realizacdo do teste de foot print, segundo Barlow C. e cols., 1996,
utilizamos tinta nanquim preta para marcar as patas traseiras dos camundongos. Os
camundongos foram entdo colocados na entrada de um tunel escuro (9.0 x 6.3 x
35.5 cm), contendo em seu chao um papel branco para registro dos passos dados

pelos animais. Para determinacdo da largura dos passos, foi medida a distancia
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entre cada pata do mesmo lado do corpo do camundongo. Para cada animal foi

determinado tamanho médio dos passos.

3.6 - Aprendizado nédo-associativo (habituacdo ao campo aberto)
3.6.1 Habituacgéo intra-sesséo ao campo aberto

Para avaliar o padrdo de habituagdo intra-sessdo ao campo aberto, os
animais foram mantidos na sala de realizagdo dos experimentos por pelo menos um
dia antes dos testes. A atividade locomotora, sob diferentes parametros, foi medida
automaticamente (Accuscan Instruments, Inc. Columbus, OH). Os camundongos
foram entdo introduzidos na caixa de acrilico e permitidos explorar o ambiente
livremente por 120 minutos (Sotnikova e cols., 2004). Os resultados foram expressos
em distancia total percorrida (em cm) por intervalo de 5 minutos, e como distancia

total percorrida (em cm) por intervalo de uma hora.

3.6.2 - Habituacao entre sessdes ao campo aberto

Para avaliar o padrao de habituagdo entre as sessdes, os animais foram
apresentados ao campo aberto por 3 dias seguidos, com intervalos de 24 horas
entre as exposigdes. Os resultados foram expressos em distancia total percorrida
por intervalo de 2 horas, em cada dia de teste. Foi calculado um indice de
habituagao através da divisdo da atividade locomota no terceiro dia pela atividade

locomotora no primeiro dia, seguida da multiplicagéo por 100.
3.6.3 Atividade locomotora induzida por cocaina

O efeito da cocaina sobre a atividade locomotora foi avaliado da seguinte
forma: os camundongos foram mantidos no campo aberto por uma hora, explorando
o ambiente livremente. Apds esse periodo, receberam uma dose de cocaina, i.p., 20
mg/kg, ou apenas salina. A atividade locomotora continuou sendo monitorada por
mais duas horas. Os resultados foram expressos como distancia total percorrida (em

cm) por intervalos de 5 minutos. Os resultados também foram expressos através da
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medida da atividade locomotora nos 15 minutos anteriores e nos 15 minutos
posteriores a administragao da droga.

O efeito da galantamina sobre a atividade locomotora induzida por cocaina foi
avaliado da seguinte forma: 15 minutos apds a administragdo de cocaina, os animais
foram colocados no campo aberto. Os animais puderam explorar o ambiente
livremente por 15 minutos, quando receberam uma inje¢ao intra peritonial contendo
galantamina na dose de 1 mg/kg. A atividade locomotora continuou a ser monitorada
por mais 105 minutos. Os resultados foram expressos em distancia total percorrida

(em cm) por intervalos de 5 minutos.

3.6.4 Preferéncia condicionada pelo lugar (CPP)

O experimento de preferéncia condicionada pelo lugar (CPP) foi adaptado do
protocolo descrito por Bohn L. M. e cols.,, em 2003. Para a realizagdo do
experimento foi utilizada uma caixa retangular, de acrilico, dividida em trés
compartimentos, separados por portas removiveis. A caixa foi colocada no interior
de uma outra caixa de madeira, para atenuar a interferéncia sonora, e cada
compartimento foi iluminado por uma lampada separada , localizada no teto da caixa
de madeira. A localizagdo do camundongo foi determinada manualmente, por um
observador treinado e cego para os genétipos.

Cada um dos trés compartimentos teve caracteristicas distintas. O
compartimento central apresentava 25 cm?, com o chdo e paredes revestidos por
motivos brancos. Os dois compartimentos para escolha tinham 30 cm? Um
compartimento era revestido por um motivo contendo linhas pretas e brancas
alternadas, na vertical e o chao revestido por um suporte plastico liso e removivel.
Enquanto o outro compartimento continha as mesmas listras, porém na horizontal, e
o chao revestido por um suporte plastico ondulado e removivel. Em um dos lados, foi
colocado um pequeno compartimento circular , contendo um saché comercial de cha
verde envolvido por maravalha. No outro lado foi colocado o compartimento
contendo apenas maravalha. O experimento consistiu de trés fases: pré-

condicionamento, condicionamento e pds-condicionamento.
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Pré-condicionamento: Durante a fase de pré-condicionamento, os
camundongos foram colocados no compartimento central por 5 minutos, e as portas
foram entdo abertas. O tempo passado em cada compartimento foi medido por um
periodo de 30 minutos. Se o camundongo passou mais que 60% dos 30 minutos em
um dos compartimentos foi eliminado do experimento. A fase de condicionamento
comegou no dia seguinte.

Condicionamento: A fase de condicionamento consistiu de injegdes
alternadas de salina e cocaina em 6 dias. Nos dias 1,3 e 5 0os animais receberam
cocaina (merck), dissolvida em salina, e nos dias 2, 4 e 6 apenas salina. O protocolo
foi desenhado randomicamente, de forma que metade dos animais de cada gendtipo
recebeu a droga em um dos lados e a metade no outro. Ao receberem a injegao, os
animais ficaram confinados por 30 minutos no compartimento anteriormente
determinado. Portanto, cada animal recebeu cocaina e foi mantido sempre do
mesmo lado, para que fosse gerado o condicionamento. O teste ocorreu no dia
seguinte ao sexto dia de condicionamento.

Teste pos-condicionamento: Nesse dia, os animais ndo receberam nenhuma
injecao, seja de salina ou cocaina. Foram colocados no compartimento central por 5
minutos, e a partir de entdo as portas foram abertas e foi permitido que explorassem
livremente qualquer dos compartimentos por 30 minutos. O tempo de permanéncia

em cada compartimento foi computado manualmente.

3.5 Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com auxilio do programa GraphPad
prism 4. Durante descricao dos resultados de cada experimento, sdo apresentados
os testes utilizados para analise estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacédo bioquimica de camundongos VAChT nocaute

4.1.1- Identificacdo dos camundongos

Nosso grupo de pesquisa gerou camundongos com dele¢cao do
gene do VAChT através da tecnologia Cre/Lox (Figuras 3A e B). Observamos que

camundongos VAChTPE-/PE-

morrem por volta de 5 minutos apds o nascimento, e
portanto passamos a utilizar camundongos no dia 18.5 de desenvolvimento
embrionario para a caracterizagcdo inicial desses animais. Esses animais
homozigotos mutantes mostraram semelhanga de fenétipo com os nocautes para
o gene da ChAT (Misgeld T.e cols., 2002), com sinais de cianose e flacidez
muscular (Figura 4A). A genotipagem dos animais foi realizada através das
técnicas de Southern blotting e PCR. Para a identificagao por Southern blotting,
realizamos a digestdo do DNA genbmico com as enzimas BamH1 e Sac1, e
posterior hibridizagdo com a sonda gerada a partir do fragmento de DNA do
VAChT Ndel/Pmel (Figura 4B). O alelo recombinante apresenta uma banda de
8900 pb enquanto o alelo selvagem (WT) apresenta uma banda de 5722 pb
(Figura 4B). Como apresentado na Figura 4B, observou-se apenas a banda de
8900 pb nos animais VAChTPEYPEL sendo a intensidade da banda referida
menor em animais VAChT"TPEL. Foi observado que a proporgdo entre os

camundongos de diferentes gendtipos apresentava uma distribuicdo mendeliana.
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Figura 3: Esquema do loco génico colinérgico e a estratégia utilizada na construgédo do
vetor para a geracao dos animais VachT Del. A) As caixas representam diferentes exons para
ChAT e VAChT. As caixas abertas mostram a janela aberta de leitura e as caixas cinza
representam as regides nao traduzidas. O gene do VAChT esta dentro do primeiro intron do gene
da ChAT. As setas indicam potenciais sitios de inicio de transcricdo para o VAChT. A seta
marcada com asterisco representa o sitio de inicio de transcricdo que € comum entre ChAT e
VAChT. B) Representagdo esquematica do loco selvagem do VAChT, o vetor construido
flanqueado pelas sequéncias Flox e o loco do VAChT apés delecdo. As setas indicam P1, P2, P3
e P4 mostrando as posi¢des dos iniciadores usados para genotipagem e a barra (probe) mostra a

localizagdo das sondas utilizadas no Southern.

Rotineiramente, os animais utilizados nos experimentos foram
genotipados pela técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR). Fragmentos
da cauda dos animais eram retirados e o DNA genbmico extraido para
genotipagem. Conforme observado na figura 4C, para os animais selvagens (WT)
foi amplificado um fragmento préoximo a 230 pb, para os camundongos
homozigotos (VAChTPEYPELY) uma banda proxima a 330 pb, enquanto nos
heterozigotos (VAChT"TPEL) foram observadas as duas bandas.
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Figura 4: Geragdo de camundongo VAChTP®-PE-: A) Camundongo nocaute para o

VAChT (VAChTPE“PEhy morre rapidamente apds o nascimento. Embrides E18.5 apresentam flacidez
muscular e cifose. B) Andlise de Southern confirma a presenca do alelo Del. Animais cujo gene do
VAChT néo sofreu recombinagdo (WT) apresentam uma banda de 5722 pb, enquanto os animais
VAChTPEYPEL gpresentam uma banda de 8900 pb. C) PCR para genotipagem dos camundongos.
Animais selvagens geram um fragmento de 230pb ao passo que a amplificagdo de amostras
provenientes de animais VAChT ®PE- produz uma banda de 330pb.

4.1.2- Andlise dos niveis de transcricao e traducdo do VAChT

Para avaliar as consequéncias da manipulacdo genética
realizada sobre os niveis de transcricao do VAChT, utilizamos a técnica de PCR
em tempo real (QPCR), uma técnica sensivel e que possibilita a deteccao de
variagbes sutis na transcricdo génica (Bustin SA., 2002). Comparado aos

camundongos selvagens da mesma ninhada, camundongos VAChT"/TPE-
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apresentaram transcricdo do VAChT em torno de 50%, enquanto nao foram
detectados transcritos do VAChT em tecidos de camundongos VAChTPE-PE-
(Figura 5). A especificidade do produto amplificado foi confirmada através da
presenga de banda no tamanho esperado em gel de acrilamida (Figura 5) e
auséncia da banda em camundongos mutantes. O nivel de transccrigdo do

VAChAT entre os grupos foi comparado através do teste T ndo pareado.
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Figura 5: Quantificacéo da expressdao de mRNA do VAChT por PCR em tempo real.
Amostras de RNA extraidas do cérebro de camundongos mutantes (barra cinza) e controles
(barra branca) foram reversamente transcritas. Para a reacdo de qPCR foram utilizados
iniciadores especificos para o gene do VAChT, que produziu um fragmento de tamanho
esperado. O grafico representa a média de 4 experimentos terro padrdo da média *

Estatisticamente significativo em relacdo ao WT, p<0,005. Abaixo do grafico ¢ mostrado o
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gel de acrilamida no qual foram resolvidos os produtos de amplificagdo para cada
genodtipo, acompanhado dos controles negativos. Nao foi detectado produto de

amplificagdo para o VAChT em amostras provenientes de camundongos VAChT" EL/DEL

Para mensurar os niveis protéicos de VAChT na medula espinhal,
utilizamos a técnica de Western blot. O anticorpo anti-VAChT reconheceu uma
banda de aproximadamente 70 KDa, o que corresponde a massa molecular
aparente esperada para o transportador (Figura 6A). A analise densitométrica
revelou reducido similar a encontrada nos niveis de RNAm transcritos para a
expressdo da proteina VAChT em camundongos heterozigotos, e conforme
esperado ndo foi detectada a expressdo do VAChT em camundongos nocaute
(figura 6B). Em todas as anadlises, a imunorreatividade da tubulina foi utilizada para

normalizar as quantidades de extrato aplicadas no gel.
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Figura 6: Expressdo do VAChT em camundongos nocaute. A)lmunorreatividade para
VACHT, Sinaptofisina e Tubulina. Analise por imunoblot da expressio de VAChHT,
Sinaptofisina e Tubulina na medula espinal de animais selvagens, VAChT"'P¢ ¢
VACHTPPMPEE N3o foi observada imunorreatividade para o VAChT em camundongos
VAChTP*PE- B) Graéfico representativo mostrando a expressdo do transportador nos
genotipos analisados. (***) Estatisticamente significativo em relagdo ao grupo de animais
selvagens, n=4 para cada genotipo (teste t, p< 0,05). A barra branca representa o grupo de

animais selvagens, enquanto a barra cinza representa o grupo de camundongos heterozigotos.

Adicionalmente, foi realizada a imunofluorescéncia em jungao
neuromuscular de camundongos selvagens, VAChT"TPEL ¢ VAChTPEYPEL Fatias
foram incubadas como o anticorpo anti-VAChT e como pode ser observado pela

figura 7, houve uma marcante imunorreatividade em camundongos selvagens e
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VAChTY™PEL " 'mas nenhuma marcacdo em camundongos VAChTPEWPEL A
imunorreatividade do CHT1 foi facilmente detectada em todos os gendtipos (Figura
8). Tais dados confirmam os resultados observados através do imunoblot e do
gPCR.

VAChT Bungarotoxina Sobreposicéo

B - - -
- - - -
h - -

Figura 7: Imunofluorescéncia para o VAChT em JNM de camundongos VAChT

nocaute. VAChT foi detectado em camundongos selvagens e em camundongos heterozigotos,

porém foi ausente em camundongos VAChTPEFPEL
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Figura 8: Imunofluorescéncia para o CHT1 em JNM de camundongos VAChT Del. O
CHT1 foi detectado nos trés genotipos, ao contrario do transportador vesicular de

Acetilcolina.

4.1.3- Status da neurotransmisséao colinérgica em camundongos VAChT DEL

Para determinar as consequéncias da auséncia de expressdao do VAChT
sobre a neurotransmissao colinérgica, nosso grupo de pesquisa realizou diferentes
experimentos. Primeiramente, utilizamos preparagdes neuromusculares apartir do
diafragma de embrides E18.5 para avaliar diferentes parametros eletrofisioldgicos
dependentes de ACh. Esses experimentos foram realizados por Ricardo de Freitas
Lima, no laboratério de eletrofisiologia celular da UFMG (em Castro e cols., anexo
II). Os resultados demonstraram ndo haver diferenga com relagdo a amplitude de

MEPPs quando preparagbes provenientes de camundongos selvagens e
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VAChTYWTPEL s30 comparadas (Castro e cols., em anexo). Surpreendentemente,
mesmo na auséncia do transportador vesicular, em camundongos VAChTPEVPEL
foram detectados MEPPs de pequenas amplitudes e de baixa frequéncia (Castro e
cols., anexo Il). Por outro lado, em experimentos realizados com embrides E18.5,
com a colaboragao de Cristiane Alves Silva Menezes, foi demonstrado um aumento
de cerca de 5 vezes no contetido de ACh no cérebro de embrides VAChTPE-PE-
quando comparados a animais selvagens (Figura 9A). Embrides de VAChTWT/PE-
apresentarm valores de conteudo de ACh intermediarios entre selvagens e
VAChTPEYPEL  (Figura 9A), embora a diferenca em relagdo a camundongos
selvagens nao tenha sido significativa. A medida dos niveis de ACh em
camundongos adultos, realizada por Xavier De Jaeger, confirmou o aumento

observado em camundogos heterozigotos (Figura 9B).
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Figura 9: Dosagem de Acetilcolina em camundongos VAChT nocaute. A) Medida do
conteudo tecidual de acetilcolina no cérebro de embrides E18.5 selvagens (barra branca),

VAChTWT/PEL (barra cinza) e VAChTPEPEL (Barra preta) respectivamente. O grafico

representa a média de 3-5 experimentos terro padrao da média. * indica diferenca estatistica
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observada com o Anova de uma via seguido pelo teste post hoc de Bonferroni
[F(2,10=12,72)]. B) Dosagem de acetilcolina no cérebro de animais adultos WT e
VACHTVTPEL | Ag barras representam a média de 4-6 experimentos terro padrao da média.

*#* indica diferenga estatistica observada pelo Teste T, p< 0.001.

Mudangas nos niveis de expressao de proteinas diretamente relacionas a
sintese de ACh, como ChAT e CHT1, poderiam ser uma possivel explicagao para o
aumento de conteudo de ACh. Para verificar tal possibilidade, realizamos qPCR em
cérebros provenientes de embrides E18.5. Encontramos um aumento de duas vezes
nos niveis de RNAm da ChAT em embrises de VAChT""PEL  enquanto
VAChTPEYPEL tiveram os niveis de transcritos da ChAT aumentados em 4 vezes
(Figura 10A). Ja quando medimos os niveis de RNAm de CHT1, ndo observamos
diferenca entre selvagens e VAChT"TPEL entretanto foi observado um aumento de 2
vezes no nivel de RNAm transcrito para o CHT1 em camundongos VAChTPEL/PE
quando comparados a selvagens (Figura 10B). Como as duas enzimas participam
das vias envolvidas na sintese de ACh, o aumento observado nos niveis de
transcricdo dos dois genes pode ser um dos mecanismos responsaveis pelo

aumento na quantidade de ACh tecidual.
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Figura 10: Quantificacdo da expressdo de mRNA da ChAT e CHT1 dos camundongos
por PCR em tempo real. A) Amostras de RNA extraidas da regido do cérbro de
camundongos mutantes e controles foram reversamente transcritas. Para a reacdo de PCR
foram utilizados iniciadores especificos para o gene do ChAT. O grafico representa a média
de 4 experimentos terro padrao da média * Estatisticamente significativo em relagdo ao WT,
p<0,005, [F 2,9=18,28)], apds a realizagdo do teste Anova de uma via B) Quantificacdo de
RNAm do CHT1 por PCR em tempo real, * indica estatisticamente significativo em relagado
ao controle, [F(2,11=2,52)], com N=5, ap0s a realizacdo do teste Anova de uma via. A barra

T/DEL
TW /

branca representa camundongos selvagens, a barra cinza os camundongos VACh ea

barra preta representa os camundongos VAChT F-/PEL
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4.1.4- Andlise morfoldgica da juncdo neuromuscular

Animais que nao possuem a ChAT apresentam alteracoes significativas no
desenvolvimento da juncao neuromuscular (Misgeld e cols., 2002). Para determinar
as consequéncias da auséncia do VAChT sobre arborizagdo neuronal e
direcionamento axonal, realizamos imunofluorescéncia em diafragma de embrids
E18.5. A marcagao foi realizada com anticorpos especificos contra receptores
nicotinicos (a-bungarotoxina Alexa-Fluor 488) (Figura 11, verde) e com anticorpo
anti-neurofilamento (Figura 11, vermelho). Os experimentos demonstraram néao
haver nenhuma diferenca entre camundongos selvagens e camundongos
VAChTWTPEL quanto & arborizagdo ou direcionamento axonal. Entretanto, a
morfologia da jungdo neuromuscular de camundongos VAChTPEXPEL foi bastante
diversa daquela presente em camundongos selvagens. Camundongos VAChTPEL/PE
apresentaram um aumento na arborizagdo neuronal, com uma alteragao evidente no
direcionamento axonal, caracterizada por localizagdo alterada de receptores
nicotinicos (figura 11). Além disso, experimentos realizados por outros
pesquisadores demonstraram um aumento na quantidade de neurbénios motores e
de terminais nervosos na JNM de camundongos VAChTPE-PEL (Castro e cols., anexo
II). Os dados demonstram que a auséncia de VAChT, apesar de causar um aumento
no conteudo intracelular de ACh, resultou em alteragbes na jungédo neuromuscular

tdo severas quanto as geradas pela auséncia da ChAT (Misgeld e cols., 2002).
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Figura 11: Alteracdes na morfologia da juncdo neuromuscular de camundongos VAChT Del
detectadas por imunofluorescéncia em diafragma. Hemidiafragmas foram incubados com
anticorpos anti-neurofilamento (vermelho) e posteriormente com marcador de receptor nicotinico, a
a-bungarotoxina (verde). Observa-se aumento da arborizagdo axonal na jun¢do neuromuscular de

camundongos VAChTPE/PEL,

4.2- Fungdes cognitivas em camundongos VAChT Knockdown

A geracado e a caracterizagdo de animais nocaute para o VAChT trouxeram
informagdes relevantes para o estudo do sistema colinérgico, bem como sobre a
participacao da liberagcao de ACh mediada pelo VAChT sobre o desenvolvimento da
juncdo neuromuscular. Entretanto, nosso interesesse em determinar as
consequéncias da redugao da expressao do VAChT sobre fungdes cognitivas foi
inviabilizada pela mortalidade precoce dos camundongos. Embora animais
heterozigotos possam ser utilizados para estudos comportamentais, a
disponibilidade de uma outra linhagem de camundongos que apresentam diminuigao

de expressao do VAChT, sem aumento concomitante da ChAT e CHT1, animais
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VAChT KD, nos levou a estudar predominantemente tal linhagem. Camundongos
VAChT Knockdown foram gerados conforme descrito por Prado e colabradores,
anexo |. Foram utilizados camundongos selvagens, heterozigotos (VAChT KD"') e
homozigotos (VAChT KD"™). Animais VAChT KD"®" apresentaram uma redugéo
na expressdo do VAChT de cerca de 45%, enquanto animais VAChT KD"M tiveram
uma redugdo préxima a 65%. A redugdo da expressdao do VAChT teve
consequéncias diretas sobre a quantidade de ACh liberada no sistema nervoso
central, conforme demonstrado pela técnica de microdialise in vivo (Prado e cols.,
2006, anexo 1). Além disso, estudos eletrofisioldgicos caracterizaram em detalhes as
alteragdes na liberacdo de ACh devido a reducdo do VAChT (Prado e cols., 2006,
anexo ).

O sistema de neurotransmissédo colinérgico apresenta ampla distribuicdo,
sendo portanto capaz de influenciar a formacado e evocacao de diferentes tipos de
memoria. A formagcdo de memodrias sociais, o aprendizado n&o associativo e o
aprendizado implicito sdo exemplos de capacidades cognitivas cuja participagao do
sistema colinérgico parece ser relevante. Entretanto, o uso de um modelo de
hipofuncdo colinérgica geneticamete gerada pode trazer informacgdes relevantes
para o entendimento da partcipagdo da ACh na formagao de memoarias, bem como
ajudar a entender como déficits colinérgicos em doengas neurologicas, como
Doenca de Alzheimer e Doenga de Huntington contribuem para alteragoes

cognitivas.

4.2.1- Meméria social

A capacidade de reconhecer individuos familiares da mesma espécie € a
base das interagdes sociais (Winslow e Insel, 2004). Ha evidéncias sugerindo a
participacdo de receptores colinérgicos na capacidade de reconhecimento social
(Prediger e cols., 2006, Van Kampen e cols., 2004), enquanto foi sugerido em um
modelo murino de Doenga de Alzheimer que o seu comprometimento estaria
relacionado a disfuncéo colinérgica (Ohno e cols., 2004). Camundongos VAChT
KD"ET apresentam reducgdo na expressdo do VAChT para niveis de cerca de 45% do

apresentado pelos camundongos selvagens, com similar redu¢ao nos niveis extra-
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celulares de ACh no sistema nervoso central, medidos através da técnica de
microdialise in vivo (Prado e cols., 2006, anexo |). Por outro lado, esses animais nao
apresentam fraqueza muscular, enquanto os animais homozigotos sdo miasténicos
(ver Prado e cols., 2006, anexo |). Em fungdo disso, resolvenvos estudar em maior
profundidade animais heterozigotos, embora em varios experimentos os animais
homozigotos também tenham sido utilizados. Portanto, ndés testamos as
consequéncias da redugao do ténus colinérgico sobre a memoria de reconhecimento
social. Para tanto, utilizamos inicialmente um protocolo de habituagdo-desabituagao
(Choleris e cols., 2003). Os camundongos selvagens exploraram intensivamente o
camundongo juvenil durante o primeiro contato. Com as apresentagdes
subsequentes, o tempo de exploracdo foi diminuindo, indicando que os animais
selvagens habituaram ao camundongo intruso [F(4,11)=60.93, p < 0.01, Anova de
uma via com teste pos-hoc de Bonferroni] (Figura 12). Depois de quatro
apresentagées, o camundongo juvenil foi substituido por outro. Quando foi
apresentado o novo animal, o nivel de interesse dos animais selvagens pelo
camundongo intruso foi renovado, com o tempo de exploragéo retornando a valores
préximos ao da primeira apresentacado (Figura 12). Tal resultado demonstra que a
redugdo progressiva na exploragdo, durante as apresentacbes ao camundongo
juvenil, ndo foi devido a falta de motivagdo ou exaustao fisica. Os camundongos
VACHhT KD"ET apresentaram um padrdo de habituacéo totalmente diverso daquele
dos animais selvagens (Figura 12). A exploracdo dos animais VAChT KD durante
o primeiro contato foi significativamente menor que a dos camundongos selvagens
(p<0,05, Anova de duas vias com teste pos-hoc de Bonferroni). Em todos os quatro
pontos de apresentacdo ao primeiro intruso, a atividade exploratdoria dos
camundongos VAChT KD"®' foi diferente daquela apresentada pelos animais
selvagens (p<0,001, Anova de duas vias com teste pos-hoc de Bonferroni). O tempo

D"ET s se tornou

de exploragdo sobre o intruso pelos camundongos VAChT K
diferente do tempo da primeira apresentacao durante a quarta introdugao do intruso
na gaiola do camundongo adulto [F(4,10)= 5.293]. A introducédo de um novo
camundongo juvenil foi capaz de elevar a exploragao, indicando que a redugéao
observada durante a quarta apresentacdo nao foi devida a falta de motivagéo ou

exaustdo fisica (Figura 12).
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Figura 12: Meméria social de camungos selvagens (em preto) e KD™' (cinza) avaliada
através de um protocolo de habituacao-desabituacdo a um camundongo juvenil. Sio
apresentados 4 periodos sucessivos de exploracdo olfatéria ao mesmo camundongo, com
intervalos de 15 minutos. Apds o quarto periodo, ¢ apresentado um novo camundongo. *
indica diferenca dentro do mesmo genotipo, em relagdo ao primeiro trial, p< 0.05, enquanto #
diferenga entre selvagens e heterozigotos, p< 0.05. N= 10 para selvagens e N= 12 para

camundongos heterozigotos.

Um comprometimento na capacidade olfatéria poderia justificar o prejuizo na
capacidade de habituagao apresentado pelos camundongos VAChT KD"ET | para
testar esta hipdtese, nds utilizamos um protocolo onde mediu-se o tempo gasto
pelos animais, sob jejum, para encontrar um alimento escondido na maravalha de
suas gaiolas. O teste demonstrou que ambos animais foram capazes de encontrar o
alimento com tempos similares, indicando ndo haver comprometimento da fungao
olfatéria em camundongos VAChT KD"&T (figura 13). Além de tal teste, utilizamos um
protocolo de habituacdo-desabituagao a odores artificiais (Fergunson e cols., 2000).
Os animais foram apresentados 4 vezes a um mesmo odor, com intervalos de 5
minutos entre as apresentagbes. Observamos uma redugdo progressiva na
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exploragcdo em ambos genétipos (selvagem, F(4,6)= 11,35 e VAChT KD"&", F(4,6)=
18,11, p< 0,05, por Anova de medidas repetidas com teste pos-hoc de Bonferroni),
sem qualquer diferenga portanto (figura 14). A capacidade de discriminar entre dois
odores foi determinada pela apresentagdo a uma nova esséncia apdés a quarta
apresentacao. Nos dois grupos, a introdugédo de um novo odor, diferente daquele
que gerou habituagao, foi capaz de elevar o tempo de exploracao a valores similares
aos da primeira apresentagdo. Assim, tanto camundongos selvagens quanto
camundongos VAChT KD"ET foram capazes de habituar a um estimulo olfatério de

origem nao-social e de discriminar entre dois odores diferentes.
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Figura 13: Capacidade olfatéria de camundongos medida através do tempo necessario
para encontrar um pedaco de alimento sob a maravalha. Camunongos selvagens (branco)
e KD™ (cinza) gastaram em média 8 segundos para encontrar o alimento escondido sob a

maravalha. N=8 para ambos genotipos.

72



- - N N
o (@) o (&)
| | | |

X

Duracao da exploragao (s)
(@)}
|
*

1 2 3 4 novo
odor

Figura 14: Habituagdo olfatéria a um estimulo ndo social. Camundongos foram
apresentados por 4 vezes seguidas a uma esséncia de morango, por 1 minuto, com intervalo
entre as apresentacoes de 10 minutos. Em uma quinta apresentacao, foi utilizada uma esséncia
diferente (de baunilha). Nao foi observada diferenca entre selvagens (branco) e heterozigotos
(cinza). * indica diferenca em relagdo a primeira apresentacdo dentro de um mesmo genotipo.

N=8 para ambos gendtipos.

Outra possivel explicagdo para o déficit no reconhecimento social observado

em camundongos VAChT KD"T

seria a de que esses animais apresentam um
comportamento social mais exarcebado em relagdo aos camundongos selvagens.
Seria uma caracteristica contraria a apresentada por camundongos modelo de
autismo (Jamain S. E cols., 2008). Para testar tal possibilidade, n6s avaliamos a
escolha de um camundongo adulto entre um estimulo social (um camundongo adulto
em um cilindro de acrilico que permitia somente exploragao olfatéria) e um estimulo
nao social (apenas o cilindrico de acrilico, que nunca havia sido apresentado ao
camundongo). Para a realizagdo do experimento, foi confeccionada uma caixa de 3
compartimentos: um compartimento central, e 2 compartimentos laterais, um deles
contendo o estimulo social e o outro o estimulo n&o-social (Kwon e cols., 2006).
Ambos gendtipos demonstraram preferéncia pelo estimulo social, entretanto os

camundongos selvagens apresentarm maior sociablidade que os camundongos
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VAChT KD"T (Figura 15) (p<0.05, teste T de student). O tempo de exploragdo
gasto pelo camundongo em cada tipo de estimulo foi computado. Os camundongos
selvagens despenderam cerca de 75% do tempo de exploragéo total com estimulo
social, enquanto os camundongos VAChT KD"ET gastaram aproximadamente 60%
do tempo com o estimulo social (Figura 15). Portanto, ndo se p6de afirmar que o
motivo do déficit de habituacdo social dos camundongos VAChT KD"E' foi devido a
uma excessiva sociabilidade desses animais, na verdade eles foram menos

sociaveis que os selvagens.
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Figura 15: Preferéncia por estimulo social em camundongos selvagens e VAChT KD,
No gréfico, ¢ mostrada a porcentagem de tempo passado explorando o estimulo social, sendo
o valor apresentado por camundongos selvagens significativamente maior que aquele

apresentado por camundongos heterozigotos (p> 0.05). N=8 para ambos geno6tipos.

Demonstramos que camundongos selvagens sdo capazes de reter a memoria
social por 30 minutos (Figura 16), ja que expostos por 5 minutos a um camundongo
intruso e apresentados novamente ao mesmo animal apés um intervalo de 30
minutos tiveram a atividade exploratéria inicial significativamente reduzida
(F(5,70)=17,21, p<0.001). Entretanto, camundongos VAChT KD"®" nao reduziram
sua atividade exploratéria quando apresentados novamente ao mesmo camundongo

juvenil (figura 16). Os resultados sugerem portanto que os camundongos VAChT
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KD"ET apresentam um déficit na meméria social, demonstrado por dois protocolos
diferentes.

Alteracdes fisiolégicas em camundongos nocaute podem ocorrer devido a
alteracbes ocorridas durante o desenvolvimento ou pela auséncia da fungao
desencadeada pela proteina. Portanto, uma pergunta que fizemos foi se o déficit na
memoria social foi devido a alteragdes ocorridas durante o desenvolvimento ou a
reducédo da libercado de ACh. Se o motivo do déficit foi a reducdo na liberagéo de
ACh, o aumento agudo de seus niveis sinapticos deveria ser capaz de reverter
momentaneamente o fendtipo observado. Para respondermos a tal pergunta,
utilizamos Galantamina, um inibidor da enzima AChE utilizado no tratamento da
Doenga de Alzheimer. A administracdo de Galantamina (s.c., 1mg/Kg), 30 minutos
antes da primeira apresentagdo ao camundongo intruso, foi capaz de restaurar
temporariamente a capacidade de reconhecimento social dos camundongos VAChT
KD"ET (figura 17). A administracdo de salina em vez de galantamina, ndo teve
nenhum efeito sobre a capacidade de reconhecimento social, seja de camundongos
selvagens ou VAChT KD"&T (Figura 17). Portanto, a redugdo do tdnus colinérgico
parece ser a responsavel pelo prejuizo na memoéria social observado em
camundongos VAChT KD"ET .
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Figura 16: Meméria social de camundongos WT (barras brancas, n=14) e KD™®' (barras cinzas,
n=14). Os camundongos foram apresentados a um animal juvenil por 5 minutos, e apds intervalo de
30 minutos reapresentados ao mesmo juvenil. Os dados representam a média +- erro padrdo do
tempo de exploracdo dos camundongos adultos sobre os juvenis. * representa diferenca em relagao a

primeira apresentagao para o mesmo gendétipo, p< 0.05
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Figura 17: Tratamento com Galantamina reverte o déficit de memoéria social apresentado por
camundongos KD, Camundongos adultos selvagens e KD"ET foram tratados com salina ou
galantamina, 30 minutos antes da primeira exposicdo ao camundongo juvenil. * representa diferenca
em relagao a primeira apresentagdo para 0 mesmo genoétipo, p< 0.05 N=9 para camundongos

selvagens e N=8 para camundongos KD"&"
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Nés também observamos o déficit de reconhecimento social em
camundongos VAChT KDHM (figura 18), demonstrando que o mesmo fendtipo foi
observado em camundongos com diferentes niveis de redugdo da expressao do
VAChT. Embora para alguns testes de comportamento a miastenia desses animais

seja um problema, a tarefa de meméria social ndo demanda grande atividade fisica.
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Figura 18: Camundongos KD"HM

apresentam déficit de memdria social similar aos
camundongos KD"&'. Os camundongos foram apresentados a um animal juvenil por 5
minutos, e ap6s intervalo de 30 minutos reapresentados ao mesmo juvenil. Os dados
representam a média +- erro padrdo do tempo de exploragdo dos camundongos adultos sobre
os juvenis. * representa diferenga em relagdo a primeira apresentagdo para o mesmo genotipo,

p< 0.05. N= 7 para selvagens (barra branca) e homozigotos (barra preta).

4.2.2 —Habituacao ao campo aberto (aprendizado ndo-associativo)

Diversas evidéncias sugerem o envolvimento da ACh na habituagcdo ao
campo aberto, seja através da administragdo de drogas ou através da medida direta
dos niveis extra-cellulares de ACh durante a habituagcdo (Lamprea e cols., 2003,

Thiel e cols., 1998). Camundongos VAChT Knockdown apresentam reduc&o na
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liberagdo de ACh “in vivo” (Prado e cols., 2006, anexo 1), representando um modelo
unico de hipofungao colinérgica gerada geneticamente.

Experimentos iniciais demonstraram que animais heterozigotos nao
apresentaram alteracdo na exploragéo, sugerindo que talvez o deficit colinérgico nao
afete essa tarefa. Por outro lado, como temos a disponibilidade de usar animais com
alteragbes ainda maiores na liberagao de acetilcolina,para avaliar as consequéncias
da redugao da liberagdo de ACh na habituagdo ao campo aberto, expomos animais
selvagens e VAChT KD"M por duas horas ao novo ambiente..Nés observamos uma
redugdo na atividade locomotora com o decorrer do tempo entre os dois grupos,
entretanto, apesar de partirem de um mesmo nivel de atividade inicial, camundongos
VAChT KD"°M percorreram uma distancia maior que os animais selvagens (Figura
19A) ( ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do Teste pos Hoc de
Bonferroni (F(1, 30) = 4.431, p < 0.05), principalmente quando observa-se a segunda
hora de exposigdo ao campo aberto (Figura 19B). Quando ambos genétipos foram
reexpostos ao campo aberto, observou-se que os animais VAChT KDHM
mantinham o padrdo de atividade locomotora superior aos animais selvagens
(Figura 19C). O teste de Anova de duas vias com medidas repetidas demonstrou um
efeito significativo do genaétipo (F(1, 45 = 9.047, p < 0.01), do tempo (F(11, 45 = 17.991,
p < 0.001) e interagdo entre tempo e genotipo (F(11, 45y = 3.238, p < 0.001). Os
camundongos mutantes mantiveram o mesmo nivel de atividade locomotora durante
os 60 minutos de exposigao (o teste post-hoc ndao mostrou nenhuma diferenga entre
a atividade aos 10 minutos com a atividade locomotora aos 60 minutos), enquanto
os camundongos selvagens apresentaram redugdo significativa na atividade (
p<0.001 entre 10 e 60 minutos). Tais dados demonstram que os camundongos
VAChT KDHOM apresentam uma reducdo na habituacdo intra-sessdo quando
comparados aos animais selvagens. Nao observamos qualquer diferenca quanto a
habituacdo intra-sessdo entre camundongos selvagens e heterozigotos. E
importante salientar que mesmo com a miastenia descrita para os animais
homozigotos (Prado e cols., 2006, Anexo 1), eles foram capazes de explorar o
ambiente de maneira ainda mais pronunciada que animais selvagens, indicando que

essa resposta seja devido ao déficit colinérgico no sistema nervoso central.
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Figura 19: Camundongos VAChT KD"°™ apresentam reducdo na habituacdo intra-
sessdo ao campo abetro quando comparados aos camundongos selvagens. A)
Camundongos selvagens (n= 10, quadrados brancos) e camundongos VAChT KD"°™ (n=11,
quadrados pretos) foram expostos ao campo aberto pela primeira vez durante 2 horas.
Camundongos VAChT KD"™ apresentam maior distdncia total percorrida que selvagens (
ANOVA de duas vias com medidas repetidas (F(i, 30) = 4.431, p < 0.05). B) Quando a
distancia percorrida pelos grupos ¢ analisada separando-se a primeira e a segunda hora de
exploragdo, observa-se maior atividade, na segunda hora, dos camundongos knockdown
homozigotos (barra preta) em relagdo aos selvagens (barra branca). C) Em animais ja
expostos ao campo aberto, a atividade locomotora de animais VAChT KD"M continuou
superior aquela apresentada pelos animais selvagens. * indica diferen¢a entre a atividade aos

60 minutos e 10 minutos para o mesmo gendtipo ( p<0.001)

Para determinar se o déficit também se estendia a habituagcao entre sessdes,
utilizamos um protocolo que consistiu de trés apresentacbes ao campo aberto
separadas por 24 horas. Os camundongos selvagens apresentaram uma reduc¢ao na
atividade locomotora quando comparadas as distancias totais percorridas em cada
dia, entretanto os camundongos VAChT KD"M nhao apresentaram tal reducgdo. O
ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou um efeito significativo do
genotipo (F(1, 36y = 7.677 , p < 0.05) e uma interagédo entre gendtipo e dia (F(2, 36) =
2474, p < 0.05). O teste post-hoc de Bonferroni demonstrou uma diferenga entre
selvagens e VAChT KD"°M no terceiro dia da exposicdo ao campo aberto (p<0.001)
e uma diferencga significativa entre o primeiro e o terceiro dia para os selvagens, mas
nao para os mutantes (Figura 20a). O calculo do indice de habituacdo, através da
divisdo da atividade locomotora no terceiro dia pela atividade no primeiro dia,
demonstrou claramente a diferenga de habituacao entre os genotipos (t (1) = 3.464,
p = 0.01) (Figura 20b).
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Figura 20: Camundongos VAChT KD"°M nao apresentam habituacéo ente sessdes ao

indice de habituacdo

campo aberto. A) A atividade toal por cada dia de exposi¢do ao campo aberto é mostrada
para selvagens (n=9) ¢ VAChT KD"°™ (n=11). Camundongos selvagens apresentaram
reducdo na atividade locomotora entre as sessdes, separadas por 24 horas, enquanto
camundongos VAChT KD"™ mantém o mesmo padrio de atividade durante os trés dias. *
indica diferen¢a, dentro do mesmo genotipo, entre a distancia total percorrida entre o primeiro
e terceiro dia. B) O indice de habituagdo foi calculado dividindo-se a distancia percorrida no
terceiro dia pela distdncia percorrida no primeiro dia. * indica diferenca estatisticamente

significativa entre os genotipos ( Teste T de student, p< 0.001)
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O balangco entre os sistemas de neurotransmissao colinérgico e
dopaminérgico parece ser deteminante no controle da atividade locomotora e
habituagcdo ao campo aberto (Calabresi P. E cols., 2006, Drenan, R. M. cols., 2008).
O nocauteamento completo e a redugdo da expressdo do DAT (transportador de
dopamina) em camundongos levaram a fenétipos caracterizados por hiperatividade
e dificuldade de habituagdo ao campo abetro (Giros e cols., 1996; Spielewoy C. E
cols., 2000, Zhuang X. E cols., 2001). Em experimento realizado pelo professor
Marco Prado, foi demonstrado que a galantamina, uma droga capaz de elevar
agudamente o ténus colinérgico, foi capaz de abolir o quadro de hiperatividade
locomotora em camundongos nocaute para o DAT (Figura 21A). Portanto, um
fendtipo causado por um quadro hiperdopaminérgico crénico foi temporariamente
revertido pela elevagéo do tdnus colinérgico. A cocaina é uma droga de abuso capaz
de induzir hiperatividade locomotora ao inibir a recaptacdo de dopamina pelo DAT
(E. J., Nestler, 1997). N6s demonstramos que a admnistragao de galantamina foi
capaz de reduzir a hiperatividade locomotora agudamente induzida pela cocaina.
Apés a injegdo de galantamina, camundongos selvagens tiveram sua atividade
locomotora diminuida mais rapidamente que os animais que receberam salina (
Figura 21B).
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Figura 21: Galantamina reduz a hiperatividade locomotora de camundongos com
elevacdo cronica ou aguda do tdnus dopaminérgico. A) Camundongos DAT nocaute (n=8)
exploraram livremente o campo aberto por 40 minutos e entdo receberam Galantamina,
inibidor da AchE. B) Camundongos receberam cocaina e foram introduzidos no campo

aberto, e apds quinze minutos receberam galantamina ou salina. N=8 para ambos genotipos
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Para determinar qual o efeito da elevacdo aguda do ténus dopaminérgico
sobre o fendtipo hiperativo apresentado pelos camundongos VAChT KDHM  nos
realizamos a administracdo aguda de cocaina em animais expostos ao campo
aberto. Ap6és uma hora de livre locomogdo no campo aberto, camundongos
selvagens e VAChT KD"M  receberam cocaina, 20 mg/kg, i.p., ou salina.
Surpreendentemente, observamos que os camundongos VAChT KDHM  foram
menos sensiveis ao efeito psicoestimulante da cocaina do ques os animais
selvagens (Figura 22). Entretanto, limitagbes na capacidade fisica podem ter sido
responsaveis pela aparente insensibilidade. Camundongos VAChT KDHOM
apresentam fraqueza muscular (Prado e cols., 2006, anexo 1) e disfungcédo cardiaca
de origem autonémica (Lara e cols., submetido), esse ultimo um fendtipo descoberto
apenas recentemente e que tem grande possibilidade de restringir a capacidade
fisica dos animais homozigotos. Apesar de tais alteragdes nao terem impedido a
hiperatividade desses animais, a demanda de capacidade fisica apods a
administragdo de cocaina é intensa (a atividade dos animais selvagens foi
aumentada cerca de 10 vezes), e possivelmente os camundongos VAChT KD"M
foram incapazes de suporta-la. Impossibilitados de testar a relagdo entre fungao
hiperdopaminérgica e o sistema colinérgico nos experimentos de atividade
locomotora, resolvemos testar se outras respostas a cocaina poderiam estar
alteradas em animais VAChT KD"°M. Portanto, para determinar se a redugdo da
liberacdo de ACh foi capaz de alterar a resposta a cocaina, passamos a utilizar um

protocolo independente de tal viés.

84



1000, Cocaina (20mg/Kg, i.p.) ou salina

9001 —=-WT coc

800+ —— WT sal

—a— HOM coc

700+
= —— HOM sal
5 € 6004
o £
Q L 5004
< 5
L = 400+
D A

300+

2004

100+

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (min)
3000+
<
e 2500+
- T
-
E 2000+
o
w< 1500+
2
8 1000
o
c
«0
® 500+
=1 —
0
pré-injecao pds-salina pds-cocaina

Figura 22: Atividade locomotora induzida por cocaina: a) Camundongos selvagens e
camundongos VAChT KD"M receberam cocaina (20 mg/Kg, i.p.) ou salina, apos
permanecerem por 60 minutos no campo aberto. . b) No grafico de barras, ¢ mostrada a
atividade locomotora acumulada durante 15 minutos anteriores e posteriores a administragao

HOM

de salina ou cocaina. Selvagens (barra branca) e VAChT KD (barra preta)
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Para tanto, passamos a avaliar um outro fenédmeno induzido pela elevagao
dos niveis de dopamina por cocaina: a adicdo. O protocolo de preferéncia
condicionada por lugar (CPP) é capaz de determinar alteragdes no comportamento
aditivo frente a uma droga de abuso. Portanto, com esse protocolo podemos avaliar
se a redugcdo do tonus colinérgico foi capaz de alterar o desenvolvimento de
dependéncia a cocaina.

Camundongos que ndo demonstraram preferéncia por nenhum dos lados do
aparato, na fase de pré — condicionamento, foram condicionados por 6 dias. Apds o
condicionamento, os animais puderam livremente permanecer em qualquer dos trés
compartimentos, por 30 minutos. Ambos os gendétipos exploraram similarmente o
ambiente, (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, F(1, 11)= 0.658, p = 0.4350),
com uma interacdo significativa entre compartimento e genoétipo (F¢, 11y = 14.717,
p<0.01). A dose de 5 mg/ kg de cocaina foi incapaz de induzir uma preferéncia pelo
compartimento associado a inje¢ao de cocaina em animais selvagens, entretanto os
camundongos VAChT KD"°M passaram mais tempo no compartimento associado a
administragcdo de cocaina do que naquele associado a administragcdo de salina
(Figura 23A) (Post hoc, p < 0.05). J&4 a dose de 20 mg/kg foi capaz de gerar
condicionamento em ambos grupos, ndo sendo observado nenhum efeito do
gendtipo (ANOVA de duas vias com medidas repetidas; F1, 11y= 0.0163, p = 0.900)
(Figura 23B). Tais dados demonstram uma maior sensibilidade aos efeitos aditivos
da cocaina em camundongos com reducao do ténus colinérgico. Esses resultados
demonstram que enquanto o aumento do tdnus colinérgico diminui a resposta a
cocaina, a diminuigdo do tbnus colinérgico parece favorecer a sensibilidade aos

efeitos da cocaina.
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Figura 23: Condicionamento por lugar induzido por cocaina em camundongos selvagens e
VAChT KD"™. A) Camundongos foram condicionados com cocaina na dose de 5 mg/kg e o
condicionamento avaliado por determinar o tempo dispendido em cada compartimento. Camundongos
selvagens (n=7 ) nao apresentaram CPP para tal dose, entretanto o fendmeno foi observado no grupo
de camundongos VAChT KD"™ (n= 7). B) Com a dose de 20 mg/kg, a fase de condicionamento foi
capaz de induzir a preferéncia pelo compartimento relacionado a administragdo de cocaina em ambos

gendtipos. (n=7 para selvagens e para VAChT KD"M.
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4.2.3- Aprendizado motor

Para deteminarmos as consequéncias da redugao do tdnus colinérgico no
curso e na retencdo do aprendizado de tarefas motoras, utilizamos um protocolo
capaz de permitir que os animais atinjam o maximo de eficiéncia na execucao da
tarefa. Camundongos VAChT KD"M foram incapazes de permancer por mais que
30 segundos no rotarod, provavelmente devido a fraqueza muscular apresentada
por esses animais (Prado e cols., 2006. Anexo |). Portanto, através de um protocolo
que consistiu de 8 dias seguidos de treinamento mais um dia de teste (10 dias apos
o ultimo dia de treinamento), treinamos e testamos camundongos selvagens e
VAChT KD,

A analise do aprendizado pode ser feita dentro de uma sessao ou entre elas.
Camundongos selvagens e VAChT KD"' tiveram melhora em sua performance,
observada dentro de uma sessdo de treinamento, bem como entre sessdes
sucessivas (Figura 24). Entretanto, p6de ser observado que o aprendizado entre as
sessdes dos camundongos VAChT KD"ET foi mais lento que o apresentado pelos
animais selvegens. A performance dos camundongos VAChT KD foi inferior nos
dias 2, 3 e 4, demonstrado pela deteccédo de um efeito do gendtipo com o Anova de
duas vias em tais dias [F(1,270)= 5.109; 8.049; 4.735] (figura 24 A e B). Somente a
partir do quinto dia, a performance de ambos gendtipos tornou-se similar, sugerindo
portanto que camundongos VAChT KD"ET apresentam um curso de aprendizado

mais lento, apesar de capazes de aprender a tarefa.

88



a)

b)

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 18
Fe1270: 3.84 10.37 0.0081 7.43 491 2.82 1.04 0.95 8.59
P 0.1143 <0.05 <0.01 <0.05 0.0783 0.1946 04646 | 0.5107 0.0524
300
7,
'\
@ Il “‘i
g ,’ [ f‘\ .
@ 200- / Yl
3 o\
© [ AN
5 i
Q {
ie] !
© /
NG
€
S 100
g
)
|_
0
1 2 3 4 5 6 7 8 18

Figura 24: Aprendizado motor no cilindro giratério (rotarod) de camundongos
selvagens e VAChT KD"ET, A) Camundongos foram treinados no rotarod durante 8 dias
seguidos e apo6s um intervalo de 10 dias testados. A analise estatistica demonstrou
performance inferior dos camundongos VAChT KD"*" nos dias 2, 3 ¢ 4. B) Em cada dia de
treinamento, os animais foram sujeitos a 10 tentativas. No grafico foram plotados os tempo
médios de queda em cada tentativa. * significa diferenga significativa entre os genotipos, com

n=16 para ambos genodtipos.
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Em conjunto com essa observacdo, fizemos uma analise da performance
através da média do tempo passado por cada animal no rotarod por dia de
treinamento (sendo cada dia constituido da soma dos dez tentativas). Através desta
analise, podemos observar que os camundongos selvagens ja atingem sua
performance maxima no terceiro dia de treinamento (Figura 25), enquanto que os
camundongos VAChT KD"ET s¢ atingiram o platé de suas performances no quarto

dia de treinamento (Figura 25).
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Figura 25: Camundongos VAChT KD"E"T aprendem mais lentamente a tarefa do
cilindro giratério que camundongos selvagens. A analise através do tempo médio de
permanéncia por dia no rotarod demonstrou que camundongos selvagens atingem o plato de
suas performances no terceiro dia de treinamento, enquanto camundongos VAChT KD""' o

fazem no quarto dia de treinamento. N=16 para ambos genotipos.

Para avaliar se alteragdes no padrdao de passadas poderiam ser responsaveis
pelo aprendizado mais lento apresentado pelos camundongos VAChT KD"&T em

relacdo aos camundongos selvagens, nos realizamos o teste de foot print.

90



>

Stride Length (mm)

DHET

Camundongos selvagens e VAChT K apresentaram padrao de passadas

similares (Figura 26), com valores de largura das passadas por volta de 50 mm.
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Entretanto, camundongos VAChT K apresentaram uma menor valor médio de

passadas quando comparados a camundongos selvagens e VAChT KD"E™.
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Figura 26: Padrao de passadas de camundongos selvagens e VAChT KD. Através da

técnica de foot print avaliamos a largura da passada de camundongos selvagens (n=12),

VAChT KD"™' (n=13) ¢ VAChT KD" (n=8). Nao foi observada diferenca entre

HET HOM

camundongos selvagens e VAChT KD ', mas entre selvagens e VAChT KD a diferenca

foi significativa (Anova de uma via, teste pos hoc de Bonferroni, P< 0.001).

Visto que ambos gendtipos sdo capazes de aprender a tarefa, embora VAChT
KD"ET o faga de forma mais lenta, fomos avaliar se a redugdo da expresdo do
VAChAT foi capaz de alterar a capacidade de retencdo do aprendizado. Para tanto,

mensuramos a capacidade de consolidacdo entre os dias de aprendizado e a
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capacidade de evocar o que foi aprendido dez dias apds o ultimo dia de treinamento.
Para o primeiro parametro, comparamos a performance entre a ultima tentativa de
cada dia com a primeira tentativa do dia seguinte (Figura 27A). Ambos animais
foram capazes de cosolidar o aprendizado entre os dias de treinamento, n&o
havendo diferenga significativa entre os gendtipos. Para avaliarmos a capacidade de
retencdo a longo prazo, nés comparamos a performance dos animais na ultima
tentativa do oitavo dia de treinamento com a performance da primeira tentativa dez
dias apds o fim do treinamento (18° dia) (Figura 27B). Nao encontramos diferenca
entre os gendtipos (Teste T de student, p=0.6999), sugerindo que ambos séao
capazes de reter o aprendizado da tarefa. Portanto, os dados sugerem que
camundongos VAChT KD"®T sao capazes de evocar normalmente uma tarefa

motora aprendida, embora o aprendizado da tarefa seja mais lento.
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Figura 27: Consolidacdo do aprendizado no rotarod entre as sessdes. A) A consolidagao do
aprendizado é demonstrada através da diferenga de performance entre a ultima tentativa de cada dia
e a primeira tentativa do dia seguinte. N&o houve diferenga na consolidagéo entre os genétipos. Nao
foi detectada diferenca entre selvagens ( quadrado branco) e heterozigotos (quadrado cinza). B) A
retencéo do aprendizado dez dias apds o fim do treino foi medida pela diferenca entre a performance
na ultima tentativa do oitavo dia e a performance da primeira tentative do décimo-oitavo dia. A analise
estatistica( p=0.6999) mostrou ndo haver diferenga na retencado entre selvagens (barra branca) e
camundongos VAChT KD (barra cinza) .

93



94



5. DISCUSSAO

O VACHhT é fundamental para a liberacao fisioldégica de acetilcolina

A primeira molécula identificada como um neurotransmissor foi a acetilcolina.
Atualmente suas vias de sintese e degradagédo sdo bem caracterizadas. Sua sintese
ocorre a partir dos percursores colina e acetil-CoA, em uma reacao catalisada pela
enzima colina acetiltransferase, enquanto que a rapida degradagdo na fenda
sinaptica é realizada pela enzima acetilcolinesterase. Dois produtos s&o gerados a
partir da quebra da ACh, acetato e colina. O ultimo é recaptado pra o neurdnio pré-
sinaptico pelo transportador de colina de alta afinidade e utilizado para a sintese de
novas moléculas de ACh. Um passo intermediario entre a sintese e liberacdo de
ACh é seu armazenamento no interior de vesiculas sinapticas. O transportador
vesicular de acetilcolina € o responsavel por levar moléculas de ACh presentes no
citoplasma para o interior das vesiculas, utilizando para tanto um gradiente
eletroquimico gerado por uma préton-ATPase de membrana (Ribeiro FM e cols.,
20006).

Diferentes estudos relacionam variacoes na atividade de transportadores
vesiculares a alteragdes na resposta sinaptica, com consequéncias sobre
parametros fisioldgicos e comportamentais. O nocauteamento do transportador
vesicular de monoaminas 2 (VMAT2) - expresso em neurOnios serotoneérgicos,
dopaminérgicos, noradrenérgicos e histaminérgicos- aboliu a liberagdo exocitica de
monoaminas e reduziu drasticamente o conteudo cerebral de monoaminas, com
consequéncias sobre fungdes fisioldgicas e na resposta a psicoestimulantes (Fon e
cols., 1997; Wang e cols., 1997). Por outro lado, a super-expressdo do VMAT2 em
cultura celular causou um aumento no tamanho quantal (Pothos e cols., 2000). J4 a
captacédo de glutamato € mediada por trés transportadores vesiculares diferentes
(VGLUT1 a VGLUT3). O nocauteamento do VGLUT2 em camundongos demonstrou
que em neurdnios talamicos, onde tal isoforma é predominante, o conteudo vesicular
de glutamato é extremamente sensivel a variagdes nos niveis de tal transportador
(Moechars D e cols., 2006). Ja a super-expressao do transportador em drosdéfilas foi

capaz de aumentar o tamanho quantal (Daniels RW e cols., 2004). Também foi
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observado um aumento no tamanho quantal com a super-expressao do VAChT em
neurénios de Xenopus em cultura (Song e cols., 1997) .

Nosso grupo de pesquisa gerou, através de técnicas de recombinagao
homologa, camundongos com diferentes niveis de redugdo na expressao do
transportador vesicular de acetilcolina. Visto que a expressao do transportador
parece ser capaz de regular a quantidade de ACh presente em vesiculas sinapticas,
tais animais representam modelos uUnicos para o estudo do impacto da hipofungao
colinérgica sobre fungdes fisioldgicas, além de permitirem a compreenséo do papel
do VAChHT no sistema nervoso central e periférico.

A primeira estratégia utilizada foi a de gerar camundongos nocaute para o
VAChT. Observamos que camundongos selvagens, heterozigotos e homozigotos
nascem em uma proporcdo mendeliana, entretanto camundongos VAChTPEHPEL
morrem, em meédia, 5 minutos apds o nascimento. A morte precoce de filhotes ja
havia sido observada em camundongos nocaute para outras proteinas envolvidas na
manutencdo da neurotrasmissdo colinérgica. Os camundongos nocaute para a
ChAT morrem logo apds o nascimento, com 0s mesmos sinais de incapacidade em
manter a fungdo respiratoria observada em camundongos VAChTPE-PEL (Misgeld e
cols., 2002; Brandon e cols., 2002 e 2003). Da mesma forma, animais nocaute para
o CHT1 também morrem logo apdés o nascimento (Ferguson e cols., 2003).
Demonstramos por qPCR em tempo real, por imunoblot e imuno-histoquimica a

TDEL/DEL

auséncida da expressdao do VAChT em camundongos VACh , enquanto que

aproximadamente metade da proteina foi expressa em camundongos VAChT"TPEL,
A necessidade da expressdo de um transportador vesicular de acetilcolina funcional
para a sobrevivéncia também foi observada em outros organismos, como Drosophila
(Kitamoto e cols., 2000) e C. elegans (Alfonso e cols., 1993).

A delecdo do VAChT teve consequéncias sobre a transcricido de ChAT e
CHT1, proteinas necessarias para a manutengdo da transmissao colinérgica. Foi
observado um aumento de cerca de cinco vezes nos niveis de RNAm da ChAT em

camundongos VAChTPE-PEL

, com valores intermediarios entre os encontrados para
selvagens e homozigotos em camundongos VAChT"TPEL A mudanca observada
pode estar relacionada a mecanismos compensatérios, ou mesmo devido a
manipulagdo genética feita para remover o gene do VAChT. Com a remogao do

gene, que localiza-se no primeiro intron do gene da ChAT, houve uma aproximagao
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entre as regides promotoras dos dois genes, o que pode ter sido responsavel pelo
aumento na transcricdo. Além do aumento na transcricdo da ChAT, observamos um

aumento em transcritos do CHT1 em camundongos VAChTPE-PE

, com nenhuma
diferenca entre selvagens e VAChT"TPE-. O aumento da expressdo do CHT1 foi
também observada em camundongos nocaute para a ChAT (Brandon e cols., 2004)
e pode reperesentar um mecanismo de adaptacao frente a reduzida liberacdo de
ACh. Tanto o aumento na expressao da ChAT quanto do CHT1 pode ser um dos
fatores responsaveis pelo aumento préximo a cinco vezes na quantidade de ACh
encontrada no cérebro de embrides VAChTPE-PEL |

Experimentos de eletrofisiologia realizados por Ricardo Freitas, a partir da
JNM de embrides E 18.5, demonstraram a existéncia de MEPPs de pequena
amplittude em camundongos VAChTPEYPEL - com nenhuma diferenca observada
quanto a tal parametro entre camundongos selvagens e VAChTVPEL Foi um
resultado surpreendente, visto que demonstra a ocorréncia de libergdo quantal de
ACh na auséncia de VAChT (Castro e cols., anexo IlI). Os mecanismos responsaveis
pelo fato podem envolver o aumento (cerca de 5 vezes) que encontramos no
conteudo intra-celuar de ACh e na expressédo de CHT1 e ChAT.

Apesar do aumento na quantidade de ACh tecidual e da liberagdo de ACh na
auséncia de VAChT, o desenvolvimento da Jungdo neuromuscular de camundongos
foi completamente alterado (Para mais detalhes, ver Castro e cols., anexo II).
Experimentos realizados no laboratério do professor R. W. Oppenheim
demonstraram um aumento no numero de neurdnios motores, fato consistente com
0 ja observado em camundongos nocaute para a ChAT (Misgeld e cols., 2002) e
tratados com antagonistas de receptores nicotinicos musculares (Oppenheim e cols.,
2000; Oppenheim e cols., 2008). Nés ainda observamos um aumento no brotamento
axonal e alteragao na localizagao de receptores nicotinicos na jungao neuromuscular
de camundongos VAChT KD"M  alteragcdes semelhantes as observadas em
camundongos nocaute para a ChAT (Misgeld e cols., 2002).

Portanto, a avaliacdo neuroquimica e morfolégica de camundongos
VAChTPEYPEL demonstrou a importancia do transporte de ACh mediado pelo VAChT
para o desenvolvimento normal da Jungdo neuromuscular, além das mudancgas na

maquinaria de neurotransmissdo colinérgica desencadeadas pela auséncia do

VAChHT. Entretanto, a mortalidade precoce dos animais VAChT nocaute os tornava
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inviaveis para satisfazer o nosso interesesse em determinar as consequéncias da

reducao da expressao do VAChT sobre fungdes cognitivas.

Papel da liberacéo de acetilcolina mediada pelo VAChT na memoaria de
reconhecimento social

Com o objetivo de se obter um modelo de hipofungdo colinérgica viavel para
estudos comportamentais, nosso grupo gerou camundongos com redugdo da
expressao do VAChT (knockdown), através da alteragao da regiao 5 nao traduzida
do gene. Dessa forma, foram obtidos animais viaveis, heterozigotos (VAChT KD"ET)
e homozigotos (VAChT KD"°M). Animais VAChT KD"®" apresentaram uma redugéo
na expressdo do VAChT de cerca de 45%, enquanto animais VAChT KD™M tiveram
uma reducédo proxima a 65% (Prado e cols., 2006 anexo I).

Tanto na juncdo neuromuscular quanto no sistema nervoso central, foram
detectados sinais de hipofungdo colinérgica em camundongos VAChT KD. A analise
da liberacdo quantal de ACh na JNM revelou uma pequena alteracéo na distribuigcao

do tamanho quantal em animais VAChT KD"&'

sem alteracdo na frequéncia de
MEPPs. Entretanto, observou-se uma reducdo na amplitude e na frequéncia de
MEPPs em animais VAChT KD"°M (Prado e cols., 2006, anexo ). Estas
alteracbes eletrofisiolégicas observadas nos camundongos KD refletiram-se em
déficits funcionais. Em testes capazes de avaliar forca muscular e resisténcia fisica,
demonstramos n&o haver diferenca quanto a tais parametros entre camundongos

selvagens e camundongos VAChT KD"&T DHoM

, entretanto camundongos VAChT K
apresentaram um quadro de fraqueza muscular similar ao apresentado por
camundongos modelo de miastenia (Prado e cols., 2006, Anexo 1). Estes dados
indicam que uma reducdo em torno de 45% na expressdao do VAChT nao é
suficiente para superar a margem de seguranca da jun¢gdo neuromuscular, similar
aos dados que encontramos em camundongos VAChT wt/del, entretanto uma
reducdo proxima a 65% ja é capaz de precipitar o aparecimento de sintomas

miasténicos (Prado e cols., 2006, Anexo ).
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Utilizando a técnica de microdidlise in vivo, foi demonstrado que animais
VAChT KD"ET apresentam uma reducéo de por volta de 30% na liberagdo de ACh,
em estruturas do sistema nervoso central como o estriado e cortex frontal (Prado e
cols., 2006, anexo |). Portanto, a reducédo na expressdo do VAChT foi capaz de
limitar a quantidade de ACh liberada no sistema nervoso central, gerando animais
com grande potencial para o estudo das consequéncias da redugao da liberagao de
ACh sobre fungdes cognitivas e seu significado para diferentes doencgas. A fraqueza

muscular observada em camundongos VAChT KDHOM

, que poderia ser um viés na
interpretacdo de experimentos comportamentais, nos levou a utilizar, inicialmente,
camundongos VAChT KD"ET em testes cognitivos.

Inicialmente, avaliamos as consequéncias da reducdo da expressdo do
VAChT sobre a formagdo de memodrias de cunho social. Nos experimentos,
demonstramos que camundongos VAChT KD"T apresentam dificuldade em
reconhecer um camundongo intruso. Entretanto, a capacidade de discriminagao
social foi conservada em camundongos VAChT KD"&T, visto que apds habituarem ao
intruso na quarta apresentacao foram capazes de elevar o tempo de exploracao
quando apresentados a um novo intruso. A formacdo da memoria social envolve
uma complexa rede de estruturas corticais, sub-corticais e o sistema olfatério
(Bielsky e Young, 2004). Através de dois testes distintos fomos capazes de
demonstrar o ndo comprometimento da fungcdo olfatéria e da capacidade de
discriminagdo entre odores em camundongos VAChT KD"ET, o que é consistente
com estudos anteriores que demonstraram nao haver efeito da escopolamina sobre
a discriminag&o entre odores em ratos (Doty e cols., 2003).

A administracdo prévia de antagonistas de receptores muscarinicos
prejudicou a capacidade de reconhecimento social em camundongos e ovelhas
(Camacho F, 1995; Levy F, 2003). Ja a intensificagado da funcéo colinérgica através
da administracdo do agonista de receptores nicotinicos a7, A-582941, foi capaz de
melhorar a capacidade de reconhecimento social de ratos, de maneira dose
dependente(Gopalakrishnam e cols, 2007). Um outro agonista de receptores a7, AR-
R 17779, foi capaz de reverter o déficit de reconhecimento social induzido pela
administracdo de escopolamina, um antagonista de receptores muscarinicos.

Interessantemente, determinados polimorfismos do gene do receptor a7 foram
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relacionados a Doencga de Alzheimer, uma doencga onde ocorre prejuizo da memoria
social (Carson R e cols., 2007).

Dois estudos recentes realizados com ratos relacionam o aumento na
liberacdo de ACh com a melhora na capacidade de reconhecimento social. Em
2008, Millan e cols. demonstraram que a administragdo de antagonistas de
receptores do horménio concentrador de melanina (MHC1) foi capaz de aumentar os
niveis de ACh no cértex frontal, observado por microdialise in vivo, e de reverter o
déficit na memdria social induzido por escopolamina. Ja a administracdo de
galantamina foi capaz de melhorar a capacidade de reconhecimento social em um
protocolo com maior intevalo entre as apresentagdes do intruso (Di cara e cols.,
2007). Em animais submetidos ao mesmo protocolo, agonistas de receptores
dopaminérgicos D1 foram capazes de aumentar os niveis de ACh no cortex frontal e
hipocampo, e ao mesmo tempo intensificar a capacidade de reconhecimento social
(Di cara e cols., 2007). Portanto, o déficit na memoria social observado em
camundongos VAChT KD parece envolver a ativagcédo insuficiente tanto de
receptores muscarinicos quanto nicotinicos, gerada pela redugdo da liberagdo de
ACh. De fato, fomos capazes de reverter temporariamente o déficit observado ao
elevar agudamente os niveis sinapticos de ACh, através da administracdo de
galantamina antes da primeira apresentagcdo ao camundongo intruso. Podemos
demonstrar ainda que o déficit de reconhecimento social também se estende a
camundongos VAChT KD"M o que reforca a tese de que a limitagao na liberagao
de ACh gerada pela reducado da expressao do VAChT é capaz de prejudicar a
capacidade de formacdo de memoaria social.

A participacdo do neuropeptideo vasopressina na formagdo da memoria
social € bem descrita, tanto em animais quanto humanos (Meyer LA, 2008). Madeira
e cols., em 2004, demonstraram que a destruicdo do nucleus basalis magnocellularis
(NBM), principal estrutura de projecao colinérgica para regides corticais em ratos, foi
capaz de reduzir a expressao de vasopressina em neurbnios do nucleo
supraquiasmatico. Portanto, a participagdo da ACh na modulacdo do
reconhecimento social pode envolver ainda mecanismos relacionados a regulagao

da expresséao de peptideos importantes para a cognigéo social.
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Reducdao da liberagcdo de ACh e habituagcdo ao campo aberto

A reducdo da habituacdo a um estimulo social observada nos despertou o
interesse em determinar o impacto da reducao da atividade do VAChT sobre a
capacidade de habituacdo a um novo ambiente, um tipo de aprendizado nao-
associativo. Diferente do observado quanto a formacdo de memdria social, ndo
observamos diferenga na habituacdo ao campo aberto entre camundongos
selvagens e VAChT KD"E', entretanto camundongos VAChT KD"M apresentaram
uma clara reducéo na habituacdo ao campo aberto tanto intra quanto entre sessoes.

Alguns trabalhos demonstram a importancia da liberagdo de ACh para a
habituacdo ao campo aberto. A monitoragao direta do tonus colinérgico, pela técnica
de microdialise in vivo, demonstrou a ocorréncia de seu aumento no hipocampo
durante a habituagdo a um novo ambiente (Thiel e cols., 1998). A reducéo do ténus
colinérgico através da inducdo de lesbes em neurbnios colinérgicos com o uso da
imunotoxina 192 IgG-saporina foi capaz de reduzir a habituagdo intra-sessao ao
campo aberto (Lamprea e cols., 2003). Em experimentos realizados com
camundongos modelo da Doenga de Alzheimer, foi observado que alteragbes na
liberacdo de ACh hipocampal foram acompanhadas de reducdo na habituagdo ao
campo aberto. Apds o tratamento com anticorpo anti-AB foi observada a
normalizagcado na liberagdo de ACh hipocampal, e também da habituagcdo ao campo
aberto (Bales RK e cols., 2006). Por outro lado, o comprometimento de mecanismos
colinérgicos pos-sinapticos também sdo capazes de prejudicar a habituagcdo ao
campo aberto. Camundongos nocaute de receptores muscarinicos M1 apresentaram
reducdo na habituacao intra sessdo (Miyakawa T e cols., 2001), ja camundongos
nocaute de receptores M2 tém comprometida a habituacdo entre sessdes
(Bainbridge NK e cols., 2008).

Nossos dados reforcam a importancia do tdnus colinérgico para a habituagao
a um novo ambiente e demonstram que diferentes niveis de redugao da liberacao
de ACh sao capazes de comprometer diferentes aspectos da fungédo cognitiva. Uma
reducdo préoxima a 45% na expressdo do VAChT, observada em camundongos
VAChT KD"E', foi capaz de comprometer a capacidade de reconhecimento social,

avaliada através da habituagcdo a um co-especifico. Entretanto, 0 mesmo nivel de
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reducdo do transportador foi incapaz de comprometer a habituagdo a um novo
ambiente, que mostrou-se prejudicada em camundongos maior redugdo da
expressao do transportador (camundongos VAChT KD"M). A observacdo, através
de modelos geneticamente modificados, do comprometimento de diferentes fungdes
cognitivas e sua co-relagdo com o grau de hipofungdo colinérgica pode ter
relevancia para o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a
Doenca de Alzheimer, caracterizada por comprometimento progressivo da fungao
colinérgica e da cognicao (Terry AV e cols., 2003).

A habituagdo ao campo aberto possui um componente locomotor, que parece
ser modulado pela interagdo entre os sistemas de neurotransmissao colinérgico e
dopaminérgico (Calabresi e cols., 2006; Calabresi e cols., 2008). Demonstramos que
a elevagao do tonus colinérgico, através da administracdo de galantamina, foi capaz
de reduzir a hiperatividade locomotora observada naturalmente em camundongos
nocaute para o transportador de dopamina, caracterizados por apresentar um estado
hiperdopaminérgico crbnico. Através da administragdo de galantamina, também
fomos capazes de reduzir o aumento na atividade locomotora induzido por cocaina,
uma droga capaz de induzir um estado hiperdopaminérgico agudo. Portanto, nossos
dados apresentam um efeito antagbnico entre o tbnus dopaminérgico e colinérgico
sobre a atividade locomotora. Ha diversas evidéncias na literaratura que suportam
tais resultados. Particularmente no estriado, uma estrutura do génglio basal, a
interacdo entre ACh e dopamina modula processos cognitivos, fungdes motoras e
comportamentos relacionados a recompensa (Calabresi e cols., 2006). Neurbnios
colinérgicos provenientes do nucleo tegmental peduculopontino e nucleo tegmental
laterodorsal inervam estruturas como a substancia nigra pars compacta e a area
tegmental ventral, modulando negativamente o efluxo de dopamina (Floresco e cols.,
2003; Blaha CD e cols.,, 1996). Na doenca de Parkinson, uma doenca
neurodegenerativa caracterizada pelo comprometimento motor, ocorre uma intensa
reducdo da transmissdo dopaminérgica no estriado. Atavés de estudos post morten
com tecidos provenientes de pacientes afetados pela doenga de parkinson, foi
demonstrada a ocorréncia de hiper-inervagao colinérgica na substancia nigra pars
compacta (Hirsch EC, 2000).

A participagéo direta de receptores muscarinicos e nicotinicos na modulagéo

do ténus dopaminérgico ¢é demonstrada através de estudos com animais. Em
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camundongos nocaute para a subunidade (2, uma componente de receptores
nicotinicos presentes no sistema nervoso central, foi observado um aumento
significativo na liberagcdo in vivo de dopamina no estriado. O aumento do tonus
dopaminérgico refletiu-se em aumento da atividade locomotora no campo aberto,
fendbmeno que foi revertido pelo resgate génético da subunidade 32 na substancia
nigra pars compacta (Avale M E e cols.,, 2008). Receptores muscarinicos,
especialmente do tipo M4, também parecem participar da modulacdo da fungao
dopaminérgica pela ACh. Camundongos nocaute para o receptor apresentam maior
atividade locotora basal que animais selvagens, e um maior efeito na atividade
locomotora em resposta a um agonista de receptores dopaminérgicos do tipo D1
(Gomeza J. e cols., 1999). Usando a técnica de microdialise in vivo, Tzavara e cols.,
em 2004, demonstraram que o nocauteamento de receptores M4 levou a um
aumento na liberagcdo de dopamina no nucleus acumbens, tanto basal quanto em
resposta a administracdo de Anfetamina. De acordo com tais observacoes, a
administragao de potenciadores alostéricos altamente seletivos para receptores M4
foi capaz de inibir a hiperatividade locomotora induzida por anfetamina em ratos
(Brady EA e cols., 2008). Receptores do tipo M1 também parecem participar da
modulagcdo da transmissdo dopaminérgica. O nocauteamento do receptor em
camundongos elevou a trasmissdo dopaminérgica no estriado e a atividade
locomotora no campo aberto, além de aumentar a resposta motora frente a
administracao de anfetamina (Gerber e cols., 2001).

Dessa forma, um dos componentes responsaveis pela reduzida habituacao de
camundongos VAChT KD"M pode envolver um distirbio no balango entre a
neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica. Recentemente, foi demonstrado que
o nocauteamento do transportador vesicular de glutamato do tipo 3 (VGLUT3)
desencadeou uma reducdo no enchimento vesicular de ACh no estriado, com
consequente reducdo da liberacdo do neurotransmissor em tal estrutura.
Interessantemente, a alteragcdo neuroquimica foi acompanhada por um aumento na
atividade locomotora basal. Os autores ainda demonstraram um aumento na
indugao de atividade locomotora em resposta a administragao de cocaina (Gras C e
cols., 2008). Assim, nos interessamos em determinar as consequéncias da redugéo
da expressao do VAChT sobre a inducédo da atividade locomotora por cocaina. Ao

contrario do observado por Gras C e cols., observamos uma reducao na atividade
103



locomotora induzida por cocaina em camundongos VAChT KDHOM quando
comparados a camundongos selvagens e VAChT KD, Apesar de n&o podermos
descartar a influéncia das alteragbes neuroquimicas centrais no resultado
observado, a fraqueza muscular e o comprometimento de funcdes autondmicas

observados em camundongos VAChT KD"M

podem ter limitado a capacidade
desses animais em elevar a atividade locomotora em resposta a cocaina. Dessa
forma, qualquer interpretacédo do resultado torna-se duvidosa.

Para verificarmos se a reducéo do ténus colinérgico em camundongos VAChT
KD"M foi capaz de gerar consequéncias na resposta a cocaina, sem 0 viés
anteriormente mencionado, utilizamos o paradigma de preferéncia condicionada por
lugar. O protocolo de preferéncia condicionada por lugar (CPP) é capaz de
determinar alteragdes no comportamento aditivo frente a cocaina, droga capaz de
elevar o tbnus dopaminérgico. Observamos que tanto camundongos selvagens
quanto VAChT KD"M desenvolveram o condicionamento com a dose de cocaina
igual a 20 mg/kg. Entretanto, com a dose de 5 mg/kg apenas camundongos VAChT
KD"M passaram a preferir o lado do aparato relacionado & administracdo de
cocaina. Nossos dados sugerem portanto uma maior sensibilidade ao efeito aditivo

da cocaina em camundongos VAChT KDHM

quando comparados a camundongos
selvagens. S&o encontrados na literatura outros exemplos de aumento da
sensibilidade aos efeitos adtivos da cocaina frente ao comprometimento da fungao
colinérgica. Um importante substrato neural para o desenvolvimento de adigdo por
cocaina é o sistema dopaminérgico mesolimbico, que origina-se da area tegmentar
ventral e projeta para nucleo accumbens (a parte ventral do estriado), bem como
para outras regides cerebrais (Thomas MJ e cols., 2008). Utilizando imunotoxinas
especificas, Hikida e cols., em 2001, foram capazes de destruir neurbnios
colinérgicos presentes no nucleo accumbens e avaliar as consequéncias sobre as
respostas crbnicas a administragdo de cocaina. Foi observado um aumento na
sensibilidade aos efeitos aditivos da cocaina em decorréncia do tratamento, similar
ao que observamos em camundongos VAChT KD"M. Por outro lado, o pré-
tratamento sisttmico com o inibidor da AChE, donepezil, na fase de
condicionamento, foi capaz de prevenir o comportamento aditivo gerado pela
cocaina (Hikida e cols., 2003). Nossos dados demonstram que um quadro geral de

hipofuncao colinérgica gerado pela reducéo da expressao do VAChT é capaz de
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alterar o comportamento frente a administragdo crénica de cocaina, sugerindo uma
possivel alteracao no balango entre acetilcolina e dopamina, que pode ser um dos
mecanismos responsaveis pela alteracdo na atividade locomotora basal, e portanto

na habituagdo ao campo aberto em camundongos VAChT KDHM.

Reducao da expressao do VAChT e o aprendizado motor

O aprendizado de tarefas motoras € um mecanismo adaptativo essencial na
vida de humanos e animais. Tata-se de um tipo de aprendizado implicito, que
diferentemente do aprendizado explicito, ndo depende diretamente de processos
conscientes. Esse tipo de aprendizado € construido lentamente, com forte
dependéncia da repeticdo (Doyon e cols., 1997). Parece ser independente do
hipocampo, com a participagao de circuitos neuronais envolvendo o cortex motor, o
cerebelo e 0 ganglio basal (, Gould e cols., 2002, Hikosaka e cols., 2002). O Rotarod
tem sido o paradigma mais comumente utilizado para avaliar o aprendizado de
tarefas motoras em camundongos, especialmente em modelos de doenga humanas
(Hamm e cols., 1994; Mizoguchi e cols., 2002). E um teste com resultados de fcil
quantificagdo, no qual os animais devem manter-se em um cilindro giratério pra
evitar suas quedas. A performance ¢é diretamente medida pelo tempo de
permanéncia no aparelho (Brandon e cols., 1998).

Utilizando um protocolo se Rotarod simples, constituido de algumas
tentativas, fomos capazes de observar o comprometimento do desempenho de
camundongos VAChT KD"E" (Prado e cols., 2006, Anexo |). Para determinar o
impacto da reducao da expressao do VAChT sobre a consolidacédo e retengdo do
aprendizado de tarefas implicitas, passamos a utilizar um protocolo de Rotarod
acelerado conduzido por varios dias. Realizamos os experimentos somente com
camundongos selvagens e VAChT KD"&"T devido & excessiva fadigabilidade dos
camundongos VAChT KD"M, que impossibilitou a permanéncia desses animais no
rotarod por mais que 30 segundos. Tal fato pode ser justificado pela fraqueza

muscular observada nesses animais (Prado e cols., 2006, Anexo |), mas nao se
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deve desconsiderar a possibilidade de disfungdes na adaptacdo autondmica ao
exercicio.

Os animais selvagens apresentaram um padrdao de melhora gradual na
performance ao longo dos dias, da mesma forma que camundongos VAChT KD"E'.
Entretanto o aprendizado de camundongos heterozigotos foi mais lento quando
comparado ao apresentado por animais selvagens. Tal fato é observado
comparando-se as performances dos grupos entre os dias de treinamento.
Entretanto, a retencdo do aprendizado ndo foi diferente entre camundongos
selvagens e VAChT KD" ' . Nosso dados demonstram portanto, que a redugdo da
expressdo do VAChT torna camundongos mais lentos no aprendizado da tarefa,
porém nao afeta a capacidade de rete-la depois de aprendida.

O aprendizado do rotarod acelerado requer mudangas no padrao de marcha
do animal, de maneira independente da melhora na capacidade fisica do animal
(Buitargo e cols., 2004). Portanto, o aprendizado motor parece ser o principal
responsavel pela melhora da performance dos animais ao longo das sessdes de
treinamento. De maneira similar a observada para a formacdo de memorias
explicitas, foi demonstrado que o aprendizado motor no rotarod é prejudicado pela
administracao sistémica de um inibidor da sintese de proteinas (Luft R e cols.,
2004). Animais VAChT KD"®T também apresentaram prejuizo em outros tipos de
memoria, como as memorias de reconhecimento social e de objetos (Prado e cols.,
anexo ). Portanto, a redugdo da liberagdo de ACh causada pela reducédo da
atividade do VAChT parece ter consequéncias em diferentes tipos de memoria,
dentre elas a necessaria para o aprendizado de tarefas motoras. Outras abordagens
também tém demonstrado a importédncia do sistema colinérgico central no
aprendizado de tarefas motoras. A indugao de lesbes especificas do nucleo basal
magnocelular em ratos reduz as mudangas plasticas geradas no cortex pelo
aprendizado de uma tarefa motora, tal redugao correlaciona-se com a dificuldade do
aprendizado da tarefa (Conner e cols., 2003). Em outro estudo, demonstrou-se uma
relacdo entre deprivagdo de vitamina A e disfungdo colinérgica estriatal, com
consequente prejuizo na performance no Rotarod (Carta e cols., 2006).

A doencga de Huntigton é caracterizada por um alto grau de comprometimento
motor. Em camudongos modelo da doenga, houve redugéo nos niveis de expressao

do VAChT e da ChAT, sem a perda de neurdnios colinérgicos (Smith R. E cols.,
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2006). Interessantemente, camundongos expressando o gene relacionado a
patogénese da doenca apresentam pobre perfomance no rotarod (Van Raamsdonk
e cols., 2005). Nossos dados sugerem que a redugao da expressédo do VAChT pode
ter significado clinico para a a ocorréncia das alteragdes motoras presentes na
doenca.

O aprendizado motor € acompanhado por plasticidade substancial de
representacdes corticais e estriatais (Nudo e cols., 1996; Costa e cols., 2004). O
ténus colinérgico parece ser necessario para a codificagdo de sinais (Gioanni e cols.,
1999) e para a modulagao da platicidade sinaptica no coértex (Dringenberg e cols.,
2007). No estriado, regiao rica em interneurénios colinérgicos, a Ach foi capaz de
influenciar foi capaz de influenciar a indugao de depressao a longo prazo (LTD), uma
forma de plasticidade sinaptica, em neurdnios gabaérgicos (Wang e cols., 2006).
Tais mecanismos podem estar envolvidos nos processos modulados pelo ténus
colinérgico que paricipam do aprendizado de tarefas motoras. A reducdo da
expressao do VAChT pode ter limitado a quantidade de Ach presente nas sinapses
necessaria para a codificagdo de informagbes subjacentes ao aprendizado motor.
Futuros experimentos utilizando camundongos nocaute tecido-especifico e a
administracdo de drogas, em regides especificas, capazes de aumentar o ténus
colinérgico s&o necessarios para que se compreenda de maneira mais elucidativa a
participacdo do VAChT e consequentemente da liberacéo vesicular de ACh sobre o
aprendizado de tarefas motoras. Interessantemente, os dados de aprendizado
locomotor sdo de alguma maneira similares aos dados de memoria de
reconhecimento social, onde os camundongos mutantes necessitaram de uma maior
quantidade de estimulos para atingirem uma performance similar aos camundongos

selvagens.
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6. CONCLUSOES

- A liberacdo de ACh mediada pelo VAChT ¢é essencial para a sobrevivéncia, além
disso a falta de liberagdo de acetilcolina pelo transportador compromete o
desenvolvimento normal da jungdo neuromuscular em camundongos.

- A atividade do VAChT é capaz de limitar a capacidade de formacao de distintas
formas de memaria, com consequéncias sobre o aprendizado.

- Uma reducdo proxima a 45% nos niveis de expressdo do VAChT €& capaz de
comprometer a capacidade de reconhecimento social e o aprendizado de tarefas
motoras, sem prejuizo na capacidade de habituagdo ao campo aberto.

- Uma reducgdo proxima a 65% nos niveis de expressao do VAChT prejudica a
capacidade de habituagcdo ao campo aberto.

- A redugédo da expressao do VAChT em camundongos leva ao comprometimento de
determinadas fungdes cognitivas similar ao encontrado em determinadas doencas
humanas.

- Camundongos VAChT nocaute e VAChT Knockdown representam novos modelos
de hipofungédo colinérgica, utéis portanto para o entendimento de mecanismos
fisiopatolégicos e para o desenvolvimento de novos tratamentos de doengas com

comprometimento do sistema colinérgico.
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