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Resumo 

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

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

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

importância funcional do VAChT na neurotransmissão colinérgica, Prado e 

colaboradores (2006) geraram uma linhagem de camundongos que apresenta expressão 

reduzida (knockdown) do gene do VAChT. A redução da expressão do VAChT afeta a 

neurotransmissão em junções neuromusculares (JNM), implicando em importante 

déficit de força muscular e redução do desempenho motor. No entanto, as características 

estruturais das JNM destes animais ainda não foram descritas. O objetivo deste estudo 

consistiu em avaliar as possíveis alterações morfofuncionais dos elementos sinápticos 

de JNM de diafragma de camundongos com disfunção colinérgica (knockdown para o 

gene do VAChT) sob diferentes paradigmas de estimulação. Utilizando estimulação 

hipertônica com sacarose (500 mM) nós registramos potenciais de placa motora em 

miniatura (MEPPs) em fibras musculares do diafragma de camundongos VAChT WT 

and VAChT KD
HOM

 e observamos que a frequência e amplitude dos MEPPs foi menor 

para os animais KD
HOM

. Em seguida, as JNMs foram estimuladas com sacarose 

hipertônica na presença da sonda FM1-43 fx, para monitorar a reciclagem das VSs a 

partir do aglomerado de vesículas disponíveis para liberação rápida (Readily Releasable 

Pool - RRP). Nós observamos que os terminais nervosos dos camundongos KD
HOM

 

apresentaram menor sinal fluorescente que os do WT. Para a realização de estudos 

ultraestruturais, as JNMs foram estimuladas com sacarose hipertônica, fixadas em 

solução de Karnovsky modificada e processadas para microscopia eletrônica de 

transmissão (MET). Estes experimentos revelaram que os terminais nervosos de 

diafragma dos animais KD
HOM

 apresentavam uma redução no número total de VSs/ µm
2
 

de perfil de terminal e também uma alteração na distribuição das VSs. Ainda utilizando 

a MET, nós avaliamos os terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma de 

camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 após aplicação de estímulo elétrico e 

também na ausência de estimulação. Em ambas situações o número total de VS nos 

perfis de terminais foi igual entre os genótipos, no entanto, os terminais nervosos dos 

animais KD
HOM

 continuavam a apresentar uma alteração na distribuição das VSs. 

Durante as análises morfométricas das elétron-micrografias de JNMs dos animais 

KD
HOM

 nós observamos uma maior quantidade de VSs com aspecto morfológico 

irregular comparado ao WT. Então, utilizando a MET nós comparamos a circunferência, 

o formato e a distribuição das VSs de terminais nervosos de diafragmas de animais WT 

tratados com (±)-vesamicol (bloqueador do VAChT) com aquelas de VAChT WT e 

VAChT KD
HOM

 não tratados. Nós observamos que os terminais nervosos dos animais 

VAChT KD
HOM

 não tratados e dos WT tratados exibiam VSs achatadas e menores do 

que aquelas dos animais VAChT WT não tratados. No entanto, o tratamento com 

vesamicol não alterou a distribuição das VSs. Em conclusão, nossos resultados sugerem 

que a expressão do VAChT é importante para a reciclagem das vesículas do RRP e 

distribuição de VSs, enquanto o conteúdo vesicular de ACh é importante para a 

manutenção da forma das VSs nos terminais nervosos de diafragma. 
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Abstract 

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

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

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

in the cholinergic transmission, Prado and colleagues (2006) generated a strain of mice 

knockdown for the VAChT gene and these animals have an important deficit of muscle 

strength and motor performance. However, the structural characteristics of 

neuromuscular synapses of these animals have not been described. The aim of this study 

is to evaluate the morphofunctional changes of synaptic elements of neuromuscular 

junctions (NMJ) of diaphragm from adult mice with cholinergic dysfunction 

(knockdown for the vesicular acetylcholine transporter (VAChT) gene) under different 

stimuli paradigm. Using hypertonic stimulation paradigm (500 mM sucrose solution) 

we recorded miniature endplates potentials (MEPPs) in NMJ of diaphragm from 

VAChT WT and VAChT KD
HOM

 mice. We observed that the MEPPs frequency was 

lower in KD
HOM

 compared to WT. For optical analysis, NMJ were stimulated with 

hypertonic sucrose in the presence the dye FM1-43fx to stain synaptic vesicles 

recycling from readily releasable pool (RRP). We observed that nerve terminals of 

KD
HOM

 diaphragm presented less fluorescence. For ultrastructural studies, the NMJ 

were stimulated with hypertonic sucrose, fixed in modified Karnovsky and processed 

for transmission electron microscopy (TEM). We observed a reduction in the total 

number of SVs/µm
2
 of terminal and an altered distribution of SVs in nerve terminals of 

KD
HOM

 mice. Using electrical stimulation paradigm (20 Hz/5 min) the NMJ were 

stimulated, fixed and processed for TEM. We observed an altered distribution of SVs in 

nerve terminals of KD
HOM

 mice. Additionally, we conducted an ultrastructural study in 

non-stimulated NMJ and also observed altered distribution of SVs in nerve terminals of 

KD
HOM

 mice. Finally, using TEM we compared the circumference, shape and 

distribution of SVs of electrically stimulated nerve terminals from VAChT WT and 

VAChT KD
HOM

 mice untreated and WT treated with (±)-vesamicol (a VAChT blocker). 

We observed that the nerve terminals of VAChT KD
HOM

 untreated and WT treated with 

vesamicol exhibited flattened and smaller SVs in relation to VAChT WT untreated. 

However, treatment with vesamicol did not alter the distribution of VSs. In conclusion, 

our results suggest that expression of VAChT is important for the vesicle recycling from 

RRP and distribution of VSs, while vesicular ACh content is important for maintaining 

the morphology of VSs from diaphragm nerve terminals. 
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1. Introdução 

1.1. Aspectos gerais da neurotransmissão 

 

Um grande progresso científico sobre o entendimento do sistema nervoso foi 

alcançado nos dois últimos séculos. Páginas importantes desse progresso foram escritas 

por Santiago Ramón y Cajal, que propôs a histologia básica do sistema nervoso central 

(SNC), e destacou a zona especializada de contato entre os neurônios, que mais tarde, 

Charles Sherrington, veio a denominá-la sinapse. O sistema nervoso possui bilhões de 

neurônios e cada um deles pode se comunicar diretamente com milhares de outros 

neurônios através das sinapses. O funcionamento orquestrado dessas comunicações 

neuronais é a base de processos complexos, como movimento, percepção sensorial, 

aprendizado, memória e emoções. A transmissão sináptica ou neurotransmissão é o 

processo básico de toda esta atividade (Farsad and De Camilli, 2002). 

Os sinais ou impulsos nervosos são transmitidos por potenciais de ação, que são 

variações rápidas do potencial de membrana neuronal. Um impulso nervoso é a 

transmissão de uma alteração elétrica ao longo da membrana do neurônio a partir do 

ponto em que ele foi estimulado. No neurônio não estimulado, a superfície interna da 

membrana plasmática tem uma grande quantidade de cargas negativas, quando 

comparada com o fluido tecidual adjacente. Proteínas negativamente carregadas e outras 

moléculas grandes contribuem para as cargas negativas relativas ao lado interno da 

membrana plasmática neuronal. Esse estado elétrico corresponde ao potencial de 

repouso da membrana. Durante essa fase diz-se que a membrana está polarizada. O 

potencial de membrana ou potencial de repouso de um neurônio é de cerca de -70 

milivolts [mV] (Kandel et al., 2003). 

Para iniciar um potencial de ação em uma célula excitável é necessário um 

estímulo. Qualquer estímulo (químico, elétrico ou mecânico) que faça o neurônio ficar 

mais permeável aos íons sódio e potássio, pode mudar o potencial de repouso. O 

aumento da permeabilidade a estes íons é determinado pela abertura de canais iônicos, 

formados por proteínas transmembrana, que permite o transito de sódio (canais para 

sódio) ou de potássio (canais para potássio) entre o meio intra e extracelular. Quando 

ocorre a passagem de Na
+
 para dentro da célula produz-se um potencial de membrana 

menos negativo, que é conhecido como despolarização. Esta despolarização causa um 

fluxo de corrente elétrica. Se a despolarização da membrana for de 15mV (o que 
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significa uma alteração do potencial de repouso para -55mV), a despolarização será 

apenas local. Quando a despolarização ultrapassa -55mV, a membrana alcança um 

ponto crítico chamado "nível de disparo", o que resulta em uma onda de despolarização, 

que se espalha ao longo do axônio.  Quando o nível de disparo é alcançado, um 

potencial de ação explosivo ocorre e a membrana do neurônio rapidamente alcança o 

potencial "zero" e sobe para +35mV. Ocorre uma "inversão” momentânea da 

polaridade, ou seja, o lado interno da membrana passa a apresentar uma carga positiva, 

comparada ao meio adjacente. À medida que a onda de despolarização se desloca ao 

longo do axônio, o estado de polarização de repouso é rapidamente restabelecido ou a 

membrana é repolarizada nos segmentos anteriores. Os canais para Na
+
 se fecham e não 

há mais entrada deste íon na célula até a repolarização da membrana. Simultaneamente 

ao fechamento dos canais para sódio ocorre a abertura dos canais para potássio, 

resultando na saída deste íon da célula. Há então uma redução de íons positivos dentro 

da célula o que resulta em sua repolarização. O potencial de repouso só será alcançado 

com o auxílio da bomba de sódio e potássio, que transporta ativamente o excesso de 

sódio para fora do neurônio (Nicholls, 1994; Kandel et al., 2003). (Figura 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desenho esquemático mostrando a propagação do impulso nervoso no neurônio. O potencial de ação 

que se estabelece na área da membrana estimulada perturba a área vizinha, levando à sua despolarização. O estímulo 

provoca, assim, uma onda de despolarizações e repolarizações que se propaga ao longo da membrana plasmática do 

neurônio. A propagação do sinal nervoso se dá, basicamente, pela alteração na permeabilidade da membrana aos íons 

sódio e potássio e se propaga em um único sentido. (http://www.sobiologia.com.br). 

http://www.sobiologia.com.br/
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Potenciais de ação são iniciados em uma região especializada do axônio 

neuronal, chamada de cone de implantação, a partir daí os potenciais são conduzidos até 

a terminação axonal, a qual estabelece sinapses com a célula adjacente. Em um contato 

sináptico, a célula que transmite um sinal é chamada de célula pré-sináptica; já a que 

recebe o sinal é chamada de célula pós-sináptica. A célula pré-sináptica transmite os 

sinais a partir de dilatações terminais de seu axônio ramificado, chamadas de terminais 

pré-sinápticos. Contudo, a célula pré-sináptica não toca ou comunica anatomicamente 

com a célula pós-sináptica; ambas são separadas por um espaço conhecido por fenda 

sináptica. Os neurônios pré-sinápticos, mediante os seus axônios, passam sinais para 

pontos alvos pós-sinápticos, que podem ser os dendritos, o axônio ou o corpo celular de 

outro neurônio, células musculares ou células glandulares, através das sinapses, as quais 

podem ser de dois tipos: elétricas e químicas (Gundelfinger et al., 2003). 

Os neurônios que se comunicam mediante sinapses elétricas são conectados por 

junções comunicantes (gap junction) através das quais os impulsos elétricos passam 

diretamente da célula pré-sináptica para a pós-sináptica. A vantagem das sinapses 

elétricas é a velocidade, já que o impulso direto evita a demora ao redor de 0,5 ms, 

característica das sinapses químicas. A sinapse química, base funcional do sistema 

nervoso, é uma estrutura especializada e autorregulada. É integrada por um terminal 

pré-sináptico, que contém vesículas sinápticas (VSs), as quais armazenam 

neurotransmissores, e uma área correspondente da célula pós-sináptica, que contém 

receptores específicos para os neurotransmissores. As sinapses químicas podem ser 

excitatórias ou inibitórias. Nas excitatórias, o neurotransmissor liberado pela célula pré-

sináptica produz uma mudança localizada na membrana da célula pós-sináptica que a 

leva a se despolarizar, promovendo a geração de um potencial elétrico. Nas sinapses 

inibitórias, o neurotransmissor causa uma mudança na permeabilidade de íons, que 

tende a bloquear o potencial da célula pós-sináptica por hiperpolarização de suas 

membranas (Purves et al., 2001). (Figura 2). 
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Figura 2. Desenho esquemático comparando sinapse elétrica e química. As sinapses elétricas (A) e químicas (B) 

diferem fundamentalmente em seus mecanismos de transmissão. Nas sinapses elétricas, junções comunicantes entre 

as membranas pré e pós-sinápticas, unem-nas e permitem o fluxo iônico passivo entre as células. Nas sinapses 

químicas não existe continuidade intercelular; a célula pré-sináptica libera neurotransmissores que se ligarão a 

receptores na membrana da célula pós-sináptica e desencadearão uma resposta. Adaptado a partir de Purves et al, 

2001. 
 

 

Apesar da existência de dois tipos de sinapses, a química e a elétrica, as sinapses 

químicas estão presentes em maior número do que as elétricas, constituindo a principal 

forma de comunicação entre neurônios no SNC. Através das sinapses químicas, a 

exocitose de uma única vesícula sináptica pode desencadear a abertura de milhares de 

canais iônicos pós-sinápticos, o que caracteriza a propriedade de amplificação do sinal 

pré-sináptico nas sinapses químicas e ainda, devido a alterações na frequência e 

intensidade de uso dessas sinapses, elas se alteram respondendo de forma diferenciada a 

novos estímulos, caracterizando a plasticidade sináptica (Jessell and Kandel, 1993). 
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1.2. Reciclagem de vesículas sinápticas 

 

De uma maneira geral, a transmissão sináptica envolve a reciclagem de VSs, 

liberação de neurotransmissores a partir do terminal nervoso e ativação de receptores 

pós-sinápticos (Heuser and Reese, 1973; revisado por Südhof and Rizo, 2011). Todas as 

funções pré-sinápticas, direta ou indiretamente, envolvem VSs, que se submetem a um 

tráfego cíclico, conhecido como ciclo de vesículas sinápticas, o qual pode ser dividido 

em dois grandes eventos: exocitose e endocitose de VSs, os quais são regidos por 

diversas e importantes interações entre proteínas presentes na membrana das VSs e na 

membrana plasmática do terminal nervoso. (Figura 3) 

 

 

 

 

Figura 3: Etapas básicas da neurotransmissão. Com a chegada de um potencial de ação (action potential) no 

terminal pré-sináptico ocorre a abertura de canais para cálcio sensíveis à voltagem (Ca2+ channel) e consequente 

influxo deste íon para o terminal, levando a um aumento da concentração intraterminal deste cátion. Vesículas 

sinápticas contendo neurotransmissores se acumulam nas adjacências das zonas ativas (active zone), sítios 

subcelulares da liberação vesicular. As vesículas que se ancoram na zona ativa (docking) sofrem uma reação de 

amadurecimento (priming) que as tornam competentes para a abertura de um poro de fusão (fusion), coalescência 

com a membrana plasmática do terminal (full fusion) e exocitose dos neurotransmissores. Após a exocitose, as VSs 

são reconstituídas por meio de endocitose compensatória (clathrin-mediated endocytosis) (Adaptado a partir de de 

Saint Basile et al., 2010). 
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1.2.1. Exocitose de vesículas sinápticas 

 

 A liberação de neurotransmissores a partir de um terminal pré-sináptico é 

realizada através da exocitose de VSs, a qual é precedida por alguns eventos 

importantes: a) os neurotransmissores são ativamente transportados para dentro das 

VSs; (b) as vesículas agrupam-se em frente à zona ativa; (c) ancoram-se nesta; (d) 

amadurecem e então; (e) tornam-se competentes para a fusão e consequente exocitose 

disparada por cálcio (Südhof, 2004). 

A captação dos neurotransmissores para dentro das vesículas é mediada por sete 

diferentes transportadores, específicos para cada um dos neurotransmissores. O 

glutamato é captado por três deles: VGLUT-1 (neurônios glutamatérgicos do 

hipocampo e córtex), VGLUT-2 (neurônios glutamatérgicos do tálamo e tronco 

encefálico) e VGLUT-3 (neurônios dispersos, frequentemente não associados com 

liberação de glutamato) (Fremeau et al., 2004 b; Blakely and Edwards, 2012). As 

monoaminas por outros dois: VMAT-1 (células não neuronais, como as células 

cromafins) e VMAT-2 (neurônios) (Erickson et al., 1996). Um único transportador foi 

identificado para GABA e glicina: VGAT (neurônios inibitórios do cérebro 

[predominantemente GABAérgicos] e neurônios inibitórios glicinérgicos e 

GABAérgicos do tronco encefálico e medula espinhal) (Wojcik et al., 2006). Um outro 

transportador para acetilcolina: VAChT (neurônios colinérgicos do SNC e junção 

neuromuscular [JNM]) (Parsons et al., 1993; Prado et al., 2002; Prado et al., 2013). 

Todas as etapas seguintes ao preenchimento vesicular requerem interação 

proteica e fusão da membrana da VS com a membrana do terminal neuronal. Os eventos 

de interação de proteínas e fusão de membranas que culminam com a exocitose 

vesicular são orquestrados por uma maquinaria proteica que inclui dois grupos 

principais de proteínas: o complexo SNARE e as proteínas SM (Südhof and Rizo, 

2011). 

 O complexo SNARE é formado pela proteína sinaptobrevina/VAMP, localizada 

na membrana das VSs e também chamada de v-SNARE (vesicular SNARE) e, pelas 

proteínas sintaxina 1 e SNAP-25, situadas na membrana plasmática do terminal pré-

sináptico e também chamadas de t-SNARE (target SNARE) (Söllner et al., 1993). O 

complexo proteico que aproxima as duas membranas é formado pelo motivo R-SNARE 

da sinaptobrevina, pelo motivo Qa-SNARE da sintaxina 1, e pelos motivos Qb- e Qc-

SNARE da SNAP-25. O complexo SNARE apenas aproxima as vesículas da 
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membrana, sendo incapaz de abrir o poro de fusão (Südhof, 2004; Südhof and Rizo, 

2011). O processo de fusão das membranas vesicular e pré-sináptica se inicia com a 

proteína sinaptotagmina 1, uma proteína integral da membrana das VSs que funciona 

como um sensor de cálcio ligando-se a este íon (por meio de seus domínios C2A e 

C2B), às proteínas SNAREs e a fosfolípides da membrana plasmática (Murthy and De 

Camilli, 2003; Chapman, 2008). Ela é fundamental para a ancoragem, fusão e 

reciclagem das VSs. A sinaptotagmina pode se ligar ao complexo SNARE na ausência 

de cálcio, mas precisa deste íon para fundir-se com a membrana fosfolipídica. O 

domínio C2A da sinaptotagmina é capaz de se ligar a 3 íons cálcio e o C2B a 2 íons. O 

domínio C2A está diretamente relacionado à fusão das vesículas. A ligação deste 

domínio da sinaptotagmina à membrana pré-sináptica resulta na inserção parcial de 

aminoácidos hidrofóbicos nesta última, resultando em um estresse mecânico que 

desestabiliza a membrana e provoca a abertura de um poro e posterior inserção dos 

componentes de membrana das vesículas na membrana plasmática (Chapman, 2008; 

Südhof and Rizo, 2011). (Figura 4). 

Todos os tipos de fusão de membrana intracelular que são controladas por 

SNAREs também dependem de um grupo de proteínas, chamadas de proteínas SM. A 

formação do complexo SNARE na sinapse e outras funções intracelulares são 

controladas por proteínas SM (Südhof and Rothman, 2009; Rizo and Südhof, 2012). 

Este grupo de proteínas interage com o complexo SNARE de diferentes formas, mas 

principalmente como “grampos de ligação” tanto com v-SNAREs quanto t-SNAREs. 

Dentre as SM, duas subfamílias tem papel de destaque no ciclo de VSs: Sec 1/Munc 18 

que agem durante a exocitose e Vps 45 que atua na endocitose (Carr and Rizo, 2010). 

Embora permaneça obscuro o motivo pelo qual as proteínas SNAREs requeiram as SM 

para fusão, a estrutura destas últimas sugere que elas podem se envolver em torno do 

complexo SNARE, mantendo-o reunido. Esta interação pode organizar espacialmente 

este complexo, mantendo-o do lado interno das membranas em fusão e promovendo 

agregação do complexo SNARE. Além disso, as proteínas SM podem catalisar 

fosfolípides durante a fusão, provavelmente alterando a curvatura da membrana (Carr 

and Rizo, 2010). 

Durante a exocitose as VSs ancoram e fundem em regiões especializadas do 

terminal nervoso, chamadas de zonas ativas, que contém proteínas chaves para o ciclo 

de VSs, as quais estão presentes em todos os tipos de sinapses. As zonas ativas têm, no 

mínimo, três funções muito importantes: 1) elas unem, fisicamente, VSs, canais para 
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cálcio e outros componentes pré-sinápticos em um único complexo, garantindo assim 

uma colocalização eficiente dos elementos, o que possibilitam uma transmissão 

sináptica rápida; 2) elas organizam receptores pré-sinápticos para permitir modulação da 

liberação de neurotransmissores e; 3) elas mediam várias formas de plasticidade pré-

sináptica de curto e longo prazo. Todas estas três funções são cruciais para a 

transmissão sináptica (Südhof and Rizo, 2011). 

Diversas outras proteínas têm participação importante durante a exocitose de 

VSs, no entanto, não constitui escopo deste trabalho uma descrição detalhada de todas 

as proteínas envolvidas nesta etapa do ciclo de VS; o que pode ser encontrado em 

excelentes revisões disponibilizadas na literatura. 

 

 

 

Figura 4. Participação do complexo SNARE na exocitose de VSs: as VSs se aproximam das zonas ativas (A) e 

então ocorre a interação entre as proteínas dos complexos v- e t- SNARE (B), o que envolve a participação de outras 

proteínas, dentre elas a Munc-18, da família das proteínas SM, resultando no ancoramento das VSs (docking). O 

entrelaçamento progressivo das proteínas SNARE promove a aproximação das membranas vesicular e plasmática, 

caracterizando um dos muitos estágios de amadurecimento das VSs (priming stage) (C). O influxo de cálcio para o 

terminal nervoso promove a fusão das membranas e abertura inicial de um poro de fusão (fusion-pore opening). Esta 

etapa é mediada pela ação da proteína sinaptotagmina (D). Posteriormente a membrana das VSs se funde 

completamente com a do terminal (fusion completion) e ocorre a liberação maciça dos neurotransmissores (E). Todas 

essas etapas compõem o evento de exocitose das VSs, após a qual ocorrerá a endocitose e reciclagem das VSs, que 

serão disponibilizadas para um novo ciclo. Adaptado a partir de Tang et al, 2006. 
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1.2.2. Endocitose de vesículas sinápticas 

 

Os neurônios podem manter altas frequências de transmissão sináptica sem 

exaurir o suprimento de VSs presente nas terminações nervosas. Esta capacidade se 

deve à existência de mecanismos de endocitose eficientes que recapturam e reutilizam 

membrana plasmática das VSs após a fusão destas com a membrana plasmática do 

terminal (Saheki and De Camilli, 2012). 

Após a exocitose, as VSs são endocitadas e recicladas por uma de três vias 

alternativas: (a) endocitose mediada por capa de clatrina (Heuser and Reese, 1973); (b) 

endocitose chamada “Kiss and Run” (Ceccarelli et al., 1973) e; (c) endocitose via 

invaginação de membrana e formação de cisternas, das quais podem brotar vesículas 

revestidas por clatrina (Richards et al., 2000). 

A endocitose de VSs mediada via ação da proteína clatrina, foi pioneiramente 

descrita por Heuser and Reese (1973). Neste modelo de endocitose, após a completa 

fusão e colescência da vesícula com a membrana plasmática do terminal, forma-se uma 

capa de clatrina sobre a membrana de VSs, que foi inserida na membrana pré-sináptica. 

Regiões revestidas por clatrina são tipicamente observadas nas margens externas das 

zonas ativas (Heuser and Reese, 1973). Estas áreas especializadas para a endocitose 

formam uma região bioquímica e anatomicamente distinta, chamada de região 

endocítica ou zona periativa (Wan et al., 2000). A nucleação da clatrina começa com a 

interação de adaptadores de clatrina com os lipídios e proteínas, obrigatoriamente 

intrínsecos da membrana vesicular que agora estão imersos na membrana plasmática 

neuronal. Subsequentemente, as interações dos adaptadores uns com os outros, dos 

adaptadores com outros fatores acessórios e com a clatrina levam ao rápido crescimento 

de uma cobertura sobre a membrana. Em seguida, é formado um broto invaginado, 

revestido de clatrina, o qual possui um “colo” estreito. A fissão deste colo através de 

uma reação que requer a participação da proteína dinamina (uma GTPase) leva à 

formação de uma vesícula que rapidamente perde seu revestimento de clatrina (Takei et 

al., 1996; Ferguson and De Camilli, 2012). Após a perda do revestimento de clatrina, as 

VSs também podem fundir-se com endossomas e VSs autênticas podem brotar a partir 

desse endossoma (Murthy and De Camilli, 2003). 

A endocitose via clatrina consiste em um mecanismo extremamente importante 

de recuperação dos componentes lipídicos e proteicos próprios da membrana vesicular, 

resgatando a identidade das VSs que se fundiram completamente com a membrana do 
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terminal. Apesar do conhecimento sobre as vias endocíticas, acredita-se que a via 

mediada por clatrina seja a mais comum, apesar do longo tempo requerido para a 

reciclagem por esta via, comparado ao tempo de 1 milissegundo da liberação sináptica. 

Porém se a atividade de qualquer uma das proteínas envolvidas na via da clatrina for 

perturbada, a transmissão sináptica torna-se prejudicada (Südhof, 2004). (Figuras 5 e 

6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo de endocitose de VSs via ação da proteína clatrina. À esquerda - Modelo de Heuser and Reese 

no qual as VSs são completamente integradas à membrana da zona ativa durante a exocitose e são recicladas por 

meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Vesículas cobertas podem também brotar a partir de grandes 

endossomas (diagrama à esquerda). À direita - Micrografia eletrônica mostrando a presença de depressões de 

membrana e vesículas cobertas por capa de clatrina (setas) em terminação motora submetida a estímulo elétrico. É 

possível observar também a presença de endossomas (c). (Heuser and Reese, 1973; revisado por Royle and Lagnado, 

2003). 
 

 

      

 

Figura 6. Endocitose de VS mediada por clatrina na JNM de camundongo. À esquerda - É possível 

observarmos o perfil de um terminal pré-sináptico de JNM de camundongo, contendo diversas VSs e uma 

mitocôndria. À direita – observamos em detalhe a área destacada pelo retângulo vermelho na imagem da esquerda, 

na qual podemos obsevar o processo de endocitose de uma VS mediado por capa de clatrina. (Barra de escala: 500 

nm). (Hermann A. Rodrigues). 
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Outra forma de endocitose é o chamado mecanismo “kiss and run”. A potencial 

existência deste modelo de endocitose de VSs foi inicialmente aventada por Cecarelli et 

al. (1973) através de estudos pioneiros sobre reciclagem de VSs utilizando a JNM de rã. 

Contudo, esse termo foi empregado a partir da década de 1990 por Fesce e 

colaboradores (1994). Neste modelo, as vesículas liberam os neurotransmissores via um 

poro de fusão transiente e então são recapturadas, podendo permanecer no local, ser 

novamente preenchidas com neurotransmissor e submeter-se a um novo ciclo de 

exocitose ou, alternativamente, podendo não ancorar e permitir que outras vesículas 

ocupem seu lugar (Murthy and De Camilli, 2003; Südhof, 2004). Neste modelo, como 

não há coalescência da membrana das VSs com a membrana do terminal após a fusão, 

as VSs retém sua identidade molecular. 

A principal linha de evidência para a existência da via “kiss and run” vem do 

emprego de sondas fluorescentes, atividade-dependente, tais como o FM1-43, que são 

utilizadas para monitorar os eventos de exo e endocitose de VSs (Betz et al., 1992; 

Gaffield and Betz, 2006). Durante a exocitose de VSs previamente marcadas com 

sondas fluorescentes, tem sido observado que o corante pode se difundir lateralmente e 

se misturar na membrana plasmática do terminal nervoso e/ou pode ser liberado para a 

solução que contém a preparação estudada. Estudos utilizando sondas fluorescentes com 

diferentes cinéticas de liberação têm indicado que a exocitose ocorre de uma maneira 

que as VSs retém uma quantidade significativa da sonda. Estes resultados têm sido 

interpretados como o reflexo de uma endocitose rápida, sem fusão completa de 

membranas, o que então leva a retenção do corante (Pyle et al., 2000; Stevens and 

Williams, 2000). 

Não obstante, a ocorrência de eventos de “kiss and run” e seus mecanismos 

subjacentes permanecem em aberto, com questões importantes que precisam ser 

respondida, como por exemplo: quais são os fatores que evitam a fusão completa das 

membranas? (Murthy and De Camilli, 2003; Saheki and De Camilli, 2012). (Figura 7). 
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Figura 7. Modelo de endocitose de VSs via mecanismo “Kiss and run”. À esquerda - Diagrama representando o 

modelo de “kiss and run” , no qual, durante a liberação de neurotransmissores, as vesículas abrem um poro de fusão 

transitório, mas não se fundem completamente com a membrana pré-sináptica, sendo recicladas localmente. À direita 

- Micrografia eletrônica de uma terminação motora submetida a estímulo elétrico de baixa frequência por duas horas. 

Destaca-se a ausência de vesículas cobertas por capa de clatrina e de endossomas. (Ceccarelli et al., 1973; revisado 

por Royle and Lagnado, 2003). 

 

O terceiro mecanismo de endocitose de VSs consiste na formação de grandes 

invaginações de membrana plasmática do terminal, a qual já foi observada em uma 

ampla variedade de sinapses, incluindo a JNM de rã (Richards et al., 2000), terminais 

motores de cobra (Teng et al., 1999; Teng and Wilkinson, 2000) e neurônios 

hipocampais de rato (Takei et al., 1996). Estas grandes invaginações ocorrem distantes 

do sítio de fusão das VSs e acredita-se que sua formação não envolva diretamente a 

participação da clatrina (Royle and Lagnado, 2003). As invaginações podem ser 

destacadas a partir da superfície da membrana, formando intermediários semelhantes à 

endossomas, ou podem permanecer conectadas com a membrana plasmática (Heuser 

and Reese, 1973; Takei et al., 1996). Acredita-se que estas invaginações não sejam 

formadas pela coalescência de vesículas internalizadas revestidas por clatrina; ao invés 

disso, VSs podem ser formadas por endocitose mediada por clatrina a partir dessas 

invaginações (Teng and Wilkinson, 2000). A fissão das cisternas invaginadas a partir da 

membrana plasmática requer um mecanismo ativo, que parece ser independente de 

dinamina, porque alguns estudos relatam a sua ocorrência mesmo na ausência desta 

proteína, ao passo que a endocitose mediada por clatrina torna-se severamente 

prejudicada (Ferguson et al., 2007; Saheki and De Camilli, 2012). 

Esta forma de endocitose de VSs ocorre mais abundantemente sob forte 

condição estimulatória, quando um grande número de VSs funde-se com a membrana 

plasmática do terminal em um curto intervalo de tempo (Saheki and De Camilli, 2012). 

A internalização de membrana, mediada por esta forma de endocitose, pode evitar uma 
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expansão excessiva da superfície celular sob condições nas quais a endocitose mediada 

por clatrina torna-se limitada (Murthy and De Camilli, 2003). Este processo é um 

mecanismo não seletivo de recaptação de membrana. Contudo, os intermediários 

resultantes, semelhantes à endossomas, podem ser ricos em proteínas da membrana 

próprias das VSs, dada a abundância destas proteínas na membrana plasmática pré-

sináptica em resposta a uma massiva exocitose de VSs (Heuser and Reese, 1973; Saheki 

and De Camilli, 2012). Entretanto, os mecanismos moleculares subjacentes a endocitose 

via invaginação de membrana permanecem amplamente desconhecidos (Saheki and De 

Camilli, 2012). (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Modelo de endocitose de VSs via invaginação de membrana e formação de cisternas. À esquerda - 

Diagrama representando a endocitose via grandes invaginações de membrana após a liberação vesicular. À direita - 

Micrografia eletrônica mostrando a presença de invaginações de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido (setas 

pretas) ou desprovidas do marcador (seta clara). (Richards et al., 2000; revisado por Royle and Lagnado, 2003). 

 

 

Independente do mecanismo de endocitose, as VSs recicladas serão 

reacidificadas e repreenchidas diretamente ou após passar por um endossoma 

intermediário (Heuser and Reese, 1973; Murthy and De Camilli, 2003), possibilitando o 

recomeço do ciclo de VSs. É importante mencionar que diversas outras proteínas 

acessórias são necessárias para acelerar e otimizar os processos de endocitose de VSs 

(Rizo and Sudhof, 2002), mas a descrição detalhada de todas elas não constituiu 

objetivo deste trabalho e pode ser estudada através de uma vasta quantidade de estudos 

referentes ao tema e disponibilizados na literatura. 
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1.2.3. Aglomerados de vesículas sinápticas 

 

O terminal nervoso pré-sináptico, especialmente na JNM madura, contém 

algumas mitocôndrias e muitas VSs, que ciclam continuamente, conforme descrito 

anteriormente, o que permite a utilização repetida destas durante a atividade neuronal 

sustentada. À microscopia eletrônica de transmissão as VSs são todas parecidas 

morfologicamente, apesar de uma evidente diferença de localização espacial (Rizzoli 

and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012). 

Nos terminais nervosos as VSs estão dispostas em um dos três grupos ou 

aglomerados vesiculares funcionalmente definidos: 1) o aglomerado prontamente 

liberável (Readily Releasable Pool - RRP); 2) o aglomerado de reciclagem (Recycling 

Pool - RP) e; 3) o aglomerado de repouso (Resting Pool - RtP). Apesar desta divisão 

didática, os aglomerados vesiculares de um terminal nervoso não são morfologicamente 

separados (Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012). (Figura 9). 

O algomerado prontamente liberável (RRP) é formado pelas vesículas ancoradas 

nas zonas ativas dos terminais pré-sinápticos. Na JNM de vertebrados este aglomerado é 

formado por cerca de 10.000 VSs (Rizzoli and Betz, 2005). Este grupo está apto para a 

exocitose imediata e pode ser mobilizado mediante aplicação de solução hipertônica de 

sacarose (Rosenmund and Stevens, 1996). Embora a utilização de sacarose hipertônica 

no estudo de eventos sinápticos remonte ao início dos anos de 1950 (Fatt and Katz, 

1952), seu mecanismo de ação preciso ainda não foi compreendido completamente, 

apesar do conhecimento de que a resposta ao estímulo hipertônico é independente de 

cálcio (Rosenmund and Stevens; Sara et al., 2002). 

O aglomerado de reciclagem (RP) consiste das vesículas próximas à membrana 

pré-sináptica, mas não ancoradas nas zonas ativas. O número de VSs deste grupo é 

estimado em cerca de 75.000 na JNM de vertebrados (Rizzoli and Betz, 2005). Este 

aglomerado, junto com o prontamente liberável, forma o aglomerado de reciclagem 

total (Total Recycling Pool - TRP), definido como o conjunto de vesículas que mantém 

a liberação de neurotransmissores em estimulação fisiológica moderada e que podem 

ser marcadas com sondas lipofílicas como o FM1-43 (Richards et al., 2000 e 2003). As 

VSs do RP podem repovoar o RRP, sendo que a cinética desta transição impacta sobre a 

neurotransmissão e oferece um ponto de controle potencial para regular a eficiência da 

liberação (Alabi and Tsien, 2012). 
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O aglomerado de repouso (RtP) é composto pelas vesículas mais distantes das 

zonas ativas pré-sinápticas. Sua população de VSs, para a JNM de vertebrados é de 

aproximadamente 400.000 (Rizzoli and Betz, 2005). Este aglomerado consiste em um 

depósito de VSs, sobre o qual os mecanismos de recrutamento encontram-se sob intenso 

debate na literatura (Fredj and Burrone, 2009; Hua et al., 2010; Ramirez et al., 2012). 

No entanto, o RtP pode ter importantes funções fisiológicas, tais como: ele pode ser 

dinamicamente trocado entre botões sinápticos do SNC de mamíferos, como membros 

de um “superaglomerado” de VSs (Fernandez-Alfonso and Ryan, 2008) e; o RtP 

também pode servir como um reservatório para a captura e suprimento de proteínas 

utilizadas na reciclagem de VSs (Denker et al., 2011). 

As VSs são agrupadas mediante ação da proteína sinapsina, a qual age como 

uma “cola” unido-as. As sinapsinas são fosfoproteínas associadas com VSs que 

participam da regulação do agrupamento vesicular e liberação de neurotransmissores 

(Coleman et al., 2008). Diversos estudos têm indicado que as sinapsinas são 

responsáveis por manter o aglomerado de repouso (Samigullin et al., 2004; Coleman 

and Bykhovskaia, 2010; Akbergenova and Bykhovskaia, 2010). No entanto, as 

sinapsinas estão envolvidas também em eventos relacionados com o ancoramento ou 

pós-ancoramento de VSs na membrana dos terminais nervosos (Tao-Cheng, 2006; 

Coleman et al., 2008). 

Atualmente, muitas pesquisas têm sido conduzidas em todo o mundo, na 

tentativa de se isolar componentes moleculares que identifiquem separadamente cada 

aglomerado vesicular. No entanto, nenhum modelo definitivo de diferenciação 

bioquímica tem sido proposto, apesar da identificação de algumas proteínas inerentes a 

grupos particulares de VSs (Hua et al., 2011; Ramirez et al, 2012). É provável que a 

união de evidências morfológicas, biofísicas e bioquímicas seja o melhor caminho para 

se esclarecer as questões que ainda permanecem em aberto com relação ao 

entendimento mais amplo sobre os aglomerados vesiculares de terminais nervosos. 
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Figura 9. Aglomerados de VSs na JNM de vertebrados. Painel superior – Esquema representativo, meramente 

didático, dos aglomerados de VSs (esferas de cor laranja) presentes em um terminal nervoso (círculo verde) e 

dispostas em relação à zona ativa pré-sináptica, ou seja, em aposição a uma dobra de membrana muscular pós-

sináptica (retângulos rosa). Desenho adaptado a partir de Rizzoli and Betz, 2005. Painel inferior – Elétron-

micrografia de transmissão mostrando o perfil de um terminal pré-sináptico de JNM de camundongo, contendo 

numerosas VSs, que não são anatomicamente separadas, conforme mostrado didaticamente no painel superior. Barra 

de escala: 1 μm. Aumento: 18.500 x. (Hermann A. Rodrigues). 
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1.3. A neurotransmissão colinérgica 

 Como vimos anteriormente, a transmissão sináptica é iniciada quando um 

potencial de ação dispara a liberação de neurotransmissores a partir de um terminal 

nervoso pré-sináptico. O potencial de ação se propaga pela terminação nervosa, induz a 

abertura de canais para cálcio e o aumento transiente da concentração intracelular deste 

íon estimula a exocitose de VSs e liberação dos neurotransmissores para a fenda 

sináptica (Katz, 1966). Após a exocitose, as VSs submetem-se à endocitose, reciclagem 

e repreenchimento com neurotransmissores para permitir um novo ciclo vesicular (Katz 

and Miledi, 1965; Katz and Miledi, 1969; revisado por Murthy and De Camilli, 2003; 

Südhof, 2004). 

Os neurotransmissores podem ser divididos em três categorias: 1) aqueles que 

são aminoácidos simples, tais como o glutamato, o ácido gama-amino-butírico (GABA) 

e a glicina; os quais participam da transmissão em cerca de mais de 90% de todas as 

sinapses do SNC e são responsáveis por uma transferência de informação mais rápida; 

2) aqueles que abrangem uma grande variedade de neuropeptídeos, os quais agem 

predominantemente como neuromoduladores, controlando a atividade de receptores 

difusos em vez de apenas nos sítios sinápticos; 3) aqueles que são transmissores 

clássicos, tais como a acetilcolina (ACh), as catecolaminas (dopamina, noradrenalina e 

adrenalina) e a 5-hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina). Estes têm ação 

predominantemente lenta e papel modulatório no SNC (Nicholls, 1994). Os 

neurotransmissores clássicos são sintetizados na própria terminação nervosa, sendo 

posteriormente armazenados no interior das VSs e liberados na fenda sináptica, próximo 

aos seus receptores, como é o caso da ACh, o neurotransmissor da JNM de vertebrados 

e que constitui assunto importante deste trabalho (Ceccarelli et al., 1973; Couteaux, 

1974). 

No SNC a ACh é encontrada principalmente em interneurônios; projeções 

colinérgicas do núcleo basal de Meynert para o hipocampo, córtex cerebral e complexo 

amigdalóide; projeções do septo medial para estruturas límbicas e; áreas subcorticais 

inervadas por neurônios originados de regiões ponto-mesencefálicas (Mesulam, 2004). 

No sistema nervoso autônomo este neurotransmissor esta presente em todas as sinapses 

pré-ganglionares simpáticas e parassimpáticas; todas as sinapses pós-ganglionares 

parassimpáticas e; sinapses pós-ganglionares simpáticas de glândulas sudoríparas e 

músculo eretor dos pêlos. No sistema nervoso periférico (SNP), a ACh é o 
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neurotransmissor da JNM de vertebrados, estabelecida entre nervo motor e músculo 

estriado esquelético (Nicholls, 1994; Hammond, 2008). 

A ACh, é sintetizada no terminal pré-sináptico pela enzima colina 

acetiltransferase (ChAT), a partir da colina e do acetil-CoA, este último proveniente da 

respiração mitocondrial. Após sua síntese, a ACh é armazenada no interior das VSs 

através do seu transportador vesicular, o VAChT (transportador vesicular de 

acetilcolina), uma proteína com 12 domínios transmembrana. Para transportar ACh, o 

VAChT utiliza um gradiente eletroquímico gerado por bombas de prótons presentes na 

membrana vesicular, as VH
+
-ATPases (Nguyen et al., 1998; revisado por Prado et al., 

2002; Bravo and Parsons, 2002). Essas VH
+
-ATPases, por meio da hidrólise do ATP, 

translocam prótons H
+
 para o interior das VSs, estabelecendo duas condições: primeira, 

o pH no interior da vesícula torna-se mais ácido, gerando um gradiente químico de pH 

(ΔpH) através da membrana vesicular; segunda, o interior da vesícula torna-se 

abundante em cargas positivas, criando um potencial elétrico transmembrana (ΔΨ). O 

somatório dessas duas condições corresponde ao gradiente eletroquímico, representado 

pela equação ΔµH
+
= ΔpH + ΔΨ (revisado por Liu and Edwards, 1997;  Ozkan and 

Ueda, 1997). O VAChT realiza, então, a troca de dois íons H
+
 por uma molécula de 

ACh, preenchendo o interior das vesículas com cerca de 5.000 a 10.000 moléculas deste 

neurotransmissor (Nguyen and Parsons, 1995; Nguyen et al., 1998; Nogajski et al., 

2009). Após a exocitose das VSs a ACh difunde-se pela fenda sináptica, liga-se aos seus 

receptores na membrana pós-sinápticas e promove alterações na permeabilidade iônica 

desta, que irão desencadear a resposta da célula inervada. Adicionalmente, a ACh 

também é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda 

sináptica, gerando colina e acetato. A colina é recaptada para o interior da terminação 

nervosa por meio de seu transportador (CHT), podendo ser novamente utilizada para a 

síntese de nova ACh (Birks and MacIntosh, 1961; revisado por Ribeiro et al., 2006 e 

Prado et al., 2013) (Figura 10). 
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Figura 10: Desenho esquemático mostrando a síntese, o armazenamento e a liberação de acetilcolina. A 

acetilcolina (ACh) é sintetizada no terminal pré-sináptico pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da 

colina e do acetil-CoA, advindo da respiração mitocondrial. Após sua síntese, a acetilcolina é armazenada no interior 

das vesículas sinápticas através do seu transportador vesicular, o VAChT. Seguinte à exocitose e ativação dos 

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

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

transportador de membrana (CHT), podendo ser utilizada para a síntese de nova acetilcolina (The American 

Psychiatric Publishing – Textbook of Psychopharmacology, fourth edition. Edited by Alan F. Schatzberg and Charles 

B. Nemeroff, 2009). 

 

 

 Os receptores pós-sinápticos para ACh podem ser de dois tipos: muscarínicos ou 

nicotínicos. Os receptores muscarínicos para ACh (mAChR) são do tipo 

metabotrópicos, ou seja, acoplados à proteínas G e consistem de uma única cadeia 

polipeptídica que apresenta sete domínios transmembrana. (Figura 11). Eles agem 

ativando segundos mensageiros intracelulares e estão presentes nos neurônios das vias 

colinérgicas do SNC e periférico, inclusive no terminal pré-sinápico da JNM; 

musculatura cardíaca e lisa e outros tipos celulares e teciduais, como algumas glândulas 

(Mesulam, 2004; Nathanson, 2008). Existem cinco tipos reconhecidos destes receptores, 

identificados como M1 a M5, produzidos por genes distintos. Em geral, M1, M3 e M5 

geram suas respostas pós-sinápticas por ativarem a via da enzima fosfolipase C, através 

da ação de proteínas G da família Gq; enquanto M2 e M4 agem através da inibição da 
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enzima adenilato ciclase, também por ação de proteínas G, mas da família Gi/Go 

(Nicholls, 1994; Nathanson, 2008). Os receptores muscarínicos para ACh são 

diferencialmente distribuídos em neurônios, sendo que o subtipo M1 é o receptor pós-

sináptico mais comum, embora não o único (Mesulam, 2004; Nathanson, 2008). Na 

JNM de vertebrados, o subtipo M2 age como autorreceptor pré-sináptico inibitório nos 

terminais nervosos dos neurônios motores (Parnas et al., 2005). Embora esta forma de 

receptores para ACh esteja envolvida em importantes funções fisiológicas, nós não a 

abordaremos mais profundamente, pois ela não consiste em assunto deste trabalho. 

Daremos uma ênfase melhor sobre a classe nicotínica dos receptores para ACh. 

 

 

 

 

Figura 11. Desenho esquemático representando um receptor muscarínico para ACh. Este tipo de receptor está 

acoplado a uma proteína G, responsável por ativar segundos mensageiros, os quais atuarão em alvos moleculares 

específicos e desencadearão a resposta pós-sináptica. Fonte: http://www.cnsforum.com 

 

 

Os receptores nicotínicos para ACh (nAChR) são do tipo ionotrópico, ou seja, 

associados a canais iônicos e controlados por ligantes. (Figura 12). Os nAChR são 

compostos por cinco subunidades (α, β, δ, γ / ε, com α e β podendo se repetir dentro da 

estrutura) que delimitam um poro aquoso central, permitindo o influxo de cátions. As 

cadeias polipeptídicas das subunidades contêm quatro segmentos transmembrana 

(Hammond, 2008). A função dos receptores nicotínicos é garantir uma transmissão 

http://www.cnsforum.com/
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sináptica rápida, a qual é alcançada após a ligação de duas moléculas de ACh, o que 

gera um rápido e transiente aumento na permeabilidade catiônica, graças à alteração 

conformacional do canal central, saindo de um estado fechado para aberto. A duração 

do estado aberto depende do tempo de ocupação da ACh no seu sítio de ligação. Os 

nAChR ainda apresentam topograficamente sítios de ligação alostérica distintos do sitio 

de ligação da ACh, sobre os quais agem uma grande variedade de agentes 

farmacológicos e ligantes fisiológicos, que então podem modular sua abertura ou 

fechamento (D’hoedt and Bertrand, 2009; Albuquerque et al., 2009). 

 Os nAChR neuronais são amplamente distribuídos no SNC e se apresentam sob 

a forma pentamérica típica, a qual pode ter uma combinação homomérica ou 

heteromérica de subunidades α e β. Eles estão principalmente localizados em sítios pré-

sinápticos, onde modulam a liberação de neurotransmissores e, por vezes, podem ser 

encontrados em pericários ou dendritos, onde mediam efeitos pós-sinápticos (Dajas-

Bailador and Wonnacott). Os nAChR neuronais formam uma família heterogênea de 

subtipos derivados das cinco subunidades codificadas por nove genes α (α2 – α10) e três 

genes β (β2 – β4). Esta forma de nAChR está envolvida em importantes funções 

fisiológicas e também em sérias condições patológicas, como por exemplo a doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson, algumas formas de epilepsia, depressão, autismo e 

esquizofrenia (Gotti et al., 2006). 

 O nAChR é o único tipo de receptor para ACh presente na membrana pós-

sináptica da JNM de mamíferos. Também apresentado sob a forma pentamérica, o 

nAChR muscular é formado por subunidades heteroméricas: 2α1, β1, δ e ou γ, ou ε, que 

juntas formam o canal iônico do receptor que é ativado pela ligação de ACh nas duas 

subunidades α. Ao longo do desenvolvimento a subunidade γ é substituída pela ε na 

transição entre uma forma de nAChR embrionária ou desnervada (2α1, β1, δ, γ), para 

uma forma adulta (2α1, β1, δ, ε), presente na fibra muscular inervada (Lee, 1998).  
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Figura 12. Desenho esquemático representando um receptor nicotínico para ACh. Uma das subunidades do 

receptor não está representada para que o canal interno pudesse ser visualizado. Este receptor ativa diretamente o 

canal iônico ao qual está acoplado. Fonte: http://www.cnsforum.com 

 

 

A formação de aglomerados de receptores nicotínicos para ACh durante o 

desenvolvimento neuromuscular não requer o contato anatômico entre nervo e músculo, 

mas a presença do nervo é necessária (Dahm and Landmesser, 1991). Durante o 

desenvolvimento, as subunidades do nAChR são distribuídas difusamente sobre a 

superfície muscular, mas com o estabelecimento do contanto nervo-músculo, os nAChR 

ancoram-se sob os terminais nervosos e rapidamente concentram-se nestes sítios 

mediante uma combinação de difusão lateral e, preferencialmente, síntese e inserção de 

subunidades sob a sinapse em formação (Lee, 1998; Sanes and Lichtman, 1999). O 

nervo promove a liberação de moléculas sinalizadoras que regulam a diferenciação pós-

sináptica, dentre elas a proteína agrina tem papel de destaque (Pun et al., 2002). A 

agrina ativa um receptor acoplado à tirosina quinase específica do músculo, chamado 

MuSK, que via a ativação de uma proteína periférica da membrana da célula muscular, 

chamada rapsina (proteína associada ao receptor da sinapse), promove o agrupamento e 

estabilização das subunidades dos receptores para ACh na membrana sarcolemal pós-

sináptica (Gautam et al., 1995; DeChiara et al., 1996). 

 

http://www.cnsforum.com/


41 

 

Na JNM madura a membrana plasmática da célula muscular, ou sarcolema, 

apresenta numerosas pregas ou dobras juncionais, nas quais existem duas regiões 

molecularmente distintas: 1) o ápice, onde os nAChRs estão agrupados em uma 

densidade de aproximadamente 10
4
 unidades/μm

2
 juntamente com outras proteínas 

como a rapsina, utrofina, α-distrobrevina-1 e; 2) o fundo, que contém os canais para Na
+
 

responsáveis pela geração do potencial de ação no sarcolema, bem como outras 

proteínas: α-dystrobrevina-2, distrofina e moléculas de adesão neuronal (N-CAM) (Hall 

and Sanes, 1993; Sanes and Lichtman, 1999). (Figura 13). 

 

 

 

 

Figura 13. Desenho esquemático de um contato sináptico de JNM. No terminal pré-sináptico é possível observar a 

fusão de VSs, que estavam previamente ancoradas na membrana do terminal nervoso e a consequente liberação da 

ACh para a fenda sináptica. Na fenda, a ACh se difunde até os receptores nicotínicos, os quais estão concentrados nas 

cristas das dobras juncionais do sarcolema e são organizados pela proteína rapsina; enquanto os canais para sódio, 

sensíveis à voltagem, concentram-se no sulco das dobras. A ativação destes canais causará a despolarização da 

membrana muscular e ativará os mecanismos responsáveis por gerar a resposta pós-sináptica própria do miócito: a 

contração muscular. Adaptado a partir de Conti-Fine et al., 2006. 
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A ativação dos nAChR musculares leva à despolarização da membrana 

plasmática muscular e culmina com a ativação dos mecanismos moleculares envolvidos 

com a contração muscular. Processos patológicos que acometem os nAChR têm 

consequências severas, porque comprometem a contração muscular e consequentemente 

podem causar a morte por falência da musculatura respiratória. Dentre as doenças que 

afetam os nAChR destacam-se os subtipos de síndrome miastênica congênita de 

acometimento pós-sináptico, que incluem: defeitos na cinética dos receptores, 

deficiência primária de receptores, deficiência de rapsina, alterações na MUSK, entre 

outros; além da forma auto-imune tradicionalmente conhecida da miastenia gravis. 

(Conti-Fine et al., 2006; Palace and Beeson, 2008; Engel, 2012). 
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1.4. Aspecto morfológico da junção neuromuscular 

 

A JNM de vertebrados é um dos modelos de sinapses mais estudados e melhor 

compreendidos devido ao seu grande tamanho, sua simplicidade estrutural e fácil 

acessibilidade (Kummer et al., 2006). Ela consiste em uma sinapse química colinérgica 

cuja função é transferir impulsos de uma terminação motora relativamente pequena para 

uma fibra muscular ampla e, assim, desencadear contração (Katz, 1966).  

Particularmente, a JNM de mamíferos possui formato “arborizado” e, estruturalmente, 

apresenta três regiões bem distintas: 1) o terminal neuronal pré-sináptico, contendo 

VSs; 2) a membrana pós-sináptica da célula muscular, apresentando diversas dobras 

juncionais, nas cristas das quais se concentram aglomerados de receptores nicotínicos 

para acetilcolina e, entre estes dois elementos, 3) a fenda sináptica (Figura 14). 

 

    

 

Figura 14: O aspecto morfológico da junção neuromuscular de camundongo adulto. A – Elétron-micrografia de 

varredura de junção neuromuscular de camundongo adulto. É possível observar um terminal axonal (cabeças de 

setas) disposto de forma circular sobre uma célula muscular estriada esquelética (M), que apresenta na membrana 

pós-sináptica diversas dobras juncionais, nas cristas das quais se concentram aglomerados de receptores para 

acetilcolina (setas pretas) (Barra de escala: 10 µm) (Torrejais et al., 2002). B – Elétron-micrografia de transmissão de 

junção neuromuscular de camundongo adulto na qual se observam os três componentes estruturais característicos: o 

componente pré-sináptico, que apresenta diversas vesículas sinápticas e algumas mitocôndrias; a célula muscular, 

pós-sináptica, que apresenta em sua membrana dobras juncionais e, uma estreita fenda sináptica separando os 

elementos pré e pós-sinápticos (Barra de escala: 1 µm). (Hermann A. Rodrigues). 
 

 

Na região pré-sináptica, o axônio motor próximo à fibra muscular, perde sua 

bainha de mielina e se ramifica de modo variável em botões sinápticos que se alojam 

em depressões localizadas na superfície da fibra (Hall and Sanes, 1993). Cada botão 

A. B. 

M
. 
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sináptico é envolvido por processos das células de Schwann que o protege de lesões 

químicas e mecânicas, dentre outras funções. As VSs apresentam em média 50-60 nm 

de diâmetro, contém ACh, ATP e uma alta concentração de íons Ca
2+

 e Mg
2+

 (Sanes 

and Lichtman, 1999). O terminal nervoso pré-sináptico na JNM madura contém 

algumas mitocôndrias e muitas VSs, cerca de 400.000 para a JNM de vertebrado, as 

quais estão dispostas em um dos três grupos ou aglomerados vesiculares funcionalmente 

definidos, já apresentados no tópico introdução (Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and 

Tsien, 2012). No plano ultraestrutural, é possível observar no interior dos terminais 

nervosos a presença de regiões elétron-densas específicas, denominadas zonas ativas, 

que marcam os sítios subcelulares da transmissão sináptica. Cada zona ativa pode ser 

identificada pela sua associação com aglomerados de VSs e por fazer aposição direta às 

invaginações da membrana muscular pós-sináptica. Compondo o aparato pré-sináptico 

das zonas ativas estão presentes ainda diversas proteínas envolvidas em processos de 

ancoramento, amadurecimento, liberação e reciclagem de VSs, além de canais para 

cálcio sensíveis à voltagem, que se encontram bem próximos aos aglomerados 

vesiculares (Sugiura et al., 1995; Teng et al., 1999; Harlow et al., 2001; Zhai and 

Bellen, 2004). Esta disposição garante um rápido pico na concentração intracelular de 

cálcio nos sítios de exocitose durante o disparo da liberação vesicular, conferindo 

sincronia ao processo (Robitaille et al., 1990). Além de VSs e mitocôndrias, também é 

possível observar no interior dos terminais pré-sinápticos a presença de 

neurofilamentos, filamentos de actina, microtúbulos, retículo endoplasmático liso, 

endossomos, grânulos de glicogênio e estruturas lisossomais (Engel, 2008). 

A região pós-sináptica é composta pelo sarcolema imediatamente justaposto ao 

terminal nervoso e pelo sarcoplasma juncional. O sarcolema pós-sináptico apresenta 

diversas dobras juncionais, que aumentam a superfície pós-sináptica e, portanto a 

eficácia da transmissão sináptica, ao longo das quais se distribuem os receptores 

nicotínicos para a ACh. Estes receptores não estão uniformemente distribuídos ao longo 

da região pós-sináptica, mas sim formando agrupamentos nas cristas das dobras da 

membrana pós-sináptica, atingindo nesses locais densidades que podem chegar a mais 

de 10.000 por μm
2
, sendo que nos sulcos das dobras sarcolemais essa concentração se 

reduz mais que 90% e, no sarcolema extra-sináptico existem menos que 10 receptores 

por μm
2
. Esse arranjo permite aos receptores detectar de forma rápida e eficiente a ACh 

liberada durante a exocitose das VSs (Hall and Sanes, 1993). O sarcoplasma juncional é 

caracterizado pela presença de mitocôndrias, retículo endoplasmático liso e rugoso, 
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complexo de Golgi, estruturas lisossomais, microtúbulos, grânulos de glicogênio e pela 

presença de núcleos celulares localizados na região sináptica, chamados núcleos 

sinápticos, que são morfologicamente diferentes dos não sinápticos (localizados em 

outras regiões da celular muscular), pois são maiores e seus genes transcrevem proteínas 

encontradas apenas na membrana sarcoplasmática sináptica, sendo responsáveis pela 

transcrição do RNAm das subunidades dos nAChRs (Engel, 2003; Hall and Sanes, 

1993). 

A fenda sináptica consiste num espaço de aproximadamente 50 nm entre os 

elementos pré e pós-sinápticos e é preenchida com matriz extracelular formando a 

lâmina basal sináptica, a qual se estende para os sulcos das dobras sarcolemais pós-

sinápticas. A fenda sináptica se divide em duas regiões: 1) uma primária, limitada de 

um lado pelo terminal nervoso e de outro, pela fibra muscular; e 2) uma secundária, 

delimitada entre as dobras juncionais da membrana muscular pós-sináptica. Ambas são 

ocupadas pela lâmina basal sináptica, a qual é contínua com aquela que envolve a célula 

muscular e funde-se com a da célula de Schwann. Embora a lâmina basal sináptica seja 

morfologicamente indistinguível da extra-sináptica, ela é bioquimicamente 

especializada, pois contém componentes responsáveis por conferir forte adesão entre 

terminal nervoso e músculo; fatores que mediam interações durante o desenvolvimento 

da JNM; além da enzima acetilcolinesterase (AChE), a qual inativa a ACh  (revisado 

por Hall, 1992; Hall and Sanes, 1993; Sanes, 1995; Sanes and Lichtman, 1999). A 

lâmina basal sináptica contém proteínas específicas, tais como: agrina, laminina-4, 

laminina-9, laminina-11, colágeno IV, colágeno III, proteoglicanos, heparan-sulfato e 

N-CAM. Todas essas proteínas e outras não listadas aqui tornam a lâmina basal 

sináptica especializada e importante para o desenvolvimento e função da JNM, além de 

serem responsáveis pela estabilidade e agregação dos receptores nicotínicos de 

acetilcolina no sarcolema da fibra muscular. (Engel, 2003). (Figura 15). 
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Figura 15. Desenho esquemático da JNM madura. O terminal nervoso perde a bainha de mielina formando o botão 

sináptico na superfície da fibra muscular. Especializações dos três tipos celulares constituem a sinapse: o terminal 

nervoso do motoneurônio, o sarcolema da célula muscular e processos de células de Schwann. Hall and Sanes (1993). 

 

O estabelecimento da JNM é de importância fundamental, uma vez que implica 

na sobrevivência do animal após seu nascimento. Durante o desenvolvimento pós-natal 

são observadas importantes alterações das características estruturais e funcionais dos 

terminais pré e pós-sinápticos da JNM (Kelly and Zacks, 1969; Bennett and Pettigrew, 

1974; Witzemann, 2006). Os terminais nervosos em sinapses recém-formadas contêm 

poucas VSs e as zonas ativas não são facilmente reconhecíveis no plano ultraestrutural. 

Subsequentemente, as VSs aumentam em número, as zonas ativas tornam-se mais 

visíveis, as vesículas agrupam-se nas zonas ativas e o terminal nervoso torna-se 

polarizado (Kelly and Zacks, 1969; Sanes and Lichtman, 1999).  A JNM madura é 

caracterizada pela co-localização espacial de VSs e aglomerados de receptores para 

ACh (Dahm and Landmesser, 1991). 
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1.5. A participação do VAChT na neurotransmissão colinérgica 

A capacidade das VSs de armazenar neurotransmissores foi primeiro 

hipotetizada por Bernard Katz e colaboradores, quando eles identificaram eventos 

quânticos relacionados com a liberação de ACh na JNM, o que deu origem à chamada 

teoria quântica (Katz, 1971). A identificação subsequente das VS por microscopia 

eletrônica de transmissão forneceu a base estrutural para este fenômeno (Palade, 1954; 

Palay, 1954; De Robertis and Bennett, 1955; Katz, 1971). 

A manutenção da transmissão sináptica relaciona-se com a disponibilidade de 

VSs preenchidas com uma alta concentração de neurotransmissores (Schweizer and 

Ryan, 2006). Como anteriormente mencionado, a liberação eficiente de ACh depende 

do armazenamento deste neurotransmissor em VSs, passo controlado pelo VAChT 

(Nguyen and Parsons, 1995; Nguyen et al., 1998; Parsons, 2000; Ribeiro et al., 2006). 

O VAChT é uma proteína com 12 domínios transmembrana, 

predominantemente localizado nas VSs de terminais nervosos e é membro de uma 

superfamília de transportadores, a qual também inclui os transportadores de 

monoaminas VMAT-1 e VMAT-2, que compartilham um grau elevado de homologia 

com o VAChT em seus segmentos transmembrana (Blakely and Edwards, 2012; Prado 

et al., 2013). (Figura 16). 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 16: Sequência de aminoácidos e topologia propostas para o transportador vesicular de acetilcolina 

humano (hVAChT). Os símbolos em cinza indicam resíduos que são idênticos nos VAChTs de Caenorhabditis 

elegans, rato e torpedo. Os símbolos em preto indicam os resíduos que são conservados também nos VMATs. Usdin 

et al., 1995. 
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Para avaliar a participação e a importância funcional do VAChT na 

neurotransmissão colinérgica, um grupo de pesquisadores coordenados pelo Prof. 

Marco Antônio Prado, ex-professor do Departamento de Farmacologia da UFMG, 

gerou, por recombinação homóloga, uma linhagem de camundongos que apresenta 

expressão reduzida (knockdown) do gene do VAChT. Análises por westernblot 

revelaram uma redução de 45% na expressão do VAChT em camundongos 

heterozigotos (VAChT KD
HET

) , enquanto nos homozigotos (VAChT KD
HOM

) a 

redução foi de 65% (Prado et al., 2006). A menor expressão do VAChT não determinou 

a inviabilidade dos animais geneticamente modificados, de modo que mesmo as 

linhagens homozigotas apresentaram longevidade aparentemente normal, permitindo 

que os camundongos atingissem a idade adulta e possibilitando inclusive a realização de 

análise comportamental desses animais. Portanto, a viabilidade dos camundongos 

VAChT KD
HOM

 é um importante aspecto desse modelo experimental. 

Análises eletrofisiológicas realizadas em placas motoras do músculo 

diafragma mostraram que os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentaram uma redução 

no conteúdo quântico de ACh quando comparados aos selvagens (VAChT WT [wild-

type]). Além disso, a frequência de potenciais pós-sinápticos em miniatura (MEPPs) 

sofria uma redução significativa nos animais VAChT KD
HOM

 quando comparados aos 

WT. Os resultados obtidos com os animais VAChT KD
HET

 eram intermediários entre os 

dados obtidos com os VAChT KD
HOM

 e os VAChT WT (Prado et al., 2006; Lima et al., 

2010). Em virtude das alterações observadas na transmissão neuromuscular, testes de 

avaliação da força muscular foram realizados. Os animais VAChT KD
HET

 apresentavam 

desempenho semelhante aos WT. Contudo, os VAChT KD
HOM

 apresentavam 

importante déficit de força muscular, reversível à aplicação de piridostigmina, um 

inibidor da AChE periférica, uma vez que esse fármaco não atravessa a barreira 

hematoencefálica. Aliando-se às alterações eletrofisiológicas e de força muscular, os 

VAChT KD
HOM

 também apresentavam déficits na liberação de ACh no cérebro e 

obtinham piores resultados em testes de aprendizado e desempenho motor que exigiam 

atividade física sustentada. Portanto, estes animais apresentavam um quadro de 

síndrome miastênica (Prado et al., 2006). 

Processos patológicos que afetam a JNM são relativamente comuns. Dentre uma 

grande variedade de desordens, a mais comum consiste na miastenia gravis autoimune, 

a qual é uma doença adquirida. Um grupo menos comum, mas importante e de 

características hereditárias, consiste nas desordens congênitas da JNM, conhecidas 
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como Síndromes Miastênicas Congênitas (SMC). Estas desordens são causadas por 

defeitos em componentes específicos da JNM e são caracterizadas pelo 

comprometimento na transmissão neuromuscular (Engel et al., 2003; Nogajski et al., 

2008). As SMC podem ser classificadas de acordo com: 1) as características de herança 

genética; 2) a proteína de placa motora que está alterada; ou 3) o local do defeito 

(componente pré-sináptico, lamina basal sináptica (fenda sináptica) ou componente pós-

sináptico) (Engel, 2012). De particular interesse para nós são as alterações pré-

sinápticas que culminam com o quadro de SMC. Até o momento, foram descritos quatro 

tipos pré-sinápticos de SMC humana, a saber: deficiência de ChAT; escassez de VSs 

com redução da liberação quântica de ACh; síndrome congênita semelhante à doença de 

Lambert-Eaton, está última caracterizada por autodestruição imunológica dos canais 

para cálcio sensíveis à voltagem presentes nas zonas ativas pré-sinápticas e; um tipo de 

SMC com liberação quantal de ACh reduzida devido a um mecanismo ainda não 

definido (Bady et al., 1987; Engel et al., 2002; Engel, 2012). Interessantemente, esses 

quatro subtipos de SMC compartilham uma característica em comum, todos levam a um 

comprometimento na liberação de ACh na JNM. 

A ACh é um neurotransmissor extremamente importante no desenvolvimento e 

funcionamento do SNC e periférico. Alterações na neurotransmissão colinérgica estão 

associadas com uma variedade de desordens neurológicas tais como a doença de 

Alzheimer, esquizofrenia, doença de Parkinson, epilepsia, déficit de atenção e 

hiperatividade e alguns tipos de SMC (Bartus et al., 1982; Coyle et al., 1983; Bady et 

al., 1987; Maselli et al., 2001; Engel et al., 2002; Misgeld et al., 2002; Brandon et al., 

2003; Mesulam, 2004; Engel, 2012). Os efeitos da ACh na sinalização neural e 

comportamento dependem da quantidade de neurotransmissor liberado (Prado et al., 

2006; de Castro et al., 2009 b; Schmid et al., 2011; Guidine et al., 2008; Capettini et al., 

2011). A ACh desempenha um papel importante durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso (Misgeld et al., 2002; Brandon et al., 2003; de Castro et al., 2009 a) e, a 

liberação deste neurotransmissor depende de sua internalização em VSs (Katz, 1971; 

Parsons, 2000). Assim, a expressão do VAChT e o preenchimento de VSs com ACh 

podem representar um ponto-chave na regulação da transmissão colinérgica e podem 

determinar importantes alterações morfológicas e funcionais na JNM. 

De fato, camundongos Knockout (VAChT 
del/del

) para o gene do VAChT, 

gerados também pela equipe do professor Marco Antônio Prado, exibem uma série de 

alterações interessantes. Estudos eletrofisiológicos em preparações musculares de 
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diafragma destes animais mostraram, surpreendentemente, que os camundongos 

VAChT 
del/del

 apresentavam eventos espontâneos (MEPPs) com amplitude e frequência 

reduzidas (de Castro et al., 2009). Além disso, os camundongos VAChT 
del/del

 

apresentavam níveis elevados de RNAm para as proteínas ChAT e para o CHT1, 

acompanhados de aumento na expressão destas próprias proteínas. Adicionalmente, os 

animais VAChT 
del/del

 ainda exibiam um aumento no conteúdo citoplasmático de ACh, 

aumento da ramificação nervosa sobre o diafragma e distribuição desorganizada dos 

agrupamentos de receptores nicotínicos para a ACh em preparações de JNM de 

diafragma (de Castro et al., 2009).  No entanto, estes animais morrem logo após o 

nascimento, indicando que a liberação de ACh armazenada em VSs pelo VAChT é 

essencial à sobrevivência e tornando este modelo excelente para estudos sobre as 

consequências do déficit colinérgico causado pela abolição da expressão do VAChT 

durante o desenvolvimento pré-natal da JNM, mas inviabilizando-o para estudos 

durante o qualquer idade do desenvolvimento pós-natal. 

Diante das observações descritas anteriormente, tornou-se de grande 

relevância investigar quais seriam as implicações da expressão reduzida do gene do 

VAChT e consequente redução do conteúdo quântico de ACh sobre a forma e função da 

JNM madura, levando-se em consideração a possibilidade de importantes modificações 

compensatórias nos componentes pré e pós-sinápticos do desenvolvimento animal. Para 

tanto, nós realizamos um estudo morfofuncional de JNM neuromusculares de diafragma 

dos camundongos VAChT KD
HOM

, tendo em vista a longevidade normal deste modelo 

animal. 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo Geral 

 Avaliar as alterações morfofuncionais dos elementos pré e pós-sinápticos de 

JNM de diafragma de camundongos adultos com disfunção colinérgica decorrente da 

expressão reduzida do gene do transportador vesicular de ACh (VAChT). 

2.2. Objetivos Específicos 

- Realizar, no plano ultraestrutural, análise qualitativa e quantitativa das 

possíveis alterações morfológicas dos elementos pré e pós-sinápticos de JNM de 

diafragma em camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 na idade adulta; 

- Realizar, no plano ultraestrutural, análise qualitativa e quantitativa da 

exo/endocitose de VSs em terminais motores pré-sinápticos em repouso em 

camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 na idade adulta; 

- Realizar, no plano ultraestrutural, análise quantitativa da exo/endocitose de 

VSs em terminais motores pré-sinápticos sob diferentes estímulos em camundongos 

VAChT WT e VAChT KD
HOM

 na idade adulta; 

- Realizar, no plano ultraestrutural, análise quantitativa da distribuição de VSs 

em terminais motores pré-sinápticos em repouso e sob diferentes estímulos em 

camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 na idade adulta; 

- Realizar, no plano ultraestrutural, análise qualitativa e quantitativa do aspecto 

morfológico das VSs em terminais motores pré-sinápticos em repouso e sob estímulo 

em camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 na idade adulta. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Animais 

Para a realização deste estudo nós utilizamos linhagens de camundongos 

C57BL/6J selvagens (VAChT WT) e com expressão reduzida (knockdown 

homozigotos) do VAChT (VAChT KD
HOM

) na idade adulta (3 meses), geradas pela 

equipe do professor Marco Antônio Prado, utilizando técnicas de recombinação 

homóloga baseadas no sistema Cre-LoxP (Prado et al., 2006). Essas linhagens de 

camundongos transgênicos encontram-se no biotério do Departamento de Fisiologia e 

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

Fonseca, colaboradora deste projeto. 

 

3.2. Registros eletrofisiológicos de MEPPs 

 

  Para avaliarmos os efeitos da solução hipertônica de sacarose (500 mM) sobre a 

liberação espontânea de ACh nós realizamos experimentos de eletrofisiologia para 

registrar os MEPPs em preparações musculares de camundongos VAChT WT e VAChT 

KD
HOM

 na idade adulta. Os experimentos foram realizados à temperatura ambiente (22-

24°C), utilizando o músculo diafragma alocado em uma placa acrílica contendo o fundo 

coberto por gel de silicone Sylgard
®

, fixado com alfinetes entomológicos e banhado em 

solução Ringer normal e aerada com uma mistura de 5% CO2/ 95% O2. Os músculos 

foram incubados na presença μ-Conotoxina GIIIB (0.37 μM), um bloqueador seletivo 

de canais para sódio voltagem dependentes, presentes na membrana muscular, que foi 

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

registros dos MEPPs foram realizados durante 10 minutos na presença da solução 

Ringer normal contendo μ-Conotoxina. Após este tempo a solução de Ringer normal foi 

substituída por uma solução Ringer contendo alta concentração de sacarose (500 mM) e 

μ-conotoxina, através de um sistema de perfusão e os MEPPs foram registrados 

continuamente durante mais 10 minutos. Para medir os potenciais de placa motora um 

microeletrodo acoplado a uma sonda ligada a um amplificador foi inserido em uma fibra 

muscular nas proximidades da JNM. A localização do empalamento (inserção do 

microeletrodo na fibra muscular) com relação à placa motora foi avaliada de acordo 

com o formato dos MEPPs, os quais devem apresentar tempo para atingir o pico menor 
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que 1 milissegundo. Deste modo, o registro foi realizado o mais próximo possível da 

JNM, com o mínimo de perda eletrotônica e com uma proporção sinal / ruído adequada, 

permitindo a visualização clara e total do potencial registrado. O potencial de placa 

motora, que reflete a liberação de ACh, foi avaliado pela técnica de micropunção, na 

qual são medidas as variações de voltagens intracelulares. Os microeletrodos utilizados 

foram fabricados com capilares de borosilicato e apresentavam resistências entre 8 e 15 

megaohm (MΩ) quando preenchidos com solução de KCl (3M). Os registros foram 

avaliados pela diferença do eletrodo de referência (denominado zero ou aterramento) 

em relação ao eletrodo de registro. O sinal era enviado ao amplificador I (Axopatch-200 

– Molecular Devices), os registros eram filtrados a 5 KHz (passa-baixa) e amplificados 

50x antes de serem digitalizados. Os sinais digitalizados foram registrados pelo 

programa WinEDR (John Dempster, University of Strathclyde). Nós avaliamos a 

amplitude e a frequência dos MEPPs na mesma fibra muscular. Um potencial de 

repouso de -70 mV foi padronizado para a análise da amplitude. Os dados foram 

expressos como média ± erro padrão da média e a análise estatística foi realizada pela 

aplicação do teste t-Student não pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

3.3. Marcação com FM1-43 fx e α-bungarotoxina 

 

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

camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

, seccionado em dois hemidiafragmas e os 

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

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

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

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

mistura de 5% CO2/ 95% O2. 

As preparações foram então marcadas com α-bungarotoxina – Alexa Fluor 594 

na concentração de 12 μM (Betz et al., 1992; Marques et al., 2000), para visualização 

de aglomerados de receptores nicotínicos para ACh na membrana pós-sináptica e, 

também, com o marcador fluorescente FM1-43 fx (análogo fixável do FM1-43) na 

concentração de 4 μM, para visualização dos terminais pré-sinápticos através da 

marcação das VSs em reciclagem. 
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A utilidade dos marcadores FM deve-se às características estruturais 

fundamentais da molécula. Primeiro, a região da cauda é lipofílica e faz com que o 

marcador ligue-se a lipídios e outros domínios hidrofóbicos. Segundo, a região central 

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

contidas entre os dois anéis determina o espectro de fluorescência do marcador. 

Terceiro, o grupamento da cabeça, positivamente carregado, evita que o marcador 

atravesse completamente a membrana (Figura 17A). Finalmente, os marcadores FM 

tornam-se 300 vezes mais fluorescentes quando ligados à bicamada lipídica se 

compararmos quando ele se encontra em solução e é essa característica que nos permite 

visualizar endocitose (ganho de fluorescência) e exocitose (perda de fluorescência) em 

preparações extra-vivo. (Brumback et al., 2004; Gaffield and Betz, 2006). 

De uma maneira sucinta, após a obtenção de uma preparação neuromuscular 

devidamente alocada em solução contendo marcador, aplica-se um estímulo que evoca a 

exocitose das vesículas sinápticas. Estas então liberam seu conteúdo no meio 

extracelular e ocorre a exposição da face luminal da membrana para o meio durante a 

exocitose. O corante então se liga ao folheto interno da membrana das vesículas e é 

internalizado durante endocitose compensatória (Figura 17B). Em seguida, o meio 

externo é lavado retirando-se o excesso de marcador que não foi endocitado e 

permaneceu ligado externamente à membrana do terminal axonal (Figura 17C). 

Posteriormente, a preparação é examinada por microscopia de fluorescência permitindo 

a visualização das estruturas endocitadas marcadas, sob a forma de aglomerados 

vesiculares (Figura 18A) (Gaffield and Betz, 2006). 
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Figura 17: O marcador fluorescente FM1-43 é utilizado para monitoramento dos passos de endocitose e 

exocitose de vesículas sinápticas em terminais nervosos. (A) Estrutura molecular da sonda fluorescente FM1-43. 

(B) Marcação da membrana do terminal pré-sináptico com o FM1-43 adicionado à solução salina. O neurônio foi 

estimulado na presença de FM1-43. Notar que a membrana que originou uma nova vesícula sináptica está marcada 

com a sonda. (C) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que não foram internalizadas. (Adaptado a partir 

de Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel et. al., 2006). 

 

 

Em nosso estudo, para realizar a marcação com FM1-43 fx foi empregado o 

estímulo com solução hipertônica de sacarose (500 mM) durante 10 minutos, o qual 

recruta o aglomerado de VSs do RRP. Após a estimulação a preparação foi mantida em 

repouso por 10 minutos para garantir a captação máxima de FM1-43 fx durante 

endocitose compensatória. O excesso de FM1-43 fx aderido à membrana do terminal 

sináptico e à membrana da célula muscular foi removido durante um período de 

lavagem da preparação em Ringer contendo Advasep-7 (1 mM, um composto utilizado 

para remover background indesejado) e isento de marcador por no mínimo 30 minutos. 

As preparações foram fixadas em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 0.1 M por 

no mínimo 60 minutos. Após a fixação os músculos foram lavados com glicina em 

tampão fosfato (0.1 M) para redução do sinal fluorescente do fixador. Finalmente, os 

músculos foram seccionados em dois hemidiafragmas e montados em lâmina de vidro 

usando o meio de montagem ProLong® Gold (Invitrogen, SP, Brasil) (Figura 18). 
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Figura 18: A junção neuromuscular de diafragma de camundongo adulto à microscopia de fluorescência 

confocal. A - Terminais pré-sinápticos marcados com FM 1-43 fixável (verde). B - Aglomerados de receptores 

nicotínicos para acetilcolina (vermelho), localizados nas dobras da membrana muscular pós-sináptica. C - 

Sobreposição das imagens A e B, mostrando a perfeita colocalização dos elementos sinápticos da junção 

neuromuscular de diafragma de um camundongo adulto.  Os componentes sinápticos apresentam padrão de 

alinhamento linear ao longo do tecido muscular (cinza). Cada fibra muscular é inervada por apenas um terminal 

motor. (Barra de escala = 50 µm). Imagens obtidas através de microscópio confocal (Leica SP5®). (Hermann A. 

Rodrigues). 

 

3.4. Obtenção e análise de imagens através de microscopia confocal 

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

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

510), localizado no Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-

UFMG. Utilizamos a objetiva de imersão em óleo de 40x (abertura numérica 1.30). A 

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

espectro de emissão foi fixado em 510-580 nm para FM 1-43 fx e 610-680 para α-

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

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

digitalizados e as imagens foram obtidas a partir de áreas do músculo que apresentaram 

JNMs marcadas. As análises quantitativas dos elementos pré e pós-sinápticos foram 

realizadas com o software Image J. Para análise da intensidade de fluorescência, as 

imagens foram convertidas para o formato da escala de cinza de 8 bits e cada elemento 

marcado foi avaliado individualmente, sendo que a fluorescência média dos elementos 

sinápticos de cada animal foi considerada para a comparação entre os genótipos. Os 

gráficos foram elaborados utilizando o software Prisma 4.0 e os dados foram analisados 

pelo teste t-Student não pareado. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 
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3.5. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Para os experimentos de caracterização das JNMs de diafragma os camundongos 

VAChT WT e VAChT KD
HOM

 adultos foram submetidos à perfusão cardíaca com uma 

solução de tampão de cacodilato de sódio 0.1M, contendo paraformaldeído 4,0% e 

glutaraldeído 2,5% (pH 7.4) (solução fixadora de Karnovsky modificada). Para os 

experimentos nos quais avaliamos a reciclagem dos aglomerados de VSs de reciclagem 

total (Total Recycling Pool - TRP) foi realizada a aplicação de estímulo elétrico 

despolarizante (20 Hz) disparado no nervo frênico através de um eletrodo de sucção 

durante 5 minutos e os músculos foram imediatamente fixados por imersão em solução 

fixadora de Karnovsky modificada. Para o monitoramento da reciclagem das VSs do 

aglomerado de liberação rápida (Readily Releasable Pool – RRP) nós utilizamos como 

estímulo a aplicação de solução hipertônica de sacarose (500 mM) (Rosenmund and 

Stevens, 1996) durante 10 minutos, seguidos por mais 10 minutos de repouso em 

solução Ringer normal, mimetizando o protocolo descrito acima para os experimentos 

de microscopia confocal. Logo após o tempo de repouso os músculos foram fixados por 

imersão em solução fixadora de Karnovsky modificada. Para os experimentos nos quais 

avaliamos os efeitos da redução do preenchimento das VSs sobre o aspecto morfológico 

das mesmas, nós incubamos as preparações neuromusculares com (±)-vesamicol (4μM), 

um inibidor específico do VAChT, durante aplicação de estímulo elétrico (Whitton et 

al., 1986) e após o estímulo as preparações foram imediatamente fixadas para 

microscopia eletrônica de transmissão. Após a realização de todos os protocolos 

experimentais citados anteriormente, o músculo diafragma, depois de submetido a um 

dos respectivos tratamentos, permaneceu em fixação por imersão na solução fixadora de 

Karnovsky modificada por no mínimo 12 horas a 4º C. Após fixados, os músculos 

foram recortados em fragmentos de cerca de 3 mm de comprimento próximos à 

ramificação principal do nervo frênico (Figura 19). 
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Figura 19: Esquema ilustrativo do modo de obtenção dos fragmentos de músculo diafragma fixado, para 

processamento para microscopia eletrônica de transmissão. A – Desenho esquemático do músculo diafragma, 

evidenciando a inervação bilateral pelo nervo frênico. O músculo é dividido em dois hemidiafragmas. A área 

delimitada em vermelho representa um hemidiafragma com sua inervação. B - O hemidiafragma destacado em A é 

recortado nas áreas próximas ao tronco principal do nervo frênico, como destacado pelos retângulos vermelhos, pois 

estas áreas são ricas em JNMs. C - As áreas ricas em JNMs extraídas do hemidiafragma em B são recortadas em 

fragmentos retangulares de cerca de 3 mm de comprimento. Estes pequenos fragmentos são então destinados ao 

protocolo descrito acima para MET, a partir da osmicação. (Desenho adaptado a partir de Comerford and Fitzgerald, 

1986). 
 

Em seguida, os fragmentos foram pós-fixados em tetróxido de ósmio 2% em 

tampão cacodilato 0.1M (pH 7.4) por 90 minutos a 4 °C. Ferrocianeto de potássio foi 

adicionado a esta solução na concentração 1,6% (solução de tetróxido de ósmio 

reduzido) para evidenciar membranas celulares. Os tecidos foram lavados em solução 

de tampão cacodilato 0.1M em três banhos de 10 minutos à temperatura ambiente. Os 

músculos foram contrastados “em bloco” por imersão em acetato de uranila 2% 

overnight à 4º C. Em seguida, os músculos foram lavados com água deionizada por 10 

minutos em temperatura ambiente e desidratados em uma série ascendente de etanol 

(35, 50, 70, 85, 95 e 100%) e acetona absoluta à temperatura ambiente. Posteriormente 

foi realizada uma pré-infiltração em resina epon diluída em acetona, nas respectivas 

proporções: 1:2, 1:1 e 2:1, na ausência do polimerizador. Por fim, os fragmentos foram 

infiltrados e incluídos em resina epon, contendo o polimerizador DMP-30, por no 

mínimo 2 horas à temperatura ambiente, 1 hora em estufa de 40º C e 48 horas em estufa 

de 60º C. Após a polimerização dos blocos de resina contendo os fragmentos do tecido 

foi realizada a ultramicrotomia com navalha de vidro (cortes semifinos de 300 nm) para 

seleção das áreas de interesse, as quais apresentavam grande potencial para conter 

junções neuromusculares (Figura 20A). Em seguida, foi realizada a ultramicrotomia 

com navalha de diamante (cortes ultrafinos de 50 nm) apenas da região selecionada. Os 

cortes foram montados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e para a coleta das 
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secções seriadas foram utilizadas telas de cobre sem grades, porém cobertas por 

películas de formvar. Por fim, as telas coletadas contendo secções de 50 nm foram 

contrastadas com citrato de chumbo (solução de Reynolds) para posterior visualização 

(Figura 20B). 

 

Figura 20 – Localização de áreas no músculo diafragma com grande potencial para conter junções 

neuromusculares. A – Imagem representativa de um corte semifino de músculo diafragma mostrando áreas ricas em 

fibras nervosas derivadas do nervo frênico, como a delimitada pelo retângulo verde, localizadas entre as fibras 

musculares. Barra de escala = 50 μm. Coloração: azul de toluidina. Durante o desenvolvimento deste trabalho, nós 

observamos que estas são as melhores áreas para encontrar junções neuromusculares. B – Elétron-micrografia 

representativa da região delimitada pelo retângulo verde em A. Aqui nós observamos o perfil completo de uma fibra 

muscular estriada esquelética no centro da imagem, em corte transversal, contendo dois perfis de junções 

neuromusculares (cabeças de setas verdes apontando dois terminais pré-sinápticos de neurônios motores inervando a 

fibra muscular). No lado inferior esquerdo notamos a presença de duas fibras nervosas mielinizadas (seta verde). 

Barra de escala = 10 μm. Aumento 2.000 x. (Hermann A. Rodrigues).  
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3.6. Obtenção e análise das elétron-micrografias de transmissão 

A obteção das elétron-micrografias digitais dos cortes ultrafinos foi realizada 

através do microscópio eletrônico de transmissão Tecnai-G2-Spirit-FEI/Quanta, com 

voltagem de aceleração de 120 kV do Centro de Microscopia da UFMG ou do 

microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 10, com voltagem de aceleração de 80 

kV localizado no CAPI do ICB-UFMG.  

A análise das imagens de microscopia eletrônica de transmissão e a mensuração 

dos perfis de terminais nervosos (área de secção transversa), comprimento dos perfis de 

membrana muscular pós-sináptica, assim como a quantificação, distribuição e 

mensuração das VSs, foram realizadas utilizando-se os programas Image J, Image Pro 

Plus
®

 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), AxioVision 4.8 (Carl Zeiss) e 

Microsoft Excel. A densidade total de VSs foi calculada pela relação do número de 

vesículas pela área de secção transversa dos perfis de terminais e a densidade de 

vesículas ancoradas nos perfis de zonas ativas foi determinada pelo número de vesículas 

localizadas dentro de uma área circunscrita, com raio de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 

nm, tendo como centro a região de zona ativa pré-sináptica (Becherer et al., 2001; Han 

et al., 2011). Para o cálculo de circunferência de VSs foi utilizada a seguinte fórmula 

descrita por Van der Kloot e colaboradores (2002): circunferência = 2π [(d1
2
 + d2

2
)/2]

0.5
, 

na qual d1 corresponde ao maior diâmetro da vesícula e d2 corresponde ao maior 

diâmetro em ângulo reto com d1. Para o cálculo de formato das vesículas foi utilizada a 

seguinte formula descrita por Croft e colaboradores (2005): formato = (4 x π x área) / 

(perímetro)
2
, considerando o valor de um círculo perfeito próximo de 1.0. (Figura 21). 

Os valores obtidos foram convertidos em representações gráficas através do programa 

GraphPad Prism 4.0. A análise estatística foi realizada pela aplicação do teste t-Student 

não pareado ou ANOVA one-way com pós-teste de Tukey. Os valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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Figura 21 – Esquemas ilustrativos das formas de análise das elétron-micrografias dos elementos sinápticos das 

junções neuromusculares. A – Representações esquemáticas das formas de análises dos perfis de terminais nervosos 

(contorno vermelho), dos perfis de dobras juncionais pós-sinápticas (contorno amarelo) e contagem do número de 

vesículas sinápticas (algumas foram marcadas em azul para demonstração). B – Representação esquemática da 

quantificação do número de vesículas localizadas próximas às zonas ativas pré-sinápticas. Círculos com raios de 50, 

100, 150, 200, 250 e 300 nm, tendo como centro a região de zona ativa eram desenhados sobre os perfis de terminais 

nervosos e as vesículas contidas em cada uma dessas demarcações eram contadas. C – Representação da forma de 

mensuração da circunferência das vesículas sinápticas. Nós desenhávamos dois traços sobre as vesículas, incluindo 

sua membrana plasmática; um correspondente ao maior diâmetro da vesícula (d1) e outro corresponde ao diâmetro em 

ângulo reto com d1. A aplicação da fórmula descrita por Van der Kloot et al. (2002) nos fornecia o valor da 

circunferência (representada pelo contorno vermelho sobre as vesículas). D – Representação da forma de análise do 

formato das vesículas sinápticas. Nós contornávamos cada vesícula e obtínhamos os valores de área e perímetro, que 

eram então aplicados à fórmula descrita por Croft et al. (2005), a qual nos fornecia valores entre 0 e 1, sendo que 

valores mais próximos de 1 representavam vesículas mais arredondadas. Todas as elétron-micrografias utilizadas 

nestes esquemas representativos foram obtidas pelo autor durante o desenvolvimento deste trabalho.  
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4. Resultados 

4.1. As JNMs de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam aspecto 

morfológico normal, mas alteração na distribuição de VSs na ausência de 

estimulação 

A fim de determinar os efeitos da expressão reduzida do VAChT sobre o aspecto 

morfológico da JNM nós utilizamos a microscopia eletrônica de transmissão para 

examinar e caracterizar, de forma inédita, a ultraestrutura de placas motoras do músculo 

diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 adultos. Nós encontramos que os 

elementos sinápticos das JNM de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam aspecto 

ultraestrutural geral idêntico ao dos animais VAChT WT (Figura 22A e B). Quando 

mensuramos o tamanho dos perfis de terminais pré-sinápticos nós observamos que não 

existia diferença na área de secção transversa dos perfis de terminais nervosos 

encontrados entre os camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 (Figura 23A). 

Considerando que camundongos knockout para o transportador vesicular de glutamato 

do tipo 1 (VGLUT1 KO) apresentam redução no número de VSs em terminais nervosos 

glutamatérgicos (Fremeau Jr. et al., 2004 a), nós questionamos se a redução na 

expressão do VAChT poderia ter um efeito similar sobre o número de VSs nos 

terminais motores colinérgicos. Contudo, nós não encontramos diferença no número de 

VSs/μm
2
 de terminal entre os camundongos VAChT WT e VAChT KD

HOM
 (Figura 

23B). Nós também mensuramos o comprimento dos perfis das dobras juncionais pós-

sinápticas, considerando possíveis alterações compensatórias da célula muscular em 

decorrência do déficit colinérgico, mas também não observamos diferenças entre os 

genótipos (Figura 23C). Considerando que acetilcolina liberada através da exocitose de 

VSs é o principal sinal neuronal que dispara respostas a partir dos receptores 

colinérgicos pós-sinápticos e então regula a diferenciação pós-sináptica e coordena a 

maturação sináptica (Misgeld et al., 2002; Witzemann, 2006), nossos resultados 

sugerem, portanto, que a expressão reduzida do VAChT assegura uma liberação mínima 

de acetilcolina que é suficiente para manter o desenvolvimento e a formação normal das 

sinapses neuromusculares nos camundongos VAChT KD
HOM

. 
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Figura 22 – Elétron-micrografias de transmissão do perfil de duas JNMs de diafragma de camundongos 

VAChT WT (A) e VAChT KD
HOM

 (B) na ausência de estímulo. Barra de escala = 1 μm. Aumento 20.000x. 
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Figura 23 – A expressão reduzida do VAChT não induz alterações no aspecto morfológico geral das JNMs de 

diafragma nos camundongos VAChT KD
HOM

: A - Gráfico mostrando o tamanho da área de secção transversa dos 

perfis de terminais pré-sinápticos em μm2. B - Gráfico comparando a relação do número de VSs por μm2 de perfil de 

terminal pré-sináptico. C - Gráfico exibindo o comprimento total dos perfis de dobras da membrana pós-sináptica 

(μm). (Nós analisamos, no mínimo, 25 JNMs de 5 animais individuais por genótipo. Os resultados são expressos 

como média ± erro padrão da média (EPM)). 
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Durante as análises morfométricas para a caracterização das JNMs nós 

percebemos uma alteração na distribuição das VSs localizadas próximas às zonas ativas 

pré-sinápticas nos terminais nervosos dos camundongos VAChT KD
HOM

 quando 

comparados aos WT (Figura 24A e B – círculos). A partir dessa observação nós 

analisamos, de forma quantitativa, a distribuição das VSs dentro dos perfis de terminais 

motores de ambos os genótipos e confirmamos que os camundongos VAChT KD
HOM

 

apresentavam uma alteração na distribuição de VSs localizadas a diferentes distâncias 

graduais a partir das zonas ativas pré-sinápticas quando comparados com os 

camundongos VAChT WT (Figura 24C e Tabela 1). As figuras 25A e B ilustram uma 

sequência de quatro cortes seriados (50 nm de espessura) de JNM dos camundongos 

VAChT WT e VAChT KD
HOM

, respectivamente, que possibilitam acompanhar com 

mais precisão a distribuição das VSs nos terminais motores. Estes resultados sugerem 

que o VAChT tem um papel importante na distribuição de VS nos terminais motores de 

diafragma. 

 

 

Tabela 1 – Média ± Erro Padrão da Média do número de VSs localizadas a diferentes 

distâncias a partir das zonas ativas, na ausência de estimulação. 

 
 

 
 

 50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm 

WT 6.2 ± 0.9 12.2 ± 2.0 16.9 ± 2.5 23.1 ± 3.0 29.1 ± 3.5 34.9 ± 4.0 

KD
HOM

 2.8 ± 0.6 6.3 ± 1.0 9.5 ± 1.7 13.5 ± 2.2 16.6 ± 2.9 20.0 ± 3.6 
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Figura 24 – Os terminais motores de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam distribuição 

alterada de VSs próximas às zonas ativas na ausência de estimulação: A e B - Imagens representativas do perfil 

de dois terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT KDHOM, 

respectivamente, na ausência de estímulo, mostrando a distribuição de VSs localizadas a diferentes distâncias 

próximas das zonas ativas (os círculos representam as distâncias de 50 nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]). 

Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x. C - Gráfico mostrando as médias do número de VSs localizadas a 

diferentes distâncias a partir das zonas ativas pré-sinápticas. Nós analisamos, no mínimo, 25 perfis JNMs de 5 

animais individuais por genótipo. Todos os perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizados para a 

quantificação. Os resultados são expressos como média ± EPM. * = p<0.05, teste t-Student não pareado. 
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Figura 25 – A distribuição de VSs em terminais motores de diafragma na ausência de estimulação: A e B - 

Quatro secções seriadas do perfil de JNMs de animais VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente, mostrando 

áreas sem VSs (*) nas zonas ativas dos terminais motores dos animais VAChT KDHOM. Barra de escala = 500 nm. 

Aumento 50.000x. 
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4.2. A expressão reduzida do VAChT altera a distribuição de VSs em JNMs 

estimuladas eletricamente 

A partir dos resultados descritos anteriormente mostrando uma alteração na 

distribuição de VSs nos terminais motores de diafragma dos animais VAChT KD
HOM

, 

nós decidimos avaliar se a reciclagem e distribuição das VSs estariam alteradas após 

diferentes formas de estimulação dos terminais pré-sinápticos. Considerando que os 

animais VAChT KD
HOM

 apresentam uma menor recuperação da depressão sináptica 

induzida por estímulo tetânico (Lima et al., 2010), que pode estar relacionada com uma 

alteração na reciclagem vesicular, nós utilizamos a técnica de MET para avaliarmos a 

reciclagem e distribuição das VSs do aglomerado de reciclagem total (TRP) mediante 

aplicação de estímulo elétrico despolarizante (20 Hz / 5 min). As figuras 26A e B 

mostram imagens representativas de perfis de JNMS de camundongos VAChT WT e 

VAChT KD
HOM

 após estímulo elétrico despolarizante aplicado no nervo frênico. Nós 

não encontramos diferença no número de VSs/μm
2
 de terminal entre os genótipos 

estudados (Figura 26C). Entretanto, nós observamos que as JNMs dos camundongos 

VAChT KD
HOM

 continuavam apresentando uma alteração na distribuição de VSs 

localizadas a diferentes distâncias das zonas ativas pré-sinápticas após estimulação 

elétrica (Figuras 27A e B – círculos). As análises quantitativas confirmaram que os 

camundongos VAChT KD
HOM

 apresentavam uma alteração na distribuição das 

vesículas localizadas a diferentes distâncias graduais a partir das zonas ativas pré-

sinápticas quando comparados com os camundongos VAChT WT (Figura 27C e 

Tabela 2). As figuras 28A e B ilustram uma sequência de quatro cortes seriados (50 

nm de espessura) de JNMs dos camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

, 

respectivamente, após estimulação elétrica, que possibilitam acompanhar com mais 

precisão a distribuição das VSs nos terminais motores. Estes resultados sugerem que a 

expressão reduzida do VAChT não compromete a reciclagem das VSs do TRP, mas 

altera a distribuição vesicular nos terminais motores de diafragma dos animais VAChT 

KD
HOM

. 

 

Tabela 2 – Média ± Erro Padrão da Média do número de VSs localizadas a diferentes 

distâncias a partir das zonas ativas, após estimulação elétrica. 
 
 
 

 50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm 

WT 2.7 ± 0.3 4.3 ± 0.4 5.9 ± 0.2 7.5 ± 0.4 9.1 ± 0.6 10.6 ± 1.0 

KD
HOM

 1.6 ± 0.1 2.7 ± 0.1 3.6 ± 0.1 4.7 ± 0.4 5.5 ± 0.6 6.4 ± 1.0 
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Figura 26 – A expressão reduzida do VAChT não compromete a reciclagem de VSs do TRP após estimulação 

elétrica: A e B - Imagens representativas do perfil de duas JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e 

VAChT KDHOM, respectivamente, após estimulação elétrica de 20 Hz por 5 minutos.  Barra de escala = 1 μm. 

Aumento 20.000x. C - Gráfico comparando a relação do número de VSs por μm2 de perfil de terminal pré-sináptico. 

Nós analisamos, no mínimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genótipo.  
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Figura 27 – A expressão reduzida do VAChT altera a distribuição vesicular nos terminais motores de 

diafragma após estimulação elétrica: A e B - Imagens representativas do perfil de dois terminais pré-sinápticos de 

JNMs de diafragma de camundongos dos referidos genótipos após o mesmo tratamento supracitado, mostrando a 

distribuição de VSs localizadas a diferentes distâncias das zonas ativas (os círculos representam as distâncias de 50 

nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]). Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x. C - Gráfico mostrando 

as médias do número de VSs localizadas a diferentes distâncias a partir das zonas ativas pré-sinápticas. Nós 

analisamos, no mínimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genótipo. Todos os perfis de zonas ativas 

visualizadas integralmente foram utilizados para a quantificação. Os resultados são expressos como média ± EPM. * 

= p < 0.05; ** p = 0.005; *** p = 0.0006, teste t-Student não pareado. 
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Figura 28 – A distribuição de VSs em terminais motores de diafragma após estimulação elétrica: A e B - Quatro 

secções seriadas do perfil de JNMs de animais VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente, mostrando áreas sem 

VSs (*) nas zonas ativas dos terminais motores dos animais VAChT KDHOM. Barra de escala = 500 nm. Aumento 

50.000x.  
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4.3. As JNMs de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam 

alteração na reciclagem e distribuição de VSs após estimulação hipertônica com 

sacarose 

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que os 

camundongos VAChT KD
HOM

 apresentavam pronunciado defeito na transmissão 

neuromuscular, caracterizada por uma redução na liberação espontânea de ACh, a qual é 

independente de cálcio (Prado et al., 2006; Lima et al., 2010). Além disso, Lima e 

colaboradores (2010) sugeriram que a redução na frequência de MEPPs observada para 

os animais KD
HOM

 seria o resultado de uma competição entre VSs contendo acetilcolina 

e vesículas desprovidas de neurotransmissor, pelos sítios de liberação pré-sinápticos. 

Considerando que tais sítios de liberação são ocupados por VSs aptas para a exocitose 

rápida, ou seja, aquelas que compõem o aglomerado RRP, nós utilizamos solução 

hipertônica de sacarose (500 mM) para avaliar a reciclagem das VSs do aglomerado de 

liberação rápida, pois esta forma de estimulação também independe da participação de 

íons cálcio (Rosenmund and Stevens, 1996; Sara et al., 2002). 

Utilizando a técnica de registro eletrofisiológico de MEPPs nós monitoramos, de 

uma forma indireta, a liberação de ACh induzida por sacarose hipertônica aplicada 

sobre o diafragma de camundongos VAChT KD
HOM 

e comparamos com
 
os WT.  As 

figuras 29A e B mostram dois registros representativos dos MEPPs obtidos a partir de 

preparações neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT 

KD
HOM

, respectivamente, ao final de 10 minutos na presença de solução hipertônica de 

sacarose (500 mM). A frequência de MEPPs antes da estimulação foi de 0.4 ± 0.1 s
-1

 

(média ± EPM) para VAChT WT e 0.7 ± 0.1 s
-1

 para VAChT KD
HOM

. Após 10 minutos 

de estimulação hipertônica a frequência de MEPPs nos WT foi cerca de 16.2 ± 3.7 

(média ± EPM) vezes maior que a frequência de pré-incubação, enquanto que nos 

KD
HOM

 a frequência aumentou apenas 3.1 ± 0.8 vezes a partir dos valores de pré-

incubação (Figura 29C). A amplitude dos MEPPs antes da estimulação foi de 1.1 ± 0.2 

mV (média ± EPM) para VAChT WT e 1.0 ± 0.2 mV para VAChT KD
HOM

. A aplicação 

de solução hipertônica de sacarose induziu uma redução na amplitude de MEPPs nos 

animais VAChT KD
HOM

, observada desde o primeiro minuto de estimulação (Figura 

29D). Estes dados sugerem que sob a estimulação hipertônica, o preenchimento 

vesicular não pode ser mantido durante a liberação de neurotransmissores e que os 

animais VAChT KD
HOM

 liberam vesículas parcialmente preenchidas. Além disso, a 



76 

 

redução na frequência de MEPPs que ocorre posteriormente pode refletir um 

comprometimento da reciclagem de VSs do RRP durante a aplicação do estímulo 

hipertônico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 – A expressão reduzida do VAChT determina alterações na liberação de ACh induzida por estímulo 

hipertônico com sacarose: A e B – Registros representativos de MEPPs obtidos a partir de preparações 

neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente. Ambos os registros 

representam a frequência de MEPPs ao final de 10 minutos de estimulação com solução hipertônica de sacarose (500 

mM). C – Gráfico comparando a frequência de MEPPs registrados no músculo diafragma de camundongos VAChT 

WT  e VAChT KDHOM durante 10 minutos na presença de solução hipertônica de sacarose. D – Gráfico comparando 

a amplitude dos MEPPs registrados durante 10 minutos na presença de solução hipertônica de sacarose para ambos os 

genótipos. (n=4 fibras musculares para os animais de cada genótipo. Os resultados foram normalizados a partir dos 

valores basais de cada parâmetro para ambos os genótipo e são expressos como média ± EPM. * = p<0.05, teste t-

Student não pareado).   
 

 

Para testar se os terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 apresentavam comprometimento de reciclagem de VSs 

do RRP durante estimulação hipertônica, nós avaliamos os níveis de internalização pré-

sináptico da sonda atividade-dependente, FM1-43 fx, que permite monitorar a 

reciclagem vesicular. As preparações neuromusculares foram incubadas em Ringer 

contendo sacarose (500 mM) e o marcador fluorescente FM1-43 fx. A figura 30 mostra 

imagens representativas dos elementos sinápticos de JNMs de diafragma de animais 

WT e KD
HOM

, observadas ao microscópio confocal: A e D - terminais nervosos 

marcados com FM 1-43 fx; B e E - aglomerados de receptores nicotínicos pós-

sinápticos marcados com α-bungarotoxina; C e F - sobreposição dos elementos pré e 

pós-sinápticos. 
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Figura 30 – Imagens representativas de elementos sinápticos (cabeças de setas) de JNMs de diafragma de 

camundongos VAChT WT (A - C) e VAChT KD
HOM

 (D - F) após estimulação com sacarose hipertônica, 

obtidas através de microscopia confocal. Podemos observar para ambos os genótipos: A e D - os terminais motores 

pré-sinápticos marcados com FM 1-43 fx (verde), B e E - aglomerados pós-sinápticos de receptores nicotínicos para 

ACh na membrana muscular marcados com α-bungarotoxina-Alexa 594 (vermelho) e, C e F - a colocalização destes 

elementos (amarelo).  Barra de escala = 10 µm. 
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Quando nós mensuramos a intensidade do sinal fluorescente dos terminais pré-

sinápticos, nós observamos uma redução significativa para os animais VAChT KD
HOM

 

em comparação com os WT (Figura 31A). Considerando que a estimulação hipertônica 

recruta um pequeno número de VSs, a internalização de FM1-43 e consequentemente os 

níveis de fluorescência pré-sinápticos são, evidentemente, reduzidos para ambos os 

genótipos. Então, para assegurar que a mensuração do sinal fluorescente realmente foi 

realizada nos terminais nervosos, nós realizamos a marcação dos aglomerados de 

receptores nicotínicos pós-sinápticos para ACh com α-bungarotoxina conjugada com 

Alexa-594 para identificar a localização precisa dos terminais pré-sinápticos, pois a 

JNM madura é caracterizada pela co-localização espacial de VSs e aglomerados de 

receptores para ACh (Dahm and Landmesser, 1991). Nós quantificamos os níveis de 

fluorescência dos elementos pós-sinápticos e observamos que os valores foram 

similares para ambos os genótipos (Figura 31B). Simultaneamente, mensuramos a área 

de cada um dos elementos pré e pós-sinápticos marcados e não observamos diferença no 

tamanho destes entre os animais VAChT WT e VAChT KD
HOM

 (Figura 31C). É 

importante ressaltar que a área total de músculo diafragma analisada foi semelhante para 

ambos os genótipos estudados (Figura 31D).  
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Figura 31 – Os animais VAChT KD
HOM

 apresentam alteração na reciclagem de VSs do RRP induzida por 

estímulo hipertônico com sacarose: A - Gráfico comparando a quantificação da intensidade de fluorescência dos 

elementos pré-sinápticos em unidades arbitrárias (U.A.). B - Gráfico mostrando a quantificação da intensidade de 

fluorescência dos elementos pós-sinápticos em unidades arbitrárias (U.A.). C - Gráfico comparando a média dos 

valores de área dos elementos sinápticos individualmente em µm2. D - Gráfico exibindo a média dos valores de área 

total analisada sobre o diafragma em mm2. (n=3 animais de cada genótipo. Foram quantificados e mensurados 1248 e 

572 elementos pré-sinápticos para VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente e, 1814 e 1609 elementos pós-

sinápticos para VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente. Os resultados são expressos como média ± EPM. * 

= p<0.05, teste t-Student não pareado). 
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Por fim, nós utilizamos a MET para avaliar no plano ultraestrutural os efeitos da 

estimulação hipertônica com sacarose sobre aspecto morfológico dos terminais motores 

de camundongos VAChT KD
HOM

. As figuras 32A e B mostram imagens 

representativas de perfis de JNMs de camundongos VAChT WT e VAChT KD
HOM

 , 

respectivamente, após estímulo com solução hipertônica de sacarose (500 mM). 

Análises quantitativas de várias dessas imagens revelaram que o número de VSs/μm
2
 de 

perfil de terminal foi significativamente reduzido nos animais VAChT KD
HOM

 quando 

comparados com os WT (Figura 32C – WT = 27.07 ± 1.227; KD
HOM

 = 17.34 ± 

0.3854). Após a estimulação hipertônica, nós observamos que as JNMs dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 continuavam apresentando uma alteração na distribuição 

de VSs nos terminais pré-sinápticos (Figuras 33A e B – círculos). As análises 

quantitativas confirmaram que os camundongos VAChT KD
HOM

 apresentavam uma 

alteração na distribuição de VSs localizadas a diferentes distâncias graduais a partir das 

zonas ativas pré-sinápticas quando comparados com os camundongos VAChT WT 

(Figura 33C e Tabela 3) Os resultados descritos acima indicam que a expressão 

reduzida do VAChT leva a um comprometimento da reciclagem das VSs do RRP e a 

uma alteração na distribuição de vesículas na JNM de diafragma dos animais VAChT 

KD
HOM

 após aplicação de estímulo hipertônico. 

 

 

Tabela 3 – Média ± Erro Padrão da Média do número de VSs localizadas a diferentes 

distâncias a partir das zonas ativas, após estimulação com sacarose hipertônica. 
 
 

 

 50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm 

WT 1.3 ± 0.1 2.5 ± 0.2 3.4 ± 0.3 4.4 ± 0.3 5.1 ± 0.3 6.0 ± 0.3 

KD
HOM

 0.9 ± 0.1 2.3 ± 0.3 3.0 ± 0.3 3.5 ± 0.3 3.9 ± 0.3 4.3 ± 0.4 
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Figura 32 – A redução na expressão do VAChT compromete a reciclagem das VSs do RRP após aplicação de 

estímulo hipertônico com sacarose: A e B - Imagens representativas do perfil de duas JNMs de diafragma de 

camundongos VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente, após estimulação com solução hipertônica de 

sacarose por 10 min. Barra de escala = 1 μm. Aumento 20.000x. E - Gráfico comparando a relação do número de VSs 

por μm2 de perfil de terminal pré-sináptico. Nós analisamos, no mínimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais 

por genótipo. Os resultados são expressos como média ± EPM. ** = p<0.01, teste t-Student não pareado. 
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Figura 33 – A redução na expressão do VAChT altera a distribuição vesicular nos terminais motores de 

diafragma após aplicação de estímulo hipertônico com sacarose: A e B - Imagens representativas do perfil de dois 

terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma de camundongos dos referidos genótipos após o mesmo tratamento 

supracitado, mostrando a distribuição de VSs localizadas a diferentes distâncias das zonas ativas (os círculos 

representam as distâncias de 50 nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]). Barra de escala = 500 nm. Aumento 

50.000x. C - Gráfico mostrando as médias do número de VSs localizadas a diferentes distâncias a partir das zonas 

ativas pré-sinápticas. Nós analisamos, no mínimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genótipo. Todos os 

perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizados para a quantificação. Os resultados são expressos 

como média ± EPM. * = p<0.05; ** = p<0.01, teste t-Student não pareado. 
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4.4. O aspecto morfológico das VSs nas JNMs de diafragma de camundongos 

VAChT KD
HOM

 

Além da alteração na distribuição de VSs próximas às zonas ativas, outra 

característica ultraestrutural que nos chamou a atenção durante a caracterização das 

JNMs de diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 foi a presença de numerosas 

vesículas com aspecto morfológico irregular, elípticas e achatadas, nos terminais 

nervosos destes animais. As figuras 34A e B mostram elétron-micrografias 

representativas de perfis de terminais nervosos de JNMs contendo vesículas com forma 

predominantemente arredondada nos camundongos VAChT WT e muitas vesículas com 

formato elíptico e achatado nos VAChT KD
HOM

.  

Levando-se em consideração as evidências na literatura de que o aspecto 

morfológico das VSs correlaciona-se com o nível de preenchimento das mesmas com 

neurotransmissores (Van der Kloot et al., 2002; Budzinski et al., 2009), nós decidimos 

testar se a alteração na forma das VSs nos terminais motores de diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 ocorria devido à redução de seu conteúdo quântico de 

ACh. Para isso, nós estimulamos a reciclagem de VSs através da aplicação de um 

estímulo elétrico despolarizante na presença do (±)-vesamicol (4μM), um inibidor 

específico do VAChT, para alterar o preenchimento das VSs dos terminais motores de 

diafragma de animais WT. Então, utilizando equações matemáticas descritas por outros 

autores (Van der Kloot et al., 2002; Croft et al., 2005) para avaliar aspectos 

morfológicos de VSs, nós comparamos o tamanho, a partir da circunferência, e o 

formato das VSs encontradas nos terminais motores dos camundongos WT tratados com 

aquelas dos VAChT WT e VAChT KD
HOM 

estimulados eletricamente, porém não 

tratados como vesamicol. 

Inicialmente, nós comparamos o número total de VSs nos terminais nervosos de 

VAChT WT e VAChT KD
HOM

 não tratados (Figuras 35A e B, respectivamente) com 

aquelas de WT tratados (Figura 35C), para determinar se o bloqueio da atividade do 

VAChT poderia interferir com a reciclagem de VSs nas JNMs de diafragma. As análises 

quantitativas revelaram um número similar de VSs/μm
2
 de terminal semelhante entre as 

três condições experimentais (Figura 35D). Este resultado sugere que alterações no 

conteúdo quântico de ACh determinadas por inibição farmacológica do VAChT não 

interferem com a reciclagem de VSs na JNM de diafragma. 
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Figura 34 – Os terminais motores de JNMs de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 apresentam VSs 

com forma alterada: A e B - Imagens representativas de perfis terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma de 

camundongos VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente, mostrando a presença de numerosas vesículas com 

forma irregular, elípticas e achatadas, nos terminais nervosos de diafragma dos animais KDHOM em comparação com 

os WT. Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x.  



 

Figura 35 – A inibição farmacológica do VAChT não compromete a reciclagem de VSs nas JNMs de diafragma: A e B - Imagens representativas do perfil 

de duas JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT KDHOM, respectivamente, estimulados eletricamente, porém não tratados com vesamicol. C 

- Imagem representativa do perfil de um terminal pré-sináptico de JNM de diafragma de camundongo WT após estimulação elétrica e tratamento com vesamicol. 

Barra de escala = 500 nm. Aumento 23.000x. D - Gráfico comparando a relação do número de VSs por μm2 de perfil de terminal pré-sináptico. (Nós analisamos, 

no mínimo, 15 JNMs de 3 animais individuais por genótipo. Os resultados são expressos como média ± EPM)). 
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Nós também comparamos a distribuição de VSs entre os terminais nervosos de WT 

tratado e VAChT KD
HOM

 não tratado para avaliarmos se o comprometimento do 

preenchimento vesicular com neurotransmissor seria o fator determinante da alteração na 

distribuição de VSs já observada em nosso estudo. As figuras 36A e B mostram imagens 

representativas de perfis de terminais motores de JNMs de diafragma de camundongos 

VAChT WT e VAChT KD
HOM

 não tratados com vesamicol. A figura 36C mostra uma 

imagem representativa de um terminal nervoso de diafragma de camundongo WT tratado 

com vesamicol. As análises quantitativas revelaram que os camundongos VAChT KD
HOM

 

não tratados apresentavam uma alteração na distribuição de VSs localizadas a diferentes 

distâncias graduais a partir das zonas ativas pré-sinápticas quando comparados com os 

camundongos WT tratados (Figura 36D e Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 – Média ± Erro Padrão da Média do número de VSs localizadas a diferentes 

distâncias a partir das zonas ativas, após estimulação elétrica (VAChT KD
HOM

 não tratado 

e WT tratado com vesamicol). 
 
 

 

 50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm 

KD
HOM

 1.6 ± 0.1 2.7 ± 0.1 3.6 ± 0.1 4.7 ± 0.4 5.5 ± 0.6 6.4 ± 1.0 

Vesamicol 2.2 ± 0.1 4.7 ± 0.4 8.2 ± 0.3 11.7 ± 0.7 13.8 ± 1.4 15.6 ± 2.1 

 

 

Adicionalmente, quando mensuramos o tamanho e o formato das VSs, nós 

observamos que os terminais nervosos dos animais VAChT KD
HOM

 não tratados 

apresentavam VSs discretamente menores (224.0 ± 1.0 nm) que aquelas dos terminais dos 

animais VAChT WT não tratados (226.0 ± 1.0 nm). Nós também observamos que os 

terminais motores dos animais WT tratados com vesamicol apresentavam vesículas ainda 

menores (203 ± 2.0 nm) quando comparadas aquelas encontradas nos terminais de VAChT 

WT e VAChT KD
HOM

 não tratados (Figuras 37A e B). Além disso, os terminais nervosos 

de JNM de diafragma, tanto de VAChT KD
HOM

 não tratados, quanto de WT tratados com 

vesamicol, apresentaram um número menor de VSs com formato esférico quando 

comparadas aquelas dos terminais de animais VAChT WT não tratados (Figura 37C e D). 

Estes resultados sugerem que a distribuição das VSs nos terminais motores de diafragma 

dos camundongos VAChT KD
HOM

 pode estar relacionada com os níveis de proteína 

VAChT presentes na membrana vesicular e que o aspecto morfológico das VSs pode ser 

influenciado pelo conteúdo quântico de ACh. 

86 



 

 

 

Figura 36 – A distribuição das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 é influenciada pelos níveis de expressão da 

proteína VAChT: A e B – Imagens representativas do perfil de dois perfis de terminais pré-sinápticos de JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e 

VAChT KDHOM, respectivamente, estimulados eletricamente, porém não tratados com (±)-vesamicol (4 μM). C – Imagem representativa do perfil de um 

terminal pré-sináptico de JNM de diafragma de camundongo WT após estimulação elétrica e tratamento com vesamicol. Barra de escala = 500 nm. Aumento 

50.000x. D – Gráfico mostrando as médias do número de VSs localizadas a diferentes distâncias a partir das zonas ativas pré-sinápticas. Nós analisamos, no 

mínimo, 15 perfis de JNMS de 3 animais individuais por genótipo. Todos os perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizadas para a 

quantificação. Os resultados são expressos como média ± EPM. * = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.0001, teste t-Student não pareado. 
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Figura 37 – O aspecto morfológico das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 é influenciado pelos níveis de ACh 

das VSs: A – Histograma de distribuição dos valores de circunferência das VSs, em nm. B – Curva de probabilidade cumulativa para os dados apresentados em 

(E) (p<0.05 comparando WT e KDHOM; p<0.0001 comparando vesamicol com WT e KDHOM; teste de Kolmogorov-Smirnov). C – Histograma de distribuição 

dos valores de formato das VSs, em unidades arbitrárias (A.U), considerando o valor de um círculo perfeito próximo de 1.0. D – Curva de probabilidade 

cumulativa para os dados apresentados em (G). (p<0.0001 comparando vesamicol e KDHOM com WT; teste de Kolmogorov-Smirnov). Nós analisamos, no 

mínimo, 15 perfis de JNM de 3 animais individuais por genótipo. Todas as VSs visualizadas integralmente foram utilizadas para a quantificação de 

circunferência e formato, a saber: WT e KDHOM não tratados = 1104 vesículas para ambos; WT tratado com vesamicol = 1193 vesículas. 
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5. Discussão 

Neste trabalho, nós investigamos as consequências morfológicas e funcionais da 

expressão reduzida do gene que codifica a proteína VAChT, sobre as sinapses 

neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT KD
HOM

 adultos, na idade de 3 

meses. 

Na literatura, existem relatos de que alterações na expressão de transportadores 

vesiculares para neurotransmissores induzem alterações morfolócicas em sinapses, que 

podem comprometer severamente a função neuronal e a resposta da célula inervada. 

Fremeau e colaboradores (2004a) relataram que o bloqueio da expressão do 

transportador vesicular de glutamato do tipo 1(VGLUT-1) determinou uma redução no 

número de VSs em terminações axonais de hipocampo e cerebelo de camundongos. 

Entretanto, camundongos knockout para o transportador vesicular de monoaminas do 

tipo 2 (VMAT-2) não apresentavam alterações morfológicas significativas nos terminais 

nervosos dopaminérgicos do estriado (Croft et. al., 2005). Contudo, até a realização do 

presente trabalho, não existia qualquer estudo ultraestrutural detalhado investigando as 

consequências da expressão reduzida do VAChT sobre a morfologia de terminais 

nervosos colinérgicos, apesar das já mencionadas importantes alterações funcionais 

relatadas por outros pesquisadores do nosso grupo de pesquisa. 

Dentre as diversas alterações cognitivas e funcionais apresentadas pelos animais 

VAChT KD
HOM

 algumas foram de particular interesse para nós, como por exemplo, o 

fato desses animais apresentarem pronunciado comprometimento da transmissão 

sináptica neuromuscular, o que causava uma redução severa da força muscular e 

prejudicava o seu desempenho motor (Prado et al., 2006). Adicionalmente, estes autores 

mostraram que o déficit de força podia ser melhorado através da administração prévia 

de inibidores da enzima acetilcolinesterase, no caso, a piridostigmina. 

Interessantemente, devido a suas características moleculares, esse fármaco não atravessa 

a barreira hemato-encefálica, revelando então que o déficit colinérgico periférico, 

causado pela alteração na transmissão neuromuscular seria a causa da disfunção 

neuromuscular (Prado et al., 2006). Esses achados nos possibilitaram utilizar como 

modelo sináptico a JNM e também sucitaram uma série de questionamentos sobre o 

aspecto morfológico dos terminais nervosos de sinapses neuromusculares. Então, diante 

da possibilidade de utilização dos animais com VAChT KD
HOM

, tornou-se de extremo 

interesse avaliar no plano ultraestrutural, possíveis alterações pré e pós-sinápticas da 
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JNM, tais como: da área dos terminais nervosos, do número de VSs e sua distribuição 

em relação às zonas ativas, da extensão das dobras juncionais pós-sinápticas e do 

aspecto morfológico das VSs. Além disso, nós também nos questionamos se a 

expressão reduzida do VAChT e a consequente redução no armazenamento de ACh 

poderiam regular algum aspecto da reciclagem de VSs mediante diferentes paradigmas 

de estimulação pré-sináptica. Interessantemente, a presença de alguma destas alterações 

poderia contribuir para a disfunção neuromuscular desses animais, a qual até então 

estava associada apenas à redução da liberação de acetilcolina. 

 

5.1. A expressão reduzida do VAChT não compromete a morfologia da JNM de 

diafragma nos camundongos VAChT KD
HOM

 

 

Neste estudo, inicialmente, nós investigamos o impacto da expressão reduzida 

da proteína VAChT sobre o aspecto morfológico da JNM de diafragma de 

camundongos VAChT KD
HOM

 adultos, na idade de 3 meses. Utilizando a técnica de 

microscopia eletrônica de transmissão, nós realizamos análises qualitativas e 

quantitativas dos elementos sinápticos de JNM dos animais VAChT KD
HOM

 e 

encontramos que estas exibiam aparência geral normal, quando comparados aos 

VAChT WT, considerando aspectos como: tamanho dos perfis de terminais pré-

sinápticos, número total de vesículas por perfil de terminal e comprimento da membrana 

muscular pós-sináptica (figuras 21 e 22). No entanto, mesmo na ausência de 

estimulação, a expressão reduzida do VAChT determinou uma marcante alteração na 

distribuição das VSs no interior dos terminais nervosos de diafragma (Figuras 23 e 24). 

Durante o desenvolvimento, as JNMs passam por diversas alterações estruturais 

e funcionais, sendo mais dramáticas aquelas que acontecem após o nascimento 

(Witzemann, 2006). O terminal pré-sináptico arborizado e ramificado forma-se durante 

a segunda semana pós-natal em roedores, sendo que o crescimento muscular ocorre pelo 

aumento do comprimento e do diâmetro das fibras musculares e os terminais nervosos 

crescem simultaneamente com as fibras musculares durante este período, de tal forma 

que o aspecto morfológico das regiões pré e pós-sinápticas são correspondentes na idade 

adulta, apesar das diferenças estruturais e funcionais particulares de cada componente 

celular sináptico (Kelly and Zacks, 1969; Dahm and Landmesser, 1991; Sanes and 

Lichtman, 1999). 
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Na JNM colinérgica, o neurotransmissor ACh é o principal sinal neuronal que 

dispara respostas a partir dos receptores colinérgicos pós-sinápticos, do tipo nicotínico, 

e então regula a diferenciação pós-sináptica e coordena a maturação sináptica (Misgeld 

et al., 2002; Witzemann, 2006; de Castro et al., 2009 a). O papel regulatório da ACh 

durante o desenvolvimento da JNM colinérgica tem sido estudado através da geração de 

camundongos VAChT 
del/del

 e também de camundongos knockout para o gene da enzima 

ChAT. Ambos os modelos animais exibem desenvolvimento anormal das JNMs, 

mostrando aumento no número de axônios e células de Schwann no nervo motor; 

aumento na ramificação intramuscular dos nervos desde o início da sinaptogênese; 

dilatação das zonas de placa terminal; diminuição no número e tamanho dos miotubos; 

sinais de necrose dos miotubos; profusão de receptores para acetilcolina na proximidade 

do terminal nervoso; múltiplos sítios sinápticos em miotubos individuais; 

hiperinervação de sítios sinápticos individuais e diminuição no número de dobras 

juncionais na membrana pós-sináptica (Misgeld et al., 2002; Brandon et. al., 2003; de 

Castro et al., 2009). 

A formação da sinapse neuromuscular e a diferenciação final de sinapses 

maduras dependem da neurotransmissão (Misgeld et al., 2002). A JNM madura normal 

apresenta características importantes que definem sua função, tais como o tamanho dos 

terminais nervosos, o acúmulo de VSs no terminal pré-sináptico, o qual leva a um 

aumento no conteúdo quântico liberado e o estabelecimento de grandes dobras pós-

juncionais na membrana muscular subjacente ao terminal nervoso, que aumentam a área 

de superfície pós-sináptica, aumentando também a velocidade e a capacidade de 

resposta pós-sináptica à liberação do neurotransmissor (Sanes and Lichtman, 1999). 

Assim sendo, nossos resultados sugerem que a expressão reduzida de VAChT garante 

um nível mínimo de liberação de ACh, que é suficiente para manter o desenvolvimento 

e promover o estabelecimento normal das sinapses neuromusculares no diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

. 

 

5.2. A expressão reduzida do VAChT altera a distribuição vesicular nos terminais 

motores de diafragma dos animais VAChT KD
HOM

 após estimulação elétrica 

 

Nós também investigamos a reciclagem e distribuição das VSs na JNM de 

diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 após estimulação elétrica pré-sináptica 

aplicada via nervo frênico. Utilizando a microscopia eletrônica de transmissão nós 
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avaliamos o aspecto morfológico dos terminais nervosos da JNM fixados 

imediatamente após a aplicação do estímulo. Nós observamos que não existia alteração 

no número total de VSs entre os terminais motores de diafragma de animais VAChT 

WT e VAChT KD
HOM

, apesar de uma alteração na distribuição de VSs próximas às 

zonas ativas pré-sinápticas nestes últimos (Figuras 25, 26 e 27). 

Prado e colaboradores (2006), utilizando a sonda vital, atividade-dependente, 

FM1-43, para monitorar reciclagem de VSs em terminais pré-sinápticos de diafragma de 

camundongos VAChT KD
HOM

 mostraram que as terminações motoras desses animais, 

após estímulo despolarizante por KCl, internalizavam FM1-43 em quantidade 

semelhante às de animais WT, de tal modo que não se observou diferença significativa 

na quantificação do sinal fluorescente entre os genótipos (Prado et al., 2006). Tal 

resultado indicava que o número de VSs que reciclam durante estímulo despolarizante 

era equivalente para os dois genótipos. Além disso, a análise de desmarcação dos 

aglomerados vesiculares contendo FM1-43 demonstrou que a exocitose de VSs se 

processava praticamente com a mesma intensidade e mesma cinética quando são 

comparados os animais VAChT WT e VAChT KD
HOM

 (Prado et al., 2006). Nossos 

resultados mostrando que o número total de VSs, após estimulação elétrica, não era 

diferente entre VAChT KD
HOM

 e VAChT WT corroboram os achados de Prado e 

colaboradores e, mais que isso, mostram de forma direta que estes autores estavam 

corretos ao sugerir um número semelhante de VSs, entre os genótipos, reciclando na 

JNM após estimulação. 

De fato, muitos trabalhos na literatura relatam a ocorrência da reciclagem de 

VSs normal após alterações no conteúdo quântico de neurotransmissores. Cousin e 

Nicholls (1997) realizaram experimentos com neurônios granulares do cerebelo 

submetidas a tratamento com bafilomicina, agente inibidor da VH
+
-ATPase, e 

metilamina, uma base fraca que abole o componente ΔpH do gradiente eletroquímico 

transmembrana, o qual contribui para o armazenamento de neurotransmissores no 

interior das VSs. Eles observaram que a captação e liberação de FM1-43 após pulsos 

despolarizantes estavam preservadas mesmo nas células tratadas com os agentes acima 

citados, indicando que vesículas com conteúdo quântico reduzido ou abolido podem ser 

recicladas nas terminações axonais. Zhou e colaboradores (2000), utilizando técnica de 

eletrofisiologia, obtiveram resultados similares utilizando bafilomicina para romper o 

gradiente próton-eletroquímico de vesículas de terminações sinápticas de neurônios de 

hipocampo em cultura. 
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Em JNMs colinérgicas, a reciclagem de VSs, monitorada com a sonda FM1-43, 

ocorre em terminais estimulados mesmo na presença de vesamicol (inibidor do 

VAChT), mostrando que o transporte de ACh para as vesículas recicladas não é um 

requisito para o ciclo (Parsons et al., 1999). Em outros estudos, Van der Kloot et. al. 

(2000) e Hong (2001) observaram, por meio de estudo eletrofisiológico, a ocorrência de 

liberação de VSs com conteúdo quântico reduzido após pré-incubação de preparações 

de JNM com cloreto de amônio (o qual colapsa ΔpH), vesamicol, bafilomicina e 

concanamicina, esta última também promove inibição da VH
+
-ATPase. 

Adicionalmente, Croft et al. (2005) através de experimentos utilizando as sondas 

FM1-43 e FM2-10 para monitorar a reciclagem de VSs em neurônios dopaminérgicos 

do mesencéfalo de camundongos VMAT-2 knockout, demonstraram que as VSs 

submetem-se a endocitose e exocitose com cinética idêntica àquela observada em 

animais WT para o VMAT-2. 

Com relação à distribuição das VSs após aplicação de estímulo elétrico (Figuras 

26 e 27) e, mesmo na situação basal, ou seja, na ausência de estimulação (Figuras 23 e 

24) é importante ressaltar que a JNM de vertebrados possui um aglomerado total de VSs 

de cerca de 500.000 vesículas (Rizzoli and Betz, 2005) e que, além das diferenças na 

localização espacial, nenhuma outra característica ultraestrutural distingue claramente 

os aglomerados de VSs dentro de um terminal pré-sináptico (Rizzoli and Betz, 2005; 

Alabi and Tsien, 2012). Neste contexto, alterações sutis na distribuição de VSs nos 

terminais nervosos de diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 poderiam não ser 

percebidas durante a marcação com sondas fluorescentes, como o FM1-43, quando 

consideramos a existência de um aglomerado total de VSs tão amplo. 

Um estudo interessante realizado por Kamin e colaboradores (2010) sugeriu que 

as VSs submetem-se a alterações, ou processos de maturação, que resultam na redução 

de sua mobilidade e de seu agrupamento em um aglomerado preexistente. Baseado 

nisso, nós sugerimos que uma alteração no número de cópias do VAChT por VS nos 

animais VAChT KD
HOM

 pode representar um estado imaturo das VSs colinérgicas e, 

então, torná-las menos móveis precocemente, resultando em uma redução no 

agrupamento das VS em aglomerados individuais e na interconversão de vesículas entre 

os aglomerados vesiculares (Südhof, 2000; Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 

2012). 

Portanto, nossos resultados referentes à avaliação da reciclagem de VSs após 

estimulação elétrica, em conjunto com os relatados por Prado e colaboradores (2006), 
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mostram que uma diminuição da expressão do VAChT, com consequente redução do 

conteúdo quântico de ACh nas vesículas não compromete a reciclagem e biogênese de 

VSs na JNM de diafragma. Adicionalmente, nossos dados levantam a possibilidade de 

participação do VAChT nos processos de distribuição de VSs nos terminais pré-

sinápticos. 

 

5.3. A expressão reduzida do VAChT compromete a reciclagem das VSs do RRP e 

altera a distribuição vesicular nos terminais motores de diafragma dos animais 

VAChT KD
HOM

 após estimulação hipertônica 

 

Um novo achado deste estudo relaciona-se com os nossos resultados usando 

solução hipertônica de sacarose para estimular a reciclagem de VSs a partir do RRP em 

terminais nervosos motores do músculo diafragma de camundongos com déficit 

colinérgico. Uma vez que os animais VAChT KD
HOM

 não apresentam alteração na 

reciclagem de VSs do TRP, nós decidimos avaliar a reciclagem daquele aglomerado de 

VSs em particular, levando em consideração que as vesículas do RRP são as primeiras 

liberadas durante um impulso nervoso (Rosenmund and Stevens, 1996). 

É descrito na literatura que as soluções hipertônicas extracelulares aumentam a 

frequência de MEPPs na JNM de vertebrados (Fatt and Katz, 1952; Hubbard et al., 

1968; Kita and Van der Kloot, 1977; Cheng and Miyamoto, 1999). Embora os 

mecanismos subjacentes a tal aumento de frequência sejam desconhecidos, existem 

evidências sugestivas de que esta forma de estimulação não requer influxo de Ca
2+

 ou 

liberação a partir de estoques intracelulares e que, portanto, consiste de um estímulo 

para liberação de neurotransmissores, independente de cálcio, que mobiliza 

especificamente o RRP (Rosenmund and Stevens, 1996; Sara et al., 2002). 

Inicialmente nós avaliamos a frequência e amplitude de MEPPs na JNM dos 

animais VAChT KD
HOM

 durante a aplicação de solução hipertônica (500 mM) e 

comparamos com aquelas avaliadas para os VAChT WT. Nós encontramos que as 

fibras musculares do diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 exibiam frequência e 

amplitude de MEPPs reduzidas durante a estimulação hipertônica (Figura 28).  

Nossos resultados das analises eletrofisiológicas, portanto, mostravam que os 

terminais nervosos dos animais VAChT KD
HOM

 liberavam VSs do RRP que não 

estavam completamente preenchidas com neurotransmissores ou talvez, até mesmo 

vazias, considerando que na condição da expressão reduzida do VAChT algumas 
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vesículas poderiam ocasionalmente não conter este transportador em sua membrana e, 

então, seriam incapazes de sustentar a liberação de ACh (Prado et al., 2006; Lima et al., 

2010). Contudo, conforme já mostrado neste trabalho e também por Prado et al. (2006), 

a reciclagem das VSs do TRP na JNM de diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 

é normal, independente do seu nível de preenchimento com neurotransmissor. Então é 

provável que as vesículas vazias estejam competindo com as cheias pelos sítios de 

liberação pré-sinápticos (Lima et al., 2010), o que resultaria nas alterações 

eletrofisiológicas encontradas por nós e por outros autores (Prado et al., 2006; Lima et 

al., 2010). Entretanto, levando em consideração que nossos resultados de frequência e 

amplitude de MEPPs são referentes apenas às vesículas do RRP, é possível que além da 

competição vesicular, também haja um comprometimento da reciclagem das vesículas 

deste aglomerado, o que até então não havia sido investigado. 

Para testar esta hipótese nós avaliamos a reciclagem das VSs do RRP após 

estimulação hipertônica com sacarose, utilizando a sonda fluorescente FM1-43 fx e 

também através da microscopia eletrônica de transmissão. Nós observamos que os 

terminais pré-sinápticos de diafragma dos animais VAChT KD
HOM

 apresentavam uma 

redução na intensidade de marcação com o FM1-43 (Figuras 29 e 30), o que era 

compatível com a redução no número total de VSs revelada pela análise ultraestrutural 

das JNMs destes camundongos quando comparados aos VAChT WT (Figura 31). Estes 

resultados sugerem, portanto, que pelo menos para a estimulação hipertônica com 

sacarose, a redução na frequência e amplitude de MEPPs não ocorre somente pela 

competição entre VSs cheias ou vazias (Lima et al., 2010), mas também por um 

considerável comprometimento da reciclagem de VSs a partir do RRP. 

Recentemente tem sido mostrado que a endocitose compensatória de VSs pode 

ocorrer após exocitose disparada de forma independente de cálcio, como por exemplo, 

por estimulação hipertônica de sacarose (Yao et al., 2012). Contudo, na ausência de 

influxo de cálcio, o tempo de endocitose é mais lento que sob condições normais de 

liberação induzida por este íon (Hosoi et al., 2009; Yao et al., 2012). Alguns estudos 

das últimas décadas vêm apontando diversas proteínas como possíveis sensores de 

cálcio para endocitose, incluindo a sinaptotagmina (Zhang et al., 1994), a qual parece 

ter dois papéis distintos, um como sensor de cálcio que dispara a exocitose rápida e 

sincronizada e outro como um sensor de cálcio que acelera a endocitose (Yao et al., 

2012).  
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Adicionalmente, nossos dados ultraestruturais também mostram uma 

distribuição alterada das VSs próximas às zonas ativas nos terminais nervosos dos 

animais VAChT KD
HOM

, quando estimulados hipertonicamente (Figura 32), sugerindo 

um defeito na mobilização de VSs nos terminais pré-sinápticos de diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 comparados aos WT também durante essa forma de 

estimulação. Além da possibilidade das VSs nos terminais nervosos de VAChT KD
HOM

 

sinalizarem um estado imaturo na gênese vesicular em decorrência da alteração no 

número de cópias deste transportador em sua membrana e isso reduzir sua mobilidade 

e/ou agrupamento e/ou interconversão entre os aglomerados (Kamin et al., 2010; 

Südhof, 2000; Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012), outra possibilidade para 

explicar as alterações na distribuição de VSs nos terminais nervosos de diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 observadas em nosso estudo relaciona-se com o fato de 

que alterações na expressão da proteína VAChT poderiam prejudicar a interação deste 

com outras proteínas que regulam a mobilidade das vesículas e, portanto, comprometer 

a formação dos aglomerados vesiculares ou resultar na dispersão de vesículas. 

Adicionalmente, a alteração na expressão de proteínas presentes na membrana 

das VSs que participam dos processos de ancoramento de vesículas nas zonas ativas e 

também com o citoesqueleto neuronal comprometem a ancoragem e distribuição das 

vesículas nos terminais nervosos. Camundongos knockout para o gene da proteína 

rab3A, a qual participa da ancoragem de VSs nas zonas ativas pré-sinápticas por 

interagir com proteínas desta região, apresentam redução no número de VSs próximas 

às zonas ativas dos terminais motores de músculo diafragma, ou seja, aquelas que 

compõem o Readily Releasable Pool e o Recycling Pool (Coleman et al., 2007; 

Coleman and Bykhovskaia, 2010). Por outro lado, camundongos knockout para o gene 

das proteínas sinapsina I e II, que ligam as VSs a filamentos de actina, apresentam 

reduzido número de vesículas localizadas distantes das zonas ativas pré-sinápticas, 

aquelas que formam o Resting Pool (Li et al., 1995; Samigullin et al., 2004; Coleman 

and Bykhovskaia, 2010; Akbergenova and Bykhovskaia, 2010; Bykhovskaia, 2011). 

Neste contexto é possível pensar que o VAChT pode interagir diretamente com outras 

proteínas do terminal nervoso, quer sejam das zonas ativas pré-sinápticas ou do 

citoesqueleto, de tal forma que, uma redução na expressão deste transportador interfira 

com a distribuição de VSs nos terminais nervosos da JNM de diafragma. 

Estudos futuros serão necessários para focar sobre o mecanismo de interação 

entre VAChT e outras proteínas pré-sinápticas e/ou de VSs e as consequências da 
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expressão reduzida deste transportador sobre a formação e distribuição dos aglomerados 

vesiculares nos terminais nervosos dos camundongos VAChT KD
HOM

. 

 

5.4. O conteúdo quântico de ACh determina o aspecto morfológico das VSs, 

enquanto a expressão reduzida do VAChT afeta a distribuição vesicular em 

terminais nervosos de músculo diafragma 

 

Outro achado importante deste trabalho diz respeito às alterações observadas no 

aspecto morfológico das VSs nas JNM de diafragma dos camundongos VAChT 

KD
HOM

. Durante a realização deste trabalho uma característica ultraestrutural marcante 

dos terminais pré-sinápticos das JNM de diafragma dos animais VAChT KD
HOM

 que 

nos chamou a atenção foi a presença constante e acentuada de VSs com formato 

pleomórfico nos terminais nervosos destes animais quando comparadas com aquelas de 

VAChT WT (Figura 33). 

Considerando que os animais VAChT KD
HOM

 apresentam uma redução no 

número de cópias do transportador na membrana das VSs e reduzido conteúdo quântico 

de ACh (Lima et al., 2010), nós hipotetizamos que as alterações na forma das VSs seria 

uma consequência da diminuição do preenchimento com ACh. Para testar esta hipótese, 

nós avaliamos, utilizando MET, a circunferência e o formato das VSs dos terminais 

nervosos de diafragma dos camundongos VAChT KD
HOM

 e VAChT WT estimulados 

eletricamente e comparamos com aquelas dos terminais de animais WT submetidos à 

estimulação elétrica e tratados com vesamicol (Marshall, 1970; Anderson et al., 1983; 

Prado et al., 1993). Além disso, nós também avaliamos o número total e a distribuição 

das VSs nos terminais de WT tratados com vesamicol e comparamos com aqueles de 

VAChT KD
HOM

 não tratados. 

As análises ultraestruturais revelaram que a inibição farmacológica do VAChT 

não alterava a quantidade total e a distribuição das VSs (Figura 34 e 35), no entanto, ela 

influenciava o aspecto morfológico das VSs (Figura 36). O resultado de distribuição de 

VSs após inibição do VAChT com vesamicol fortaleceu nossa suspeição de que a 

alteração na expressão do VAChT pudesse representar um estado vesicular imaturo e, 

por consequência, comprometer sua distribuição nos aglomerados vesiculares (Kamin et 

al., 2010). Considerando que as VSs têm uma função muito precisa, é provável que 

existam mecanismos que assegurem a inclusão de todos os componentes de membrana 

necessários nas vesículas nascentes. Embora algumas proteínas estejam presentes em 
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grandes quantidades nas VSs, outras estão representadas por apenas uma cópia, gerando 

um equilíbrio adequado e sugerindo a existência de mecanismos de verificação durante 

a reconstituição das VSs para garantir que todos os componente importantes sejam 

incluídos para a geração de VSs maduras (Takamori et al., 2006; Saheki and De 

Camilli, 2012). Assim sendo, a presença do número correto de cópias de VAChT na 

membrana poderia ser um ponto de sinalização crucial para correta formação e 

distribuição das VSs. Entretanto, estudos futuros serão necessários para o melhor 

esclarecimento da relação entre maturidade vesicular, expressão de VAChT e 

distribuição vesicular, pois ainda nem mesmo sabemos qual o número de cópias deste 

transportador existe de fato na membrana das VSs. 

Com respeito às alterações morfológicas da VSs, a relação entre o tamanho 

destas e alterações no conteúdo quântico de ACh tem sido investigada por outros 

pesquisadores. Budzinski et al. (2009) utilizando VSs purificadas de cérebro de rato ou 

camundongo mostraram que, na presença de solução tampão contendo ATP e glutamato 

o preenchimento das vesículas era aumentado e isso causava um aumento no tamanho 

das mesmas. Em outro trabalho, Fremeau et al. (2004 a) relataram que VSs de 

neurônios glutamatérgicos de hipocampo de camundongos VGLUT-1 knockout 

apresentavam aspecto morfológico alongado. Entretanto, VSs de neurônios 

dopaminérgicos de camundongos VMAT-2 knockout não apresentam alterações de 

tamanho ou forma (Croft et al., 2005). 

Van der Kloot e colaboradores (2002) realizando experimentos utilizando 

solução hipertônica de gluconato e aspartato, para aumentar o conteúdo de ACh nas VSs 

em JNM de rã, mostraram um aumento no tamanho dos MEPPs, que não foi 

acompanhado por alterações no tamanho das VSs (Van der Kloot et al., 2002). 

Adicionalmente, o tamanho das vesículas não foi substancialmente diminuído quando o 

conteúdo quântico foi reduzido pelo tratamento com hemicolínio (inibidor da captação 

de colina) ou NH4 
+
 (o qual diminui o gradiente de prótons necessário para captação de 

ACh para as VSs). Contudo, o tratamento com vesamicol induziu uma redução no 

tamanho das vesículas (Van der Kloot et al., 2002), o que concorda com os nossos 

achados referentes ao tamanho das VSs nos terminais nervosos de diafragma dos 

camundongos VAChT KD
HOM

 não tratados e WT tratados com vesamicol (Figura 36). 

Interessantemente, Van der Kloot e colaboradores (2002) sugeriram que o vesamicol 

pode estar alterando o tamanho das VSs por um mecanismo que não seja a inibição do 

VAChT, mas nossos dados mostram alterações na circunferência e formato das VSs nos 
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terminais nervosos dos camundongos VAChT KD
HOM

 não tratados e WT tratados com 

vesamicol, indicando que, pelo menos para JNM de camundongos estas alterações 

podem estar relacionadas com a quantidade e/ou atividade do VAChT na membrana da 

VSs. 

Para transportar acetilcolina, o VAChT utiliza um gradiente eletroquímico 

gerado por bombas de prótons presentes na membrana vesicular, as VH
+
-ATPases, as 

quais translocam prótons H
+
 para o interior das VSs, por meio da hidrólise do ATP (Liu 

and Edwards, 1997; Ozkan and Ueda, 1997; Nguyen et al., 1998; Parsons, 2000; Prado 

et al., 2002; Prado et al., 2013). O VAChT realiza, então, a troca de dois íons H
+
 por 

uma molécula de ACh, preenchendo o interior das vesículas com o neurotransmissor 

(Nguyen and Parsons, 1995; Nguyen et al., 1998, Van der Kloot, et al., 2002). Dessa 

forma, uma alteração na quantidade e/ou atividade do VAChT poderia impactar sobre a 

troca de prótons, alterando a tonicidade no interior das vesículas e induzindo alterações 

morfológicas nestas. De fato, recentemente foi relatado que a utilização de fixadores 

aldeídicos induz achatamento de VSs em sinapses hipocampais de camundongos 

knockout para VGLUT1, devido a uma alteração na tonicidade das VSs excitatórias 

(Siksou et al., 2013). Portanto, nós sugerimos que em vesículas colinérgicas a expressão 

e a atividade normais do VAChT também são importantes para a manutenção da 

tonicidade e aspecto morfológico das VSs nos terminais nervosos das JNM de 

diafragma. 

Embora nossos resultados sugiram que o conteúdo vesicular de ACh interfere 

com o aspecto morfológico das VSs, nós não podemos descartar a possibilidade de que 

a redução no número ou na atividade do VAChT, em nosso modelo experimental, 

também pode afetar a forma das vesículas. A remoção de componentes da membrana 

vesicular, tais como o colesterol, não altera o formato das VSs, embora altere 

consideravelmente a circunferência destas na JNM de rã (Rodrigues et al., 2013). Além 

disso, um aumento ou uma redução na expressão de VGLUT em JNM de Drosophila 

induz um aumento ou diminuição no diâmetro das VSs, respectivamente (Daniels et al., 

2004; Daniels et al., 2006).  

Adicionalmente, o aspecto morfológico das VSs também pode ser definido após 

a endocitose mediada por capa de clatrina (Zhang et al., 1998; Nonet et al., 1999; 

Petralia et al., 2013). Considerando que o VAChT interage com as proteínas  

adaptadoras de clatrina, especialmente a AP-2, a qual reconhece sítios baseados em di-

leucinas presentes no VAChT (Barbosa Jr et al., 2002; Prado and Prado, 2002; Kim and 
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Hersh, 2004; Ferreira et al., 2005), a expressão reduzida deste transportador poderia 

comprometer o número de sítios necessários para a conexão adequada entre eles.  

Interessantemente, VSs reconstituídas após estimulação intensa são frequentemente 

mais heterogêneas em tamanho que aquelas de terminais em repouso ou submetidos à 

estimulação suave (Ferguson et al., 2007). Então, após um estímulo forte a fidelidade da 

reconstituição das VSs pode ser parcialmente perdida e um novo ciclo de exocitose e 

endocitose mediada por clatrina pode ser necessário para reconstituir VSs de tamanho e 

composição bem definidos (Saheki and De Camilli, 2012). 

Considerando que a intensidade de estimulação foi idêntica entre VAChT WT 

tratado, VAChT KD
HOM

 tratado e WT não tratado, alterações no formato da vesícula 

podem, de fato, apontar para uma comprometimento na interação entre VAChT e 

clatrina e seus adaptadores. Portanto, é possível que alterações no aspecto morfológico 

das VSs dos terminais nervosos dos camundongos VAChT KD
HOM

 possam estar 

relacionadas a um defeito no modelamento das vesículas durante os eventos de 

endocitose mediada por clatrina. Uma possibilidade intrigante consiste no fato de que 

essas alterações na circunferência e formato das VSs, que nós observamos nos animais 

VAChT KD
HOM

, podem ser a razão para reciclagem alterada das VSs no RRP, 

observada nestes camundongos. 

Finalmente, nossos dados mostram que a redução na expressão do VAChT tem 

um importante papel na reciclagem e mobilização de aglomerados específicos de VSs 

na JNM. Nós sugerimos que a redução do conteúdo quântico de ACh é importante para 

definir o aspecto morfológico das VSs, enquanto que os níveis da proteína VAChT na 

membrana vesicular são importantes para definir a distribuição das VSs no interior dos 

terminais nervosos das JNMs de diafragma. Nossos resultados também sugerem que as 

alterações funcionais causadas pela deficiência de VAChT (Prado et al., 2006; Guzman 

et al., 2011; Martyn et al., 2012) podem envolver múltiplos mecanismos, incluindo uma 

diminuição no armazenamento de neurotransmissores, adicional aos déficits na 

reciclagem e mobilização das VSs do RRP. Estudos futuros serão necessários para 

esclarecer a relação entre a expressão do VAChT e a regulação da mobilidade das VSs 

em sinapses neuromusculares. 

Como já mencionado neste estudo, existem quatro tipos de SMC humana já 

identificados, caracterizados por: deficiência de ChAT; escassez de VSs com redução da 

liberação quantal de ACh; síndrome congênita semelhante à doença de Lambert-Eaton, 

e; SMC com liberação quântica de ACh reduzida devido a um mecanismo ainda não 
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definido (Bady et al., 1987; Engel et al., 2002; Engel, 2012). Sabendo que os animais 

VAChT KD
HOM

 apresentam uma alteração genética pré-sináptica, que determina a 

expressão reduzida do VAChT e, consequentemente, redução da liberação quântica de 

ACh (Prado et al., 2006; Lima et al., 2010), além de comprometimento da reciclagem 

das VSs do RRP, alteração na distribuição e aspecto morfológico das VSs é razoável 

pensar que deficiências na expressão e ou atividade do VAChT poderiam contribuir 

efetivamente para os processos fisiopatológicos envolvidos nas SMC em humanos e 

também em outras doenças neurodegenerativas. De fato, a importância do VAChT no 

estabelecimento de desordens neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, foi 

recentemente relatada em um estudo que mostrou uma redução significativa nos níveis 

de RNAm e da própria proteína VAChT em amostras de córtex cerebral de pacientes 

com esta doença (Chen et al., 2011). Portanto, nossos dados podem contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, tendo o VAChT como um 

importante alvo para futuras intervenções em pacientes com SMC. 
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6. Conclusão 

 De forma inédita, nós estudamos as alterações morfológicas de JNM de 

camundongos que apresentam redução na expressão do VAChT (VAChT KD
HOM

) e, 

por consequência, apresentam menor quantidade de ACh liberada em resposta à 

atividade neuronal. Em conjunto, nossos resultados sugerem que uma liberação mínima 

de ACh garantida pela expressão reduzida do VAChT é suficiente para manter a 

ontogênese e a biogênese normal das sinapses neuromusculares nos camundongos 

VAChT KD
HOM

. Entretanto, a redução na expressão do VAChT e, por consequência, 

nos níveis desta proteína na membrana vesicular influencia a distribuição de VSs nos 

terminais motores de diafragma e pode comprometer a reciclagem de um aglomerado de 

vesículas específico, o RRP, envolvidas na liberação de neurotransmissores evocada por 

sacarose, as quais reciclam de forma independente de cálcio, similarmente ao que 

acontece na liberação espontânea de neurotransmissores. Adicionalmente, nossos dados 

sugerem que o conteúdo quântico de ACh é importante para definir o aspecto 

morfológico das VSs na JNM de camundongos, não descartando a possibilidade de que 

a alteração na expressão do VAChT também pode colaborar para a alteração na forma 

das VSs, por reduzir a quantidade desta proteína na membrana das vesículas e 

comprometer o acoplamento da clatrina e seus adaptadores, prejudicando o 

modelamento das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT 

KD
HOM

 durante a endocitose. Finalmente, nossos dados mostram que, embora sutis, as 

alterações encontradas são suficientes para comprometer a neurotransmissão na JNM e, 

por consequência, podem prejudicar a função muscular nos animais VAChT KD
HOM

. 
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