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Resumo

Um dos pontos mais criticos do processo de neurotransmissdo colinérgica envolve o
evento de armazenamento da acetilcolina (ACh) nas vesiculas sinapticas (VSs) via
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Para avaliar a participacdo e a
importancia funcional do VAChT na neurotransmissdo colinérgica, Prado e
colaboradores (2006) geraram uma linhagem de camundongos que apresenta expressao
reduzida (knockdown) do gene do VAChHT. A reducdo da expressdo do VAChHT afeta a
neurotransmissao em juncdes neuromusculares (JNM), implicando em importante
déficit de forca muscular e reducdo do desempenho motor. No entanto, as caracteristicas
estruturais das JNM destes animais ainda ndo foram descritas. O objetivo deste estudo
consistiu em avaliar as possiveis alteracdes morfofuncionais dos elementos sinépticos
de JNM de diafragma de camundongos com disfungéo colinérgica (knockdown para o
gene do VAChHT) sob diferentes paradigmas de estimulacdo. Utilizando estimulagéo
hipertbnica com sacarose (500 mM) nés registramos potenciais de placa motora em
miniatura (MEPPs) em fibras musculares do diafragma de camundongos VAChT WT
and VAChT KD"°M e observamos que a frequéncia e amplitude dos MEPPs foi menor
para 0s animais KD"°M. Em seguida, as JNMs foram estimuladas com sacarose
hipertdnica na presenca da sonda FM1-43 fx, para monitorar a reciclagem das VSs a
partir do aglomerado de vesiculas disponiveis para liberacdo rapida (Readily Releasable
Pool - RRP). Nés observamos que os terminais nervosos dos camundongos KD™M
apresentaram menor sinal fluorescente que os do WT. Para a realizacdo de estudos
ultraestruturais, as JNMs foram estimuladas com sacarose hipertdnica, fixadas em
solucdo de Karnovsky modificada e processadas para microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Estes experimentos revelaram que o0s terminais nervosos de
diafragma dos animais KD"™ apresentavam uma reduc&o no nimero total de V/Ss/ pm?
de perfil de terminal e também uma alteracéo na distribui¢do das VSs. Ainda utilizando
a MET, no6s avaliamos o0s terminais pré-sinapticos de JNMs de diafragma de
camundongos VAChT WT e VAChT KD"M apés aplicacdo de estimulo elétrico e
também na auséncia de estimulacdo. Em ambas situacfes o nimero total de VS nos
perfis de terminais foi igual entre os genotipos, no entanto, os terminais nervosos dos
animais KD"®M continuavam a apresentar uma alteracdo na distribuicdo das VSs.
Durante as andlises morfométricas das elétron-micrografias de JNMs dos animais
KD"°M nés observamos uma maior quantidade de VSs com aspecto morfoldgico
irregular comparado ao WT. Entdo, utilizando a MET nds comparamos a circunferéncia,
o formato e a distribuigdo das VVSs de terminais nervosos de diafragmas de animais WT
tratados com (z)-vesamicol (bloqueador do VAChT) com aquelas de VAChT WT e
VAChT KD"M n3o tratados. Nés observamos que os terminais nervosos dos animais
VAChT KD"M nio tratados e dos WT tratados exibiam VSs achatadas e menores do
que aquelas dos animais VAChT WT ndo tratados. No entanto, o tratamento com
vesamicol ndo alterou a distribui¢do das VSs. Em conclusédo, nossos resultados sugerem
que a expressdo do VAChT é importante para a reciclagem das vesiculas do RRP e
distribuicdo de VSs, enquanto o contetdo vesicular de ACh € importante para a
manutencdo da forma das VVSs 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"°M mice. We observed that the MEPPs frequency was
lower in KD™"™ 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"°M 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/pum? of terminal and an altered distribution of SVs in nerve terminals of
KD"°M 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"M mice. Additionally, we conducted an ultrastructural study in
non-stimulated NMJ and also observed altered distribution of SVs in nerve terminals of
KD"M mice. Finally, using TEM we compared the circumference, shape and
distribution of SVs of electrically stimulated nerve terminals from VAChT WT and
VACHhT KD"M mice untreated and WT treated with (+)-vesamicol (a VAChT blocker).
We observed that the nerve terminals of VAChT KD"°M 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. Introducéo

1.1. Aspectos gerais da neurotransmissao

Um grande progresso cientifico sobre o entendimento do sistema nervoso foi
alcancado nos dois Ultimos séculos. Paginas importantes desse progresso foram escritas
por Santiago Ramon y Cajal, que prop6s a histologia basica do sistema nervoso central
(SNC), e destacou a zona especializada de contato entre os neurbnios, que mais tarde,
Charles Sherrington, veio a denominéa-Ila sinapse. O sistema nervoso possui bilhdes de
neurdnios e cada um deles pode se comunicar diretamente com milhares de outros
neurdnios através das sinapses. O funcionamento orquestrado dessas comunicacfes
neuronais é a base de processos complexos, como movimento, percep¢do sensorial,
aprendizado, memoria e emocdes. A transmissdo sinaptica ou neurotransmissao € o
processo basico de toda esta atividade (Farsad and De Camilli, 2002).

Os sinais ou impulsos nervosos sdo transmitidos por potenciais de acdo, que séo
variacOes rapidas do potencial de membrana neuronal. Um impulso nervoso € a
transmissdo de uma alteracdo elétrica ao longo da membrana do neur6nio a partir do
ponto em que ele foi estimulado. No neurdnio ndo estimulado, a superficie interna da
membrana plasmatica tem uma grande quantidade de cargas negativas, quando
comparada com o fluido tecidual adjacente. Proteinas negativamente carregadas e outras
moléculas grandes contribuem para as cargas negativas relativas ao lado interno da
membrana plasmatica neuronal. Esse estado elétrico corresponde ao potencial de
repouso da membrana. Durante essa fase diz-se que a membrana esta polarizada. O
potencial de membrana ou potencial de repouso de um neurdnio é de cerca de -70
milivolts [mV] (Kandel et al., 2003).

Para iniciar um potencial de acdo em uma célula excitavel € necessario um
estimulo. Qualquer estimulo (quimico, elétrico ou mecénico) que faca o neurénio ficar
mais permeavel aos ions sodio e potassio, pode mudar o potencial de repouso. O
aumento da permeabilidade a estes ions é determinado pela abertura de canais i6nicos,
formados por proteinas transmembrana, que permite o transito de sodio (canais para
sodio) ou de potéssio (canais para potassio) 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 despolarizacdo. Esta despolarizagdo causa um

fluxo de corrente elétrica. Se a despolarizacdo da membrana for de 15mV (o que
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significa uma alteracdo do potencial de repouso para -55mV), a despolarizacdo sera
apenas local. Quando a despolarizagcdo ultrapassa -55mV, a membrana alcanga um
ponto critico chamado "nivel de disparo”, o que resulta em uma onda de despolarizacao,
que se espalha ao longo do axénio. Quando o nivel de disparo é alcancado, um
potencial de acdo explosivo ocorre e a membrana do neurdnio rapidamente alcanga o
potencial "zero" e sobe para +35mV. Ocorre uma “inversdo” momentanea da
polaridade, ou seja, o lado interno da membrana passa a apresentar uma carga positiva,
comparada ao meio adjacente. A medida que a onda de despolarizacdo se desloca ao
longo do axénio, o estado de polarizacdo de repouso € rapidamente restabelecido ou a
membrana é repolarizada nos segmentos anteriores. Os canais para Na* se fecham e ndo
h& mais entrada deste ion na célula até a repolarizacdo da membrana. Simultaneamente
ao fechamento dos canais para sodio ocorre a abertura dos canais para potéssio,
resultando na saida deste ion da célula. H4 entdo uma reducdo de ions positivos dentro
da célula o que resulta em sua repolarizacdo. O potencial de repouso sé sera alcancado
com o auxilio da bomba de sddio e potassio, que transporta ativamente o excesso de

sodio para fora do neurénio (Nicholls, 1994; Kandel et al., 2003). (Figura 1).
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Despolarizagae da membrana,
provocando impulso nervoso (1L.N.) >

. 3

Area de repolarizagdo .~
——— / Na* Na®

Figura 1. Desenho esquematico mostrando a propagacdo do impulso nervoso no neurdnio. O potencial de agdo
que se estabelece na area da membrana estimulada perturba a area vizinha, levando a sua despolariza¢éo. O estimulo
provoca, assim, uma onda de despolarizagdes e repolarizacdes que se propaga ao longo da membrana plasmatica do
neurdnio. A propagacdo do sinal nervoso se da, basicamente, pela alteracdo na permeabilidade da membrana aos ions
sodio e potassio e se propaga em um Unico sentido. (http://www.sobiologia.com.br).
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Potenciais de acdo sdo iniciados em uma regido especializada do axénio
neuronal, chamada de cone de implantacéo, a partir dai os potenciais sdo conduzidos até
a terminacdo axonal, a qual estabelece sinapses com a célula adjacente. Em um contato
sinaptico, a célula que transmite um sinal é chamada de célula pré-sinaptica; ja a que
recebe o sinal é chamada de célula pos-sindptica. A célula pré-sinaptica transmite os
sinais a partir de dilatacdes terminais de seu axénio ramificado, chamadas de terminais
pré-sinapticos. Contudo, a célula pré-sinaptica ndo toca ou comunica anatomicamente
com a célula pos-sinéptica; ambas sdo separadas por um espago conhecido por fenda
sinaptica. Os neurbnios pré-sinapticos, mediante os seus axdnios, passam sinais para
pontos alvos pos-sindpticos, que podem ser os dendritos, o axénio ou o corpo celular de
outro neurénio, células musculares ou células glandulares, através das sinapses, as quais
podem ser de dois tipos: elétricas e quimicas (Gundelfinger et al., 2003).

Os neurdnios que se comunicam mediante sinapses elétricas sdo conectados por
jungdes comunicantes (gap junction) atraves das quais os impulsos elétricos passam
diretamente da célula pré-sindptica para a pds-sinaptica. A vantagem das sinapses
elétricas é a velocidade, ja que o impulso direto evita a demora ao redor de 0,5 ms,
caracteristica das sinapses quimicas. A sinapse quimica, base funcional do sistema
nervoso, é uma estrutura especializada e autorregulada. E integrada por um terminal
pré-sindptico, que contém vesiculas sinapticas (VSs), as quais armazenam
neurotransmissores, e uma area correspondente da célula pos-sindptica, que contém
receptores especificos para 0s neurotransmissores. As sinapses quimicas podem ser
excitatorias ou inibitorias. Nas excitatorias, o neurotransmissor liberado pela célula pré-
sinaptica produz uma mudanca localizada na membrana da célula pds-sinéptica que a
leva a se despolarizar, promovendo a geracdo de um potencial elétrico. Nas sinapses
inibitorias, o neurotransmissor causa uma mudanca na permeabilidade de ions, que
tende a bloguear o potencial da célula pos-sindptica por hiperpolarizacdo de suas

membranas (Purves et al., 2001). (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico comparando sinapse elétrica e quimica. As sinapses elétricas (A) e quimicas (B)
diferem fundamentalmente em seus mecanismos de transmissao. Nas sinapses elétricas, jungGes comunicantes entre
as membranas pré e pds-sinapticas, unem-nas e permitem o fluxo idnico passivo entre as células. Nas sinapses
quimicas ndo existe continuidade intercelular; a célula pré-sinaptica libera neurotransmissores que se ligardo a
receptores na membrana da célula pds-sinaptica e desencadeardo uma resposta. Adaptado a partir de Purves et al,
2001.

Apesar da existéncia de dois tipos de sinapses, a quimica e a elétrica, as sinapses
quimicas estdo presentes em maior nimero do que as elétricas, constituindo a principal
forma de comunicacdo entre neurénios no SNC. Através das sinapses quimicas, a
exocitose de uma Unica vesicula sinaptica pode desencadear a abertura de milhares de
canais idnicos pds-sinapticos, o que caracteriza a propriedade de amplificacdo do sinal
pré-sinaptico nas sinapses quimicas e ainda, devido a alteragdes na frequéncia e
intensidade de uso dessas sinapses, elas se alteram respondendo de forma diferenciada a

novos estimulos, caracterizando a plasticidade sinaptica (Jessell and Kandel, 1993).
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1.2. Reciclagem de vesiculas sindpticas

De uma maneira geral, a transmissdo sinaptica envolve a reciclagem de VSs,
liberacdo de neurotransmissores a partir do terminal nervoso e ativacdo de receptores
pos-sinapticos (Heuser and Reese, 1973; revisado por Sudhof and Rizo, 2011). Todas as
fungdes pré-sinapticas, direta ou indiretamente, envolvem VSs, que se submetem a um
trafego ciclico, conhecido como ciclo de vesiculas sinapticas, o qual pode ser dividido
em dois grandes eventos: exocitose e endocitose de VSs, 0s quais sdo regidos por
diversas e importantes interacdes entre proteinas presentes na membrana das VSs e na

membrana plasmaética do terminal nervoso. (Figura 3)
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Microtubule — :
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Figura 3: Etapas basicas da neurotransmissdo. Com a chegada de um potencial de acdo (action potential) no
terminal pré-sinéptico ocorre a abertura de canais para calcio sensiveis & voltagem (Ca®" channel) e consequente
influxo deste ion para o terminal, levando a um aumento da concentragdo intraterminal deste cation. Vesiculas
sinapticas contendo neurotransmissores se acumulam nas adjacéncias das zonas ativas (active zone), sitios
subcelulares da liberagdo vesicular. As vesiculas que se ancoram na zona ativa (docking) sofrem uma reagdo de
amadurecimento (priming) que as tornam competentes para a abertura de um poro de fusdo (fusion), coalescéncia
com a membrana plasmatica do terminal (full fusion) e exocitose dos neurotransmissores. Apds a exocitose, as VSs
séo reconstituidas por meio de endocitose compensatdria (clathrin-mediated endocytosis) (Adaptado a partir de de
Saint Basile et al., 2010).
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1.2.1. Exocitose de vesiculas sinapticas

A liberacdo de neurotransmissores a partir de um terminal pré-sinaptico é
realizada através da exocitose de VSs, a qual é precedida por alguns eventos
importantes: a) 0s neurotransmissores sdo ativamente transportados para dentro das
VSs; (b) as vesiculas agrupam-se em frente a zona ativa; (c) ancoram-se nesta; (d)
amadurecem e entdo; (e) tornam-se competentes para a fusdo e consequente exocitose
disparada por célcio (Sudhof, 2004).

A captacdo dos neurotransmissores para dentro das vesiculas é mediada por sete
diferentes transportadores, especificos para cada um dos neurotransmissores. O
glutamato é captado por trés deles: VGLUT-1 (neurbnios glutamatérgicos do
hipocampo e cdrtex), VGLUT-2 (neurbnios glutamatérgicos do talamo e tronco
encefélico) e VGLUT-3 (neurdnios dispersos, frequentemente ndo associados com
liberagdo de glutamato) (Fremeau et al., 2004 b; Blakely and Edwards, 2012). As
monoaminas por outros dois: VMAT-1 (células ndo neuronais, como as celulas
cromafins) e VMAT-2 (neurdnios) (Erickson et al., 1996). Um Unico transportador foi
identificado para GABA e glicina: VGAT (neurdnios inibitérios do cérebro
[predominantemente GABAGérgicos] e neurdnios inibitérios glicinérgicos e
GABAEérgicos do tronco encefalico e medula espinhal) (Wojcik et al., 2006). Um outro
transportador para acetilcolina: VAChT (neurdnios colinérgicos do SNC e juncédo
neuromuscular [JNM]) (Parsons et al., 1993; Prado et al., 2002; Prado et al., 2013).

Todas as etapas seguintes ao preenchimento vesicular requerem interacdo
proteica e fusdo da membrana da VS com a membrana do terminal neuronal. Os eventos
de interacdo de proteinas e fusdo de membranas que culminam com a exocitose
vesicular sdo orquestrados por uma maquinaria proteica que inclui dois grupos
principais de proteinas: o complexo SNARE e as proteinas SM (Stdhof and Rizo,
2011).

O complexo SNARE ¢é formado pela proteina sinaptobrevina/\VVAMP, localizada
na membrana das VSs e também chamada de v-SNARE (vesicular SNARE) e, pelas
proteinas sintaxina 1 e SNAP-25, situadas na membrana plasmatica do terminal pré-
sinaptico e também chamadas de t-SNARE (target SNARE) (Séllner 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 vesiculas da
24



membrana, sendo incapaz de abrir o poro de fuséo (Sudhof, 2004; Sidhof and Rizo,
2011). O processo de fusdo das membranas vesicular e pré-sinéptica se inicia com a
proteina sinaptotagmina 1, uma proteina integral da membrana das VSs que funciona
como um sensor de célcio ligando-se a este ion (por meio de seus dominios C2A e
C2B), as proteinas SNAREs e a fosfolipides da membrana plasmatica (Murthy and De
Camilli, 2003; Chapman, 2008). Ela é fundamental para a ancoragem, fusdo e
reciclagem das VSs. A sinaptotagmina pode se ligar ao complexo SNARE na auséncia
de célcio, mas precisa deste ion para fundir-se com a membrana fosfolipidica. O
dominio C2A da sinaptotagmina é capaz de se ligar a 3 ions célcio e 0 C2B a 2 ions. O
dominio C2A esta diretamente relacionado a fusdo das vesiculas. A ligacdo deste
dominio da sinaptotagmina a membrana pré-sinaptica resulta na insercdo parcial de
aminoacidos hidrofébicos nesta dltima, resultando em um estresse mecéanico que
desestabiliza a membrana e provoca a abertura de um poro e posterior inser¢do dos
componentes de membrana das vesiculas na membrana plasmatica (Chapman, 2008;
Sudhof and Rizo, 2011). (Figura 4).

Todos os tipos de fusdo de membrana intracelular que séo controladas por
SNAREs também dependem de um grupo de proteinas, chamadas de proteinas SM. A
formagdo do complexo SNARE na sinapse e outras funcgdes intracelulares séo
controladas por proteinas SM (Studhof and Rothman, 2009; Rizo and Sudhof, 2012).
Este grupo de proteinas interage com o complexo SNARE de diferentes formas, mas
principalmente como “grampos de ligagdo” tanto com v-SNAREs quanto t-SNAREs.
Dentre as SM, duas subfamilias tem papel de destaque no ciclo de VSs: Sec 1/Munc 18
gue agem durante a exocitose e Vps 45 que atua na endocitose (Carr and Rizo, 2010).
Embora permanega obscuro o motivo pelo qual as proteinas SNAREs requeiram as SM
para fusdo, a estrutura destas Ultimas sugere que elas podem se envolver em torno do
complexo SNARE, mantendo-o reunido. Esta interacdo pode organizar espacialmente
este complexo, mantendo-o do lado interno das membranas em fusdo e promovendo
agregacdo do complexo SNARE. Além disso, as proteinas SM podem catalisar
fosfolipides durante a fusdo, provavelmente alterando a curvatura da membrana (Carr
and Rizo, 2010).

Durante a exocitose as VSs ancoram e fundem em regides especializadas do
terminal nervoso, chamadas de zonas ativas, que contém proteinas chaves para o ciclo
de VSs, as quais estdo presentes em todos os tipos de sinapses. As zonas ativas tém, no

minimo, trés funcdes muito importantes: 1) elas unem, fisicamente, VSs, canais para
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calcio e outros componentes pré-sinapticos em um unico complexo, garantindo assim
uma colocalizacdo eficiente dos elementos, o que possibilitam uma transmissédo
sinaptica rapida; 2) elas organizam receptores pré-sinapticos para permitir modulacdo da
liberacdo de neurotransmissores e; 3) elas mediam varias formas de plasticidade pré-
sinaptica de curto e longo prazo. Todas estas trés funcGes sdo cruciais para a
transmissao sinadptica (Sudhof and Rizo, 2011).

Diversas outras proteinas tém participacdo importante durante a exocitose de
VSs, no entanto, ndo constitui escopo deste trabalho uma descricdo detalhada de todas
as proteinas envolvidas nesta etapa do ciclo de VS; o que pode ser encontrado em

excelentes revisdes disponibilizadas na literatura.
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Figura 4. Participacdo do complexo SNARE na exocitose de VSs: as VSs se aproximam das zonas ativas (A) e
entdo ocorre a interagdo entre as proteinas dos complexos v- e t- SNARE (B), o que envolve a participacdo de outras
proteinas, dentre elas a Munc-18, da familia das proteinas SM, resultando no ancoramento das VSs (docking). O
entrelagamento progressivo das proteinas SNARE promove a aproximagdo das membranas vesicular e plasmatica,
caracterizando um dos muitos estagios de amadurecimento das VSs (priming stage) (C). O influxo de célcio para o
terminal nervoso promove a fusdo das membranas e abertura inicial de um poro de fusdo (fusion-pore opening). Esta
etapa é mediada pela acdo da proteina sinaptotagmina (D). Posteriormente a membrana das VSs se funde
completamente com a do terminal (fusion completion) e ocorre a liberagdo macica dos neurotransmissores (E). Todas
essas etapas compdem o evento de exocitose das VSs, apds a qual ocorrera a endocitose e reciclagem das VSs, que
serdo disponibilizadas para um novo ciclo. Adaptado a partir de Tang et al, 2006.

26



1.2.2. Endocitose de vesiculas sinapticas

Os neurdnios podem manter altas frequéncias de transmissdo sinaptica sem
exaurir o suprimento de VSs presente nas terminagOes nervosas. Esta capacidade se
deve a existéncia de mecanismos de endocitose eficientes que recapturam e reutilizam
membrana plasmatica das VSs apds a fusdo destas com a membrana plasmatica do
terminal (Saheki and De Camilli, 2012).

ApOs a exocitose, as VSs sdo endocitadas e recicladas por uma de trés 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
invaginacdo de membrana e formacdo de cisternas, das quais podem brotar vesiculas
revestidas por clatrina (Richards et al., 2000).

A endocitose de VSs mediada via acdo da proteina clatrina, foi pioneiramente
descrita por Heuser and Reese (1973). Neste modelo de endocitose, apds a completa
fusdo e colescéncia da vesicula com a membrana plasmatica do terminal, forma-se uma
capa de clatrina sobre a membrana de VSs, que foi inserida na membrana pré-sinaptica.
Regibes revestidas por clatrina sdo tipicamente observadas nas margens externas das
zonas ativas (Heuser and Reese, 1973). Estas areas especializadas para a endocitose
formam uma regido bioquimica e anatomicamente distinta, chamada de regido
endocitica ou zona periativa (Wan et al., 2000). A nucleagdo da clatrina comega com a
interacdo de adaptadores de clatrina com os lipidios e proteinas, obrigatoriamente
intrinsecos da membrana vesicular que agora estdo imersos na membrana plasmatica
neuronal. Subsequentemente, as interacfes dos adaptadores uns com o0s outros, dos
adaptadores com outros fatores acessorios e com a clatrina levam ao rapido crescimento
de uma cobertura sobre a membrana. Em seguida, é formado um broto invaginado,
revestido de clatrina, o qual possui um “colo” estreito. A fissdo deste colo através de
uma reacdo que requer a participacdo da proteina dinamina (uma GTPase) leva a
formacdo de uma vesicula que rapidamente perde seu revestimento de clatrina (Takei et
al., 1996; Ferguson and De Camilli, 2012). Apds a perda do revestimento de clatrina, as
VSs tambem podem fundir-se com endossomas e VSs auténticas podem brotar a partir
desse endossoma (Murthy and De Camilli, 2003).

A endocitose via clatrina consiste em um mecanismo extremamente importante
de recuperagdo dos componentes lipidicos e proteicos proprios 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 endociticas, 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 liberag&o sinaptica.
Porém se a atividade de qualquer uma das proteinas envolvidas na via da clatrina for
perturbada, a transmissdo sinaptica torna-se prejudicada (Sudhof, 2004). (Figuras 5 e
6).

Heuser-Reese

Figura 5. Modelo de endocitose de VSs via acdo da proteina clatrina. A esquerda - Modelo de Heuser and Reese
no qual as VSs sdo completamente integradas a membrana da zona ativa durante a exocitose e sdo recicladas por
meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Vesiculas cobertas podem também brotar a partir de grandes
endossomas (diagrama a esquerda). A direita - Micrografia eletronica mostrando a presenca de depressdes de
membrana e vesiculas cobertas por capa de clatrina (setas) em terminagdo motora submetida a estimulo elétrico. E
possivel observar também a presenca 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. A esquerda - E possivel
observarmos o perfil de um terminal pré-sinaptico de JNM de camundongo, contendo diversas VSs e uma
mitocdndria. A direita — observamos em detalhe a area destacada pelo retangulo 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 ¢ o chamado mecanismo “kiss and run”. A potencial
existéncia 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 ra.
Contudo, esse termo foi empregado a partir da década de 1990 por Fesce e
colaboradores (1994). Neste modelo, as vesiculas liberam os neurotransmissores via um
poro de fusdo transiente e entdo sdo recapturadas, podendo permanecer no local, ser
novamente preenchidas com neurotransmissor e submeter-se a um novo ciclo de
exocitose ou, alternativamente, podendo ndo ancorar e permitir que outras vesiculas
ocupem seu lugar (Murthy and De Camilli, 2003; Siidhof, 2004). Neste modelo, como
ndo ha coalescéncia da membrana das VSs com a membrana do terminal apos a fuséo,
as VSs retém sua identidade molecular.

A principal linha de evidéncia para a existéncia da via “kiss and run” vem do
emprego de sondas fluorescentes, atividade-dependente, tais como o FM1-43, que séo
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 plasmatica do terminal nervoso e/ou pode ser liberado para a
solucé@o que contém a preparacdo estudada. Estudos utilizando sondas fluorescentes com
diferentes cinéticas de liberacdo tém indicado que a exocitose ocorre de uma maneira
que as VSs retém uma quantidade significativa da sonda. Estes resultados tém sido
interpretados como o reflexo de uma endocitose rapida, sem fusdo completa de
membranas, 0 que entdo leva a retencdo do corante (Pyle et al., 2000; Stevens and
Williams, 2000).

N&o obstante, a ocorréncia de eventos de “kiss and run” e¢ seus mecanismos
subjacentes permanecem em aberto, com questdes importantes que precisam ser
respondida, como por exemplo: quais sdo os fatores que evitam a fusdo completa das
membranas? (Murthy and De Camilli, 2003; Saheki and De Camilli, 2012). (Figura 7).

29



Ceccarelli

O @ O

Figura 7. Modelo de endocitose de VSs via mecanismo “Kiss and run”. A esquerda - Diagrama representando o
modelo de “kiss and run”’, no qual, durante a liberacdo de neurotransmissores, as vesiculas abrem um poro de fuséo
transitério, mas ndo se fundem completamente com a membrana pré-sinaptica, sendo recicladas localmente. A direita
- Micrografia eletrdnica de uma terminacdo motora submetida a estimulo elétrico de baixa frequéncia por duas horas.
Destaca-se a auséncia de vesiculas 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 formagédo de grandes
invaginacdes de membrana plasmatica do terminal, a qual ja foi observada em uma
ampla variedade de sinapses, incluindo a JNM de ré@ (Richards et al., 2000), terminais
motores de cobra (Teng et al.,, 1999; Teng and Wilkinson, 2000) e neur6nios
hipocampais de rato (Takei et al., 1996). Estas grandes invaginacfes ocorrem distantes
do sitio de fusdo das VSs e acredita-se que sua formacdo ndo envolva diretamente a
participacdo da clatrina (Royle and Lagnado, 2003). As invaginacfes podem ser
destacadas a partir da superficie da membrana, formando intermediarios semelhantes a
endossomas, ou podem permanecer conectadas com a membrana plasmética (Heuser
and Reese, 1973; Takei et al., 1996). Acredita-se que estas invaginacfes ndo sejam
formadas pela coalescéncia de vesiculas internalizadas revestidas por clatrina; ao invés
disso, VSs podem ser formadas por endocitose mediada por clatrina a partir dessas
invaginagdes (Teng and Wilkinson, 2000). A fissdo das cisternas invaginadas a partir da
membrana plasmatica requer um mecanismo ativo, que parece ser independente de
dinamina, porque alguns estudos relatam a sua ocorréncia mesmo na auséncia desta
proteina, 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
condicdo estimulatoria, quando um grande nimero de VSs funde-se com a membrana
plasmética do terminal em um curto intervalo de tempo (Saheki and De Camilli, 2012).
A internalizacdo de membrana, mediada por esta forma de endocitose, pode evitar uma
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expansao excessiva da superficie celular sob condi¢des nas quais a endocitose mediada
por clatrina torna-se limitada (Murthy and De Camilli, 2003). Este processo é um
mecanismo ndo seletivo de recaptacdo de membrana. Contudo, os intermediarios
resultantes, semelhantes a endossomas, podem ser ricos em proteinas da membrana
préprias das VSs, dada a abundancia destas proteinas na membrana plasmatica pré-
sinaptica 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 invaginagdo de membrana permanecem amplamente desconhecidos (Saheki and De
Camilli, 2012). (Figura 8).
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Figura 8. Modelo de endocitose de VSs via invaginacdo de membrana e formagéo de cisternas. A esquerda -
Diagrama representando a endocitose via grandes invaginacdes de membrana ap6s a liberagéo vesicular. A direita -
Micrografia eletrdnica mostrando a presenca de invagina¢fes 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 serdo
reacidificadas e repreenchidas diretamente ou ap0s passar por um endossoma
intermediério (Heuser and Reese, 1973; Murthy and De Camilli, 2003), possibilitando o
recomeco do ciclo de VSs. E importante mencionar que diversas outras proteinas
acessorias sdo necessarias para acelerar e otimizar os processos de endocitose de VSs
(Rizo and Sudhof, 2002), mas a descricdo detalhada de todas elas ndo constituiu
objetivo deste trabalho e pode ser estudada atraves de uma vasta quantidade de estudos

referentes ao tema e disponibilizados na literatura.
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1.2.3. Aglomerados de vesiculas sinapticas

O terminal nervoso pré-sinaptico, especialmente na JNM madura, contém
algumas mitocondrias e muitas VSs, que ciclam continuamente, conforme descrito
anteriormente, o que permite a utilizacdo repetida destas durante a atividade neuronal
sustentada. A microscopia eletrénica de transmissdo as VSs sdo todas parecidas
morfologicamente, apesar de uma evidente diferenca de localizacdo espacial (Rizzoli
and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012).

Nos terminais nervosos as VSs estdo dispostas em um dos trés grupos ou
aglomerados vesiculares funcionalmente definidos: 1) o aglomerado prontamente
liberavel (Readily Releasable Pool - RRP); 2) o aglomerado de reciclagem (Recycling
Pool - RP) e; 3) o aglomerado de repouso (Resting Pool - R{P). Apesar desta divisao
didatica, os aglomerados vesiculares de um terminal nervoso ndo sdo morfologicamente
separados (Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012). (Figura 9).

O algomerado prontamente liberavel (RRP) é formado pelas vesiculas ancoradas
nas zonas ativas dos terminais pré-sinapticos. Na JNM de vertebrados este aglomerado é
formado por cerca de 10.000 VSs (Rizzoli and Betz, 2005). Este grupo esta apto para a
exocitose imediata e pode ser mobilizado mediante aplicagéo de solugédo hipertonica de
sacarose (Rosenmund and Stevens, 1996). Embora a utilizacdo de sacarose hipertdnica
no estudo de eventos sindpticos remonte ao inicio dos anos de 1950 (Fatt and Katz,
1952), seu mecanismo de acdo preciso ainda ndo foi compreendido completamente,
apesar do conhecimento de que a resposta ao estimulo hiperténico é independente de
calcio (Rosenmund and Stevens; Sara et al., 2002).

O aglomerado de reciclagem (RP) consiste das vesiculas préximas a membrana
pré-sinptica, mas ndo ancoradas nas zonas ativas. O nimero 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 liberdvel, forma o aglomerado de reciclagem
total (Total Recycling Pool - TRP), definido como o conjunto de vesiculas que mantém
a liberagdo de neurotransmissores em estimulacdo fisiologica moderada e que podem
ser marcadas com sondas lipofilicas como o0 FM1-43 (Richards et al., 2000 e 2003). As
VSs do RP podem repovoar o RRP, sendo que a cinética desta transicdo impacta sobre a
neurotransmissdo e oferece um ponto de controle potencial para regular a eficiéncia da
liberacdo (Alabi and Tsien, 2012).
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O aglomerado de repouso (R{P) é composto pelas vesiculas mais distantes das
zonas ativas pré-sinapticas. Sua populacdo de VSs, para a JNM de vertebrados é de
aproximadamente 400.000 (Rizzoli and Betz, 2005). Este aglomerado consiste em um
depdsito 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 R{P pode ter importantes funcdes fisiologicas, tais como: ele pode ser
dinamicamente trocado entre botdes sinapticos do SNC de mamiferos, como membros
de um “superaglomerado” de VSs (Fernandez-Alfonso and Ryan, 2008) e; o R{P
também pode servir como um reservatério para a captura e suprimento de proteinas
utilizadas na reciclagem de VSs (Denker et al., 2011).

As VSs sdo agrupadas mediante acdo da proteina sinapsina, a qual age como
uma “cola” unido-as. As sinapsinas sdo fosfoproteinas associadas com VSs que
participam da regulagdo do agrupamento vesicular e liberacdo de neurotransmissores
(Coleman et al., 2008). Diversos estudos tém indicado que as sinapsinas Sao
responsaveis por manter o aglomerado de repouso (Samigullin et al., 2004; Coleman
and Bykhovskaia, 2010; Akbergenova and Bykhovskaia, 2010). No entanto, as
sinapsinas estdo envolvidas também em eventos relacionados com o ancoramento ou
pos-ancoramento de VSs na membrana dos terminais nervosos (Tao-Cheng, 2006;
Coleman et al., 2008).

Atualmente, muitas pesquisas tém sido conduzidas em todo o mundo, na
tentativa de se isolar componentes moleculares que identifiguem separadamente cada
aglomerado vesicular. No entanto, nenhum modelo definitivo de diferenciagio
bioquimica tem sido proposto, apesar da identificacdo de algumas proteinas inerentes a
grupos particulares de VSs (Hua et al., 2011; Ramirez et al, 2012). E provavel que a
unido de evidéncias morfoldgicas, biofisicas e bioquimicas seja 0 melhor caminho para
se esclarecer as questbes que ainda permanecem em aberto com relacdo 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
didatico, dos aglomerados de VSs (esferas de cor laranja) presentes em um terminal nervoso (circulo verde) e
dispostas em relagdo a zona ativa pré-sinaptica, ou seja, em aposicdo a uma dobra de membrana muscular pés-
sinaptica (retangulos rosa). Desenho adaptado a partir de Rizzoli and Betz, 2005. Painel inferior — Elétron-
micrografia de transmissdo mostrando o perfil de um terminal pré-sinaptico de JNM de camundongo, contendo
numerosas VSs, que ndo sdo anatomicamente separadas, conforme mostrado didaticamente no painel superior. Barra
de escala: 1 um. Aumento: 18.500 x. (Hermann A. Rodrigues).
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1.3. A neurotransmissao colinérgica

Como vimos anteriormente, a transmissdo sinaptica é iniciada quando um
potencial de acdo dispara a liberacdo de neurotransmissores a partir de um terminal
nervoso pré-sindptico. O potencial de agdo se propaga pela terminagdo nervosa, induz a
abertura de canais para calcio e 0 aumento transiente da concentracao intracelular deste
ion estimula a exocitose de VSs e liberacdo dos neurotransmissores para a fenda
sinaptica (Katz, 1966). Apds a exocitose, as VSs submetem-se a 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;
Sudhof, 2004).

Os neurotransmissores podem ser divididos em trés categorias: 1) aqueles que
sdo aminodcidos simples, tais como o glutamato, o &cido gama-amino-butirico (GABA)
e a glicina; os quais participam da transmissdao em cerca de mais de 90% de todas as
sinapses do SNC e sdo responsaveis por uma transferéncia de informacdo mais réapida;
2) aqueles que abrangem uma grande variedade de neuropeptideos, os quais agem
predominantemente como neuromoduladores, controlando a atividade de receptores
difusos em vez de apenas nos sitios sinapticos; 3) aqueles que sdo transmissores
classicos, tais como a acetilcolina (ACh), as catecolaminas (dopamina, noradrenalina e
adrenalina) e a 5-hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina). Estes tém acdo
predominantemente lenta e papel modulatério no SNC (Nicholls, 1994). Os
neurotransmissores classicos sdo sintetizados na propria terminacdo nervosa, sendo
posteriormente armazenados no interior das VSs e liberados na fenda sinaptica, proximo
aos seus receptores, como € o0 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 interneur6nios; projecoes
colinérgicas do nucleo basal de Meynert para 0 hipocampo, cortex cerebral e complexo
amigdaldide; projecdes do septo medial para estruturas limbicas e; &reas subcorticais
inervadas por neurdnios originados de regides ponto-mesencefalicas (Mesulam, 2004).
No sistema nervoso autbnomo este neurotransmissor esta presente em todas as sinapses
pré-ganglionares simpaticas e parassimpaticas; todas as sinapses po6s-ganglionares
parassimpaticas e; sinapses pos-ganglionares simpaticas de glandulas sudoriparas e
masculo eretor dos pélos. No sistema nervoso periférico (SNP), a ACh é o
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neurotransmissor da JNM de vertebrados, estabelecida entre nervo motor e mdsculo
estriado esquelético (Nicholls, 1994; Hammond, 2008).

A ACh, é sintetizada no terminal pré-sinaptico pela enzima colina
acetiltransferase (ChAT), a partir da colina e do acetil-CoA, este Ultimo proveniente da
respiracdo mitocondrial. Ap6s sua sintese, a ACh é armazenada no interior das VSs
através do seu transportador vesicular, o VACHT (transportador vesicular de
acetilcolina), uma proteina com 12 dominios transmembrana. Para transportar ACh, o
VACHhT utiliza um gradiente eletroquimico gerado por bombas de prétons 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 hidrdlise do ATP,
translocam protons H* para o interior das VSs, estabelecendo duas condigdes: primeira,
o pH no interior da vesicula torna-se mais &cido, gerando um gradiente quimico de pH
(ApH) através da membrana vesicular; segunda, o interior da vesicula torna-se
abundante em cargas positivas, criando um potencial elétrico transmembrana (AY). O
somatorio dessas duas condigdes corresponde ao gradiente eletroquimico, representado
pela equacdio AuH'= ApH + AW (revisado por Liu and Edwards, 1997; Ozkan and
Ueda, 1997). O VAChT realiza, entdo, a troca de dois fons H* por uma molécula de
ACh, preenchendo o interior das vesiculas com cerca de 5.000 a 10.000 moléculas deste
neurotransmissor (Nguyen and Parsons, 1995; Nguyen et al., 1998; Nogajski et al.,
2009). Apos a exocitose das VSs a ACh difunde-se pela fenda sinaptica, liga-se aos seus
receptores na membrana pds-sinapticas e promove alteragdes na permeabilidade idnica
desta, que irdo desencadear a resposta da célula inervada. Adicionalmente, a ACh
também ¢é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda
sinaptica, gerando colina e acetato. A colina € recaptada para o interior da terminagédo
nervosa por meio de seu transportador (CHT), podendo ser novamente utilizada para a
sintese de nova ACh (Birks and Maclntosh, 1961; revisado por Ribeiro et al., 2006 e
Prado et al., 2013) (Figura 10).

36



AcCoA
+
choline \
ACh

VAChT - ChAT

*‘ CHT

ACh _—) acetate + choline

AChE
ACh ACh

)

Nicotinic receptor

Muscarinic receptor

Figura 10: Desenho esquematico mostrando a sintese, 0 armazenamento e a liberagdo de acetilcolina. A
acetilcolina (ACh) é sintetizada no terminal pré-sindptico pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da
colina e do acetil-CoA, advindo da respiracdo mitocondrial. Apds sua sintese, a acetilcolina é armazenada no interior
das vesiculas sinapticas através do seu transportador vesicular, 0 VAChT. Seguinte a exocitose e ativacdo dos
receptores pos-sindpticos, a acetilcolina é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda
sinaptica, gerando colina e acetato. A colina € recaptada para o interior da terminagdo nervosa por meio de seu
transportador de membrana (CHT), podendo ser utilizada para a sintese de nova acetilcolina (The American
Psychiatric Publishing — Textbook of Psychopharmacology, fourth edition. Edited by Alan F. Schatzberg and Charles
B. Nemeroff, 2009).

Os receptores pos-sindpticos para ACh podem ser de dois tipos: muscarinicos ou
nicotinicos. Os receptores muscarinicos para ACh (MmAChR) sdo do tipo
metabotrdpicos, ou seja, acoplados a proteinas G e consistem de uma Unica cadeia
polipeptidica que apresenta sete dominios transmembrana. (Figura 11). Eles agem
ativando segundos mensageiros intracelulares e estdo presentes nos neurdnios das vias
colinérgicas do SNC e periférico, inclusive no terminal pré-sinapico da JNM;
musculatura cardiaca e lisa e outros tipos celulares e teciduais, como algumas glandulas
(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 pds-sinapticas por ativarem a via da enzima fosfolipase C, através

da agdo de proteinas G da familia Gq; enquanto M2 e M4 agem através da inibigdo da
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enzima adenilato ciclase, também por acdo de proteinas G, mas da familia Gi/Go
(Nicholls, 1994; Nathanson, 2008). Os receptores muscarinicos para ACh sdo
diferencialmente distribuidos em neurénios, sendo que o subtipo M1 €é o receptor pos-
sinaptico mais comum, embora ndo o Unico (Mesulam, 2004; Nathanson, 2008). Na
JNM de vertebrados, o subtipo M2 age como autorreceptor pré-sinaptico inibitério nos
terminais nervosos dos neurdnios motores (Parnas et al., 2005). Embora esta forma de
receptores para ACh esteja envolvida em importantes funcdes fisioldgicas, noés nao a
abordaremos mais profundamente, pois ela ndo consiste em assunto deste trabalho.
Daremos uma énfase melhor sobre a classe nicotinica dos receptores para ACh.

acetylcholine : synaptic
M1 receptor ~ cleft

acetylcholine

post-synaptic membrane

Figura 11. Desenho esquematico representando um receptor muscarinico para ACh. Este tipo de receptor esta
acoplado a uma proteina G, responsavel por ativar segundos mensageiros, os quais atuardo em alvos moleculares
especificos e desencadeardo a resposta pds-sinptica. Fonte: http://www.cnsforum.com

Os receptores nicotinicos para ACh (nAChR) sdo do tipo ionotropico, ou seja,
associados a canais ionicos e controlados por ligantes. (Figura 12). Os nAChR séo
compostos por cinco subunidades (a, B, 8, v/ €, com a e B podendo se repetir dentro da
estrutura) que delimitam um poro aquoso central, permitindo o influxo de cétions. As
cadeias polipeptidicas das subunidades contém quatro segmentos transmembrana

(Hammond, 2008). A funcdo dos receptores nicotinicos € garantir uma transmissao

38


http://www.cnsforum.com/

sinaptica rapida, a qual € alcancada apds a ligacdo de duas moléculas de ACh, o que
gera um rapido e transiente aumento na permeabilidade cati6nica, gragas a alteracdo
conformacional do canal central, saindo de um estado fechado para aberto. A duragédo
do estado aberto depende do tempo de ocupagdo da ACh no seu sitio de ligacdo. Os
nAChR ainda apresentam topograficamente sitios de ligacéo alostérica distintos do sitio
de ligacdo da ACh, sobre os quais agem uma grande variedade de agentes
farmacologicos e ligantes fisioldgicos, que entdo podem modular sua abertura ou
fechamento (D’hoedt and Bertrand, 2009; Albuquerque et al., 2009).

Os nAChR neuronais sdo amplamente distribuidos no SNC e se apresentam sob
a forma pentamérica tipica, a qual pode ter uma combinacdo homomeérica ou
heteromérica de subunidades a e . Eles estdo principalmente localizados em sitios pré-
sinapticos, onde modulam a liberacdo de neurotransmissores e, por vezes, podem ser
encontrados em pericarios ou dendritos, onde mediam efeitos pds-sindpticos (Dajas-
Bailador and Wonnacott). Os nAChR neuronais formam uma familia heterogénea de
subtipos derivados das cinco subunidades codificadas por nove genes o (a2 — a10) e trés
genes B (B2 — P4). Esta forma de nAChR estd envolvida em importantes fungdes
fisiologicas e também em sérias condigdes patoldgicas, como por exemplo a doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, algumas formas de epilepsia, depressdo, autismo e
esquizofrenia (Gotti et al., 2006).

O nAChR é o unico tipo de receptor para ACh presente na membrana pés-
sinaptica da JNM de mamiferos. Também apresentado sob a forma pentamérica, o
nAChR muscular € formado por subunidades heteroméricas: 2al, 1, 6 € ou vy, ou €, que
juntas formam o canal iénico do receptor que é ativado pela ligacdo de ACh nas duas
subunidades a. Ao longo do desenvolvimento a subunidade y € substituida pela € na
transicdo entre uma forma de nAChR embrionaria ou desnervada (201, B1, 6, y), para

uma forma adulta (2al, B1, 9, €), presente na fibra muscular inervada (Lee, 1998).
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Figura 12. Desenho esquematico representando um receptor nicotinico para ACh. Uma das subunidades do
receptor ndo esta representada para que o canal interno pudesse ser visualizado. Este receptor ativa diretamente o
canal idnico ao qual esta acoplado. Fonte: http://www.cnsforum.com

A formacdo de aglomerados de receptores nicotinicos para ACh durante o
desenvolvimento neuromuscular ndo requer o contato anatbmico entre nervo e musculo,
mas a presenca do nervo é necessaria (Dahm and Landmesser, 1991). Durante o
desenvolvimento, as subunidades do nAChR sdo distribuidas difusamente sobre a
superficie muscular, mas com o estabelecimento do contanto nervo-musculo, os NAChR
ancoram-se sob 0s terminais nervosos e rapidamente concentram-se nestes sitios
mediante uma combinacdo de difusdo lateral e, preferencialmente, sintese e insercédo de
subunidades sob a sinapse em formagdo (Lee, 1998; Sanes and Lichtman, 1999). O
nervo promove a liberacdo de moléculas sinalizadoras que regulam a diferenciacéo pés-
sinaptica, dentre elas a proteina agrina tem papel de destaque (Pun et al., 2002). A
agrina ativa um receptor acoplado a tirosina quinase especifica do masculo, chamado
MuSK, que via a ativacdo de uma proteina periférica da membrana da célula muscular,
chamada rapsina (proteina associada ao receptor da sinapse), promove 0 agrupamento e
estabilizacdo das subunidades dos receptores para ACh na membrana sarcolemal pos-
sinaptica (Gautam et al., 1995; DeChiara et al., 1996).

40


http://www.cnsforum.com/

Na JNM madura a membrana plasmatica da célula muscular, ou sarcolema,
apresenta numerosas pregas ou dobras juncionais, nas quais existem duas regides
molecularmente distintas: 1) o apice, onde 0s nAChRs estdo agrupados em uma
densidade de aproximadamente 10* unidades/um?® juntamente com outras proteinas
como a rapsina, utrofina, a-distrobrevina-1 e; 2) o fundo, que contém os canais para Na*
responsaveis pela geracdo do potencial de acdo no sarcolema, bem como outras
proteinas: a-dystrobrevina-2, distrofina e moléculas de adeséo neuronal (N-CAM) (Hall
and Sanes, 1993; Sanes and Lichtman, 1999). (Figura 13).
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Figura 13. Desenho esquematico de um contato sinaptico de JNM. No terminal pré-sinaptico é possivel observar a
fusdo de VSs, que estavam previamente ancoradas na membrana do terminal nervoso e a consequente liberagdo da
ACh para a fenda sinéptica. Na fenda, a ACh se difunde até os receptores nicotinicos, 0s quais estdo concentrados nas
cristas das dobras juncionais do sarcolema e sdo organizados pela proteina rapsina; enquanto os canais para sodio,
sensiveis a voltagem, concentram-se no sulco das dobras. A ativacdo destes canais causara a despolarizagdo da
membrana muscular e ativard 0s mecanismos responsaveis por gerar a resposta pos-sindptica propria do midcito: a
contragdo muscular. Adaptado a partir de Conti-Fine et al., 2006.
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A ativacdo dos nAChR musculares leva a despolarizacdo da membrana
plasmatica muscular e culmina com a ativacdo dos mecanismos moleculares envolvidos
com a contracdo muscular. Processos patoldgicos que acometem os nAChR tém
consequéncias severas, porque comprometem a contracdo muscular e consequentemente
podem causar a morte por faléncia da musculatura respiratéria. Dentre as doengas que
afetam os nAChR destacam-se 0s subtipos de sindrome miasténica congénita de
acometimento pds-sinaptico, que incluem: defeitos na cinética dos receptores,
deficiéncia priméaria de receptores, deficiéncia de rapsina, alteracdes 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 morfologico da jungdo neuromuscular

A IJNM de vertebrados € um dos modelos de sinapses mais estudados e melhor
compreendidos devido ao seu grande tamanho, sua simplicidade estrutural e facil
acessibilidade (Kummer et al., 2006). Ela consiste em uma sinapse quimica colinérgica
cuja funcéo e transferir impulsos de uma terminacdo motora relativamente pequena para
uma fibra muscular ampla e, assim, desencadear contracdo (Katz, 1966).
Particularmente, a JNM de mamiferos possui formato “arborizado” e, estruturalmente,
apresenta trés regiGes bem distintas: 1) o terminal neuronal pré-sinaptico, contendo
VSs; 2) a membrana pos-sinaptica da célula muscular, apresentando diversas dobras

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

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

Figura 14: O aspecto morfoldgico da jun¢do neuromuscular de camundongo adulto. A — Elétron-micrografia de
varredura de juncdo neuromuscular de camundongo adulto. E possivel observar um terminal axonal (cabecas de
setas) disposto de forma circular sobre uma célula muscular estriada esquelética (M), que apresenta na membrana
pos-sinaptica diversas dobras juncionais, nas cristas das quais se concentram aglomerados de receptores para
acetilcolina (setas pretas) (Barra de escala: 10 pm) (Torrejais et al., 2002). B — Elétron-micrografia de transmisséo de
juncdo neuromuscular de camundongo adulto na qual se observam os trés componentes estruturais caracteristicos: o
componente pré-sinaptico, que apresenta diversas vesiculas sinapticas e algumas mitocondrias; a célula muscular,
pos-sindptica, que apresenta em sua membrana dobras juncionais e, uma estreita fenda sinaptica separando 0s
elementos pré e pds-sinapticos (Barra de escala: 1 um). (Hermann A. Rodrigues).

Na regido pré-sindptica, o axénio motor proximo a fibra muscular, perde sua
bainha de mielina e se ramifica de modo variavel em botbes sindpticos que se alojam

em depressdes localizadas na superficie da fibra (Hall and Sanes, 1993). Cada botédo
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sinaptico é envolvido por processos das células de Schwann que o protege de lesbes
quimicas e mecanicas, dentre outras fungdes. As VSs apresentam em média 50-60 nm
de diametro, contém ACh, ATP e uma alta concentracdo de fons Ca** e Mg®" (Sanes
and Lichtman, 1999). O terminal nervoso pre-sinaptico na JNM madura contém
algumas mitocondrias e muitas VSs, cerca de 400.000 para a JNM de vertebrado, as
quais estdo dispostas em um dos trés grupos ou aglomerados vesiculares funcionalmente
definidos, ja apresentados no tépico introducdo (Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and
Tsien, 2012). No plano ultraestrutural, é possivel observar no interior dos terminais
nervosos a presenca de regides elétron-densas especificas, denominadas zonas ativas,
gue marcam os sitios subcelulares da transmissao sinaptica. Cada zona ativa pode ser
identificada pela sua associacdo com aglomerados de VSs e por fazer aposicao direta as
invaginagdes da membrana muscular pés-sinaptica. Compondo o aparato pré-sinaptico
das zonas ativas estdo presentes ainda diversas proteinas envolvidas em processos de
ancoramento, amadurecimento, liberacdo e reciclagem de VSs, além de canais para
calcio sensiveis a voltagem, que se encontram bem préximos aos aglomerados
vesiculares (Sugiura et al., 1995; Teng et al., 1999; Harlow et al., 2001; Zhai and
Bellen, 2004). Esta disposi¢do garante um rapido pico na concentracéo intracelular de
calcio nos sitios de exocitose durante o disparo da liberacdo vesicular, conferindo
sincronia ao processo (Robitaille et al., 1990). Além de VSs e mitocdndrias, também é
possivel observar no interior dos terminais pré-sinapticos a presenca de
neurofilamentos, filamentos de actina, microtibulos, reticulo endoplasmatico liso,
endossomos, granulos de glicogénio e estruturas lisossomais (Engel, 2008).

A regido pos-sinaptica é composta pelo sarcolema imediatamente justaposto ao
terminal nervoso e pelo sarcoplasma juncional. O sarcolema pds-sindptico apresenta
diversas dobras juncionais, que aumentam a superficie pos-sinaptica e, portanto a
eficacia da transmissdo sinaptica, ao longo das quais se distribuem os receptores
nicotinicos para a ACh. Estes receptores ndo estdo uniformemente distribuidos ao longo
da regido pos-sindptica, mas sim formando agrupamentos nas cristas das dobras da
membrana pds-sinaptica, atingindo nesses locais densidades que podem chegar a mais
de 10.000 por pum?, sendo que nos sulcos das dobras sarcolemais essa concentragdo se
reduz mais que 90% e, no sarcolema extra-sinaptico existem menos que 10 receptores
por um?. Esse arranjo permite aos receptores detectar de forma rapida e eficiente a ACh
liberada durante a exocitose das VSs (Hall and Sanes, 1993). O sarcoplasma juncional é

caracterizado pela presenca de mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso e rugoso,
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complexo de Golgi, estruturas lisossomais, microtubulos, granulos de glicogénio e pela
presenca de nucleos celulares localizados na regido sinaptica, chamados nucleos
sinapticos, que sdao morfologicamente diferentes dos ndo sinapticos (localizados em
outras regibes da celular muscular), pois s&o0 maiores e seus genes transcrevem proteinas
encontradas apenas na membrana sarcoplasmatica sinaptica, sendo responsaveis pela
transcricdo do RNAm das subunidades dos nAChRs (Engel, 2003; Hall and Sanes,
1993).

A fenda sinéptica consiste num espaco de aproximadamente 50 nm entre 0s
elementos pré e pos-sinapticos e é preenchida com matriz extracelular formando a
lamina basal sinéptica, a qual se estende para os sulcos das dobras sarcolemais pds-
sinapticas. A fenda sinaptica se divide em duas regides: 1) uma primaria, limitada de
um lado pelo terminal nervoso e de outro, pela fibra muscular; e 2) uma secundéria,
delimitada entre as dobras juncionais da membrana muscular pds-sindptica. Ambas séo
ocupadas pela lamina basal sinaptica, a qual é continua com aquela que envolve a célula
muscular e funde-se com a da célula de Schwann. Embora a lamina basal sinaptica seja
morfologicamente indistinguivel da extra-sindptica, ela €é bioguimicamente
especializada, pois contém componentes responsaveis por conferir forte adesdo entre
terminal nervoso e musculo; fatores que mediam interacGes 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
lamina basal sindptica contém proteinas especificas, tais como: agrina, laminina-4,
laminina-9, laminina-11, colageno IV, colageno Ill, proteoglicanos, heparan-sulfato e
N-CAM. Todas essas proteinas e outras ndo listadas aqui tornam a lamina basal
sinaptica especializada e importante para o desenvolvimento e fungdo da JNM, além de
serem responsaveis pela estabilidade e agregacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina no sarcolema da fibra muscular. (Engel, 2003). (Figura 15).
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Figura 15. Desenho esquematico da JNM madura. O terminal nervoso perde a bainha de mielina formando o botao
sindptico na superficie da fibra muscular. Especializagfes dos trés tipos celulares constituem a sinapse: o terminal
nervoso do motoneurdnio, o sarcolema da célula muscular e processos de células de Schwann. Hall and Sanes (1993).

O estabelecimento da JNM ¢ de importancia fundamental, uma vez que implica
na sobrevivéncia do animal apds seu nascimento. Durante o desenvolvimento pds-natal
sdo observadas importantes alteracGes das caracteristicas estruturais e funcionais dos
terminais pré e pos-sinapticos da JNM (Kelly and Zacks, 1969; Bennett and Pettigrew,
1974; Witzemann, 2006). Os terminais nervosos em sinapses recém-formadas contém
poucas VSs e as zonas ativas ndo sdo facilmente reconheciveis no plano ultraestrutural.
Subsequentemente, as VSs aumentam em ndmero, as zonas ativas tornam-se mais
visiveis, as vesiculas 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-localizacdo espacial de VSs e aglomerados de receptores para
ACh (Dahm and Landmesser, 1991).
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1.5. A participacédo do VAChT na neurotransmissao colinérgica

A capacidade das VSs de armazenar neurotransmissores foi primeiro
hipotetizada por Bernard Katz e colaboradores, quando eles identificaram eventos
quanticos relacionados com a liberagdo de ACh na JNM, o que deu origem a chamada
teoria quantica (Katz, 1971). A identificacdo subsequente das VS por microscopia
eletrbnica de transmissdo forneceu a base estrutural para este fenémeno (Palade, 1954;
Palay, 1954; De Robertis and Bennett, 1955; Katz, 1971).

A manutencdo da transmissdo sinaptica relaciona-se com a disponibilidade de
VSs preenchidas com uma alta concentracdo de neurotransmissores (Schweizer and
Ryan, 2006). Como anteriormente mencionado, a liberacdo 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 wuma proteina com 12 dominios transmembrana,
predominantemente localizado nas VSs de terminais nervosos e é membro de uma
superfamilia de transportadores, a qual também inclui os transportadores de
monoaminas VMAT-1 e VMAT-2, que compartilham um grau elevado de homologia
com o VACKhT em seus segmentos transmembrana (Blakely and Edwards, 2012; Prado
et al., 2013). (Figura 16).
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Figura 16: Sequéncia de aminoacidos e topologia propostas para o transportador vesicular de acetilcolina
humano (hVAChT). Os simbolos em cinza indicam residuos que sdo idénticos nos VAChTs de Caenorhabditis
elegans, rato e torpedo. Os simbolos em preto indicam os residuos que sdo conservados também nos VMATS. Usdin
et al., 1995.
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Para avaliar a participacdo e a importancia funcional do VAChT na
neurotransmissao colinérgica, um grupo de pesquisadores coordenados pelo Prof.
Marco Antdnio Prado, ex-professor do Departamento de Farmacologia da UFMG,
gerou, por recombinagdo homdloga, uma linhagem de camundongos que apresenta
expressao reduzida (knockdown) do gene do VAChHT. Andlises por westernblot
revelaram uma reducdo de 45% na expressio do VAChT em camundongos
heterozigotos (VAChT KD"®") | enquanto nos homozigotos (VAChT KD"M) a
reducdo foi de 65% (Prado et al., 2006). A menor expressdo do VAChT néo determinou
a inviabilidade dos animais geneticamente modificados, de modo que mesmo as
linhagens homozigotas apresentaram longevidade aparentemente normal, permitindo
gue os camundongos atingissem a idade adulta e possibilitando inclusive a realizacdo de
analise comportamental desses animais. Portanto, a viabilidade dos camundongos
VAChT KD"°M é um importante aspecto desse modelo experimental.

Andlises eletrofisiologicas realizadas em placas motoras do mausculo

diafragma mostraram que os camundongos VAChT KDHM

apresentaram uma reducao
no contetdo quantico de ACh quando comparados aos selvagens (VAChT WT [wild-
type]). Além disso, a frequéncia de potenciais pos-sinapticos em miniatura (MEPPS)

sofria uma reducéo significativa nos animais VAChT KD"M

quando comparados aos
WT. Os resultados obtidos com os animais VAChT KD"®" eram intermediérios entre os
dados obtidos com os VAChT KD"°M e os VAChT WT (Prado et al., 2006; Lima et al.,
2010). Em virtude das alteragdes observadas na transmissdo neuromuscular, testes de
avaliacdo da forca muscular foram realizados. Os animais VAChT KD"E" apresentavam
desempenho semelhante aos WT. Contudo, os VAChT KD"M apresentavam
importante deficit de forga muscular, reversivel a aplicacdo de piridostigmina, um
inibidor da AChE periférica, uma vez que esse farmaco ndo atravessa a barreira
hematoencefalica. Aliando-se as alteracOes eletrofisiologicas e de for¢ca muscular, os
VAChT KD"°M também apresentavam déficits na liberacdo de ACh no cérebro e
obtinham piores resultados em testes de aprendizado e desempenho motor que exigiam
atividade fisica sustentada. Portanto, estes animais apresentavam um quadro de
sindrome miasténica (Prado et al., 2006).

Processos patoldgicos que afetam a JNM sdo relativamente comuns. Dentre uma
grande variedade de desordens, a mais comum consiste na miastenia gravis autoimune,
a qual é uma doenca adquirida. Um grupo menos comum, mas importante e de

caracteristicas hereditarias, consiste nas desordens congénitas da JNM, conhecidas
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como Sindromes Miasténicas Congénitas (SMC). Estas desordens sdo causadas por
defeitos em componentes especificos da JNM e sdo caracterizadas pelo
comprometimento na transmissdo neuromuscular (Engel et al., 2003; Nogajski et al.,
2008). As SMC podem ser classificadas de acordo com: 1) as caracteristicas de heranca
genética; 2) a proteina de placa motora que estd alterada; ou 3) o local do defeito
(componente pré-sinaptico, lamina basal sinaptica (fenda sinaptica) ou componente pds-
sinaptico) (Engel, 2012). De particular interesse para nds sdo as alteracbes pré-
sinapticas que culminam com o quadro de SMC. Até o momento, foram descritos quatro
tipos pré-sinapticos de SMC humana, a saber: deficiéncia de ChAT; escassez de VSs
com reducdo da liberacao quantica de ACh; sindrome congénita semelhante a doenca de
Lambert-Eaton, esta Gltima caracterizada por autodestruicdo imunoldgica dos canais
para célcio sensiveis a voltagem presentes nas zonas ativas pré-sinapticas e; um tipo de
SMC com liberagcdo quantal de ACh reduzida devido a um mecanismo ainda néo
definido (Bady et al., 1987; Engel et al., 2002; Engel, 2012). Interessantemente, esses
quatro subtipos de SMC compartilham uma caracteristica em comum, todos levam a um
comprometimento na liberacdo de ACh na JNM.

A ACh é um neurotransmissor extremamente importante no desenvolvimento e
funcionamento do SNC e periférico. Alteragdes na neurotransmissao colinérgica estéo
associadas com uma variedade de desordens neuroldgicas tais como a doenca de
Alzheimer, esquizofrenia, doenca de Parkinson, epilepsia, déficit de atengdo 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 sinalizacdo 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
liberagdo deste neurotransmissor depende de sua internalizagcdo em VSs (Katz, 1971,
Parsons, 2000). Assim, a expressdo do VAChHT e o preenchimento de VSs com ACh
podem representar um ponto-chave na regulagdo da transmissdo colinérgica e podem
determinar importantes alterac6es morfologicas e funcionais na JNM.

De fato, camundongos Knockout (VAChT %"*Y para o gene do VACHT,
gerados também pela equipe do professor Marco Ant6nio Prado, exibem uma série de

alteracdes interessantes. Estudos eletrofisiologicos em preparacfes musculares de
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diafragma destes animais mostraram, surpreendentemente, que 0s camundongos
VACKT %"l apresentavam eventos espontaneos (MEPPs) com amplitude e frequéncia
reduzidas (de Castro et al., 2009). Além disso, os camundongos VAChT ¢!
apresentavam niveis elevados de RNAm para as proteinas ChAT e para o CHTL,
acompanhados de aumento na expressdo destas préprias proteinas. Adicionalmente, os
animais VAChT ®"®! ainda exibiam um aumento no contetido citoplasmatico de ACh,
aumento da ramificacdo nervosa sobre o diafragma e distribuicdo desorganizada dos
agrupamentos de receptores nicotinicos para a ACh em preparacbes de JNM de
diafragma (de Castro et al., 2009). No entanto, estes animais morrem logo ap6s o
nascimento, indicando que a liberacdo de ACh armazenada em VSs pelo VAChT é
essencial a sobrevivéncia e tornando este modelo excelente para estudos sobre as
consequéncias do déficit colinérgico causado pela abolicdo da expressdo do VAChT
durante o desenvolvimento pré-natal da JNM, mas inviabilizando-o para estudos
durante o qualquer idade do desenvolvimento pds-natal.

Diante das observacdes descritas anteriormente, tornou-se de grande
relevancia investigar quais seriam as implicacdes da expressdo reduzida do gene do
VAChT e consequente reducdo do contetdo quéantico de ACh sobre a forma e fungéo da
JNM madura, levando-se em consideracao a possibilidade de importantes modificacfes
compensatdrias nos componentes pré e pos-sinapticos do desenvolvimento animal. Para
tanto, nos realizamos um estudo morfofuncional de JNM neuromusculares de diafragma
dos camundongos VAChT KD"°M, tendo em vista a longevidade normal deste modelo

animal.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar as alteracbes morfofuncionais dos elementos pré e poés-sinapticos de
JNM de diafragma de camundongos adultos com disfuncdo colinérgica decorrente da
expressao reduzida do gene do transportador vesicular de ACh (VAChT).

2.2. Objetivos Especificos

- Realizar, no plano ultraestrutural, analise qualitativa e quantitativa das
possiveis alteraces morfologicas dos elementos pré e pos-sindpticos de JNM de
diafragma em camundongos VAChT WT e VAChT KD"°M na idade adulta;

- Realizar, no plano ultraestrutural, analise qualitativa e quantitativa da
exo/endocitose de VSs em terminais motores pré-sinapticos em repouso em
camundongos VAChT WT e VAChT KD"°M na idade adulta;

- Realizar, no plano ultraestrutural, andlise quantitativa da exo/endocitose de
VSs em terminais motores pré-sinapticos sob diferentes estimulos em camundongos
VACHhT WT e VAChT KD"M na idade adulta;

- Realizar, no plano ultraestrutural, analise quantitativa da distribuicdo de VSs
em terminais motores pré-sindpticos em repouso e sob diferentes estimulos em
camundongos VAChT WT e VAChT KD"°M na idade adulta;

- Realizar, no plano ultraestrutural, analise qualitativa e quantitativa do aspecto
morfoldgico das VSs em terminais motores pré-sinapticos em repouso e sob estimulo
em camundongos VAChT WT e VAChT KD"M na idade adulta.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Para a realizacdo deste estudo nos utilizamos linhagens de camundongos
C57BL/6J selvagens (VAChT WT) e com expressdo reduzida (knockdown
homozigotos) do VAChT (VAChT KD"™) na idade adulta (3 meses), geradas pela
equipe do professor Marco Antbnio Prado, utilizando técnicas de recombinacgdo
homdloga baseadas no sistema Cre-LoxP (Prado et al., 2006). Essas linhagens de
camundongos transgénicos encontram-se no biotério do Departamento de Fisiologia e
Biofisica do ICB/UFMG e estdo sob a responsabilidade da Profa. Silvia Guatimosim

Fonseca, colaboradora deste projeto.

3.2. Registros eletrofisiologicos de MEPPs

Para avaliarmos os efeitos da solucdo hipertdnica de sacarose (500 mM) sobre a
liberacdo espontanea de ACh nds realizamos experimentos de eletrofisiologia para
registrar os MEPPs em preparagfes musculares de camundongos VAChT WT e VAChT
KD"°M na idade adulta. Os experimentos foram realizados & temperatura ambiente (22-
24°C), utilizando o musculo diafragma alocado em uma placa acrilica contendo o fundo
coberto por gel de silicone Sylgard®, fixado com alfinetes entomolégicos e banhado em
solugdo Ringer normal e aerada com uma mistura de 5% CO2/ 95% O2. Os musculos
foram incubados na presenca u-Conotoxina GIIB (0.37 uM), um bloqueador seletivo
de canais para sodio voltagem dependentes, presentes na membrana muscular, que foi
adicionada a solucdo de banho para evitar potenciais de agdo e contragdo muscular. Os
registros dos MEPPs foram realizados durante 10 minutos na presenca da solucdo
Ringer normal contendo p-Conotoxina. Apos este tempo a solucdo de Ringer normal foi
substituida por uma solucdo Ringer contendo alta concentracdo de sacarose (500 mM) e
p-conotoxina, através de um sistema de perfusdo 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 localizacdo do empalamento (insercdo do
microeletrodo na fibra muscular) com relacdo a 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 proximo possivel da
JNM, com o minimo de perda eletroténica e com uma propor¢éo sinal / ruido adequada,
permitindo a visualizacdo clara e total do potencial registrado. O potencial de placa
motora, que reflete a liberacdo de ACh, foi avaliado pela técnica de micropuncédo, na
qual sdo medidas as variacOes de voltagens intracelulares. Os microeletrodos utilizados
foram fabricados com capilares de borosilicato e apresentavam resisténcias entre 8 e 15
megaohm (MQ) quando preenchidos com solugdo de KCI (3M). Os registros foram
avaliados pela diferenca do eletrodo de referéncia (denominado zero ou aterramento)
em relacéo ao eletrodo de registro. O sinal era enviado ao amplificador | (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). Nos avaliamos a
amplitude e a frequéncia dos MEPPs na mesma fibra muscular. Um potencial de
repouso de -70 mV foi padronizado para a analise da amplitude. Os dados foram
expressos como média * erro padrdo da média e a analise estatistica foi realizada pela
aplicacdo do teste t-Student ndo pareado. Os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3.3. Marcagdo com FM1-43 fx e a-bungarotoxina

O musculo diafragma associado ao fragmento de nervo frénico foi dissecado dos
camundongos VAChT WT e VAChT KD"®M, seccionado em dois hemidiafragmas e os
conjuntos musculo-nervo resultantes foram montados em placas contendo o fundo
coberto por gel de silicone Sylgard®, fixados com alfinetes entomolégicos e banhados
em solugdo Ringer contendo 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, 12
mM NaHCOs;, 1 mM NaH,PO,4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4, e aerada com uma
mistura de 5% CO2/ 95% O2.

As preparacgdes foram entdo marcadas com a-bungarotoxina — Alexa Fluor 594
na concentrag¢ao de 12 uM (Betz et al., 1992; Marques et al., 2000), para visualizagao
de aglomerados de receptores nicotinicos para ACh na membrana pos-sinaptica e,
também, com o marcador fluorescente FM1-43 fx (andlogo fixavel do FM1-43) na
concentragdo de 4 puM, para visualizacdo dos terminais pré-sindpticos através da

marcacdo das VSs em reciclagem.
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A utilidade dos marcadores FM deve-se as caracteristicas estruturais
fundamentais da molécula. Primeiro, a regido da cauda é lipofilica e faz com que o
marcador ligue-se a lipidios e outros dominios hidrofébicos. Segundo, a regido central
contém dois anéis aromaticos que criam o fluoréforo. O nimero de ligacGes duplas
contidas entre os dois anéis determina o espectro de fluorescéncia do marcador.
Terceiro, o grupamento da cabeca, positivamente carregado, evita que o marcador
atravesse completamente a membrana (Figura 17A). Finalmente, os marcadores FM
tornam-se 300 vezes mais fluorescentes quando ligados a bicamada lipidica se
compararmos quando ele se encontra em solucdo e é essa caracteristica que nos permite
visualizar endocitose (ganho de fluorescéncia) e exocitose (perda de fluorescéncia) em
preparacdes extra-vivo. (Brumback et al., 2004; Gaffield and Betz, 2006).

De uma maneira sucinta, apés a obtencdo de uma preparacdo neuromuscular
devidamente alocada em solugdo contendo marcador, aplica-se um estimulo que evoca a
exocitose das vesiculas sinapticas. Estas entdo liberam seu contedGdo no meio
extracelular e ocorre a exposicdo da face luminal da membrana para o meio durante a
exocitose. O corante entdo se liga ao folheto interno da membrana das vesiculas e €
internalizado durante endocitose compensatéria (Figura 17B). Em seguida, o meio
externo € lavado retirando-se 0 excesso de marcador que ndo foi endocitado e
permaneceu ligado externamente a membrana do terminal axonal (Figura 17C).
Posteriormente, a preparagdo é examinada por microscopia de fluorescéncia permitindo
a visualizagdo 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 vesiculas sinapticas em terminais nervosos. (A) Estrutura molecular da sonda fluorescente FM1-43.
(B) Marcagdo da membrana do terminal pré-sindptico com o FM1-43 adicionado a solucdo salina. O neurdénio foi
estimulado na presenca de FM1-43. Notar que a membrana que originou uma nova vesicula sinaptica estd marcada
com a sonda. (C) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que ndo foram internalizadas. (Adaptado a partir
de Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel et. al., 2006).

Em nosso estudo, para realizar a marcacdo com FM1-43 fx foi empregado o
estimulo com solucdo hipertdnica de sacarose (500 mM) durante 10 minutos, o qual
recruta o aglomerado de VSs do RRP. Apds a estimulacédo a preparagédo foi mantida em
repouso por 10 minutos para garantir a captacdo maxima de FM1-43 fx durante
endocitose compensatoria. O excesso de FM1-43 fx aderido a membrana do terminal
sindptico e @ membrana da célula muscular foi removido durante um periodo de
lavagem da preparagdo em Ringer contendo Advasep-7 (1 mM, um composto utilizado
para remover background indesejado) e isento de marcador por no minimo 30 minutos.
As preparacOes foram fixadas em paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato 0.1 M por
no minimo 60 minutos. Apos a fixacdo os musculos foram lavados com glicina em
tampéo fosfato (0.1 M) para reducdo do sinal fluorescente do fixador. Finalmente, os
musculos foram seccionados em dois hemidiafragmas e montados em lamina de vidro

usando o meio de montagem ProLong® Gold (Invitrogen, SP, Brasil) (Figura 18).
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Figura 18: A juncdo neuromuscular de diafragma de camundongo adulto a microscopia de fluorescéncia
confocal. A - Terminais pré-sinapticos marcados com FM 1-43 fixavel (verde). B - Aglomerados de receptores
nicotinicos para acetilcolina (vermelho), localizados nas dobras da membrana muscular pos-sinaptica. C -
Sobreposicdo das imagens A e B, mostrando a perfeita colocalizagdo dos elementos sinapticos da juncéo
neuromuscular de diafragma de um camundongo adulto. Os componentes sindpticos apresentam padrdo de
alinhamento linear ao longo do tecido muscular (cinza). Cada fibra muscular é inervada por apenas um terminal
motor. (Barra de escala = 50 pm). Imagens obtidas através de microscopio confocal (Leica SP5®). (Hermann A.
Rodrigues).

3.4. Obtencao e analise de imagens através de microscopia confocal

As imagens de JNMs marcadas com FM1-43 fx e a-bungarotoxina foram
adquiridas através de um microscépio confocal de escaneamento a laser (Zeiss META
510), localizado no Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-
UFMG. Utilizamos a objetiva de imersdo em 6leo de 40x (abertura numérica 1.30). A
luz de excitacdo partia de um laser de argonio (488 nm) e de hélio-nednio (543 nm). O
espectro de emissdo foi fixado em 510-580 nm para FM 1-43 fx e 610-680 para a-
bungarotoxina. Sec¢des dpticas na modalidade de série Z foram coletadas em intervalos
de 2,0 um. Durante a aquisi¢do das imagens, os hemidiafragmas foram inteiramente
digitalizados e as imagens foram obtidas a partir de areas do masculo que apresentaram
JNMs marcadas. As andlises quantitativas dos elementos pré e pds-sinapticos foram
realizadas com o software Image J. Para andlise da intensidade de fluorescéncia, as
imagens foram convertidas para o formato da escala de cinza de 8 bits e cada elemento
marcado foi avaliado individualmente, sendo que a fluorescéncia média dos elementos
sinapticos de cada animal foi considerada para a comparacdao entre os genotipos. Os
gréficos foram elaborados utilizando o software Prisma 4.0 e os dados foram analisados
pelo teste t-Student ndo pareado. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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3.5. Microscopia Eletronica de Transmissao

Para os experimentos de caracterizacdo das JNMs de diafragma os camundongos
VAChT WT e VAChT KD"°M adultos foram submetidos & perfuséo cardiaca com uma
solucdo de tampdo de cacodilato de sddio 0.1M, contendo paraformaldeido 4,0% e
glutaraldeido 2,5% (pH 7.4) (solucdo fixadora de Karnovsky modificada). Para 0s
experimentos nos quais avaliamos a reciclagem dos aglomerados de VSs de reciclagem
total (Total Recycling Pool - TRP) foi realizada a aplicacdo de estimulo elétrico
despolarizante (20 Hz) disparado no nervo frénico através de um eletrodo de succéo
durante 5 minutos e os musculos foram imediatamente fixados por imersédo em solucao
fixadora de Karnovsky modificada. Para o monitoramento da reciclagem das VSs do
aglomerado de liberacdo rapida (Readily Releasable Pool — RRP) nos utilizamos como
estimulo a aplicacdo de solucdo hipertonica de sacarose (500 mM) (Rosenmund and
Stevens, 1996) durante 10 minutos, seguidos por mais 10 minutos de repouso em
solugdo Ringer normal, mimetizando o protocolo descrito acima para os experimentos
de microscopia confocal. Logo ap6s o tempo de repouso os musculos foram fixados por
imersdo em solucdo fixadora de Karnovsky modificada. Para os experimentos nos quais
avaliamos os efeitos da reducéo do preenchimento das VSs sobre o aspecto morfoldgico
das mesmas, nos incubamos as preparagdes neuromusculares com (£)-vesamicol (4uM),
um inibidor especifico do VAChT, durante aplicacdo de estimulo elétrico (Whitton et
al., 1986) e ap6s o estimulo as preparacbes foram imediatamente fixadas para
microscopia eletrdnica de transmissdo. Apds a realizacdo de todos os protocolos
experimentais citados anteriormente, o masculo diafragma, depois de submetido a um
dos respectivos tratamentos, permaneceu em fixacao por imerséo na solucao fixadora de
Karnovsky modificada por no minimo 12 horas a 4° C. Apo6s fixados, os musculos
foram recortados em fragmentos de cerca de 3 mm de comprimento préximos a

ramificagdo principal do nervo frénico (Figura 19).
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Figura 19: Esquema ilustrativo do modo de obtencdo dos fragmentos de musculo diafragma fixado, para
processamento para microscopia eletronica de transmissdo. A — Desenho esquematico do musculo diafragma,
evidenciando a inervacdo bilateral pelo nervo frénico. O musculo é dividido em dois hemidiafragmas. A area
delimitada em vermelho representa um hemidiafragma com sua inervagdo. B - O hemidiafragma destacado em A é
recortado nas areas préximas ao tronco principal do nervo frénico, como destacado pelos retangulos vermelhos, pois
estas areas sao ricas em JNMs. C - As areas ricas em JNMs extraidas do hemidiafragma em B séo recortadas em
fragmentos retangulares de cerca de 3 mm de comprimento. Estes pequenos fragmentos sdo entdo destinados ao
protocolo descrito acima para MET, a partir da osmicacdo. (Desenho adaptado a partir de Comerford and Fitzgerald,
1986).

Em seguida, os fragmentos foram pds-fixados em tetroxido de dsmio 2% em
tampédo cacodilato 0.1M (pH 7.4) por 90 minutos a 4 °C. Ferrocianeto de potassio foi
adicionado a esta solugcdo na concentracdo 1,6% (solucdo de tetroxido de 6smio
reduzido) para evidenciar membranas celulares. Os tecidos foram lavados em solucgao
de tampéo cacodilato 0.1M em trés banhos de 10 minutos a temperatura ambiente. Os
musculos foram contrastados “em bloco” por imersdo em acetato de uranila 2%
overnight a 4° C. Em seguida, os musculos foram lavados com agua 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 a temperatura ambiente. Posteriormente
foi realizada uma pré-infiltracdo em resina epon diluida em acetona, nas respectivas
proporgdes: 1:2, 1:1 e 2:1, na auséncia do polimerizador. Por fim, os fragmentos foram
infiltrados e incluidos em resina epon, contendo o polimerizador DMP-30, por no
minimo 2 horas a temperatura ambiente, 1 hora em estufa de 40° C e 48 horas em estufa
de 60° C. Apds a polimerizacdo dos blocos de resina contendo os fragmentos do tecido
foi realizada a ultramicrotomia com navalha de vidro (cortes semifinos de 300 nm) para
selecdo das areas de interesse, as quais apresentavam grande potencial para conter
juncbes neuromusculares (Figura 20A). Em seguida, foi realizada a ultramicrotomia
com navalha de diamante (cortes ultrafinos de 50 nm) apenas da regido selecionada. Os

cortes foram montados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e para a coleta das
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seccOes seriadas foram utilizadas telas de cobre sem grades, porém cobertas por
peliculas de formvar. Por fim, as telas coletadas contendo sec¢des de 50 nm foram
contrastadas com citrato de chumbo (solucdo de Reynolds) para posterior visualizagéo
(Figura 20B).

Figura 20 - Localizagdo de areas no musculo diafragma com grande potencial para conter juncoes
neuromusculares. A — Imagem representativa de um corte semifino de musculo diafragma mostrando areas ricas em
fibras nervosas derivadas do nervo frénico, como a delimitada pelo retangulo verde, localizadas entre as fibras
musculares. Barra de escala = 50 um. Coloragéo: azul de toluidina. Durante o desenvolvimento deste trabalho, nés
observamos que estas sdo as melhores areas para encontrar jungdes neuromusculares. B — Elétron-micrografia
representativa da regido delimitada pelo retangulo verde em A. Aqui nds observamos o perfil completo de uma fibra
muscular estriada esquelética no centro da imagem, em corte transversal, contendo dois perfis de jungdes
neuromusculares (cabegas de setas verdes apontando dois terminais pré-sinapticos de neurdnios motores inervando a
fibra muscular). No lado inferior esquerdo notamos a presenca de duas fibras nervosas mielinizadas (seta verde).
Barra de escala = 10 um. Aumento 2.000 X. (Hermann A. Rodrigues).
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3.6. Obtencao e andlise das elétron-micrografias de transmissao

A obtecdo das elétron-micrografias digitais dos cortes ultrafinos foi realizada
através do microscopio eletronico de transmissdo Tecnai-G2-Spirit-FEI/Quanta, com
voltagem de aceleragdo de 120 kV do Centro de Microscopia da UFMG ou do
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 10, com voltagem de aceleracédo de 80
kV localizado no CAPI do ICB-UFMG.

A analise das imagens de microscopia eletronica de transmissdo e a mensuracao
dos perfis de terminais nervosos (area de sec¢do transversa), comprimento dos perfis de
membrana muscular pos-sinaptica, assim como a quantificacdo, distribuicdo e
mensuracdo 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 relagdo do nimero de
vesiculas pela &rea de seccdo transversa dos perfis de terminais e a densidade de
vesiculas ancoradas nos perfis de zonas ativas foi determinada pelo nimero de vesiculas
localizadas dentro de uma &rea circunscrita, com raio de 50, 100, 150, 200, 250 e 300
nm, tendo como centro a regido de zona ativa pré-sinaptica (Becherer et al., 2001; Han
et al., 2011). Para o célculo de circunferéncia de VSs foi utilizada a seguinte formula
descrita por Van der Kloot e colaboradores (2002): circunferéncia = 2x [(dy® + d2?)/2]°°,
na qual d; corresponde ao maior didmetro da vesicula e d, corresponde ao maior
didmetro em angulo reto com d. Para o célculo de formato das vesiculas foi utilizada a
seguinte formula descrita por Croft e colaboradores (2005): formato = (4 x & X area) /
(perimetro)?, considerando o valor de um circulo perfeito préximo de 1.0. (Figura 21).
Os valores obtidos foram convertidos em representacdes graficas atraves do programa
GraphPad Prism 4.0. A anélise estatistica foi realizada pela aplicacdo do teste t-Student
ndo pareado ou ANOVA one-way com poés-teste de Tukey. Os valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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Figura 21 — Esquemas ilustrativos das formas de analise das elétron-micrografias dos elementos sindpticos das
juncdes neuromusculares. A — Representacdes esquematicas das formas de analises dos perfis de terminais nervosos
(contorno vermelho), dos perfis de dobras juncionais pos-sinapticas (contorno amarelo) e contagem do nimero de
vesiculas sinapticas (algumas foram marcadas em azul para demonstracdo). B — Representacdo esquematica da
quantificacdo do nimero de vesiculas localizadas proximas as zonas ativas pré-sinapticas. Circulos com raios de 50,
100, 150, 200, 250 e 300 nm, tendo como centro a regido de zona ativa eram desenhados sobre os perfis de terminais
nervosos e as vesiculas contidas em cada uma dessas demarcacGes eram contadas. C — Representacdo da forma de
mensuragdo da circunferéncia das vesiculas sinapticas. N6s desenhdvamos dois tragos sobre as vesiculas, incluindo
sua membrana plasmatica; um correspondente ao maior diametro da vesicula (d;) e outro corresponde ao diametro em
angulo reto com d;. A aplicacdo da férmula descrita por Van der Kloot et al. (2002) nos fornecia o valor da
circunferéncia (representada pelo contorno vermelho sobre as vesiculas). D — Representa¢do da forma de andlise do
formato das vesiculas sinapticas. Nds contorndvamos cada vesicula e obtinhamos os valores de area e perimetro, que
eram entdo aplicados a formula descrita por Croft et al. (2005), a qual nos fornecia valores entre 0 e 1, sendo que
valores mais proximos de 1 representavam vesiculas 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
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4. Resultados

4.1. As INMs de diafragma de camundongos VAChT KD"°M apresentam aspecto
morfoldgico normal, mas alteracdo na distribuicdo de VSs na auséncia de

estimulacao

A fim de determinar os efeitos da expresséo reduzida do VAChT sobre o aspecto
morfolégico da JNM nds utilizamos a microscopia eletrénica de transmissdo para
examinar e caracterizar, de forma inédita, a ultraestrutura de placas motoras do masculo
diafragma de camundongos VAChT KD"M adultos. N6s encontramos que 0s

elementos sinapticos das JNM de camundongos VAChT KD"M

apresentam aspecto
ultraestrutural geral idéntico ao dos animais VAChT WT (Figura 22A e B). Quando
mensuramos o tamanho dos perfis de terminais pré-sinapticos nds observamos que nao
existia diferenca na &rea de seccdo transversa dos perfis de terminais nervosos
encontrados entre os camundongos VAChT WT e VAChT KD"M (Figura 23A).
Considerando que camundongos knockout para o transportador vesicular de glutamato
do tipo 1 (VGLUT1 KO) apresentam redu¢@o no nimero de VSs em terminais nervosos
glutamatérgicos (Fremeau Jr. et al., 2004 a), nés questionamos se a reducdo na
expressdao do VAChT poderia ter um efeito similar sobre o nimero de VSs nos
terminais motores colinérgicos. Contudo, nds ndo encontramos diferenga no nimero de
VSs/um?® de terminal entre os camundongos VAChT WT e VAChT KD"M (Figura
23B). NoOs também mensuramos o comprimento dos perfis das dobras juncionais pos-
sinapticas, considerando possiveis alteragdes compensatorias da célula muscular em
decorréncia do déficit colinérgico, mas também ndo observamos diferengas entre os
gendtipos (Figura 23C). Considerando que acetilcolina liberada através da exocitose de
VSs é o principal sinal neuronal que dispara respostas a partir dos receptores
colinérgicos pos-sinapticos e entdo regula a diferenciacdo pds-sinaptica e coordena a
maturagdo sinaptica (Misgeld et al., 2002; Witzemann, 2006), nossos resultados
sugerem, portanto, que a expressdo reduzida do VAChT assegura uma liberagdo minima
de acetilcolina que ¢ suficiente para manter o desenvolvimento e a formagdo normal das

sinapses neuromusculares nos camundongos VAChT KD"M,
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Figura 22 — Elétron-micrografias de transmissdo do perfil de duas JNMs de diafragma de camundongos
VAChT WT (A) e VAChT KD"M (B) na auséncia de estimulo. Barra de escala = 1 pm. Aumento 20.000x.
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Figura 23 — A expressao reduzida do VAChT nao induz alterag@es no aspecto morfoldgico geral das JINMs de
diafragma nos camundongos VAChT KD"°M: A - Gréfico mostrando o tamanho da area de secgdo transversa dos
perfis de terminais pré-sinépticos em pm?. B - Gréfico comparando a relagdo do nimero de VSs por um? de perfil de
terminal pré-sinaptico. C - Grafico exibindo o comprimento total dos perfis de dobras da membrana pds-sinaptica
(um). (N6s analisamos, no minimo, 25 JNMs de 5 animais individuais por gendtipo. Os resultados sdo expressos
como média * erro padrdo da média (EPM)).
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Durante as analises morfométricas para a caracterizacdo das JNMs nos
percebemos uma alteracao na distribuicdo das VSs localizadas proximas as zonas ativas

pré-sindpticas nos terminais nervosos dos camundongos VAChT KD"M

quando
comparados aos WT (Figura 24A e B — circulos). A partir dessa observacdo nos
analisamos, de forma quantitativa, a distribuicdo das VSs dentro dos perfis de terminais
motores de ambos os gendtipos e confirmamos que os camundongos VAChT KD"M
apresentavam uma alteracdo na distribuicdo de VSs localizadas a diferentes distancias
graduais a partir das zonas ativas pré-sindpticas quando comparados com 0S
camundongos VAChT WT (Figura 24C e Tabela 1). As figuras 25A e B ilustram uma
sequéncia de quatro cortes seriados (50 nm de espessura) de JNM dos camundongos
VAChT WT e VAChT KD"®M, respectivamente, que possibilitam acompanhar com
mais preciséo a distribuicdo das VSs nos terminais motores. Estes resultados sugerem
que 0 VACHhT tem um papel importante na distribuicdo de VS nos terminais motores de

diafragma.

Tabela 1 — Média + Erro Padrdo da Média do numero de VSs localizadas a diferentes
distancias a partir das zonas ativas, na auséncia de estimulacéo.

50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm
WT 6.2+0.9 | 122+20]169+25[23.1+3.0|29.1+35]|34.9+40
KDHM 28+06 | 63+10 | 95+1.7 | 135+22 | 166+29 | 20.0+3.6
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Figura 24 — Os terminais motores de diafragma de camundongos VAChT K apresentam distribuicdo
alterada de VSs proximas as zonas ativas na auséncia de estimulagdo: A e B - Imagens representativas do perfil
de dois terminais pré-sinépticos de JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT KDHM
respectivamente, na auséncia de estimulo, mostrando a distribuicdo de VSs localizadas a diferentes distancias
proximas das zonas ativas (0s circulos representam as distancias de 50 nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]).
Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x. C - Gréfico mostrando as médias do numero de VSs localizadas a
diferentes distancias a partir das zonas ativas pré-sinapticas. N6s analisamos, no minimo, 25 perfis JNMs de 5
animais individuais por genétipo. Todos os perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizados para a
quantificacdo. Os resultados séo expressos como média = EPM. * = p<0.05, teste t-Student n&o pareado.
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Figura 25 — A distribui¢do de VSs em terminais motores de diafragma na auséncia de estimulagédo: A e B -
Quatro sec¢des seriadas do perfil de INMs de animais VAChT WT e VAChT KD"M, respectivamente, mostrando
areas sem VSs (*) nas zonas ativas dos terminais motores dos animais VAChT KD"°M. Barra de escala = 500 nm.
Aumento 50.000x.
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4.2. A expressdo reduzida do VACHhT altera a distribuicdo de VSs em JNMs

estimuladas eletricamente

A partir dos resultados descritos anteriormente mostrando uma alteracdo na
distribuicdo de VSs nos terminais motores de diafragma dos animais VAChT KD"M,
nés decidimos avaliar se a reciclagem e distribuicdo das VSs estariam alteradas apds
diferentes formas de estimulacdo dos terminais pre-sinapticos. Considerando que 0s
animais VAChT KD"M apresentam uma menor recuperagdo da depressdo sinaptica
induzida por estimulo tetanico (Lima et al., 2010), que pode estar relacionada com uma
alteracdo na reciclagem vesicular, nds utilizamos a técnica de MET para avaliarmos a
reciclagem e distribuicdo das VSs do aglomerado de reciclagem total (TRP) mediante
aplicacdo de estimulo 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"M apés estimulo elétrico despolarizante aplicado no nervo frénico. Nos
ndo encontramos diferenca no nimero de VSs/um? de terminal entre os gendtipos
estudados (Figura 26C). Entretanto, nés observamos que as JNMs dos camundongos
VAChT KD"M continuavam apresentando uma alteracdo na distribuicio de VSs
localizadas a diferentes distancias das zonas ativas pré-sinapticas apds estimulacdo
elétrica (Figuras 27A e B — circulos). As analises quantitativas confirmaram que 0s
camundongos VAChT KD"°M apresentavam uma alteracdo na distribuicdo das
vesiculas localizadas a diferentes distancias graduais a partir das zonas ativas pré-
sinapticas quando comparados com os camundongos VAChT WT (Figura 27C e
Tabela 2). As figuras 28A e B ilustram uma sequéncia de quatro cortes seriados (50
nm de espessura) de JNMs dos camundongos VAChT WT e VAChT KDHM
respectivamente, apos estimulacdo elétrica, que possibilitam acompanhar com mais
preciséo a distribui¢cdo das VSs nos terminais motores. Estes resultados sugerem que a
expressao reduzida do VAChT ndo compromete a reciclagem das VSs do TRP, mas
altera a distribuicdo vesicular nos terminais motores de diafragma dos animais VAChT
KDHOM.

Tabela 2 — Média + Erro Padrdo da Média do numero de VSs localizadas a diferentes
distancias a partir das zonas ativas, apos estimulag&o elétrica.

50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm
WT 27+03 | 43+04 | 59+0.2 | 75+04 | 9.1+0.6 | 10.6+1.0
KDHM 1.6+01 | 27+01 | 36+0.1 | 47+04 | 55+06 | 6.4+1.0
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Figura 26 — A expressao reduzida do VAChT ndo compromete a reciclagem de VSs do TRP ap06s estimulagéo
elétrica: A e B - Imagens representativas do perfil de duas JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e
VAChT KDM"®M, respectivamente, ap6s estimulacéo elétrica de 20 Hz por 5 minutos. Barra de escala = 1 pm.
Aumento 20.000x. C - Gréfico comparando a relagdo do niimero de VSs por um? de perfil de terminal pré-sinaptico.
N6s analisamos, no minimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genétipo.
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Figura 27 — A expressdo reduzida do VAChT altera a distribuicdo vesicular nos terminais motores de
diafragma ap0s estimulagéo elétrica: A e B - Imagens representativas do perfil de dois terminais pré-sinapticos de
JNMs de diafragma de camundongos dos referidos gen6tipos apds 0 mesmo tratamento supracitado, mostrando a
distribuicdo de VSs localizadas a diferentes distancias das zonas ativas (0s circulos representam as distancias de 50
nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]). Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x. C - Grafico mostrando
as médias do numero de VSs localizadas a diferentes distancias a partir das zonas ativas pré-sinapticas. Nos
analisamos, no minimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genétipo. Todos os perfis de zonas ativas
visualizadas integralmente foram utilizados para a quantificacdo. Os resultados sdo expressos como média + EPM. *
=p < 0.05; ** p = 0.005; *** p = 0.0006, teste t-Student ndo pareado.
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Figura 28 — A distribuicdo de VSs em terminais motores de diafragma apés estimulagao elétrica: A e B - Quatro
secgdes seriadas do perfil de JINMs de animais VAChT WT e VAChT KDHM, respectivamente, mostrando areas sem
VSs (*) nas zonas ativas dos terminais motores dos animais VAChT KD"M. Barra de escala = 500 nhm. Aumento
50.000x.
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43. As JNMs de diafragma de camundongos VAChT KD"M apresentam
alteracdo na reciclagem e distribuicdo de VSs apds estimulagdo hipertdnica com

sacarose

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que 0S
camundongos VAChT KD"°M apresentavam pronunciado defeito na transmissdo
neuromuscular, caracterizada por uma reducéo na liberacdo espontanea de ACh, a qual é
independente de céalcio (Prado et al., 2006; Lima et al., 2010). Além disso, Lima e
colaboradores (2010) sugeriram que a reducdo na frequéncia de MEPPs observada para
os animais KD"°M seria o resultado de uma competicdo entre VVSs contendo acetilcolina
e vesiculas desprovidas de neurotransmissor, pelos sitios de liberacdo pré-sinapticos.
Considerando que tais sitios de liberacdo sdo ocupados por VSs aptas para a exocitose
répida, ou seja, aquelas que compdem o aglomerado RRP, noés utilizamos solucéo
hipertonica de sacarose (500 mM) para avaliar a reciclagem das VSs do aglomerado de
liberacdo rapida, pois esta forma de estimulacdo também independe da participacdo de
ions célcio (Rosenmund and Stevens, 1996; Sara et al., 2002).

Utilizando a técnica de registro eletrofisiologico de MEPPs nds monitoramos, de
uma forma indireta, a liberacdo de ACh induzida por sacarose hipertonica aplicada
sobre o diafragma de camundongos VAChT KD"°M e comparamos com os WT. As
figuras 29A e B mostram dois registros representativos dos MEPPs obtidos a partir de
preparagdes neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT
KD"M respectivamente, ao final de 10 minutos na presenca de soluco hipertonica de
sacarose (500 mM). A frequéncia de MEPPs antes da estimulacéo foi de 0.4 + 0.1 s*
(média = EPM) para VAChT WT e 0.7 + 0.1 s para VAChT KD"M. Ap6s 10 minutos
de estimulacdo hiperténica a frequéncia de MEPPs nos WT foi cerca de 16.2 £ 3.7
(média + EPM) vezes maior que a frequéncia de pré-incubacdo, enquanto que nos
KD"M a frequéncia aumentou apenas 3.1 + 0.8 vezes a partir dos valores de pré-
incubacdo (Figura 29C). A amplitude dos MEPPs antes da estimulacdo foi de 1.1 + 0.2
mV (média + EPM) para VAChT WT e 1.0 + 0.2 mV para VAChT KD"°M. A aplicacéo
de solucéo hipertdnica de sacarose induziu uma reducdo na amplitude de MEPPs nos
animais VAChT KD"°M observada desde o primeiro minuto de estimulacdo (Figura
29D). Estes dados sugerem que sob a estimulacdo hipertbnica, o preenchimento
vesicular ndo pode ser mantido durante a liberagdo de neurotransmissores e que 0S

animais VAChT KD"M liberam vesiculas parcialmente preenchidas. Além disso, a
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reducdo na frequéncia de MEPPs que ocorre posteriormente pode refletir um

comprometimento da reciclagem de VSs do RRP durante a aplicacdo do estimulo

hipertdnico.
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Figura 29 — A expressao reduzida do VAChT determina alteracfes na liberagdo de ACh induzida por estimulo
hipertdnico com sacarose: A e B — Registros representativos de MEPPs obtidos a partir de preparacoes
neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT WT e VAChT KDHM respectivamente. Ambos os registros
representam a frequéncia de MEPPs ao final de 10 minutos de estimulagdo com solugdo hipertonica de sacarose (500
mM). C — Gréfico comparando a frequéncia de MEPPs registrados no musculo diafragma de camundongos VAChT
WT e VAChT KD"M durante 10 minutos na presenca de solugéo hipertonica de sacarose. D — Grafico comparando
a amplitude dos MEPPs registrados durante 10 minutos na presenca de solucdo hiperténica de sacarose para ambos 0s
gendtipos. (n=4 fibras musculares para os animais de cada gendétipo. Os resultados foram normalizados a partir dos
valores basais de cada parametro para ambos 0s genétipo e sdo expressos como média £ EPM. * = p<0.05, teste t-
Student nédo pareado).

Para testar se o0s terminais pré-sinapticos de JNMs de diafragma dos
camundongos VAChT KD"°M apresentavam comprometimento de reciclagem de VSs
do RRP durante estimulacdo hipertonica, nés avaliamos os niveis de internalizacdo pré-
sinaptico da sonda atividade-dependente, FM1-43 fx, que permite monitorar a
reciclagem vesicular. As preparacfes neuromusculares foram incubadas em Ringer
contendo sacarose (500 mM) e o marcador fluorescente FM1-43 fx. A figura 30 mostra
imagens representativas dos elementos sindpticos de JNMs de diafragma de animais
WT e KD"M observadas ao microscopio confocal: A e D - terminais nervosos
marcados com FM 1-43 fx; B e E - aglomerados de receptores nicotinicos pds-
sinapticos marcados com a-bungarotoxina; C e F - sobreposicdo dos elementos pré e

pos-sinapticos.
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Figura 30 — Imagens representativas de elementos sindpticos (cabecas de setas) de JNMs de diafragma de
camundongos VAChT WT (A - C) e VAChT KD"M (D - F) apés estimulagio com sacarose hipertonica,
obtidas através de microscopia confocal. Podemos observar para ambos os genétipos: A e D - 0s terminais motores
pré-sinapticos marcados com FM 1-43 fx (verde), B e E - aglomerados p6s-sinapticos de receptores nicotinicos para
ACh na membrana muscular marcados com a-bungarotoxina-Alexa 594 (vermelho) e, C e F - a colocalizagdo destes
elementos (amarelo). Barra de escala = 10 um.
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Quando nés mensuramos a intensidade do sinal fluorescente dos terminais pré-
sinapticos, nés observamos uma reducdo significativa para os animais VAChT KD"M
em comparacao com os WT (Figura 31A). Considerando que a estimulacéo hipertdnica
recruta um pequeno nimero de VSs, a internalizacdo de FM1-43 e consequentemente 0s
niveis de fluorescéncia pré-sinapticos sdo, evidentemente, reduzidos para ambos 0s
gendtipos. Entdo, para assegurar que a mensuracdo do sinal fluorescente realmente foi
realizada nos terminais nervosos, nos realizamos a marcacdo dos aglomerados de
receptores nicotinicos pos-sinapticos para ACh com o-bungarotoxina conjugada com
Alexa-594 para identificar a localizagdo precisa dos terminais pré-sinapticos, pois a
JNM madura € caracterizada pela co-localizacdo espacial de VSs e aglomerados de
receptores para ACh (Dahm and Landmesser, 1991). N6s quantificamos os niveis de
fluorescéncia dos elementos pds-sinapticos e observamos que os valores foram
similares para ambos os genétipos (Figura 31B). Simultaneamente, mensuramos a area
de cada um dos elementos pré e pds-sinapticos marcados e nao observamos diferenca no
tamanho destes entre os animais VAChT WT e VAChT KD"M (Figura 31C). E
importante ressaltar que a area total de masculo diafragma analisada foi semelhante para

ambos os genotipos estudados (Figura 31D).
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Figura 31 — Os animais VAChT KD"°M apresentam alteracéo na reciclagem de VSs do RRP induzida por
estimulo hipertonico com sacarose: A - Grafico comparando a quantificagdo da intensidade de fluorescéncia dos
elementos pré-sinapticos em unidades arbitrarias (U.A.). B - Grafico mostrando a quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia dos elementos pos-sinapticos em unidades arbitrarias (U.A.). C - Grafico comparando a média dos
valores de 4rea dos elementos sinapticos individualmente em pm? D - Gréafico exibindo a média dos valores de area
total analisada sobre o diafragma em mm?. (n=3 animais de cada genétipo. Foram quantificados e mensurados 1248 e
572 elementos pré-sinapticos para VAChT WT e VAChT KD"°M, respectivamente e, 1814 e 1609 elementos pds-
sinapticos para VAChT WT e VAChT KD"M respectivamente. Os resultados s&o expressos como média + EPM. *
= p<0.05, teste t-Student ndo pareado).
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Por fim, nds utilizamos a MET para avaliar no plano ultraestrutural os efeitos da
estimulacao hipertdnica com sacarose sobre aspecto morfoldgico dos terminais motores
de camundongos VAChT KD"M, imagens
representativas de perfis de JNMs de camundongos VAChT WT e VAChT KD"M |

As figuras 32A e B mostram

respectivamente, apds estimulo com solucdo hipertbnica de sacarose (500 mM).
Analises quantitativas de varias dessas imagens revelaram que o niimero de V/Ss/um? de
perfil de terminal foi significativamente reduzido nos animais VAChT KD"M
comparados com os WT (Figura 32C — WT = 27.07 + 1.227; KD"M = 17.34 +

0.3854). Apb6s a estimulagdo hipertbnica, nos observamos que as JNMs dos

guando

camundongos VAChT KD"M continuavam apresentando uma alterac&o na distribuicio
de VSs nos terminais pré-sinapticos (Figuras 33A e B — circulos). As analises

quantitativas confirmaram que os camundongos VAChT KD"M

apresentavam uma
alteracdo na distribuicdo de VSs localizadas a diferentes distancias graduais a partir das
zonas ativas pré-sindpticas quando comparados com os camundongos VAChT WT
(Figura 33C e Tabela 3) Os resultados descritos acima indicam que a expressdo
reduzida do VAChHT leva a um comprometimento da reciclagem das VSs do RRP e a
uma alteracéo na distribuicdo de vesiculas na JNM de diafragma dos animais VAChT

KD"M apés aplicagdo de estimulo hipertdnico.

Tabela 3 — Média + Erro Padrdo da Média do numero de VSs localizadas a diferentes
distancias a partir das zonas ativas, apds estimulacdo com sacarose hiperténica.

50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm
WT 13+01 | 25+02 | 34+03 | 44+03 | 51+03 | 6.0+0.3
KDHM 09+0.1 | 23+03 | 3.0+03 | 35+03 | 39+03 | 43+0.4
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Figura 32 — A reducédo na expressdo do VAChT compromete a reciclagem das VSs do RRP ap6s aplicacdo de
estimulo hipertdnico com sacarose: A e B - Imagens representativas do perfil de duas JNMs de diafragma de
camundongos VAChT WT e VAChT KDM®M, respectivamente, apés estimulagdo com solucdo hipertonica de
sacarose por 10 min. Barra de escala = 1 pm. Aumento 20.000x. E - Grafico comparando a relagdo do nlimero de VSs
por um? de perfil de terminal pré-sinéptico. Nés analisamos, no minimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais
por gendtipo. Os resultados sdo expressos como média + EPM. ** = p<0.01, teste t-Student ndo pareado.
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Figura 33 — A reducdo na expressdo do VAChT altera a distribuigdo vesicular nos terminais motores de
diafragma ap6s aplicacdo de estimulo hipertdnico com sacarose: A e B - Imagens representativas do perfil de dois
terminais pré-sinapticos de JNMs de diafragma de camundongos dos referidos gendtipos apds 0 mesmo tratamento
supracitado, mostrando a distribuicdo de VSs localizadas a diferentes distancias das zonas ativas (os circulos
representam as distancias de 50 nm [circulo menor] e 300 nm [circulo maior]). Barra de escala = 500 nm. Aumento
50.000x. C - Grafico mostrando as médias do nimero de VSs localizadas a diferentes distancias a partir das zonas
ativas pré-sinapticas. Nos analisamos, no minimo, 15 perfis de JNMs de 3 animais individuais por genétipo. Todos 0s
perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizados para a quantificacdo. Os resultados sdo expressos
como média £ EPM. * = p<0.05; ** = p<0.01, teste t-Student ndo pareado.
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4.4. O aspecto morfologico das VSs nas JNMs de diafragma de camundongos
VAChT KD"M

Além da alteracdo na distribuicdo de VSs proximas as zonas ativas, outra
caracteristica ultraestrutural que nos chamou a atencdo durante a caracterizacdo das
JNMs de diafragma dos camundongos VAChT KD"°M foi a presenca de numerosas
vesiculas com aspecto morfologico irregular, elipticas e achatadas, nos terminais
nervosos destes animais. As figuras 34A e B mostram elétron-micrografias
representativas de perfis de terminais nervosos de JNMs contendo vesiculas com forma
predominantemente arredondada nos camundongos VAChT WT e muitas vesiculas com
formato eliptico e achatado nos VAChT KD"M.

Levando-se em consideracdo as evidéncias na literatura de que o0 aspecto
morfologico das VSs correlaciona-se com o nivel de preenchimento das mesmas com
neurotransmissores (Van der Kloot et al., 2002; Budzinski et al., 2009), n6s decidimos
testar se a alteracdo na forma das VSs nos terminais motores de diafragma dos
camundongos VAChT KD"™ ocorria devido & redugdo de seu contetido quantico de
ACh. Para isso, nos estimulamos a reciclagem de VSs através da aplicacdo de um
estimulo elétrico despolarizante na presenca do (z)-vesamicol (4uM), um inibidor
especifico do VAChHT, para alterar o preenchimento das VSs dos terminais motores de
diafragma de animais WT. Entdo, utilizando equacGes matematicas descritas por outros
autores (Van der Kloot et al.,, 2002; Croft et al.,, 2005) para avaliar aspectos
morfolégicos de VSs, nés comparamos 0 tamanho, a partir da circunferéncia, e o
formato das VSs encontradas nos terminais motores dos camundongos WT tratados com
aquelas dos VAChT WT e VAChT KD"M estimulados eletricamente, porém ndo
tratados como vesamicol.

Inicialmente, nds comparamos 0 nimero total de VVSs nos terminais nervosos de
VAChT WT e VAChT KD"M nio tratados (Figuras 35A e B, respectivamente) com
aquelas de WT tratados (Figura 35C), para determinar se o bloqueio da atividade do
VAChHT poderia interferir com a reciclagem de VSs nas JNMs de diafragma. As analises
quantitativas revelaram um nimero similar de VSs/um? de terminal semelhante entre as
trés condicdes experimentais (Figura 35D). Este resultado sugere que alteracbes no
conteddo quantico de ACh determinadas por inibicdo farmacoldgica do VAChT nédo

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"M apresentam VSs
com forma alterada: A e B - Imagens representativas de perfis terminais pré-sinapticos de JNMs de diafragma de
camundongos VAChT WT e VAChT KD"M, respectivamente, mostrando a presenca de numerosas vesiculas com
forma irregular, elipticas e achatadas, nos terminais nervosos de diafragma dos animais KD"°M em comparagéo com

0os WT. Barra de escala = 500 nm. Aumento 50.000x.
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Figura 35 — A inibicdo farmacoldgica do VAChT ndo 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 KD"M, respectivamente, estimulados eletricamente, porém néo tratados com vesamicol. C
- Imagem representativa do perfil de um terminal pré-sinaptico de JNM de diafragma de camundongo WT apds estimulacéo elétrica e tratamento com vesamicol.
Barra de escala = 500 nm. Aumento 23.000x. D - Gréfico comparando a relagdo do numero de VSs por pm? de perfil de terminal pré-sinéptico. (N6s analisamos,
no minimo, 15 JNMs de 3 animais individuais por genétipo. Os resultados sdo expressos como média + EPM)).
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NoOs também comparamos a distribuicdo de VSs entre os terminais nervosos de WT
tratado e VAChT KD'"M ndo tratado para avaliarmos se o comprometimento do
preenchimento vesicular com neurotransmissor seria o fator determinante da alteracdo na
distribuicdo de VSs ja 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"M nio tratados com vesamicol. A figura 36C mostra uma
imagem representativa de um terminal nervoso de diafragma de camundongo WT tratado
com vesamicol. As anélises quantitativas revelaram que os camundongos VAChT KD"M
ndo tratados apresentavam uma alteracdo na distribuicdo de VSs localizadas a diferentes
distancias graduais a partir das zonas ativas pré-sinapticas quando comparados com 0s

camundongos WT tratados (Figura 36D e Tabela 4).

Tabela 4 — Média + Erro Padrdo da Média do nimero de VSs localizadas a diferentes
distancias a partir das zonas ativas, ap6s estimulaco elétrica (VAChT KD"°M n3o tratado
e WT tratado com vesamicol).

50 nm 100 nm 150 nm 200 nm 250 nm 300 nm
KDHM 16+01 | 27+01 | 36+01 | 47+04 | 55+06 | 6.4+1.0
Vesamicol | 2.2+0.1 47+04 82+03 |11.7+0.7 | 13.8+14 | 15621

Adicionalmente, quando mensuramos o tamanho e o formato das VSs, nos
observamos que o0s terminais nervosos dos animais VAChT KD"M nio tratados
apresentavam VSs discretamente menores (224.0 + 1.0 nm) que aquelas dos terminais dos
animais VAChT WT ndo tratados (226.0 £ 1.0 nm). Nds também observamos que os
terminais motores dos animais WT tratados com vesamicol apresentavam vesiculas ainda
menores (203 + 2.0 nm) quando comparadas aquelas encontradas nos terminais de VAChT
WT e VAChT KD"°M nio tratados (Figuras 37A e B). Além disso, 0s terminais nervosos
de JNM de diafragma, tanto de VAChT KD"M no tratados, quanto de WT tratados com
vesamicol, apresentaram um ndmero menor de VSs com formato esférico quando
comparadas aquelas dos terminais de animais VAChT WT néo tratados (Figura 37C e D).
Estes resultados sugerem que a distribuicdo das VSs nos terminais motores de diafragma
dos camundongos VAChT KD"°M pode estar relacionada com os niveis de proteina
VAChT presentes na membrana vesicular e que o aspecto morfoldgico das VSs pode ser

influenciado pelo conteddo quantico de ACh.
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Figura 36 — A distribuicdo das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT KD"°M & influenciada pelos niveis de expressao da
proteina VAChT: A e B — Imagens representativas do perfil de dois perfis de terminais pré-sinapticos de JNMs de diafragma de camundongos VAChT WT e
VAChT KD"M, respectivamente, estimulados eletricamente, porém néo tratados com (+)-vesamicol (4 uM). C — Imagem representativa do perfil de um
terminal pré-sinaptico de JNM de diafragma de camundongo WT apés estimulagdo elétrica e tratamento com vesamicol. Barra de escala = 500 nm. Aumento
50.000x. D — Grafico mostrando as médias do nimero de VSs localizadas a diferentes distancias a partir das zonas ativas pré-sinapticas. Nos analisamos, no
minimo, 15 perfis de JNMS de 3 animais individuais por genétipo. Todos os perfis de zonas ativas visualizadas integralmente foram utilizadas para a
quantificagdo. Os resultados sdo expressos como média + EPM. * = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.0001, teste t-Student ndo pareado.
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Figura 37 — O aspecto morfoldgico das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT KD"M ¢ influenciado pelos niveis de ACh

das VSs: A — Histograma de distribui¢do dos valores de circunferéncia das VSs, em nm. B — Curva de probabilidade cumulativa para os dados apresentados em
(E) (p<0.05 comparando WT e KD"°M: p<0.0001 comparando vesamicol com WT e KD"M: teste de Kolmogorov-Smirnov). C — Histograma de distribuicéo
dos valores de formato das VSs, em unidades arbitrarias (A.U), considerando o valor de um circulo perfeito proximo de 1.0. D — Curva de probabilidade
cumulativa para os dados apresentados em (G). (p<0.0001 comparando vesamicol e KD"™ com WT; teste de Kolmogorov-Smirnov). Nés analisamos, no
minimo, 15 perfis de JNM de 3 animais individuais por genotipo. Todas as VSs visualizadas integralmente foram utilizadas para a quantificacdo de
circunferéncia e formato, a saber: WT e KD"M néo tratados = 1104 vesiculas para ambos; WT tratado com vesamicol = 1193 vesiculas.
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5. DISCUSSAO
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5. Discussao

Neste trabalho, nds investigamos as consequéncias morfologicas e funcionais da
expressdo reduzida do gene que codifica a proteina VAChT, sobre as sinapses

neuromusculares de diafragma de camundongos VAChT KDH°M

adultos, na idade de 3
meses.

Na literatura, existem relatos de que alteragcdes na expressao de transportadores
vesiculares para neurotransmissores induzem alteracdes morfolécicas em sinapses, que
podem comprometer severamente a funcdo neuronal e a resposta da célula inervada.
Fremeau e colaboradores (2004a) relataram que o bloqueio da expressdo do
transportador vesicular de glutamato do tipo 1(VGLUT-1) determinou uma redugéo no
namero de VSs em terminagcfes axonais de hipocampo e cerebelo de camundongos.
Entretanto, camundongos knockout para o transportador vesicular de monoaminas do
tipo 2 (VMAT-2) ndo apresentavam alterac6es morfoldgicas significativas nos terminais
nervosos dopaminérgicos do estriado (Croft et. al., 2005). Contudo, até a realizacdo do
presente trabalho, ndo existia qualquer estudo ultraestrutural detalhado investigando as
consequéncias da expressao reduzida do VAChT sobre a morfologia de terminais
nervosos colinérgicos, apesar das ja mencionadas importantes alteracGes funcionais
relatadas por outros pesquisadores do nosso grupo de pesquisa.

Dentre as diversas alteracfes cognitivas e funcionais apresentadas pelos animais
VAChT KD"M algumas foram de particular interesse para nés, como por exemplo, o
fato desses animais apresentarem pronunciado comprometimento da transmissao
sinaptica neuromuscular, o que causava uma reducdo severa da forca muscular e
prejudicava o seu desempenho motor (Prado et al., 2006). Adicionalmente, estes autores
mostraram que o deficit de forca podia ser melhorado através da administragdo prévia
de inibidores da enzima acetilcolinesterase, no caso, a piridostigmina.
Interessantemente, devido a suas caracteristicas moleculares, esse farmaco ndo atravessa
a barreira hemato-encefalica, revelando entdo que o déficit colinérgico periférico,
causado pela alteracdo na transmisséo neuromuscular seria a causa da disfungéo
neuromuscular (Prado et al., 2006). Esses achados nos possibilitaram utilizar como
modelo sinaptico a JNM e também sucitaram uma série de questionamentos sobre o
aspecto morfoldgico dos terminais nervosos de sinapses neuromusculares. Entao, diante
da possibilidade de utilizagdo dos animais com VAChT KD"M, tornou-se de extremo

interesse avaliar no plano ultraestrutural, possiveis alteracGes pré e pos-sinapticas da
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JNM, tais como: da &rea dos terminais nervosos, do nimero de VSs e sua distribuicao
em relacdo as zonas ativas, da extensdo das dobras juncionais pds-sinapticas e do
aspecto morfolégico das VSs. Aléem disso, n6s também nos questionamos se a
expressdo reduzida do VAChT e a consequente reducdo no armazenamento de ACh
poderiam regular algum aspecto da reciclagem de VSs mediante diferentes paradigmas
de estimulagdo preé-sinaptica. Interessantemente, a presenca de alguma destas alteracdes
poderia contribuir para a disfuncdo neuromuscular desses animais, a qual até entdo

estava associada apenas a reducgdo da liberacdo de acetilcolina.

5.1. A expressdo reduzida do VAChT ndo compromete a morfologia da JNM de

diafragma nos camundongos VAChT KD"°M

Neste estudo, inicialmente, nds investigamos o impacto da expressdo reduzida
da proteina VAChT sobre o aspecto morfolégico da JNM de diafragma de
camundongos VAChT KD"°M adultos, na idade de 3 meses. Utilizando a técnica de
microscopia eletrébnica de transmissdo, nds realizamos analises qualitativas e

quantitativas dos elementos sinapticos de JNM dos animais VAChT KD"M

e
encontramos que estas exibiam aparéncia geral normal, quando comparados aos
VAChT WT, considerando aspectos como: tamanho dos perfis de terminais pré-
sinapticos, numero total de vesiculas por perfil de terminal e comprimento da membrana
muscular poés-sindptica (figuras 21 e 22). No entanto, mesmo na auséncia de
estimulacdo, a expressao reduzida do VAChT determinou uma marcante alteracdo na
distribuicdo das VSs no interior dos terminais nervosos de diafragma (Figuras 23 e 24).

Durante o desenvolvimento, as JNMs passam por diversas alteracfes estruturais
e funcionais, sendo mais dramaticas aquelas que acontecem ap6s 0 nhascimento
(Witzemann, 2006). O terminal pré-sinaptico arborizado e ramificado forma-se durante
a segunda semana pos-natal em roedores, sendo que o crescimento muscular ocorre pelo
aumento do comprimento e do diametro das fibras musculares e 0s terminais nervosos
crescem simultaneamente com as fibras musculares durante este periodo, de tal forma
que o aspecto morfoldgico das regides pré e pos-sinapticas sdo correspondentes na idade
adulta, apesar das diferencas estruturais e funcionais particulares de cada componente
celular sinaptico (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 pos-sinapticos, do tipo nicotinico,
e entdo regula a diferenciacdo pos-sinaptica e coordena a maturacao sinaptica (Misgeld
et al., 2002; Witzemann, 2006; de Castro et al., 2009 a). O papel regulatério da ACh
durante o desenvolvimento da JNM colinérgica tem sido estudado através da geracao de
camundongos VAChT %"®! ¢ também de camundongos knockout para o gene da enzima
ChAT. Ambos os modelos animais exibem desenvolvimento anormal das JNMs,
mostrando aumento no numero de axénios e células de Schwann no nervo motor;
aumento na ramificacdo intramuscular dos nervos desde o inicio da sinaptogénese;
dilatacdo das zonas de placa terminal; diminui¢cdo no nimero e tamanho dos miotubos;
sinais de necrose dos miotubos; profusdo de receptores para acetilcolina na proximidade
do terminal nervoso; maultiplos sitios sindpticos em miotubos individuais;
hiperinervagdo de sitios sinapticos individuais e diminuigdo no numero de dobras
juncionais na membrana pos-sinaptica (Misgeld et al., 2002; Brandon et. al., 2003; de
Castro et al., 2009).

A formacdo da sinapse neuromuscular e a diferenciacdo final de sinapses
maduras dependem da neurotransmissdo (Misgeld et al., 2002). A JNM madura normal
apresenta caracteristicas importantes que definem sua funcéo, tais como o tamanho dos
terminais nervosos, o acumulo de VSs no terminal pré-sinaptico, o qual leva a um
aumento no conteddo quantico liberado e o estabelecimento de grandes dobras pos-
juncionais na membrana muscular subjacente ao terminal nervoso, que aumentam a area
de superficie pds-sinaptica, aumentando também a velocidade e a capacidade de
resposta pés-sinaptica a liberacdo do neurotransmissor (Sanes and Lichtman, 1999).
Assim sendo, nossos resultados sugerem que a expressdo reduzida de VAChT garante
um nivel minimo de liberacdo de ACh, que € suficiente para manter o desenvolvimento
e promover o estabelecimento normal das sinapses neuromusculares no diafragma dos
camundongos VAChT KDHM,

5.2. A expressdo reduzida do VAChT altera a distribuicéo vesicular nos terminais

motores de diafragma dos animais VAChT KD"°M

apos estimulacéo elétrica
NoOs também investigamos a reciclagem e distribuicdo das VSs na JNM de
diafragma dos camundongos VAChT KD"°M apés estimulacdo elétrica pré-sinaptica

aplicada via nervo frénico. Utilizando a microscopia eletrénica de transmissdo nds
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avaliamos o aspecto morfolégico dos terminais nervosos da JNM fixados
imediatamente apos a aplicacdo do estimulo. NGs observamos que nédo existia alteracao
no numero total de VSs entre os terminais motores de diafragma de animais VAChT
WT e VAChT KD"°M, apesar de uma alteracdo na distribuicdo de VSs préximas as
zonas ativas pré-sinapticas nestes tltimos (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-sinapticos de diafragma de
camundongos VAChT KD"°M mostraram que as terminaces motoras desses animais,
apos estimulo despolarizante por KCI, internalizavam FM1-43 em quantidade
semelhante as de animais WT, de tal modo que ndo se observou diferenca significativa
na quantificacdo do sinal fluorescente entre os gendtipos (Prado et al., 2006). Tal
resultado indicava que o numero de VSs que reciclam durante estimulo despolarizante
era equivalente para os dois genotipos. Além disso, a analise de desmarcacdo dos
aglomerados vesiculares contendo FM1-43 demonstrou que a exocitose de VSs se
processava praticamente com a mesma intensidade e mesma cinética quando sao
comparados os animais VAChT WT e VAChT KD"M (Prado et al., 2006). Nossos
resultados mostrando que o numero total de VSs, apds estimulacdo elétrica, ndo era
diferente entre VAChT KD"M™ 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 numero semelhante de VSs, entre os gendtipos, reciclando na
JNM apds estimulagdo.

De fato, muitos trabalhos na literatura relatam a ocorréncia da reciclagem de
VSs normal apos alteragdes no conteddo quéntico de neurotransmissores. Cousin e
Nicholls (1997) realizaram experimentos com neurdnios granulares do cerebelo
submetidas a tratamento com bafilomicina, agente inibidor da VH*-ATPase, e
metilamina, uma base fraca que abole o componente ApH do gradiente eletroquimico
transmembrana, o qual contribui para o armazenamento de neurotransmissores no
interior das VSs. Eles observaram que a captagdo e liberacdo de FM1-43 ap0s pulsos
despolarizantes estavam preservadas mesmo nas células tratadas com os agentes acima
citados, indicando que vesiculas com contetido quantico reduzido ou abolido podem ser
recicladas nas terminac@es axonais. Zhou e colaboradores (2000), utilizando técnica de
eletrofisiologia, obtiveram resultados similares utilizando bafilomicina para romper o
gradiente proton-eletroquimico de vesiculas de terminac@es sinapticas de neurénios 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 presenca de vesamicol (inibidor do
VAChHT), mostrando que o transporte de ACh para as vesiculas recicladas ndo ¢ 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 eletrofisiolégico, a ocorréncia de
liberacdo de VSs com contetdo quantico reduzido apos pré-incubacdo de preparacfes
de JNM com cloreto de aménio (o qual colapsa ApH), vesamicol, bafilomicina ¢
concanamicina, esta Gltima também promove inibicdo 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 neurdnios dopaminérgicos
do mesencéfalo de camundongos VMAT-2 knockout, demonstraram que as VSs
submetem-se a endocitose e exocitose com cinética idéntica aquela observada em
animais WT para 0 VMAT-2.

Com relacdo a distribuicdo das VSs apds aplicacdo de estimulo elétrico (Figuras
26 e 27) e, mesmo na situacao basal, ou seja, na auséncia de estimulacdo (Figuras 23 e
24) é importante ressaltar que a JNM de vertebrados possui um aglomerado total de VSs
de cerca de 500.000 vesiculas (Rizzoli and Betz, 2005) e que, além das diferencas na
localizagdo espacial, nenhuma outra caracteristica ultraestrutural distingue claramente
os aglomerados de VSs dentro de um terminal pré-sinaptico (Rizzoli and Betz, 2005;
Alabi and Tsien, 2012). Neste contexto, alteragfes sutis na distribuicdo de VSs nos
terminais nervosos de diafragma dos camundongos VAChT KD"°M poderiam nao ser
percebidas durante a marcacdo com sondas fluorescentes, como o FM1-43, quando
consideramos a existéncia de um aglomerado total de VSs tdo amplo.

Um estudo interessante realizado por Kamin e colaboradores (2010) sugeriu que
as VSs submetem-se a alteragcfes, ou processos de maturacao, que resultam na redugéo
de sua mobilidade e de seu agrupamento em um aglomerado preexistente. Baseado
nisso, nOs sugerimos que uma alteracdo no namero de cépias do VAChT por VS nos
animais VAChT KD"™ pode representar um estado imaturo das VSs colinérgicas e,
entdo, torna-las menos moveis precocemente, resultando em uma reducdo no
agrupamento das VS em aglomerados individuais e na interconversao de vesiculas entre
os aglomerados vesiculares (Studhof, 2000; Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien,
2012).

Portanto, nossos resultados referentes a avaliacdo da reciclagem de VSs ap6s

estimulacdo elétrica, em conjunto com os relatados por Prado e colaboradores (2006),

94



mostram que uma diminuicdo da expressdao do VAChT, com consequente reducdo do
conteddo quantico de ACh nas vesiculas ndo compromete a reciclagem e biogénese de
VSs na JNM de diafragma. Adicionalmente, nossos dados levantam a possibilidade de
participagdo do VAChT nos processos de distribuicdo de VSs nos terminais pré-
sinapticos.

5.3. A expressdo reduzida do VAChT compromete a reciclagem das VSs do RRP e
altera a distribuicdo vesicular nos terminais motores de diafragma dos animais

VAChT KD"°M apés estimulagéo hipertdnica

Um novo achado deste estudo relaciona-se com 0s nossos resultados usando
solucéo hipertonica de sacarose para estimular a reciclagem de VSs a partir do RRP em
terminais nervosos motores do musculo diafragma de camundongos com déficit

colinérgico. Uma vez que os animais VAChT KD"M

ndo apresentam alteragcdo na
reciclagem de VSs do TRP, nés decidimos avaliar a reciclagem daquele aglomerado de
VSs em particular, levando em consideracdo que as vesiculas do RRP séo as primeiras
liberadas durante um impulso nervoso (Rosenmund and Stevens, 1996).

E descrito na literatura que as solucdes hipertdnicas extracelulares aumentam a
frequéncia 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 frequéncia sejam desconhecidos, existem
evidéncias sugestivas de que esta forma de estimulagdo n&o requer influxo de Ca** ou
liberacdo a partir de estoques intracelulares e que, portanto, consiste de um estimulo
para liberacdo de neurotransmissores, independente de calcio, que mobiliza
especificamente o RRP (Rosenmund and Stevens, 1996; Sara et al., 2002).

Inicialmente nds avaliamos a frequéncia e amplitude de MEPPs na JNM dos
animais VAChT KD"°M durante a aplicacdo de solugdo hipertdnica (500 mM) e
comparamos com aquelas avaliadas para os VAChT WT. NOs encontramos que as

fibras musculares do diafragma dos camundongos VAChT KDHM

exibiam frequéncia e
amplitude de MEPPs reduzidas durante a estimulagéo hiperténica (Figura 28).

Nossos resultados das analises eletrofisioldgicas, portanto, mostravam que 0s
terminais nervosos dos animais VAChT KD"°M liberavam VSs do RRP que néo
estavam completamente preenchidas com neurotransmissores ou talvez, até mesmo

vazias, considerando que na condicdo da expressdo reduzida do VACHT algumas
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vesiculas poderiam ocasionalmente ndo conter este transportador em sua membrana e,
entdo, seriam incapazes de sustentar a liberacdo de ACh (Prado et al., 2006; Lima et al.,
2010). Contudo, conforme ja mostrado neste trabalho e também por Prado et al. (2006),
a reciclagem das VSs do TRP na JNM de diafragma dos camundongos VAChT KD"M
é normal, independente do seu nivel de preenchimento com neurotransmissor. Entdo é
provavel que as vesiculas vazias estejam competindo com as cheias pelos sitios de
liberacdo pré-sinapticos (Lima et al., 2010), o que resultaria nas alteracdes
eletrofisiol6gicas encontradas por nds e por outros autores (Prado et al., 2006; Lima et
al., 2010). Entretanto, levando em consideracdo que nossos resultados de frequéncia e
amplitude de MEPPs sdo referentes apenas as vesiculas do RRP, é possivel que além da
competicdo vesicular, também haja um comprometimento da reciclagem das vesiculas
deste aglomerado, o que até entdo ndo havia sido investigado.

Para testar esta hipotese nds avaliamos a reciclagem das VSs do RRP apds
estimulacdo hiperténica com sacarose, utilizando a sonda fluorescente FM1-43 fx e
também através da microscopia eletrénica de transmissdo. NoOs observamos que 0s

terminais pré-sinapticos de diafragma dos animais VAChT KD"M

apresentavam uma
reducdo na intensidade de marcacdo com o FM1-43 (Figuras 29 e 30), o0 que era
compativel com a reducdo no numero total de VSs revelada pela analise ultraestrutural
das JNMs destes camundongos quando comparados aos VAChT WT (Figura 31). Estes
resultados sugerem, portanto, que pelo menos para a estimulacdo hipertbnica com
sacarose, a reducdo na frequéncia e amplitude de MEPPs n&o ocorre somente pela
competicdo entre VSs cheias ou vazias (Lima et al., 2010), mas também por um
consideravel comprometimento da reciclagem de VSs a partir do RRP.

Recentemente tem sido mostrado que a endocitose compensatéria de VSs pode
ocorrer apds exocitose disparada de forma independente de calcio, como por exemplo,
por estimulacdo hipertonica de sacarose (Yao et al., 2012). Contudo, na auséncia de
influxo de calcio, o tempo de endocitose é mais lento que sob condi¢es normais de
liberacdo induzida por este ion (Hosoi et al., 2009; Yao et al., 2012). Alguns estudos
das ultimas décadas vém apontando diversas proteinas como possiveis sensores de
calcio para endocitose, incluindo a sinaptotagmina (Zhang et al., 1994), a qual parece
ter dois papéis distintos, um como sensor de calcio que dispara a exocitose rapida e
sincronizada e outro como um sensor de célcio que acelera a endocitose (Yao et al.,
2012).
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Adicionalmente, nossos dados ultraestruturais também mostram uma
distribuicdo alterada das VSs proximas as zonas ativas nos terminais nervosos dos
animais VAChT KD"°M, quando estimulados hipertonicamente (Figura 32), sugerindo
um defeito na mobilizacdo de VSs nos terminais pré-sinapticos de diafragma dos
camundongos VAChT KD"™ comparados aos WT também durante essa forma de
estimulacdo. Além da possibilidade das VSs nos terminais nervosos de VAChT KD"M
sinalizarem um estado imaturo na génese vesicular em decorréncia da alteracdo no
namero de copias deste transportador em sua membrana e isso reduzir sua mobilidade
e/ou agrupamento e/ou interconversdo entre os aglomerados (Kamin et al., 2010;
Sudhof, 2000; Rizzoli and Betz, 2005; Alabi and Tsien, 2012), outra possibilidade para
explicar as alteragdes na distribuicdo de VSs nos terminais nervosos de diafragma dos
camundongos VAChT KD"M observadas em nosso estudo relaciona-se com o fato de
que alteragBes na expressdo da proteina VACHT poderiam prejudicar a interacdo deste
com outras proteinas que regulam a mobilidade das vesiculas e, portanto, comprometer
a formacéo dos aglomerados vesiculares ou resultar na dispersédo de vesiculas.

Adicionalmente, a alteracdo na expressdo de proteinas presentes na membrana
das VSs que participam dos processos de ancoramento de vesiculas nas zonas ativas e
também com o citoesqueleto neuronal comprometem a ancoragem e distribuicdo das
vesiculas nos terminais nervosos. Camundongos knockout para o gene da proteina
rab3A, a qual participa da ancoragem de VSs nas zonas ativas pré-sinapticas por
interagir com proteinas desta regido, apresentam reducdo no nimero de VSs proximas
as zonas ativas dos terminais motores de musculo diafragma, ou seja, aquelas que
compdem 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 proteinas sinapsina | e Il, que ligam as VSs a filamentos de actina, apresentam
reduzido namero de vesiculas localizadas distantes das zonas ativas pré-sinapticas,
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 possivel pensar que o0 VACHT pode interagir diretamente com outras
proteinas do terminal nervoso, quer sejam das zonas ativas pré-sinapticas ou do
citoesqueleto, de tal forma que, uma reducdo na expressdo deste transportador interfira
com a distribuicdo de VSs nos terminais nervosos da JNM de diafragma.

Estudos futuros serdo necessarios para focar sobre 0 mecanismo de interacdo

entre VAChT e outras proteinas pré-sindpticas e/ou de VSs e as consequéncias da
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expressao reduzida deste transportador sobre a formacéo e distribuicdo dos aglomerados

vesiculares nos terminais nervosos dos camundongos VAChT KD"M.

5.4. O conteudo quantico de ACh determina o aspecto morfoldgico das VSs,
enquanto a expressdo reduzida do VAChT afeta a distribuicdo vesicular em

terminais nervosos de musculo diafragma

Outro achado importante deste trabalho diz respeito as alteracdes observadas no
aspecto morfolégico das VSs nas JNM de diafragma dos camundongos VAChT
KD"°M. Durante a realizagdo deste trabalho uma caracteristica ultraestrutural marcante
dos terminais pré-sinapticos das JNM de diafragma dos animais VAChT KD"°M que
nos chamou a atencdo foi a presenca constante e acentuada de VSs com formato
pleomdrfico nos terminais nervosos destes animais quando comparadas com aquelas de
VAChT WT (Figura 33).

Considerando que os animais VAChT KD"M

apresentam uma reducdo no
namero de copias do transportador na membrana das VSs e reduzido contetdo quantico
de ACh (Lima et al., 2010), n6s hipotetizamos que as alteracdes na forma das VSs seria
uma consequéncia da diminuicdo do preenchimento com ACh. Para testar esta hipotese,
nos avaliamos, utilizando MET, a circunferéncia e o formato das VSs dos terminais
nervosos de diafragma dos camundongos VAChT KD"M e VAChT WT estimulados
eletricamente e comparamos com aquelas dos terminais de animais WT submetidos a
estimulacdo elétrica e tratados com vesamicol (Marshall, 1970; Anderson et al., 1983;
Prado et al., 1993). Além disso, nés também avaliamos o nimero total e a distribuicdo
das VSs nos terminais de WT tratados com vesamicol e comparamos com aqueles de
VACHhT KD"M n#o tratados.

As analises ultraestruturais revelaram que a inibicdo farmacologica do VAChT
ndo alterava a quantidade total e a distribuicdo das VSs (Figura 34 e 35), no entanto, ela
influenciava o aspecto morfoldgico das VSs (Figura 36). O resultado de distribuicéo de
VSs apos inibicdo do VAChT com vesamicol fortaleceu nossa suspeicdo de que a
alteracdo na expressdo do VACHhT pudesse representar um estado vesicular imaturo e,
por consequéncia, comprometer sua distribuicdo nos aglomerados vesiculares (Kamin et
al., 2010). Considerando que as VSs tém uma funcdo muito precisa, é provavel que
existam mecanismos que assegurem a inclusdo de todos os componentes de membrana

necessarios nas vesiculas nascentes. Embora algumas proteinas estejam presentes em
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grandes quantidades nas VSs, outras estdo representadas por apenas uma copia, gerando
um equilibrio adequado e sugerindo a existéncia de mecanismos de verificagdo durante
a reconstituicdo das VSs para garantir que todos os componente importantes sejam
incluidos para a geracdo de VSs maduras (Takamori et al., 2006; Saheki and De
Camilli, 2012). Assim sendo, a presenca do nimero correto de cdpias de VAChT na
membrana poderia ser um ponto de sinalizacdo crucial para correta formacdo e
distribuicdo das VSs. Entretanto, estudos futuros serdo necessarios para o melhor
esclarecimento da relagdo entre maturidade vesicular, expressdo de VACHhT e
distribuicdo vesicular, pois ainda nem mesmo sabemos qual o nimero de copias deste
transportador existe de fato na membrana das VSs.

Com respeito as alteragdes morfoldgicas da VSs, a relacdo entre o tamanho
destas e alteragbes no contetdo quéantico de ACh tem sido investigada por outros
pesquisadores. Budzinski et al. (2009) utilizando VSs purificadas de cérebro de rato ou
camundongo mostraram que, na presenca de solucdo tampéo contendo ATP e glutamato
0 preenchimento das vesiculas era aumentado e isso causava um aumento no tamanho
das mesmas. Em outro trabalho, Fremeau et al. (2004 a) relataram que VSs de
neurbnios glutamatérgicos de hipocampo de camundongos VGLUT-1 knockout
apresentavam aspecto morfologico alongado. Entretanto, VSs de neur6nios
dopaminérgicos de camundongos VMAT-2 knockout ndo apresentam alteracdes de
tamanho ou forma (Croft et al., 2005).

Van der Kloot e colaboradores (2002) realizando experimentos utilizando
solucéo hiperténica de gluconato e aspartato, para aumentar o conteddo de ACh nas VSs
em JNM de rda, mostraram um aumento no tamanho dos MEPPs, que ndo foi
acompanhado por alteracbes no tamanho das VSs (Van der Kloot et al., 2002).
Adicionalmente, o tamanho das vesiculas nao foi substancialmente diminuido quando o
conteddo quantico foi reduzido pelo tratamento com hemicolinio (inibidor da captacdo
de colina) ou NH4 * (o qual diminui o gradiente de protons necessario para captagdo de
ACh para as VSs). Contudo, o tratamento com vesamicol induziu uma redugdo no
tamanho das vesiculas (Van der Kloot et al., 2002), o que concorda com 0S NOSS0S
achados referentes ao tamanho das VSs nos terminais nervosos de diafragma dos
camundongos VAChT KD"M no 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 ndo seja a inibicdo do

VAChHT, mas nossos dados mostram alteracdes na circunferéncia e formato das VSs nos
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terminais nervosos dos camundongos VAChT KD"M nio tratados e WT tratados com
vesamicol, indicando que, pelo menos para JNM de camundongos estas alteracdes
podem estar relacionadas com a quantidade e/ou atividade do VAChT na membrana da
VSs.

Para transportar acetilcolina, o VAChT utiliza um gradiente eletroquimico
gerado por bombas de prétons presentes na membrana vesicular, as VH'-ATPases, as
quais translocam prétons H* para o interior das VSs, por meio da hidrélise 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, entdo, a troca de dois ions H* por
uma molécula de ACh, preenchendo o interior das vesiculas com o neurotransmissor
(Nguyen and Parsons, 1995; Nguyen et al., 1998, Van der Kloot, et al., 2002). Dessa
forma, uma alterag@o na quantidade e/ou atividade do VAChT poderia impactar sobre a
troca de protons, alterando a tonicidade no interior das vesiculas e induzindo alteragdes
morfolégicas nestas. De fato, recentemente foi relatado que a utilizacdo de fixadores
aldeidicos induz achatamento de VSs em sinapses hipocampais de camundongos
knockout para VGLUTL, devido a uma alteracdo na tonicidade das VSs excitatdrias
(Siksou et al., 2013). Portanto, nds sugerimos que em vesiculas colinérgicas a expressdo
e a atividade normais do VAChT também sdo importantes para a manutencdo da
tonicidade e aspecto morfolégico das VSs nos terminais nervosos das JNM de
diafragma.

Embora nossos resultados sugiram que o contetdo vesicular de ACh interfere
com o aspecto morfologico das VSs, nés ndo podemos descartar a possibilidade de que
a reducdo no numero ou na atividade do VAChT, em nosso modelo experimental,
também pode afetar a forma das vesiculas. A remoc¢do de componentes da membrana
vesicular, tais como o colesterol, ndo altera o formato das VSs, embora altere
consideravelmente a circunferéncia destas na JNM de r& (Rodrigues et al., 2013). Além
disso, um aumento ou uma reducdo na expressao de VGLUT em JNM de Drosophila
induz um aumento ou diminui¢do no didmetro das VSs, respectivamente (Daniels et al.,
2004; Daniels et al., 2006).

Adicionalmente, o aspecto morfolégico das VSs também pode ser definido apds
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 proteinas
adaptadoras de clatrina, especialmente a AP-2, a qual reconhece sitios baseados em di-
leucinas presentes no VAChT (Barbosa Jr et al., 2002; Prado and Prado, 2002; Kim and

100



Hersh, 2004; Ferreira et al., 2005), a expressdo reduzida deste transportador poderia
comprometer 0 ndmero de sitios necessarios para a conexdo adequada entre eles.
Interessantemente, VSs reconstituidas apos estimulacdo intensa sdo frequentemente
mais heterogéneas em tamanho que aquelas de terminais em repouso ou submetidos a
estimulacgdo suave (Ferguson et al., 2007). Entéo, ap6s um estimulo forte a fidelidade da
reconstituicdo das VSs pode ser parcialmente perdida e um novo ciclo de exocitose e
endocitose mediada por clatrina pode ser necessario para reconstituir VVSs de tamanho e
composicado bem definidos (Saheki and De Camilli, 2012).

Considerando que a intensidade de estimulagédo foi idéntica entre VAChT WT
tratado, VAChT KD"°M tratado e WT néo tratado, alteracdes no formato da vesicula
podem, de fato, apontar para uma comprometimento na interacdo entre VAChT e
clatrina e seus adaptadores. Portanto, é possivel que alteracfes no aspecto morfolégico

das VSs dos terminais nervosos dos camundongos VAChT KDHM

possam estar
relacionadas a um defeito no modelamento das vesiculas durante os eventos de
endocitose mediada por clatrina. Uma possibilidade intrigante consiste no fato de que
essas alteracdes na circunferéncia e formato das VSs, que nos observamos nos animais
VAChT KD"M podem ser a razdo para reciclagem alterada das VSs no RRP,
observada nestes camundongos.

Finalmente, nossos dados mostram que a reducgédo na expressdo do VAChT tem
um importante papel na reciclagem e mobilizacdo de aglomerados especificos de VSs
na JNM. Nés sugerimos que a reducdo do contetdo quantico de ACh € importante para
definir o aspecto morfoldgico das VSs, enquanto que os niveis da proteina VAChT na
membrana vesicular sdo importantes para definir a distribuicdo das VSs no interior dos
terminais nervosos das JNMs de diafragma. Nossos resultados também sugerem que as
alteragdes funcionais causadas pela deficiéncia de VAChT (Prado et al., 2006; Guzman
et al., 2011; Martyn et al., 2012) podem envolver multiplos mecanismos, incluindo uma
diminuicdo no armazenamento de neurotransmissores, adicional aos déficits na
reciclagem e mobilizacdo das VSs do RRP. Estudos futuros serdo necessarios para
esclarecer a relagédo entre a expressdao do VACHT e a regulacdo da mobilidade das VSs
em sinapses neuromusculares.

Como ja mencionado neste estudo, existem quatro tipos de SMC humana ja
identificados, caracterizados por: deficiéncia de ChAT; escassez de VVSs com reducédo da
liberagdo quantal de ACh; sindrome congénita semelhante a doenga de Lambert-Eaton,

e; SMC com liberacdo quéntica de ACh reduzida devido a um mecanismo ainda néo
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definido (Bady et al., 1987; Engel et al., 2002; Engel, 2012). Sabendo que 0s animais
VAChT KD"M apresentam uma alteracdo genética pré-sinéptica, que determina a
expressao reduzida do VACHT e, consequentemente, reducdo da liberacdo quantica de
ACh (Prado et al., 2006; Lima et al., 2010), além de comprometimento da reciclagem
das VSs do RRP, alteracdo na distribuicdo e aspecto morfolégico das VSs €é razoavel
pensar que deficiéncias na expressdo e ou atividade do VAChT poderiam contribuir
efetivamente para os processos fisiopatologicos envolvidos nas SMC em humanos e
também em outras doencas neurodegenerativas. De fato, a importancia do VAChT no
estabelecimento de desordens neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, foi
recentemente relatada em um estudo que mostrou uma reducéo significativa nos niveis
de RNAm e da propria proteina VAChT em amostras de cortex cerebral de pacientes
com esta doenga (Chen et al., 2011). Portanto, nossos dados podem contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, tendo o VAChT como um

importante alvo para futuras intervengdes em pacientes com SMC.
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6. Conclusao

De forma inédita, nos estudamos as alteracbes morfoldgicas de JNM de
camundongos que apresentam reducdo na expressdo do VAChT (VAChT KD"M) e,
por consequéncia, apresentam menor quantidade de ACh liberada em resposta a
atividade neuronal. Em conjunto, nossos resultados sugerem que uma liberagcdo minima
de ACh garantida pela expressdo reduzida do VAChT ¢é suficiente para manter a
ontogénese e a biogénese normal das sinapses neuromusculares nos camundongos
VAChT KD"M. Entretanto, a reducio na expressdo do VAChT e, por consequéncia,
nos niveis desta proteina na membrana vesicular influencia a distribuicdo de VSs nos
terminais motores de diafragma e pode comprometer a reciclagem de um aglomerado de
vesiculas especifico, 0 RRP, envolvidas na liberacdo de neurotransmissores evocada por
sacarose, as quais reciclam de forma independente de célcio, similarmente ao que
acontece na liberacdo espontanea de neurotransmissores. Adicionalmente, nossos dados
sugerem que o0 conteudo quéntico de ACh € importante para definir o aspecto
morfologico das VSs na JNM de camundongos, ndo descartando a possibilidade de que
a alteracdo na expressdo do VAChT também pode colaborar para a alteracdo na forma
das VSs, por reduzir a quantidade desta proteina na membrana das vesiculas e
comprometer o acoplamento da clatrina e seus adaptadores, prejudicando o
modelamento das VSs nos terminais motores de diafragma de camundongos VAChT
KD"°M durante a endocitose. Finalmente, nossos dados mostram que, embora sutis, as
alteracdes encontradas séo suficientes para comprometer a neurotransmisséo na JNM e,

por consequéncia, podem prejudicar a fungdo muscular nos animais VAChT KD"M.
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