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Resumo 

A biogênese e reciclagem de vesículas são etapas fundamentais para 

manutenção da neurotransmissão, impedindo que ocorra redução dos aglomerados 

vesiculares e bloqueio da função sináptica. Utilizando preparações de junção 

neuromuscular de camundongo e de rã, três importantes aspectos envolvendo o ciclo de 

vesículas sinápticas foram abordados neste trabalho de tese: 1) as conseqüências de 

alterações na expressão do transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) sobre o 

ciclo sináptico; 2) a participação de estoques intracelulares de cálcio na exocitose de 

vesículas sinápticas induzida pela ouabaína; e 3) a importância do colesterol de 

membrana na biogênese e reciclagem de vesículas sinápticas. Os resultados obtidos 

mostraram que a redução na expressão do gene do VAChT não determinou alterações 

compensatórias no número e na área de terminações motoras presentes no diafragma de 

camundongos VAChT knockdown. Além disso, o número de vesículas aptas para a 

reciclagem bem como os passos de exo/endocitose estavam preservados nos animais 

knockdown homozigotos. Contudo, a ausência de expressão do VAChT leva ao aumento 

compensatório no número e na área de terminações motoras dos animais nocaute, 

sugerindo que a liberação de acetilcolina armazenada em vesículas via VAChT é 

essencial para o desenvolvimento normal de terminações motoras. Quanto à 

participação do cálcio intracelular na exocitose evocada pelo derivado esteróide 

ouabaína, os dados revelam que, embora a ouabaína iniba a endocitose, este glicosídeo 

cardiotônico promove liberação vesicular mobilizando cálcio armazenado no retículo 

endoplasmático e nas mitocôndrias via receptores de rianodina e trocador Na+/Ca2+ 

mitocondrial, respectivamente. Na investigação sobre o papel do colesterol na biogênese 

e reciclagem de vesículas sinápticas, os resultados indicam que o seqüestro do colesterol 

de membrana aumenta a liberação espontânea de vesículas sinápticas, altera a amplitude 

e cinética de eventos em miniatura, porém inibe a exocitose evocada pelo KCl e a 

endocitose compensatória. Os dados obtidos com as investigações supracitadas 

contribuem para obtenção de princípios fundamentais sobre o funcionamento do sistema 

colinérgico e neurotransmissão em geral, podendo, no futuro, subsidiar meios para 

intervenção farmacológica em disfunções da transmissão sináptica central e periférica.  
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Abstract 

 

Synaptic vesicles recycling is essential for the maintenance of 

neurotransmission by preventing the collapse of synaptic function. In this work, three 

important aspects of the synaptic vesicle cycle were investigated in preparations of 

mouse and frog neuromuscular junction: 1) the consequences of alterations in the 

expression of the vesicular acetylcholine transporter (VAChT) over synaptic vesicle 

cycle; 2) the involvement of intracellular calcium stores on the exocytosis evoked by the 

cardiotonic glycoside ouabain; and 3) the role of membrane cholesterol on the 

exo/endocytosis of synaptic vesicle. The results presented here indicated that the 

decrease in VAChT expression cause no compensatory alteration in the number and 

area of motor terminals at diaphragms of VAChT knockdown mice. Moreover the 

number of synaptic vesicles able to recycle and the steps of exo/endocytosis seemed to 

be preserved in knockdown homozygote animals. However the absence of VAChT 

expression caused an increase in the number and area of motor terminals at diaphragms 

of knockout mice. Data relating to ouabain-induced exocytosis showed that this 

glycoside promotes vesicle release recruiting calcium stored at endoplasmic reticulum 

and mitochondria through ryanodine receptors and mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger, 

respectively. As for the role of membrane cholesterol on synaptic vesicle cycle, the 

results indicated that cholesterol removal increased spontaneous vesicle release, 

modified amplitude and kinetics parameters of spontaneous events but inhibited K+-

evoked exocytosis. All aspects investigated in this work can contribute to broaden the 

knowledge about the cholinergic system and neurotransmission. Perhaps, in the future, 

the data presented here could subsidize pharmacological interventions on disturbs of 

peripheral and central synapses. 
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1 – Introdução 

1.1 – Morfologia da Junção Neuromuscular 
 

As sinapses são áreas especializadas de contato celular onde sinais são 

precisamente transferidos de um neurônio para uma célula alvo. Em sinapses químicas, 

um sinal elétrico resultante da propagação de correntes iônicas é convertido em um sinal 

químico, representado pela liberação de neurotransmissores que irão atuar sobre a célula 

alvo (Katz, 1966; revisado por Zhai & Bellen, 2004). 

A junção neuromuscular é uma sinapse química colinérgica cuja função é 

transferir impulsos de uma terminação motora relativamente pequena para uma fibra 

muscular ampla e, assim, desencadear contração (Figura 1A). Portanto, ela funciona 

como um relé (Katz, 1966). 

Em músculo esquelético de rã, o axônio motor dá origem em sua porção distal 

a um conjunto de ramos terminais não mielinizados de 1,5 µm de diâmetro que 

percorrem sulcos rasos na superfície da fibra muscular por extensões de 

aproximadamente 100µm (Figura 1A) (Katz, 1966). Ao longo de todo o curso da 

terminação, é possível observar, no plano ultraestrutural, regiões eletrondensas 

denominadas zonas ativas que marcam os sítios subcelulares da transmissão sináptica. 

Cada zona ativa pode ser identificada pela sua associação com aglomerados de vesículas 

sinápticas pequenas de aproximadamente 50nm de diâmetro que encerram acetilcolina 

em seu interior. Além das vesículas sinápticas pequenas elétronlúcidas, a terminação 

pré-sináptica apresenta também vesículas eletrondensas que armazenam peptídeos 

envolvidos com a modulação da transmissão, como o peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina (Figura 1B) (revisado por Hall & Sanes, 1993 e Burns & Augustine, 1995).  

Compondo o aparato pré-sináptico estão presentes também canais para cálcio 

sensíveis à voltagem, dispostos em fileiras e intimamente associados à zona ativa, e que 

se encontram bem próximos aos aglomerados vesiculares (Harlow et al., 2001). Esta 

disposição singular garante um rápido pico na concentração intracelular de cálcio nos 

sítios de exocitose durante o disparo da liberação vesicular, conferindo sincronia ao 

processo (Robitaille et al., 1990; revisado por Zhai & Bellen, 2004). 

O elemento pós-sináptico, separado da membranana pré-sináptica por um 

espaço de aproximadamente 50nm de largura chamado de fenda sináptica, apresenta um 

grande número de receptores nicotínicos para a acetilcolina. Esses receptores não estão 
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uniformemente distribuídos pelo aparato pós-sináptico, mas sim formando 

agrupamentos nas dobras da membrana pós-sináptica, atingindo nesses locais 

densidades que podem chegar a mais de 10000 por mm2(Figura 1B). Esse arranjo 

permite aos receptores detectar de forma rápida e eficiente a acetilcolina liberada 

durante a exocitose (revisado por Hall, 1992 e Hall & Sanes, 1993).  

A junção neuromuscular de camundongo apresenta, em termos gerais, os 

mesmos componentes observados em junção neuromuscular de rã, tais como zonas 

ativas, aglomerados vesiculares, fenda sináptica e acúmulo de receptores nicotínicos na 

membrana pós-sináptica em aposição aos sítios de exocitose de vesículas. No entanto, 

as terminações axônicas não mielinizadas têm distribuição mais circunscrita e com 

aspecto arborizado em camundongos (Figura 1C).  

Diante do que foi exposto nos parágrafos desta seção, torna-se evidente que a 

estrutura da junção neuromuscular garante uma excelente integração entre o sistema 

nervoso e as células musculares, constituindo também um excelente modelo 

experimental para estudo das funções sinápticas em virtude de sua simplicidade 

morfológica, de suas dimensões amplas e de sua fácil acessibilidade quando comparada, 

por exemplo, com uma sinapse entre neurônios no sistema nervoso central (revisado por 

Sanes & Lichtman, 2001). 
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Figura 1: Junções neuromusculares de rã e camundongo.  A) Micrografia eletrônica de varredura 

mostrando junções neuromusculares de rã. É possível observar terminações axônicas dispostas 

longitudinalmente ao longo de uma célula muscular estriada esquelética. Ao longo das terminações axônicas 

existem áreas de contato sináptico como evidenciado na figura 1B (Desaki & Uehara, 1981).  B) Estrutura 

esquemática de junção neuromuscular de rã. O componente pré-sináptico inclui as zonas ativas associadas a 

vesículas sinápticas pequenas (SV), vesículas de conteúdo denso (DCV) e numerosas organelas como 

vesículas cobertas por clatrina (CV), endossomos (E) e mitocôndrias (M). O componente pré-sináptico é 

envolvido por uma Célula de Schwan (SC). O elemento pós-sináptico apresenta dobras pós-juncionais (PF), 

espessadas em seu ápice em virtude da alta densidade de receptores de acetilcolina na densidade pós-sináptica 

(PD). Os elementos pré e pós-sinápticos são separados por uma estreita fenda sináptica (C) (Burns & 

Augustine, 1995). C) Micrografia eletrônica de varredura mostrando uma junção neuromuscular de 

camundongo (cabeças de setas negras) (Torrejais et al., 2002). 
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1.2 - Ciclo sináptico na junção neuromuscular 

 

De uma maneira geral, a transmissão sináptica envolve a fusão de vesículas 

contendo neurotransmissores com a membrana plasmática e ativação de receptores pós-

sinápticos (Heuser and Reese, 1973; revisado por Sudhof, 2004) (Figura 2). Os 

neurotransmissores clássicos são sintetizados na própria terminação axônica, sendo 

posteriormente armazenados no interior de vesículas e liberados na fenda sináptica, 

próximo aos seus receptores, através de áreas especializadas da membrana pré-sinaptica 

chamadas de zonas ativas (Ceccarelli et al., 1973; Coutraux, 1974). A passagem de um 

potencial de ação, desencadeando a abertura de canais para cálcio sensíveis à voltagem e 

o influxo desse íon para o citoplasma da terminação axônica, promove o disparo da 

liberação de neurotransmissores (Katz & Miledi, 1965; Katz & Miledi, 1969; revisado 

por Murthy & De Camilli, 2003).  

Na junção neuromuscular, a acetilcolina é sintetizada na terminação pré-

sináptica pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da colina e da acetil-CoA. 

Após sua síntese, a acetilcolina é armazenada no interior das vesículas graças a seu 

transportador vesicular, o VAChT, uma proteína com 12 domínios transmembrana. Para 

transportar acetilcolina, o VAChT utiliza um gradiente eletroquímico gerado por 

bombas de prótons presentes na membrana vesicular, as VH+-ATPases (Nguyen et al., 

1998; revisado por Prado et al., 2002 e Bravo & Parsons, 2002). Essas VH+-ATPases, 

por meio da hidrólise do ATP, translocam prótons H+ para o interior das vesículas 

sinápticas, estabelecendo duas condições: primeira, o pH no interior da vesícula torna-se 

mais acídico, gerando um gradiente químico de pH (∆pH) através da membrana 

vesicular; segunda, o interior da vesícula torna-se abundante em cargas positivas, 

criando um potencial elétrico transmembrana (∆Ψ). O somatório dessas duas condições 

corresponde ao gradiente eletroquímico, representado pela equação ∆µH+= ∆pH + ∆Ψ 

(revisado por Liu & Edwards, 1997;  Ozkan & Ueda, 1997). O VAChT realiza, então, a 

troca de dois íons H+ por uma molécula de acetilcolina, preenchendo o interior das 

vesículas com o neurotransmissor (Nguyen & Parsons, 1995; Nguyen et al, 1998, Van 

der Kloot, et al., 2002).  

O bombeamento de H+ pelas VH+-ATPases promove um acúmulo de cargas 

positivas no interior das vesículas sinápticas. Contudo, existem evidências de que canais 

para cloreto possibilitam a entrada de íons Cl- que neutralizam o excesso de cargas 

positivas, reduzindo assim a influência do componente elétrico ∆Ψ na captação de 
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acetilcolina, mantida essencialmente pelo componente químico ∆pH do gradiente 

∆µH+= ∆pH + ∆Ψ (Strobawa et al., 2001; Van der Kloot, 2003;).                                                                                              

Após a exocitose e ativação dos receptores nicotínicos, a acetilcolina é 

hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda sináptica, gerando colina 

e acetato. A colina é recaptada para o interior da terminação axônica por meio de seu 

transportador de membrana de alta afinidade (CHT1), podendo ser novamente utilizada 

para a síntese de nova acetilcolina (revisado por Ribeiro et al., 2006). 

Cada vesícula sináptica presente na junção neuromuscular se enquadra em um 

de três aglomerados vesiculares: o grupo de vesículas disponíveis para liberação rápida 

(Ready Releaseble Pool), o grupo de reciclagem (Recycling Pool) ou o grupo de reserva 

(Reserve Pool). O grupo de vesículas disponíveis para liberação rápida está apto para a 

exocitose imediata e, geralmente, suas vesículas estão ancoradas na zona ativa, 

preparadas para a liberação. Por sua vez, o grupo de reciclagem é definido como o 

conjunto de vesículas que mantém a liberação de neurotransmissores em estimulação 

fisiológica moderada. Por último, o grupo de reserva consiste em um depósito de 

vesículas sinápticas cuja liberação ocorre mediante intensa estimulação (revisado por 

Rizzoli & Betz, 2005). 

Durante a neurotransmissão, as vesículas sinápticas, organizadas em 

agrupamentos vesiculares, passam por um ciclo nas terminações nervosas, podendo ser 

dividido em passos seqüenciais (Figura 2): inicialmente os neurotransmissores são 

transportados para o interior das vesículas sinápticas, as quais se agrupam nas 

adjacências da zona ativa, onde irão ancorar-se e tornar-se-ão competentes para a fusão 

e liberação de seu conteúdo na fenda sináptica (revisado por Sudhof, 2004). Após a 

exocitose de seu conteúdo, as vesículas sinápticas sofrem endocitose e reciclagem por 

uma de três vias alternativas (Figura 3): (a) endocitose mediada por capa de clatrina 

(Heuse & Reese, 1973; Richards et al., 2000); (b) endocitose por meio de amplas 

invaginações de membrana e formação de cisternas (Takei et al., 1996; Richards et al., 

2001;); (c) endocitose designada como Kiss and Run na qual vesículas liberam seu 

conteúdo sem se integrarem completamente à membrana pré-sináptica, sendo 

localmente reacidificadas e novamente preenchidas com neurotransmissores (Ceccarelli, 

et al., 1973; Pyle et al., 2000; Gandhi & Stevens, 2003). 

É importante destacar que uma série de interações moleculares está envolvida 

com o controle do ciclo sináptico. Nesse amplo conjunto molecular coordenador do 

ciclo sináptico, é bem definido o papel do complexo SNARE e da sinaptotagmina I. O 
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complexo SNARE é constituído pelas proteínas sintaxina, SNAP-25 e a sinaptobrevina 

(Sollner et al., 1993). A sintaxina e a SNAP-25 estão presentes na membrana pré-

sináptica e, por isso, são designadas como t-SNAREs (target SNAREs). Já a 

sinaptobrevina situa-se na membrana das vesículas, sendo então designada como v-

SNARE (vesicular SNARE). Essas três proteínas regem, por meio do seu 

entrelaçamento e estabelecimento de um complexo heterotrimérico, o ancoramento e 

fusão vesicular com a membrana pré-sináptica, possibilitando a liberação regulada de 

neurotransmissor (Figura 2) (Weber et al., 1998; revisado por Sudhof 2004). Por sua 

vez, a sinaptotagmina é uma proteína integral de vesículas sinápticas relacionada 

funcionalmente ao disparo da exocitose mediante interação com íons cálcio, elementos 

do complexo SNARE e fosfolipídeos de membrana (Perin et al., 1991; Davletov et al., 

1993, Chapman & Davis, 1998; revisado por Chapman, 2008). Vale mencionar que 

outras proteínas acessórias são necessárias para acelerar e otimizar o processo de fusão 

de vesículas sinápticas (Rizo e Sudhof, 2002). 

Nas próximas seções deste trabalho de tese, trataremos de três aspectos 

relacionados aos passos de exo/endocitose de vesículas sinápticas que ainda foram 

pouco estudados. Inicialmente, serão abordadas as relações entre o transporte de 

acetilcolina e o cilco de vesículas sinápticas. Em um segundo momento, discutiremos 

sobre a participação de cálcio intracelular na exocitose evocada pela ferramenta 

farmacológica ouabaína. Por fim, em uma terceira etapa, investigaremos o papel do 

colesterol de membrana no ciclo de vesículas sinápticas. Contudo, antes de 

investigarmos aspectos específicos do ciclo sináptico, no próximo tópico desta tese, 

discutiremos o emprego de uma sonda fluorescente vital utilizada para monitorar as 

etapas de endocitose e exocitose de vesículas sinápticas. 
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Figura 2: Etapas básicas da neurotransmissão. Durante a despolarização, após a abertura de canais de sódio 

sensíveis à voltagem, íons cálcio penetram na terminação pré-sináptica via canais para cálcio sensíveis à 

voltagem, levando a um aumento da concentração intracelular desse cátion. Vesículas sinápticas contendo 

neurotransmissores se acumulam nas adjacências das zonas ativas, sítios subcelulares da liberação vesicular. As 

vesículas que se ancoram na zona ativa (docking) sofrem uma reação de amadurecimento (priming) que as 

tornam competentes para a abertura de um poro de fusão (fusion) e exocitose dos neurotransmissores. Observe 

formação de complexo heterotrimérico entre t-SNAREs e v-SNARE. Após exocitose, os agrupamentos 

vesiculares são reconstituídos por meio de endocitose compensatória (www.cnsforum.com/hirespng/vesicle-

fusion.png). 
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Figura 3: Modelos de endocitose de vesículas sinápticas. (Painel Superior) Modelo de Heuser & Reese no 

qual as vesículas sinápticas são completamente integradas à membrana da zona ativa durante a exocitose e são 

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

partir de grandes cisternas (diagrama à esquerda). Micrografia eletrônica (à direita) demonstrando a presença 

de depressões de membrana e vesículas cobertas por capa de clatrina (setas) em terminação motora submetida 

a estímulo elétrico. É possível observar também a presença de cisternas (c). (Painel médio) Diagrama 

representando modelo de kiss and run (à esquerda) proposto  por Ceccarelli no qual, durante a liberação de 

neurotransmissores, as vesículas abrem um poro de fusão transitório, mas não se fundem completamente a 

membrana pré-sináptica, sendo recicladas localmente. Micrografia eletrônica (à direita) de terminação motora 

submetida a estímulo elétrico de baixa freqüência por duas horas. Destaca-se a ausência de vesículas cobertas 

por capa de clatrina e de cisternas. (Painel inferior) Diagrama representando endocitose via grandes 

invaginações de membrana (à esquerda) após liberação vesicular. Micrografia eletrônica (à direita) indicando 

invaginações de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido (setas negras) ou desprovidas do marcador (seta 

clara) (revisado por Royle & Lagnado, 2003).  
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1.3 – Monitoramento do ciclo de vesículas sinápticas utilizando o 

marcador fluorescente FM1-43 

 

Em estudos do ciclo sináptico, é possível visualizar os passos de exocitose e 

endocitose utilizando marcadores fluorescentes vitais captados durante a endocitose e 

liberados durante a exocitose. (Lichtman et al., 1985; Betz et al., 1992; Ribchester, et 

al., 1994). 

Entre as sondas fluorescentes disponíveis para monitoramento do ciclo de 

vesículas sinápticas, tornou-se muito divulgado o uso de marcadores do tipo “FM”.                               

Marcadores do tipo FM, como o FM1-43, são moléculas anfipáticas nas quais uma 

cauda lipofílica está ligada a uma cabeça carregada positivamente via ligações duplas 

(Figura 4A). A cabeça carregada positivamente impede o marcador de atravessar 

livremente as membranas celulares, mantendo-o preso no interior de endossomas ou 

vesículas. Por sua vez, o comprimento da cauda lipofílica determina a afinidade da 

molécula por membranas biológicas. Finalmente, o número de duplas ligações unindo a 

cabeça à cauda determina as propriedades espectrais da sonda. Por exemplo, o FM1-43 

tem uma dupla ligação e pode ser excitado no espectro da fluoresceína enquanto o FM4-

64 apresenta 3 ligações duplas entre cabeça e cauda, sendo excitado no espectro da 

rodamina (Betz, et al., 1996; Brumback et al., 2004). 

A família de marcadores do tipo FM apresenta três propriedades que a tornam 

muito útil para estudo do tráfego de vesículas: (1) marcadores do tipo FM se ligam 

reversivelmente à membrana celular. Portanto, quando a sonda é aplicada à preparação, 

toda superfície de membrana exposta ao meio contendo FM torna-se marcada (Figura 

4B). Quando a preparação é lavada em meio desprovido de FM, as moléculas do 

marcador são removidas da superfície celular (Figura 4C). (2) Moléculas de FM 

marcam seletivamente o folheto externo da bicamada lipídica. Isto possibilita que as 

vesículas em reciclagem nos sítios de endocitose capturem o marcador e o mantenham 

aprisionado em seu interior (Figura 4B). Além disso, as moléculas de FM estão 

permanentemente carregadas (cabeça com valência +2), impedindo que elas se 

difundam através das membranas e se tornem livres no citoplasma.  (3) Sondas do tipo 

FM são menos fluorescentes quando estão em ambiente aquoso, mas sua fluorescência 

aumenta aproximadamente 350 vezes quando estão agregadas ao ambiente hidrofóbico 

das membranas (Betz et al.,1996; Brumback et al., 2004). Portanto, em meio contendo 

FM1-43, após fusão e incorporação da membrana das vesículas à membrana da zona 
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ativa durante a exocitose, a endocitose compensatória promoverá reciclagem dos grupos 

vesiculares com membrana marcada com FM de modo que as vesículas recicladas 

apresentarão o marcador aprisionado em seu interior e aderido a sua membrana (Figura 

4B). Isto possibilitará a visualização de aglomerados vesiculares marcados com a sonda 

em microscópio de fluorescência sob a forma de pontos fluorescentes (Figura 5A). O 

excesso de FM ligado à membrana das células musculares ou à mielina dos nervos será 

removido durante lavagem da preparação em meio desprovido do marcador (Figura 4C). 

Caso a preparação seja estimulada por algum agente que desencadeie exocitose, como 

estímulo elétrico, ocorrerá uma nova etapa de liberação de neurotransmissores e 

exposição da sonda ao meio aquoso, possibilitando difusão do FM1-43 para a solução 

salina na qual se encontra a preparação (Figura 4D).  Isso determinará redução do sinal 

fluorescente e desmarcação dos pontos que representavam os aglomerados vesiculares 

que continham o marcador (Figura 4E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 26

 

 
 
 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

Figura 4: O marcador fluorescente FM1-43 é utilizado para monitoramento dos passos de endocitose e 

exocitose de vesículas sinápticas em neurônios. A) Estrutura da sonda fluorescente FM1-43. B) Marcação da 

membrana da terminação pré-sináptica com o FM1-43 adicionado à solução salina. O neurônio foi estimulado 

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

marcada com a sonda. C) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que não foram internalizadas. D) 

Um segundo ciclo de exocitose induzido por estímulo elétrico resulta na liberação da sonda que foi 

internalizada durante a endocitose. E) Declínio da fluorescência da sonda FM1-43 durante exocitose de 

vesículas induzida por estímulo elétrico. Essa perda de fluorescência resulta da passagem da sonda de um meio 

hidrofóbico (membrana da vesícula sináptica) para um meio aquoso (solução salina) durante a exocitose 

(Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel et. al., 2006). 
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1.4 - Ciclo de vesículas sinápticas em junção neuromuscular de animais 

com expressão reduzida ou com ausência de expressão do gene do transportador 

vesicular da acetilcolina (VAChT) 

 

Como anteriormente mencionado, a síntese de acetilcolina requer a captação 

da colina disponível na fenda sináptica para o interior da terminação axônica por meio 

de seu transportador de alta afinidade (CHT1). Contudo, uma eficiente liberação de 

acetilcolina depende do armazenamento deste neurotransmissor em vesículas sinápticas, 

passo controlado pelo VAChT, o transportador vesicular de acetilcolina (Nguyen & 

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

Para avaliar a participação e a importância funcional do VAChT na 

neurotransmissão colinérgica, um grupo de pesquisadores coordenados pelo Prof. 

Marco Antônio Prado, do Departamento de Farmacologia da UFMG, gerou, por 

recombinação homóloga, uma linhagem de camundongos que apresenta expressão 

reduzida (knockdown) do gene do transportador vesicular da acetilcolina. Análises por 

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

heterozigotos enquanto nos homozigotos a redução foi de 65% (artigo nº1 - Prado et al., 

2006). A menor expressão de VAChT não determinou inviabilidade dos animais 

geneticamente modificados de modo que mesmo as linhagens homozigotas tinham 

longevidade aparentemente normal, permitindo que as cobaias atingissem a idade adulta 

e possibilitando inclusive a realização de análise comportamental desse animais. A 

viabilidade dos camundongos knockdown homozigotos é um importante aspecto desse 

modelo experimental, pois em outras abordagens com animais homozigotos para 

mutações que anulavam a expressão da colina acetiltransferase e do CHT1 

determinavam a morte pós-natal precoce dos camundongos homozigotos por colapso 

respiratório (Brandon et. al., 2004; Misgeld et. al., 2002; Ferguson et. al, 2004). 

Em análises eletrofisiológicas realizadas em placas motoras do músculo 

diafragama, camundongos Knockdown homozigotos apresentavam uma redução de 20% 

no conteúdo quântico de vesículas sinápticas quando comparados aos selvagens. Além 

disso, a freqüência de eventos pós-sinápticos em miniatura (MEPPs) sofria uma redução 

significativa nestes animais. Por sua vez, os resultados obtidos com os animais 

knockdown heterozigotos eram intermediários entre os dados obtidos com os 

knockdown homozigotos e os selvagens (artigo nº1 - Prado et. al., 2006). 
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Em virtude das alterações observadas na transmissão neuromuscular, testes de 

avaliação da força muscular foram realizados. Os animais Knockdown heterozigotos 

tinham desempenho semelhante ao selvagem. Contudo, os Knockdown homozigotos 

apresentavam importante déficit de força muscular, reversível à aplicação do inibidor da 

acetilcolinesterase galatamina (artigo nº1 - Prado et. al., 2006).  

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

homozigotos também apresentavam déficits na liberação de acetilcolina no cérebro e 

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

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

síndrome miastênica (artigo nº1 - Prado et. al., 2006). 

A mesma equipe do professor Marco Antônio Prado gerou também uma 

linhagem de camundongos incapazes de expressar o VAChT. Os camundongos nocaute 

para o transportador vesicular de acetilcolina morrem logo após o nascimento indicando 

que a liberação de acetilcolina armazenada em vesículas sinápticas pelo VAChT é 

essencial à sobrevivência. Entretanto, registros eletrofisiológicos mostraram, 

surpreendentemente, que os camundongos nocaute para o VAChT apresentavam 

eventos espontâneos (MEPPs) com amplitude e freqüência reduzidas (artigo nº2 - de 

Castro et al., 2009). De forma bastante interessante, os camundongos nos quais a 

expressão do VAChT foi abolida apresentavam níveis elevados de RNAm para a colina 

acetiltransferase e para o transportador de alta afinidade de colina (CHT1). 

Apresentavam também um aumento de 5 vezes no conteúdo de acetilcolina 

citoplasmática, o que poderia contribuir para uma possível liberação desse 

neurotransmissor independentemente do VAChT ( artigo nº2 - de Castro et al., 2009). 

Com relação ao elemento pós-sináptico, análise dos receptores nicotínicos para a 

acetilcolina (nAChR) utilizando bungarotoxina revelaram uma distribuição 

desorganizada dos agrupamentos desses receptores em preparações de junção 

neuromuscular de diafragma. Além disso, foi observado um aumento na área dos 

agrupamentos de receptores nicotínicos nos animais com abolição da expressão do 

VAChT (artigo nº2 - de Castro et al., 2009). 

Diante das observações e resultados relatados nesta seção, tornou-se de grande 

relevância investigar quais são as implicações da expressão reduzida ou total ausência 

da expressão do VAChT sobre a biogênese e ciclo de vesículas sinápticas. Também 

tornou-se importante investigar a possibilidade de modificações compensatórias no 

componente pré-sináptico como alterações na quantidade de vesículas sinápticas, no 
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número ou na área de terminações motoras. Portanto, em um primeiro momento nesse 

trabalho de tese, investigou-se o ciclo de vesículas sinápticas em junções 

neuromusculares de animais com alteração na expressão do transportador vesicular de 

acetilcolina (VAChT knockdown e VAChT nocaute). 

 

1.5 – Influência da Ouabaína sobre o ciclo de vesículas sinápticas 

 

A Ouabaína é um potente derivado esteróide, cardiotônico, obtido a partir de 

sementes maduras de Strophantus gratus e Acokanthera ouabaio, plantas de origem 

africana. No entanto, alguns trabalhos indicam possível síntese endógena e também 

apontam a existência de esteróides semelhantes à ouabaína em tecidos de mamíferos. 

Em 1991, um isômero da ouabaína foi identificado como um hormônio endógeno 

sintetizado pela glândula adrenal e também pelo hipotálamo, contudo o seu mecanismo 

de ação e sua significância fisiológica não foram ainda precisamente determinados 

(Hamlyn et al., 1991; Hamlyn et al., 2003; Boulanger et al., 1993; Scheneider et al., 

1998; Kawamura et al., 2001).  

O glicosídeo ouabaína é usado freqüentemente em pesquisas biomédicas como 

inibidor específico da Na+,K+-ATPase da membrana plasmática, proteína que catalisa o 

transporte ativo acoplado de Na+ e K+, estabelecendo um gradiente eletroquímico 

através da membrana plasmática. Portanto, diferentemente de outros esteróides, a 

ouabaína liga-se a uma proteína de membrana. Considerando que a Na+,K+-ATPase é o 

principal sistema de transporte ativo na maioria das células animais, promovendo a 

extrusão de três íons Na+ e a entrada de dois íons K+, sua inibição gera uma condição 

que favorece o acúmulo intracelular de Na+ (Birks & Cohen, 1968; Gomez et al., 1975; 

Aizman et al., 2001; McFadden et al.,  2001). 

Birks (1962) demonstrou que preparações de gânglio simpático de gato 

submetidas a tratamento com digoxina, um glicosídeo cardíaco assim como a ouabaína, 

apresentavam importantes modificações ultraestruturais quando visualizadas ao 

microscópio eletrônico de transmissão. No gânglio, as células neuronais apresentavam-

se dilatadas, ocorria uma redução das dimensões mitocondriais com pronunciado 

aumento da eletrondensidade dessas organelas. Era possível também observar um 

aumento de volume da substância de Nissl e que o citoplasma tinha aspecto mais claro 

do que em células não tratadas. As terminações axônicas também se apresentavam 

dilatadas, possuíam mitocôndrias com estrutura alterada e as vesículas sinápticas eram 
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praticamente ausentes. Algo semelhante era observado com as junções neuromusculares 

tratadas com ouabaína (Haimann et al.,1985). Em ambos os modelos experimentais, a 

redução dos níveis de sódio extracelular inibia o aparecimento das alterações 

morfológicas descritas. 

Vários trabalhos demonstraram que a ouabaína induz uma liberação 

pronunciada de neurotransmissores. Experimentos realizados com o modelo de fatias 

corticais de cérebro de rato indicaram que a ouabaína promove liberação de acetilcolina 

marcada radioativamente, independentemente da presença de Ca2+ no meio extracelular 

e da ativação de canais para Na+ e Ca2+ sensíveis à voltagem (Vizi, 1972; Gomez et al., 

1975; Casali, et al., 1995). Contudo, a liberação de neurotransmissores induzida pelo 

glicosídeo mostrou-se dependente da presença de Na+ no meio extracelular e mediada 

pelo recrutamento de estoques intracelulares de Ca2+ (Elmqvist & Feldman 1965a and b; 

Baker & Cawford, 1975; Deri & Adam-Vizi, 1993; Lomeo et al, 2003). Apesar das 

evidências indicando que a liberação de neurotransmissores evocada pela ouabaína 

tenha precisa relação com os níveis de sódio e determine recrutamento de estoques 

intracelulares de cálcio, experimentos utilizando preparações de gânglio simpático de 

gato demonstraram que a liberação de neurotransmissor evocada pela ouabaína 

mostrou-se dependente do cálcio extracelular (Prado et al.,1993). 

Em junção neuromuscular de rã, análises eletrofisiológicas demonstraram que 

a ouabaína determina um aumento da amplitude de potenciais pós-sinápticos evocados 

(EPPs) e aumento da freqüência de potenciais pós-sinápticos em miniatura (MEPPs). 

Por sua vez, análise ultraestrutural das junções neuromusculares após incubação com 

ouabaína evidenciou depleção dos agrupamentos de vesículas sinápticas, 

comprometimento da endocitose e dilatação mitocondrial (Birks & Cohen, 1968; Baker 

& Crawford, 1974; Haimann et al.,1985). 

Com a utilização do marcador FM1-43 para monitorar o ciclo sináptico em 

junção neuromuscular de rã, foi possível observar que a ouabaína promovia liberação 

vesicular com conseqüente desmarcação de junções contendo FM1-43 (artigo nº 3 - 

Amaral et al., 2009). Observou-se, também, que a liberação vesicular induzida pela 

ouabaína ocorreu independentemente da presença de íons cálcio no meio extracelular 

(artigo nº 3 - Amaral et al., 2009) um mecanismo distinto da descrição clássica de 

exocitose mediada pelo influxo de íons cálcio após passagem de um potencial de ação 

pela terminação axônica. Contudo, a cinética de liberação vesicular evocada pela 

ouabaína é bem mais lenta que a cinética da exocitose evocada por estímulo elétrico.  
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Além disso, a exocitose evocada pela ouabaína mostrou-se dependente da presença de 

íons Na+ na solução salina (artigo nº 3 - Amaral et al., 2009) já que o glicosídeo exerce 

seus efeitos através da inibição da Na+,K+-ATPase, favorecendo o acúmulo intracelular 

de sódio. Contudo, apesar de promover exocitose, a incubação com a ouabaína inibiu a 

endocitose compensatória (artigo nº 3 - Amaral et al., 2009). A liberação vesicular 

independente de cálcio extracelular promovida pela ouabaína sugere a ocorrência de 

recrutamento de estoques intracelulares de cálcio no mecanismo de ação desse 

glicosídeo. Investigar essa possibilidade constituiu um dos objetivos desta tese. 

 

1.6 – Colesterol e ciclo de vesículas sinápticas 

 

Segundo o modelo do mosaico fluído proposto por Singer e Nicolson (1972), 

os fosfolipídeos e proteínas de membrana estavam globalmente distribuídos pelas 

membranas celulares. Contudo, nas últimas duas décadas, muitos trabalhos apontam a 

existência de microdomínios de membrana ricos em colesterol, glicolipídeos e 

esfingolipídeos (para uma revisão veja Lingwood et al., 2009). Estes microdomínios 

foram designados como balsas lipídicas (lipid rafts). Nas balsas lipídicas, 

esfingolipídeos se associam lateralmente um ao outro, provavelmente através de 

interações fracas entre as cabeças de carboidratos de glicoesfingolipídeos. As cabeças 

globulares dos esfingolipídeos ocupam maiores áreas no folheto de membrana que suas 

finas caudas constituídas predominantemente por cadeias de hidrocarbonetos saturados. 

Portanto, os espaços existentes entre as caudas dos esfingolipídeos são ocupados por 

moléculas de colesterol. O arranjo apertado entre as moléculas de colesterol e os 

esfingolipídeos faz com que o conjunto se comporte como bloco dentro da monocamada 

externa das membranas enquanto as regiões fluídas entre as plataformas lipídicas são 

constituídas por moléculas insaturadas de fosfatidilcolina (Simons & Ikonen, 1997). 

Glicoesfingolipídeos normalmente apresentam uma longa cauda de ácido graxo que 

pode se interdigitar com os esfingolipídeos da monocamada interna da membrana. 

Como o colesterol está presente em ambos os folhetos, ele funciona como um espaçador 

também no folheto citoplasmático, preenchendo áreas vazias criadas pela interdigitação 

das cadeias carbônicas dos ácidos graxos (Simons & Ikonen, 1997). Embora a natureza 

dos fosfolipídeos ocupando o lado citoplasmático das balsas não seja totalmente 

conhecida, eles provavelmente também possuem longas cadeias de ácidos graxos 

saturados para otimizar a agregação do microdomínio (Simons & Ikonen, 1997). 
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Os microdomínios ricos em esfingolipídeos e colesterol são insolúveis ao 

detergente Triton X-100 a 4oC. Em virtude do seu elevado conteúdo lipídico, esses 

complexos insolúveis a detergentes flutuam para uma região de baixa densidade durante 

centrifugação por gradiente de densidade, fato que possibilita a separação de proteínas 

associadas às balsas lipídicas (Simons & Ikonen, 1997). 

Entre as proteínas que podem se associar às plataformas lipídicas podemos 

citar, por exemplo, proteínas com âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e tirosinas 

cinases da família Src (Simons & Ikonen, 1997). Algumas proteínas relacionadas ao 

controle do ciclo de vesículas sinápticas também mantêm íntima associação com 

microdomínios de membrana ricos em colesterol. Em experimentos realizados com o 

modelo de células neurosecretórias PC12, Chamberlain et. al. (2001) demonstraram que 

SNAP-25, sintaxina-1 e sinaptobrevina/VAMP-2, proteínas do complexo SNARE, estão 

associadas às plataformas lipídicas. Além disso, o seqüestro de colesterol da membrana 

por metil-β-ciclodextrina determinava redução da liberação exocítica de dopamina pelas 

células PC12. Esta constatação fornece forte evidência de que balsas lipídicas 

desempenham importante função na fusão de membranas e exocitose regulada. Estes 

microdomínios ricos em colesterol parecem organizar proteínas do complexo SNARE 

em sítios específicos da membrana, criando condições mais favoráveis à fusão 

vesicular. 

Lang et. al. (2001), em experimentos com células PC12, relataram que 

sintaxinas estavam concentradas em agregados dependentes de colesterol com 

aproximadamente 200nm de largura. Nestes locais ocorriam preferencialmente o 

ancoramento e fusão vesicular. Eles demonstraram também que agregados de SNAP-25 

tinham co-localização parcial com os microdomínios ricos em sintaxina. A redução do 

colesterol de membrana por metil-β-ciclodextrina desencadeava a dispersão dos 

agregados de SNAP-25 e sintaxina com conseqüente redução dos níveis de exocitose, 

sugerindo que altas concentrações de t-SNAREs em áreas específicas da membrana 

plasmática são necessárias para eficiente liberação vesicular. 

Lafont et. al. (1999) observaram que a sintaxina-3 e a sinaptobrevina estavam 

associadas a balsas lipídicas em células MDCK, sugerindo que a associação de 

SNAREs com microdomínios ricos em colesterol não é algo restrito às células PC12. 

Somando-se a esta observação, trabalhos recentes demonstraram a presença de SNAREs 

em balsas lipídicas em adipócitos, mastócitos, células HeLa e sinaptossomos de córtex 

cerebral (revisado por Salaün et. al., 2004). 
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Thiele et. al. (1999) descrevaram a existência de interação entre o colesterol e 

a  sinaptofisina, uma proteína da membrana de vesículas sinápticas e grânulos 

secretórios. Eles observaram que, após remoção parcial do colesterol de membrana, 

ocorria bloqueio da reciclagem e biogênese de vesículas a partir da membrana 

plasmática em células PC12. Diante disso, eles propuseram que interações específicas 

entre colesterol e proteínas de vesículas sinápticas, como a sinaptofisina, devem 

contribuir para o mecanismo de endocitose. 

Rodal et. al. (1999) investigaram o papel do colesterol para a endocitose em 

diferentes linhagens celulares. Eles constataram que, após tratamento com metil-β-

ciclodextrina, a endocitose de ricina-I125 e transferrina-I125, mediadas por capa de 

clatrina, eram fortemente inibidas. Por outro lado, a endocitose de fator de crescimento 

endotelial (EGF-I125), processada por mecanismo independente de clatrina, era menos 

afetada. A inibição da endocitose de transferrina e ricina era reversível ao longo do 

tempo após remoção da metil-β-ciclodextrina, contudo a adição de lovastatina para 

impedir síntese de novo colesterol bloqueava a recuperação da endocitose. Análise 

ultra-estrutural revelou comprometimento na formação de invaginações de membrana 

durante reciclagem vesicular, resultando no acúmulo de depressões rasas cobertas por 

clatrina ao longo da superfície da membrana plasmática. Subtil et. al., (1999) também 

observaram comprometimento da endocitose de transferrina após seqüestro de 

colesterol da membrana. Os dois grupos citados neste parágrafo sugerem um papel 

essencial do colesterol na reciclagem de vesículas por endocitose mediada por capa de 

clatrina. 

Zamir & Charlton (2006) observaram, em placa motora de lagostim, falha na 

transmissão neuromuscular por bloqueio da propagação do potencial de ação após 

seqüestro de colesterol. Eles constataram também um aumento na freqüência de 

potenciais em miniatura (MEEPs). Estas alterações decorrentes do tratamento com 

metil-β-ciclodextrina são reversíveis após reposição do colesterol de membrana com o 

conjugado MβCD-colesterol. Estes achados indicam que os níveis de colesterol na 

membrana da terminação pré-sináptica podem modular passos essenciais na liberação 

de neutortransmissor. 

Tendo em vista a associação de proteínas que regulam o ciclo sináptico com 

microdomínios ricos em colesterol e as alterações na transmissão neuromuscular após 

tratamento com metil-β-ciclodextrina, investigou-se, em um terceiro momento deste 

trabalho de tese, o papel do colesterol na biogênese e ciclo de vesículas sinápticas em 
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preparação de junção neuromuscular de rã (artigo nº 4 - Amaral et al., em preparação). 

Para tanto, foram utilizadas preparações ex-vivo marcadas com FM1-43. Essa 

ferramenta possibilitou monitorar dinamicamente as implicações do seqüestro de 

colesterol sobre as etapas de exocitose e endocitose. Experimentos utilizando 

microscopia eletrônica e técnicas de eletrofisiologia também foram utilizados nessa 

etapa do trabalho de tese. 
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2 – Artigos 

2.1.1 – Artigo número 1* 

 

Mice deficient for the vesicular acetylcholine transporter are 

myasthenic and have deficits in object and social recognition* 

PRADO, V. F.; MARTINS-SILVA, C.; DE CASTRO, B. M.; LIMA, R. F.; BARROS, 

D. M.; AMARAL, E.; RAMSEY, A. J.; SOTNIKOVA, T.D.; RAMIREZ, M. R.; KIM, 

H. G.; ROSSATO, J.I.; KOENEN, J.; QUAN, H.; COTA, V. R.; MORAES, M. F.; 

GOMEZ, M. V.; GUATIMOSIM, C.; WETSEL, W. C.; KUSHMERICK, C.; 

PEREIRA, G. S.; GAINETDINOV, R. R.; IZQUIERDO, I.; CARON, M. G.; PRADO, 

M. A. 

Neuron, v. 51, n. 5, p. 601-12, 2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Os dados referentes ao monitoramento do ciclo sináptico apresentados nesse artigo foram obtidos pelo 

autor durante transição entre o mestrado e o doutorado. Os resultados serão apresentados nessa seção por 

terem relação com o material suplementar descrito na página 26 da tese e com artigo número 2 

apresentado na página 28.  
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2.1.2 - Material suplementar ao artigo nº 1 – Redução da expressão do 

VAChT não determina alterações pré-sinápticas compensatórias em animais 

knockdown homozigotos 

 

A redução da expressão do VAChT não interferiu com o ciclo exo/endocitose  

e aparentemente não determinou redução do número de vesículas sinápticas aptas para a 

reciclagem (artigo nº1 - Prado et al.,2006). Entretanto, em busca de possíveis alterações 

pré-sinápticas compensatórias em resposta a redução na expressão do VAChT, foram 

feitas análises do número, da densidade e da área de terminações motoras marcadas com 

FM1-43 por hemidiafragma, utilizando o marcador fluorescente FM1-43fx, versão 

fixável do FM1-43. Após marcação, as preparações contendo FM1-43fx eram 

embebidas em solução de paraformaldeído 4% a 4ºC durante 40min  (veja descrição do 

método no artigo 2 – de Castro et al., 2009). Contudo, nenhuma diferença 

estatisticamente significativa foi encontrada entre camundongos knockdown 

homozigotos e camundongos selvagens (Figura Suplementar 1 em seqüência). 
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wt/wt VAChT KDH0M 

Figura Suplementar 1: Expressão reduzida do gene VAChT não determina alterações compensatórias no 

número e na área de terminações motoras em animais knockdown homozigotos.  A e B) Junções 

neuromusculares marcadas com FM1-43fx (análogo fixável do FM1-43) em diafragma de camundongos selvagem e 

knockdow homozigoto, respectivamente (Barra de escala: 10µm). As imagens foram obtidas em microscópio de 

fluorescência Zeiss Axiovert 200M equipado com sistema ApoTome utilizando-se filtros apropriados para a 

fluoresceína C) Redução da expressão do VAChT não altera a área das junções. D) Expressão reduzida do VAChT 

não determina alteração no número de junções por hemidiafragma. E) Histograma indicando a área do músculo 

diafragma percorrida durante a coleta de imagens. Observe que não há diferença estatística significativa entre as 

áreas analisadas. F) Redução na expressão do VAChT não alterou a densidade de junções no músculo diafragma de 

camundongos. (n=6. Barra de erro: ±EPM) 
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2.2 – Artigo número 2 

 

The vesicular acetylcholine transporter is required for neuromuscular 

development and function 

DE CASTRO, B. M.; DE JAEGER, X.; MARTINS-SILVA, C.; LIMA, R. D.; 

AMARAL, E.; MENEZES, C.; LIMA, P; NEVES, C. M.; PIRES, R. G; GOULD, T. 

W.; WELCH, I.; KUSHMERICK, C.;, GUATIMOSIM, C.; IZQUIERDO, I.; 

CAMMAROTA, M; RYLETT, R. J.; GÓMEZ, M. V.; CARON, M. G.; OPPENHEIM, 

R. W.; PRADO, M. A.; PRADO, V. F. . 

Molecular and Cellular Biology, v.29, n.19, p. 5238-50, 2009. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19635813?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
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2.3 – Artigo número 3 

 

Ouabain evokes exocytosis dependent on ryanodine and mitochondrial 

calcium stores that is not followed by compensatory endocytosis at the 

neuromuscular junction. 

AMARAL, E.; LEITE, L. F.; GOMEZ, M. V.; PRADO, M. A.; GUATIMOSIM, C. 

Neurochemystry International, v. 55, n. 6, p. 406-13, 2009. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19406178?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19406178?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19406178?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=2
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2.4 – Artigo número 4 

 

Membrane cholesterol regulates synaptic vesicle exo/endocytosis at the 

frog neuromuscular junction 

AMARAL, E.; LIMA, R.; RODRIGUES, H. A.; FONSECA, M.C.; KUSHMERICK, C.; 

NAVES, L.; GOMEZ, M. V.; PRADO, M. A. M.; GUATIMOSIM, C. 

(Artigo em preparação para submissão) 
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Abstract 

Cholesterol is an abundant component of animal cell membranes and it 

regulates membrane fluidity. In association with sphingolipids and glycolipids, 

cholesterol also participates on the assembly of specific domains resistant to nonionic 

detergents at 4ºC. Initially, these microdomains were named lipid rafts but more 

recently they have been renamed as membrane rafts since they are associated to many 

proteins including those involved on synaptic vesicle cycle like SNAREs and some 

calcium channels isoforms. In this work, we investigated the role of cholesterol on 

synaptic vesicles recycling at the frog neuromuscular junctions. Cholesterol removal by 

methyl-ß-cyclodextrin (MßCD) induced fusion of synaptic vesicle pools labeled with 

the styryl dye FM1-43 and increased MEPPs frequency and amplitude. Cholesterol 

removal by MßCD did not have any effect on acetylcholinesterase and did not induce 

any morphological alteration on nicotinic acetylcoline receptors clusters, suggesting a 

presynaptic rather than a postsynaptic action. MßCD inhibited K+-evoked exocytosis 

and FM1-43 uptake and ultrastructural analyses confirmed this observation and shows 

that cholesterol removal disrupts evoked synaptic vesicle recycling but stimulates 

spontaneous recycling. In summary, our results provide additional evidences that 

membrane cholesterol acts on the modulation of synaptic vesicle cycle and seems to be 

essential for the balance between evoked and spontaneous release. Moreover, our results 

may reinforce the possibility of coexistence of a synaptic vesicle pool mobilized by 

evoked exocytosis and another pool of vesicles that fuses spontaneously.  
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Introduction 

According to the mosaic fluid model proposed by Singer and Nicolson (1972), 

phospholipids and proteins were globally dispersed through cell membrane. However, 

in the last two decades many researchers have reported the presence of membrane 

microdomains with elevated proportions of cholesterol, sphingolipids and glycolipids 

(for a review see Lingwood et al., 2009). These microdomains, named lipid rafts, are 

resistant to Triton X-100 at 4ºC and they are associated to many proteins like GPI-

anchored proteins and tyrosine kinases of the Src-family (Simons and van Meer, 1988; 

Brown and Rose, 1992; Simons and Ikonen, 1997). More recently, a new definition for 

membrane domains to be classified as rafts was proposed  and the term ‘lipid raft’ was 

replaced by ‘membrane raft’, as it is now widely acknowledged that rafts do not form 

solely by lipid-driven interactions but involve also proteins (Pike, 2006). Therefore, the 

ultimate definition of membrane raft describes it as small (10–200 nm), heterogeneous, 

highly dynamic, sterol- and sphingolipid-enriched domains that compartmentalize 

cellular processes. Small rafts can sometimes be stabilized to form larger platforms 

through protein–protein and protein–lipid interactions (Pike, 2006; reviewed by 

Rohrbough and Broadie, 2005 and Lang, 2007). 

Over the years, more than 200 components have been assigned to rafts (Foster 

et al., 2003) including those related to the control of the synaptic vesicle cycle, which is 

a key step for neurotransmitter release into the synapse. Synaptic vesicles exocytosis is 

regulated by a set of proteins, among them we highlight the SNARE complex which 

mediates the fusion of synaptic vesicles with the presynaptic membrane at active zones 

(reviewed by Murthy and De Camilli, 2003; Sudhoff, 2004). Noteworthy, cholesterol 

has a strong impact on synaptic transmission. Zamir and Charlton (2006) reported that 

cholesterol acute depletion with methyl-ß-cyclodextrin (MßCD) blocked action 
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potential conductance in crayfish neuromuscular junction and increased MEPPs 

frequency. In hippocampal neurons, Wasser et al. (2007) observed that removal of 

synaptic vesicle cholesterol with MßCD resulted in an increase in the frequency of 

MEPSC events and a decrease in evoked vesicle fusion. These findings suggest that the 

presence of cholesterol inhibits spontaneous fusion and favors regulated evoked 

synaptic vesicles fusion. 

Considering that at present there is little data showing how synaptic plasma 

membrane rafts regulate functional aspects of neurotransmission, in this work we 

proposed to dynamically investigate the role of acute cholesterol depletion on 

exo/endocytois at the frog neuromuscular junction. Our data provides additional 

evidences that cholesterol enriched microdomains have crucial roles on synaptic vesicle 

cycle. Using the fluorescent probe FM1-43 we could dynamically confirm that 

cholesterol sequestration facilitates spontaneous synaptic vesicles release but inhibits 

evoked exocytosis. We also show at the ultrastructural level that cholesterol removal 

impairs recycling of synaptic vesicles that are mobililized during evoked stimulation but 

induces recycling of those vesicles that fuses spontaneously. Finally, our 

electrophysiological findings indicate that membrane cholesterol interferes with the 

amplitude and area of miniature end plate potentials (MEPPS) which were not due to 

postsynaptic effects. Taken together, our work reinforces the hypothesis that cholesterol 

presented at membrane rafts might be responsible for restraining vesicles from fusing 

spontaneously. We suggest that our work contributes to a better understanding of a 

paradigm on synaptic transmission field which is how spontaneous and evoked 

neurotransmission are regulated. 
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Material and Methods 

Drugs and Chemicals 

FM1-43, Vybrant Lipid Raft Kit and α-bungarotoxin-Alexa 594 were 

purchased from Invitrogen™; methyl-ß-cyclodextrin (MßCD), hidroxi-propil-γ-

cyclodextrin (HγCD), d-tubocurarine were purchased from Sigma-Aldrich. All other 

chemicals and reagents were of analytical grade. 

 

Experimental Procedures 

Staining and destaining with FM1-43 

All procedures were approved by the local animal care committee (CETEA-

UFMG) and followed the guidelines for the Use and Care of Animals for Research 

issued by the NIH. Experiments with FM1-43 were done according to protocol 

described by Betz et al. (1992) and Guatimosim et al. (1998).  Briefly, frog cutaneous 

pectoris nerve-muscle preparations were dissected from Rana catesbeiana (~60g) and 

mounted in a sylgard-lined chamber containing frog Ringer solution (115mM NaCl, 

2.5mM KCl, 1.8mM CaCl2, 5mM HEPES, pH7.2). FM1-43 was used at 4µM to label 

the recycling pool of synaptic vesicles (Betz et al., 1992). FM1-43 stains the 

extracellular membrane and upon stimulation, the dye is internalized during cycles of 

exo/endocytosis. After washing out excess dye, endocytosed vesicles can be destained 

by a second round of stimulation (Betz and Bewick, 1992).  

Frog muscle-nerve preparations were stained with FM1-43 by stimulation with 

high K+ solution (KCl 60mM) for 10min. The muscles were incubated with d-

tubocurarine 16µM to prevent contractions during the stimulus with KCl or image 

acquisition. After K+-stimulation, preparations were maintained in rest for 15min to 

guarantee maximal FM1-43 uptake. The excess of FM1-43 adhered to the muscle cells 
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membrane was removed during a washing period in frog Ringer without the probe for at 

least one hour. After staining, frog neuromuscular junctions examined in a fluorescence 

microscope presented the typical pattern of fluorescent spots over the nerve terminal 

length. Each spot corresponding to a cluster of synaptic vesicles labeled with FM1-43 

(Betz et al., 1992; Henkel et al., 1996; Richards et al., 2001). 

To investigate the effects of cholesterol sequestration over the synaptic vesicle 

clusters, preparations labeled with FM1-43 were treated with concentrations of methyl-

ß-cyclodextrin (MßCD) ranging from 1 to 10mM for 60min. 

The role of membrane cholesterol on endocytosis was investigated through the 

analyses of FM uptake during stimulation with KCl (60mM) after preincubation with 

MßCD (10mM) for 30min. 

The effects of MßCD over exo/endocytosis were compared to the effects of 

hidroxi-propil-γ-cyclodextrin (HγCD – 10mM), a cyclodextrin which has low affinity 

for cholesterol. Experimental schemes using HγCD were identical to that described for 

MßCD. 

Staining of lipid rafts in frog nerve terminals 

To stain lipid rafts in frog motor nerve terminals, it was used the fluorescent 

subunit B from cholera toxin (CTxB-Alexa 488) available in the Vybrant Lipid Raft Kit 

(Invitrogen™). The experimental protocol was elaborated according to the guidelines of 

the product. In summary, preparations of frog neuromuscular junctions were incubated 

for 15min in Ringer containing CTxB-Alexa 488 (1µg/ml). This toxin has affinity for 

the ganglyoside GM1 inserted in lipid rafts. After staining with fluorescent CTxB, the 

preparations were incubated for more 15min with the antibody anti-CTxB and then 

fixed with paraformaldehyde 4% at 4ºC during 40min. 
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To investigate the consequences of cholesterol sequestration on the lipid rafts 

structure at frog neuromuscular junction, preparations were preincubated with MßCD 

(10mM) or HγCD (10mM) for 30min before labeling with CTxB-Alexa 488. The 

staining was compared to that obtained in control condition.  

Staining of nicotinic receptors at frog neuromuscular junctions  

In control experiments, nicotinic receptors for acetylcholine at frog 

neuromuscular junctions were stained with α-bungarotoxin-Alexa 594 during 20min of 

incubation of cutaneous pectoris muscle in Ringer containing 4µg/ml of the toxin. After 

labeling, preparations were fixed with paraformaldehyde 4% at 4ºC. To investigate the 

effects of cholesterol sequestration on morphological aspect of nAChRs clusters, frog 

neuromuscular junctions were preincubated with MßCD (10mM) for 30min before 

labeling with α-bungarotoxin.  

Fluorescence microscopy and image analyses 

Images of frog neuromuscular junctions stained with FM1-43 were acquired in 

a fluorescence microscope (Leica DM2000) coupled to a CCD camera (12 bits, 

Micromax) and visualized on a computer screen. The microscope was equipped with 

water-immersion objectives (63x, 0.95 NA and 40x, 0.75 NA). Excitation light came 

from a 100 W Hg lamp and passed through filters to select the fluorescein spectrum of 

excitation/emission. Image analysis was performed using the software Image J which 

permits to quantify the brightness levels emitted by regions of interest. The mean 

fluorescence intensity was determined for each group of spots and plotted as percentage 

of its mean initial fluorescence using the softwares Microsoft Excel, Sigma Plot 10.0 

and GraphPad Prism 4.0.  

Images of frog motor terminals labeled with CTxB-Alexa 488 and α-

bungarotoxin-Alexa 594 were collected in a confocal microscope (Leica SP5) using a 
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63x water-immersion objectives. Argon laser (488nm) was used for excitation of 

terminals stained with CTxB-Alexa 488 and the emission spectrum was set from 510 to 

620nm. For terminals marked with α-bungarotoxin, it was used a 594nm laser and the 

emission spectrum was set from 610 to 710. Images collected in the confocal 

microscope were analyzed using the same softwares cited for image analyses in 

conventional fluorescence microscopy. 

For all experiments, statistical analysis was performed through the application 

of paired students t-test. P values <0.05 were considered statistically significant. 

Electrophysiological recordings  

The experiments were performed at room temperature (22-24°C) using the 

cutaneous pectoris from Rana catesbeiana. The muscle was pinned to a silicon pad in a 

5 ml acrylic chamber with ringer solution containing (in mM): NaCl 115, KCl 2.5, 

CaCl2 1.8, HEPES 5, and pH 7.2 (adjusted with NaOH). Standard intracellular recording 

techniques were used to record MEPPs with an Axioclamp model Axoclamp-2A 

amplifier. Recordings were band-pass filtered (0.1 Hz - 10 KHz) and amplified 100X 

prior to digitization and acquisition on a computer running WinEDR (John Dempster, 

University of Strathclyde). Microelectrodes were fabricated from borosilicate glass and 

had resistances of 8-15MΩ when filled with 3M KCl. To avoid contractions during 

MEPPs recording we used tetrodotoxin (0.3 µΜ). The DC membrane potential was also 

recorded and used to correct amplitudes and areas to a standard resting potential of -80 

mV using the method of Katz and Thesleff (1957). The drugs were added directly to the 

bath from a ringer stock solution to the final concentrations given in the text. 

Electron Microscopy 

For ultrastructural studies, preparations were fixed in ice-cold fixative solution 

(1.6% paraformaldehyde and 2.0% glutaraldehyde at 4°C) for 30 min. After washing 
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with phosphate buffer (PB; 0.1 M), each muscle was cut into four pieces, postfixed in 

osmium (2% osmium in 0.1 M PB) at 4°C, and dehydrated through an ascending series 

of ethanol solutions. After dehydration the muscles were stained en bloc with uranyl 

acetate (4% uranyl acetate in 50% ethanol) and embedded in EPON. The blocks were 

sectioned, and gray-gold sections (80-90 nm) were collected and viewed with a Tecnai-

G2-Spirit-FEI/Quanta microscope (120 kV Philips) located at the Centro de 

Microscopia da UFMG.  
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Results 

Cholesterol depletion induces FM1-43 destaining at frog neuromuscular 

junctions 

During the last ten years, many works have pointed relations between 

cholesterol-enriched microdomains and proteins that regulate synaptic vesicle exo-

endocytosis (Thiele et al., 2000; Rodal et al., 1999; Salaun et al., 2005; Yoshinaka et 

al., 2004; Lang et al., 2001). Some authors have also reported that a reduction in 

cholesterol content on plasma and vesicular membrane causes an increase in MEPPs 

frequency (Zamir and Charlton, 2006; Wasser et al., 2007). These data stimulated us to 

investigate the effects of cholesterol sequestration on synaptic vesicles recycling at the 

neuromuscular junction. Frog neuromuscular junctions previously labeled with FM1-43 

during K+-stimulation (KCl 60mM, 10min) destained when incubated with methyl-ß-

cyclodextrin (MßCD - FIG. 1B to 1C). At concentrations of 2.5mM, 5mM and 10mM, 

MßCD induced a significant decrease in the fluorescent signal emitted by clusters of 

synaptic vesicles stained with FM1-43 when compared to the photobleaching (FIG. 1C).  

To test if the FM1-43 destaining was due to cholesterol sequestration, 

neuromuscular preparations were stained with FM1-43 and then incubated with 

Hydroxi-propyl-γ-cyclodextrin (HγCD – 10mM), which has low affinity for cholesterol. 

Figures 2B, 2B’and  2C showed that HγCD did not promote significant FM1-43 

destaining. To investigate if MßCD can actually interfere with membrane rafts, we used 

the fluorescent subunit B from Cholera toxin (CTxB-Alexa 488) which has affinity for 

the ganglyoside GM1 at membrane rafts.  Preincubation of neuromuscular preparations 

with HγCD (10mM- 30min) did not cause any significant alteration in CTxB labeling of 

motor terminals (compare FIG. 2D to FIG. 2E). On the other hand, preincubation with 

MßCD (10mM – 30min) significantly inhibited staining with fluorescent CTxB (FIG. 
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2F see also Fig 2G for quantification). Taken together, these data suggest that in our 

system, the effects of MßCD were resultant from cholesterol sequestration. 
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Figure 1: MβCD induced synaptic vesicle release and FM1-43 destaining. A and 

A’) Frog motor terminal stained with FM1-43 at the beginning and the end of a control 

experiment, respectively. Each fluorescent spot represents synaptic vesicle clusters 

(scale bar: 10µm). The decrease in fluorescence was due to photobleaching. B and B’) 

Motor Terminal stained with FM1-43 before and after 60min of incubation with MβCD 

(10mM), respectively (scale bar: 10µm). The destaining was much more expressive than 

that observed in control experiment. C) Percentual destaining induced by different 

doses of MβCD after 60min of incubation with the cyclodextrin (error bars: S.E.M; n=3; 

*p<0.05). 
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Figure 2: Effects of MβCD were resultant from cholesterol sequestration. A and 

A’) Motor terminal stained with FM1-43 before and after 60min of incubation with 

MβCD (10mM), respectively. B and B’) Motor terminal stained with FM1-43 before 

and after 60min of incubation with Hidroxi-propil-γ-ciclodextrin (HγCD – 10mM), 

respectively. This cyclodextrin has low affinity for cholesterol. C) Quantification of the 

destaining induced by MβCD and HγCD (*p<0.05; error bars: S.E.M; n=3). D) Motor 

terminal labeled with fluorescent B subunit of cholera toxin (CTxB-Alexa 488), a 

marker for membrane rafts. E) Motor terminal stained with CTxB-Alexa 488 after 

30min of preincubation with HγCD (10mM). F) Motor terminal labeled with CTxB-

Alexa 488 after 30min of preincubation with MβCD (10mM). G) Quantification of the 

fluorescent  signal emitted by motor terminals stained with CTxB-Alexa 488 in control 

condition or after 30min of preincubation with MβCD or HγCD. Cholesterol 

sequestration inhibited labeling of membrane rafts (n=3. *p<0.05). All scale bars in this 

figure represent 10µm. 
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Cholesterol removal by MßCD modify electrophysiological parameters at 

the frog neuromuscular junctions 

Previous works have shown that cholesterol removal from the plasma (Zamir 

and Charlton, 2006) and synaptic vesicle membrane (Wasser et al., 2007) increases 

spontaneous synaptic vesicle release. We therefore asked if MßCD-induced FM1-43 

destaining at frog neuromuscular junctions was due to an increase in spontaneous 

synaptic vesicles fusion with the plasma membrane. We measured MEPPs in 

preparations that were treated with MßCD but we observed that high concentrations of 

MßCD (10mM) led to a significant drop in membrane potential and muscles twitches 

(table 1). These MßCD (10mM) effects made any electrophysiological analyses of 

vesicle release impracticable. However, low doses of MßCD (2.5mM) had no influence 

on membrane potential and induced a significant increase in MEPPs frequency (FIG. 

3A to 3D - control = 0.97± 0.08; HγCD 10mM = 0.84±0.05; MßCD 2.5 mM 1.59±0.26; 

MßCD 10 mM 18.02±1.0). In addition, this increase in MEPPs frequency augmented 

along time (FIG. 3E - 0-5 min 1.59±0.26; 5-10 min 5.38±0.42; 10-15 min 7.15±0.56).  

Interestingly, at frog neuromuscular junction we observed that MßCD 

treatment increased MEPPs amplitude and MEPPs area (FIG. 4A and 4A’), which was 

not observed at the crayfish neuromuscular junction (Zamir and Charlton, 2006) and 

hippocampal cultures (Wasser et al., 2007).  Considering that these two experimental 

models mentioned above are glutamatergic synapses, we wondered if these MßCD 

effects on MEPPs amplitude and area were specifically cholinergic. To address this 

point, we first examined if cholesterol sequestration interfered with acetylcholine 

degradation at synaptic cleft. Molecules of acetylcholinesterase are anchored on the 

postsynaptic membrane so they could have its distribution or its functionality disrupted 

after cholesterol sequestration. To investigate this possibility, we analyzed cumulative 
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frequency curves comparing the effects of neostigmin, an acetylcholinesterase inhibitor, 

to the effects of MßCD over MEPPs kinetic parameters. Figures 4B and 4B’ show that 

cholesterol sequestration by MßCD increased MEPPs amplitude and area even in the 

presence of neostigmin (10µM). Therefore this increase in amplitude of spontaneous 

events was not due to changes in the functionality of acetylcholinesterase after 

cholesterol sequestration.  

Another possible explanation for the increase in MEPPs amplitude and area 

after MßCD may be related to changes on proper clustering of nicotinic acetylcholine 

receptors (nAChRs) at the neuromuscular junction. For example, cholesterol 

sequestration could disperse nicotinic receptors over the postsynaptic membrane length. 

However, staining of nAChRs clusters with α-bungarotoxin-Alexa 594 after 

preincubation with MßCD (10mM) revealed no morphological alterations in 

comparison to that obtained in control condition (FIG. 4C). Although treatment with 

MßCD presented a small tendency to increase the intensity of labeling with fluorescent 

bungarotoxin, this might be a consequence of a better accessibility of the toxin to the 

nAChRs clusters after cholesterol sequestration. We cannot rule out functional 

alterations on nAChRs after cholesterol sequestration and more refined 

electrophysiological techniques like electrotonic induction of vesicle release might help 

to clarify if MßCD has an influence on the functionality of nicotinic receptors at 

neuromuscular junctions. Nonetheless, we suggest that cholesterol removal by MßCD 

interferes with MEEP amplitude and area probably due to a presynaptic rather than a 

postsynaptic effect.  
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Table 1 – Effects of MßCD and HγCD over membrane potential (MP) after 5 

minutes of incubation with the cyclodextrins (n=3, *p<0.05)  

 
 Basal MP (mV)  Relative MP 
MßCD 10mM -82.18±4.1 0.56±0.05* 
MßCD 2.5mM -79.32±1.45 0.99±0.08 
HγCD 10mM -81.97±5.8 0.97±0.04 
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Figure 3: MβCD increased spontaneous vesicle release. A) MEPPs frequency 

recorded at a frog motor terminal in resting condition. B) MEPPs frequency recorded 

after 5min of incubation with HγCD (10mM). C) MEPPs frequency recorded after 5min 

of MβCD (10mM). D) Histogram representing the effects of MßCD and HγCD on 

spontaneous vesicle release. Data plotted correspond to 5min of incubation with the 

cyclodextrins (n=3; *p<0.05). E) Even in doses that cause no significant alteration on 

membrane potential (MßCD 2.5mM - see table 1), methyl cyclodextrin can significantly 

increase MEPPs frequency over the time (n=3; *p<0.05). 
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Figure 4: Cholesterol sequestration increased amplitude and area of spontaneous 

events A) Representative MEPPs in control conditions and after incubation with MßCD 

(2.5mM A’) Cumulative frequency curves showing the effects of MßCD (2.5mM) over 

MEPPs area. Inset: MßCD (2.5mM), but not HγCD (10mM), increased relative area of 

MEPPs after 5min of incubation with the cyclodextrins (n=3, *p<0.05). B and B’) 

Neostigmin, an acetylcholinesterase inhibitor, could not block the effects of MßCD 

(2.5mM) on MEPPs amplitude and area, respectively. Terminals were previously 

incubated with neostigmin (10µM) for 30min and then MßCD was added to the frog 

Ringer. Data were recorded before or 5, 10 and 15min after addition of the cyclodextrin 

(n=3). C) Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) labeled with α-bungarotoxin 

conjugated to Alexa-594 in control condition or after 30min of preincubation with 

MßCD (10mM – scale bar:10µm).  
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Cholesterol sequestration with MßCD inhibits K+-induced exocytosis and 

compensatory endocytosis 

Depolarizing stimuli like tetanic pulses or high KCl concentrations evoke 

FM1-43 destaining and consequently synaptic vesicle fusion (Betz et al., 1992; 

reviewed by Gaffield and Betz 2006). We therefore investigated the effects of MßCD on 

evoked synaptic vesicle release. Neuromuscular  preparations that were previously 

labeled with FM1-43 were stimulated with high KCl (60mM) in the presence of MßCD 

(10mM) and we observed that cholesterol removal from the plasma membrane  

significantly inhibited K+-evoked exocytosis (FIG 5A compare third and fourth bars). 

Figure 5B confirms at the ultrastructural level that MßCD inhibits exocytosis evoked by 

KCl (60mM). In addition, nerve terminals of control, MßCD and HγCD experimental 

conditions show a similar number of synaptic vesicles (FIG. 5B and 5C). 

Neuromuscular preparations that were exposed to KCl and bathed in cold fixative 

immediately after the end of stimuli presented nerve terminals with very few synaptic 

vesicles. By contrast, preparations that were treated with MßCD and submitted to the 

stimulation  and fixation  protocol  described above presented terminals with a number 

of synaptic vesicle that was statistically different from that obtained by the treatment 

with KCl alone (FIG. 5C).   

After exocytosis, synaptic vesicle pools are reorganized by compensatory 

endocytosis to guarantee maintenance of synaptic transmission (Ceccarelli et al., 1973, 

Heuser and Reese, 1973; Richards et al., 2001 reviewed by Royle and Lagnado, 2003). 

To investigate the consequences of cholesterol sequestration over synaptic vesicle 

endocytosis, preparations of frog neuromuscular junctions were preincubated with 

MßCD (10mM) or HγCD (10mM) before staining with FM1-43 under K+- stimulation 

(KCl 60mM). Preincubation with MßCD inhibited FM1-43 uptake so the typical pattern 
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of staining with fluorescent spots could not be observed (compare FIG. 6A to 6C). On 

the other hand, motor terminals preincubated with HγCD presented the typical 

fluorescent spots with brightness equivalent to that observed in control preparations 

stained with FM1-43 (FIG. 6B). These results indicate that cholesterol sequestration 

inhibits FM1-43 uptake and compensatory endocytosis after K+-evoked exocytosis. 
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Figure 5: Cholesterol sequestration from membrane of motor terminals inhibited 

K+-evoked synaptic vesicle release. A) Histogram representing FM1-43 destaining 

induced by MβCD, KCl and KCl+MβCD respectively (error bars: ±S.E.M.; n=3; 

*p<0.05; **p<0.05 in relation to KCl alone). B) Panel showing representative 

micrographs from frog motor terminals obtained in control condition or after 30min of 

incubation with MßCD (10mM), HγCD (10mM), KCl (60mM) and KCl 

(60mM)+MßCD(10mM). Scale bars:1µm. C) Average number of vesicles per terminal 

(error bars: ±S.E.M.; n=9; *p<0.05).  
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Figure 6: Cholesterol sequestration inhibits endocytosis and FM1-43 uptake. A) 

Nerve terminal labeled with FM1-43 during a high K+ stimulus for 10min. Note the 

typical fluorescent spots of FM1-43 labeling. B) Motor terminal preincubated with 

HγCD (10mM – 30min), followed by a washing time of 15 minutes and subsequent 

staining with FM1-43 in a high K+ medium. HγCD has low affinity for cholesterol and 

could not block endocytosis and FM1-43 uptake. C) Terminal preincubated with MβCD 

(10mM – 30min) followed by a washing time of 15min and subsequent staining with 

FM1-43 in a high K+ medium. Even after a washing time, cholesterol removal still 

inhibited endocytosis of the probe. (Scale bars: 10µm for each image). 
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Discussion 

Cholesterol and spontaneous synaptic vesicle exocytosis  

In this work, we investigated the role of cholesterol upon synaptic vesicles 

recycling at motor nerve terminals of the frog neuromuscular junction. Using FM1-43 

imaging and electrophysiology techniques, we showed that acute cholesterol depletion 

induces FM1-43 destaining and increases the frequency of MEPPS. Therefore, 

according to our data cholesterol sequestration from presynaptic membrane amplifies 

spontaneous vesicle release. Interestingly, although Zamir and Charlton (2006) reported 

no MßCD-induced effects on MEPPs amplitude and kinetic at crayfish neuromuscular 

junction, we could observe that cholesterol sequestration increased MEPPs amplitude 

and area of spontaneous events. Thus we inquired if these electrophysiological findings 

were specific to cholinergic synapses considering that the crayfish neuromuscular 

junction is glutamatergic. First we investigated if inhibition of acethylcholinesterase 

could interfere with the effects of cholesterol sequestration on MEPPs kinetic. However, 

even after incubation with neostigmin, MßCD still increased MEPPs frequency and 

MEPPs area (FIG. 4B and 4B’). Next we analyzed if cholesterol sequestration could 

alter the structure of nicotinic receptors clusters for acetylcholine on postsynaptic 

membrane. Some researchers have noticed that MßCD disperses nAChRs at myoblast 

cultures (Stetzkowski-Marden et al., 2006). Thus we investigated if cholesterol 

sequestration would have any influence over nAChRs clusters at the mature frog 

neuromuscular junctions. Nonetheless, experiments with fluorescent α-bungarotoxin 

showed that preincubation with MßCD did not interfere with the staining of nAChRs 

(FIG. 4C) suggesting that the increase in MEPPs amplitude was not caused by a 

disruption of nAChRs clusters after cholesterol sequestration. Further investigations 

should be conducted to clarify how MßCD increases MEPPs amplitude and area. 
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Therefore, our data shows that that cholesterol removal by MßCD interferes with MEEP 

amplitude and area probably due to a presynaptic rather than a postsynaptic effect. 

Probably, cholesterol acts on more steps of synaptic cycle that go beyond the 

exo/endocytosis modulation. For example, Yoshinaka et al. (2004) identified VH+-

ATPase as the main protein component inserted in lipid rafts obtained from synaptic 

vesicle fraction. In addition, they observed that the ability of VH+-ATPase to metabolize 

ATP and promote vesicle acidification is reduced after cholesterol sequestration. We 

hypothesize that membrane rafts might be important for synaptic vesicles refilling with 

neurotransmitter or might interfere with the trafficking of membrane proteins involved 

in the neurotransmitter cycle. 

 

Cholesterol and evoked exocytosis  

Our data shows that, at the frog neuromuscular junction, cholesterol 

sequestration inhibited KCl-evoked exocytosis. Depolarizing stimulus with high KCl is 

independent on activation of voltage gated sodium channels but promotes the opening 

of calcium channels which permits the influx of Ca2+ ions into presynaptic terminal. The 

rise in intracellular calcium levels fires synaptic vesicle release (reviewed by Murthy 

and De Camilli, 2003; Sudhof, 2004). Thus, to guarantee efficiency to exocytosis, 

calcium channels are strategically positioned near active zones and synaptic vesicle 

clusters (Robitaille et al., 1990; reviewed by Zhai and Bellen, 2004). In addition, 

association between calcium channels isoforms and SNARE proteins on lipid rafts has 

been noticed (Taverna et al., 2004). Such findings suggest that lipid rafts disruption 

through cholesterol sequestration would interfere on synchronic exocytosis fired by 

calcium influx. Therefore cholesterol enriched microdomains could act not only in the 

subcellular distribution of ionic pumps and channels but also participate in their 
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functional modulation. However, according to Zamir and Charlton  (2006), the effects 

of cholesterol sequestration over synaptic vesicle release in neuromuscular junctions are 

independent on intra or extracellular calcium levels. Moreover, the effects of MßCD 

over synaptic vesicle release are reversible through the conjugate cholesterol-MßCD 

(Zamir and Charlton, 2006; Wasser et al., 2007). These data suggest that the increase in 

spontaneous vesicle release and inhibition of K+-evoked exocytosis are primary 

resultant from disorganization of the membrane microdomains which participate in the 

sorting of proteins that regulates synaptic vesicle cycle. Recently, it was reported that 

cholesterol removal disrupts synaptosomal porosomes, which are cup shaped 

lipoprotein structures that define the specific sites of vesicle docking and fusion. At 

each porosome, t-SNAREs are linked to N-type calcium channels and treatment with 

Triton/Lubrol breaks this interaction but cause no damage to the capacity of association 

between t-SNAREs and v-SNAREs (Cho et al., 2007). Since synchronic vesicle release 

requires participation of SNARE complex and calcium channels, these findings might 

help to explain the inhibition K+-evoked exocytosis at frog neuromuscular junction.  We 

could speculate that some observations made after treatment with MßCD like the 

blocking of action potentials conductance (Zamir and Charlton, 2006), decrease on 

calcium influx into presynaptic terminal (Taverna et al., 2004) or drop on resting 

potential (table 1) would be only secondary phenomena due to modifications on 

microdomains that contain proteins involved on ionic balance. 

 

Cholesterol and synaptic vesicles endocytosis 

Endocytosis of synaptic vesicles occurs in defined plasma membrane regions 

in which preassembled lipid and protein constituents trigger the formation of the 

endocytic synaptic machinery (Rohrbough and Broadie, 2005). In fact, cholesterol plays 
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an important role on endocytosis since MßCD retarded or prevented clathrin mediated 

endocytosis of transferrin receptor internalization (Subtil et al., 1999).  In PC12 cells, it 

was shown that the biding of specific proteins to cholesterol might aid clathrin mediated 

formation of new synaptic vesicles (Thiele et al., 2000). Wasser et al. (2007) observed 

decreased uptake of HRP and clear reduction in the number of synaptic vesicles after 

acute removal of vesicular cholesterol fraction from hippocampal cultured neurons.  We 

tested this paradigm in our system by incubating frog neuromuscular junctions with 

MßCD followed by staining with FM1-43 and we failed to detect any significant 

staining (FIG 6), which suggests that the dye could not be internalized, maybe due to 

endocytosis inhibition. This finding is in agreement with other works that showed 

endocytosis impairment after cholesterol sequestration (for a review see Pichler and 

Riezman, 2004). In addition, HγCD did not alter significantly FM uptake. As the proteic 

machinery that regulates endocytosis is so complex as the one involved in exocytosis, 

cholesterol enriched microdomains may recruit the complex of proteins needed for 

endocytosis and may help to organize the sites of vesicle recycling. Moreover the 

kinetic of partioning/departioning of FM1-43 into membranes is not affected by 

cholesterol levels on the double layer of phospholipids (Wu et al. 2009), so the effects 

of MßCD over exo/endocytosis are resultant from alterations on membrane traffic but 

not on FM affinity for membranes. 

 

Cholesterol, synaptic vesicle pools and modes of synaptic vesicles release 

Most synaptic systems seem to rely on several pools of vesicles to maintain 

effective neurotransmission. At the frog neuromuscular junction, the main 

characteristics of vesicle pools can be described as follows: i) Readily releasable pools 

which comprises ~10,000 vesicles (0,4 %  total); ii) Recycling pool corresponding to 
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~75,000 vesicles (14-19% total); iii) Reserve pool with ~400,000 vesicles (80 % total) ( 

data extracted from a review by Rizzoli and Betz 2005).  The precise pools location and 

vesicles intermixing and the molecular components that distinguish members of the 

pools have been under intense debate and investigation (Rizzoli and Betz, 2004). More 

recent, an attempt has been made to relate those vesicle pools with modes of release 

(Wasser et al., 2007; Wasser and Kavalali, 2009).  

As mentioned previously, our data shows that preparations that are cholesterol 

depleted failed to internalize FM1-43 after a depolarizing stimulus (FIG. 6C). 

Intriguing, at the ultrastructural level, nerve terminals that were treated with MßCD 

have many synaptic vesicles (FIG. 5B and 5C). This raised the question if those vesicles 

that fuse spontaneously belong to a distinct pool of vesicles, which is not part of the 

recycling pool of synaptic vesicles, do not stain with FM1-43 and is not recruited during 

evoked release.  Indeed, Fredj and Burrone (2009) performed elegant studies in cultured 

hippocampal neurons showing that calcium-dependent evoked and spontaneous vesicle 

fusion recruits distinct pools of synaptic vesicles. They also show evidences that 

spontaneously released vesicles are mobilized from a resting pool, which was originally 

described as an activity independent set of vesicles that do not participate in vesicle 

cycling. These data agrees with the lack of FM1-43 internalization after treatment with 

MßCD (Fig 6C) contrasting with the normal number synaptic vesicles detected at the 

ultrastructural level (Fig 5B and 5C) observed in our experiments. Therefore, the 

present work provides additional evidence that spontaneous and evoked synaptic 

vesicles release require distinct synaptic vesicle pools and that at least for the 

neuromuscular junction, cholesterol might be responsible to segregate vesicles into 

these pools.  
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In conclusion, we have shown that membrane cholesterol acts on the 

modulation of synaptic vesicle cycle and seems to be essential for the balance between 

evoked and spontaneous release. Moreover, our results may reinforce the possibility of 

coexistence of a synaptic vesicle pool mobilized by evoked exocytosis and another pool 

spontaneously released.  
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3 - Discussão 

3.1 - Reciclagem de vesículas sinápticas em camundongos com alteração 

na expressão do transportador vesicular de acetilcolina 

 

Na literatura existem relatos de que o bloqueio da expressão do transportador 

vesicular de glutamato (VGLUT1) em terminações axônicas determina redução no 

número de vesículas sinápticas (Fremeau et. al., 2004). Entretanto, o nocaute do 

transportador vesicular de monoaminas (VMAT2) não desencadeou alteração 

significativa nos aglomerados vesiculares (Croft et. al., 2005). Os experimentos 

referentes à captação de FM1-43 mostram que terminações motoras de animais 

knockdown homozigotos internalizam FM1-43 em quantidade semelhante às junções de 

animais selvagens de tal modo que não se observou diferença significativa durante a 

quantificação do sinal fluorescente emitido pelos grupos vesiculares marcados com 

FM1-43 (artigo nº 1 - Prado et al., 2006). Tal resultado indica que o número de 

vesículas que reciclam durante estímulo despolarizante com potássio é equivalente para 

os dois genótipos. Além disso, a análise de desmarcação dos aglomerados vesiculares 

contendo FM1-43 demonstrou que a exocitose de vesículas sinápticas se processa 

praticamente com a mesma intensidade e mesma cinética quando são comparados os 

animais knockdown homozigotos e selvagens (artiog nº 1 - Prado et al., 2006). Portanto, 

uma diminuição da expressão do VAChT de 65% com conseqüente redução do 

conteúdo quântico das vesículas não interfere com a reciclagem e biogênese de 

vesículas sinápticas na junção neuromuscular.  

Outros trabalhos nos quais os pesquisadores utilizaram inibidores do VAChT, 

da VH+-ATPase ou promoviam o colapso de gradiente eletroquímico responsável pela 

captação de neurotransmissor também indicaram a ocorrência de reciclagem de 

vesículas com conteúdo quântico reduzido. Cousin e Nicholls (1997) realizaram 

experimentos com células granulares do cerebelo submetidas a tratamento com 

bafilomicina, agente inibidor da VH+-ATPase, e metilamina, uma base fraca que depleta 

o componente ∆pH do gradiente eletroquímico transmembrana responsável pelo 

armazenamento de neurotransmissores no interior das vesículas sinápticas. Eles 

observaram que a captação e liberação de FM1-43 após pulsos despolarizantes estavam 

preservadas mesmo nas células tratadas com os agentes acima citados, indicando que 
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vesículas com conteúdo quântico reduzido ou depletado podem ser recicladas na 

terminação axônica. 

Parsons et. al. (1999), realizando experimentos em junção neuromuscular, 

constataram  que a captação e liberação de FM1-43 dos aglomerados vesiculares 

estavam preservadas após tratamento com vesamicol, um inibidor do transportador 

vesicular de acetilcolina. Van der Kloot et. al. (2001) e Hong (2001) observaram, por 

meio de estudo eletrofisiológico, a ocorrência de liberação de vesículas sinápticas com 

conteúdo quântico reduzido após pré-incubação de preparações de junção 

neuromuscular com cloreto de amônio (colapsa ∆pH), vesamicol, bafilomicina e 

concanamicina, esta última também promove inibição da VH+-ATPase. 

Croft et al. (2005) através de experimentos com FM1-43 e FM2-10 

demonstraram que vesículas sinápticas de animais knockout para o VMAT2 sofrem 

endocitose e exocitose com cinética idêntica àquela observada em animais selvagens. 

 Os resultados discutidos nos parágrafos anteriores sugerem que o transporte 

de acetilcolina para o interior de vesículas durante reciclagem não constitui pré-

requisito para ocorrência de exo/endocitose. Também em fetos de camundongos 

nocaute para o VAChT era possível observar marcação com FM1-43fx, indicando que 

os passos de exo/endocitose estão preservados. Contudo, nos animais nocaute não 

foram realizadas análises comparativas da intensidade da marcação e da cinética de 

desmarcação do FM1-43 em relação aos animais selvagens. Portanto, não podemos 

fazer inferências quanto os níveis de endocitose e cinética de exocitose dos dois 

genótipos.  

Os animais knockdown homozigotos não apresentaram alterações na área e no 

número de junções neuromusculares presentes no diafragma em relação aos 

camundongos selvagens (figura suplementar 1, p. 27). É possível que mesmo uma 

redução de 65% na expressão do VAChT, capaz de interferir no preenchimento de 

vesículas com a acetilcolina, não seria suficiente para acarretar alterações significativas 

na sinaptogênese e organização morfológica das placas motoras.  

Contudo, fetos nocaute para o VAChT apresentaram aumento no número e na 

áreas das terminações motoras quando comparados com fetos selvagens ( artigo nº 2 - 

de Castro et al., 2009). Alterações compensatórias também foram observadas em outras 

linhagens com alterações genéticas no sistema colinérgico. A deleção da ChAT 

determinou localização aberrante dos receptores nicotínicos da acetilcolina (nAChR), 

gerou aumento no número de neurônios motores e ampliou o número de arborizações 
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axônicas em diafragma de animais nocaute (Misgeld et al., 2002; Brandon et al., 

2003;).  

É preciso salientar que os experimentos com FM1-43 permitem estimar taxas 

de endocitose e avaliar a cinética da exocitose das vesículas que reciclam. Contudo, 

somente experimentos envolvendo análise ultra-estrutural poderiam avaliar as 

conseqüências de alteração da expressão do VAChT sobre a morfologia, a distribuição e 

o número total de vesículas sinápticas. Além disso, a análise ultra-estrutural certamente 

traria novas informações sobre a organização da junção neuromuscular como, por 

exemplo, número de zonas ativas e disposição da dobras na membrana pós-sináptica.  

Embora exista a possibilidade de liberação de neurotransmissor por 

mecanismos independentes do VAChT, reconhecidamente, a acetilcolina, juntamente 

com outros fatores, participa da modulação do desenvolvimento de junções 

neuromusculares. Ela atua no estabelecimento da arborização axônica, na definição da 

área e do número de placas motoras (Misgeld et al., 2002; Brandon et al., 2003). As 

alterações morfológicas observadas em camundongos nocaute para o VAChT indicam 

que outros mecanismos de secreção da acetilcolina não são suficientes para compensar a 

ausência do seu transportador vesicular. Portanto, a liberação de acetilcolina 

armazenada em vesículas sinápticas via VAChT constitui um mecanismo fisiológico 

relevante durante a sinaptogênese e desenvolvimento das junções neuromusculares. 

 

3.2 - Participação de estoques intracelulares de cálcio na exocitose 

evocada pelo glicosídeo ouabaína 

 

Segundo Adam-Vizi (1992), existem três possibilidades, à priori, de liberação 

vesicular independente do cálcio extracelular: (1) liberação independente de Ca2+ 

extracelular, mas dependente do recrutamento de reservas intracelulares desse íon como 

retículo endoplasmático e mitocôndria. (2) Liberação completamente independente de 

cálcio, mas que se processa através dos mesmos mecanismos e usufrua da mesma 

maquinaria molecular que a liberação evocada pelo cálcio. Isto remete a possibilidade 

de liberação vesicular disparada por outros íons como o sódio (Nordmann & Stuenkel, 

1991; Nordmann et al., 1992; Meunier et al, 1997). (3) Liberação completamente 

independente de cálcio e processada por meio de mecanismos distintos da liberação 

disparada por este íon. 
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Não é objetivo deste trabalho de tese revisar todas as formas de liberação 

vesicular independentes da presença de cálcio no meio. Contudo, são inúmeras as 

condições que, além da ouabaína, promovem liberação de neurotransmissores mesmo na 

ausência de cálcio extracelular como, por exemplo, ionóforos de sódio, veratridina, 

condições hipóxicas, etanol, ácidos graxos insaturados, α-latrotoxina. Interessante 

observar que todas essas condições apresentam aspectos em comum como: (a) uma 

cinética de liberação mais lenta que a observada na liberação disparada pelo cálcio e (b) 

uma menor dependência do potencial de membrana de modo que mesmo após pequenas 

alterações em relação ao potencial de repouso é possível registrar liberação de 

neurotransmissor. Este comportamento é diferente da liberação mediada pelo influxo de 

cálcio que demonstra a necessidade de ultrapassar limiares de despolarização mais altos 

para disparar a exocitose (revisado por Adam-Vizi, 1992). 

Conforme apresentado no artigo anexado nº 3 (Amaral et al., 2009), a 

ouabaína, em preparações de junção neuromuscular, promove liberação vesicular e 

desmarcação de aglomerados vesiculares previamente carregados com FM1-43. A 

exocitose evocada pela ouabaína ocorre independentemente do cálcio extracelular, 

porém depende do recrutamento de estoques intracelulares de cálcio. Para identificar as 

fontes de cálcio intracelular mobilizadas pela ouabaína, foram utilizados azumoleno e 2-

APB, inibidores do receptor de rianodina e inositol trifosfato respectivamente. 

Azumoleno inibiu a exocitose evocada pelo glicosídeo cardiotônico, porém 2-APB não 

interferiu significativamente com a desmarcação de terminações motoras carregadas 

com FM1-43. Experimentos com TMB-8, outro inibidor do receptor de rianodina, 

também resultaram em inibição da liberação de vesículas marcadas com FM1-43 em 

junção neuromuscular de forma semelhante ao azumoleno (dado não mostrado). Esses 

achados indicam que a ouabaína promove liberação vesicular recrutando cálcio 

armazenado em retículo endoplasmático via receptor de rianodina. 

As mitocôndrias também participam da modulação da concentração 

intracelular de cálcio. Em neurônios e células cromafins, as mitocôndrias agem rápida e 

reversivelmente, tamponando grandes variações na concentração de cálcio intracelular 

(Werth & Thayer, 1994; Herrington et al., 1996; Babcock et al., 1997). Montero et al. 

(2000) relataram a existência de um acoplamento preciso entre canais para cálcio 

sensíveis à voltagem, receptores de rianodina do retículo endoplasmático e as 

mitocôndrias. Eles relataram que protonóforos que abolem o tamponamento de cálcio 

pelas mitocôndrias podem aumentar a secreção de catecolaminas por interferirem com 
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os níveis de íons Ca2+ disponíveis para a exocitose. Yang et al. (2003) demonstraram 

que o bloqueio da liberação de cálcio mitocondrial via trocador Na+/Ca2+ inibe a 

potenciação sináptica induzida por estímulo tetânico. Além disso, Gárcia-Charcon et al. 

(2006) relataram que a inibição do trocador Na+/Ca2+ mitocondrial com CGP37157 

prolongava o decaimento da concentração de cálcio mitocondrial após estimulação e 

reduzia a amplitude de potenciais evocados em placa motora após estimulação prévia. 

Esses dados indicam que a extrusão de cálcio armazenado em mitodcôndrias presentes 

em placas motoras contribui para a liberação pós-tetânica de neurotransmissor. Como já 

citado anteriormente, ouabaína inibe a Na+/K+ ATPase favorecendo um acúmulo 

intracelular de íons Na+. Altos níveis intracelulares de sódio podem promover a 

extrusão de cálcio mitocondrial via trocador Na+/Ca2+ mitocondrial. Como foi 

demonstrado neste trabalho, CGP37157, bloqueador do trocador Na+/Ca2+ mitocondrial, 

inibiu a liberação de vesículas sinápticas marcadas com FM1-43. Além disso, na 

ausência de íons Na+, a ouabaína não promoveu liberação significativa de vesículas 

contendo FM1-43. Esses dados indicam a participação de cálcio armazenado em 

mitocôndrias na exocitose de vesículas sinápticas evocadas pela ouabaína. 

Narita et al. (1998) observaram que o influxo de íons cálcio em terminações 

pré-sinápticas recrutava estoques intracelulares do referido íon via receptores de 

rianodina (RyR). Este mecanismo de liberação de cálcio intracelular induzida pela 

própria entrada de cálcio proveniente do meio externo (calcium induced calcium release 

– CICR) é resultante da ativação de canais para cálcio dependentes de voltagem e 

amplifica o as concentrações intracelulares do referido íon divalente. Portanto, CICR 

corresponde a um tipo de plasticidade de curta duração (Narita et al., 2000). Os dados 

apresentados nesta tese demonstraram que a exocitose evocada pela ouabaína se 

processa através do recrutamento de cálcio armazenado em mitocôndrias e retículo 

endoplasmático, mesmo na ausência de cálcio extracelular. Especula-se, então, a 

possibilidade de existência de um mecanismo intracelular semelhante a CICR 

envolvendo diferentes organelas e que esteja operante durante tratamento com a 

ouabaína. Os íons cálcio que vazam das mitocôndrias via trocador Na+/Ca2+ 

mitocondrial devido ao aumento intracelular de sódio poderiam ativar RyRs no retículo 

endoplasmático, levando a uma ascensão na concentração intracelular de Ca2+ suficiente 

para disparar a exocitose de vesículas e promover desmarcação de terminações 

carregadas com FM1-43. 
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Utilizando o FM1-43, foi possível demonstrar dinamicamente que a ouabaína 

promove liberação de vesículas sinápticas, mas inibe a endocitose. Esses resultados 

estão em consonância com o trabalho de Haimann et al. (1985) que observaram 

ausência na captação de HRP em junções neuromusculares submetidas à ouabaína. Eles 

também relatam o aparecimento de invaginações de membranas na terminação pré-

sináptica. Molgó & Pecot-Dechavassine (1988) relatam que o CCCP, um desacoplador 

da fosforilação oxidativa que promove o vazamento de cálcio mitocondrial, promove 

um aumento na freqüência de eventos em miniatura (MEPPs) e depleção dos 

aglomerados vesiculares em junção neuromuscular independentemente da presença de 

íons Ca2+ no meio extracelular. Além disso, esse protonóforo leva a uma dilatação 

mitocondrial e desorganização das cristas mitocondriais. Essas alterações na estrutura 

mitocondrial são também descritas em junções neuromuscualres submetidas a 

tratamento com ouabaína (Haimann et al., 1985). Os dados de desmarcação de 

aglomerados vesiculares contendo FM1-43 em junção neuromuscular sugerem uma 

similaridade no mecanismo de ação entre a ouabaína e o CCCP. A cinética de liberação 

vesicular induzida pelo CCCP é equivalente àquela observada com a ouabaína. Outra 

evidência de que a ouabaína pode interferir com a função mitocondrial foi fornecida por 

Whittam & Blonde (1964) que observaram uma redução no consumo de oxigênio em 

fatias corticais que foram incubadas com o glicosídeo. Wang et al. (2004) 

demonstraram que uma linhagem de Drosophila mutante para a fosfoglicerato cinase, 

enzima envolvida com a síntese de ATP, apresenta comprometimento seletivo da 

endocitose. Fato também observado com a ouabaína. Em suma, os dados apresentados 

nesse trabalho indicam que a ouabaína, assim como o CCCP, parece interferir com o 

funcionamento mitocondrial, levando a um vazamento de cálcio capaz de promover 

exocitose de vesículas sinápticas. Além disso, a ouabaína possivelmente gera um 

colapso energético, causando inibição da endocitose. 

Embora a Ouabaína seja um derivado esteróide que atue inibindo a Na+,K+-

ATPase, uma proteína de membrana, não se pode descartar a possibilidade de que este 

glicosídeo atue sobre sítios específicos no interior das células. Recentemente, 

associação entre uma proteína de 31,5 KD presente no sistema de túbulos T de 

cardiomiócitos de gato e ouabaína foi relatada. A interação do glicosídeo com seu 

receptor protéico intracelular batizado de NORP (new 31,5-KD ouabain receptor 

protein) teria relação com a potencialização do efeito inotrópico do glicosídeo (Fujino 

& Fujino, 1995). A existência de alvos intracelulares abre uma linha de investigação 
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que poderia, talvez, permitir melhor definição do mecanismo de ação da ouabaína sobre 

o ciclo de vesículas sinápticas. Além disso, a compreensão sobre o mecanismo de ação 

da oubaína ganha uma dimensão muito maior na medida em que compostos endógenos 

de estrutura idêntica à ouabaína foram isolados em tecidos de mamíferos (Hamlyn et al., 

1991; Scheneider et al., 1998; Boulanger et al., 1993), levantando a possibilidade de 

atuação desses compostos em mecanismos fisiológicos. 

 

3.3 - Participação do colesterol de membrana na biogênese e reciclagem 

de vesículas sinápticas 

 

Segundo os dados apresentados no artigo anexado nº 4 (Amaral et al., em 

preparação), a incubação de terminações motoras com MßCD ampliou a freqüência de 

MEPPs e promoveu desmarcação de agrupamentos vesiculares previamente carregados 

com FM1-43. Assim sendo, o seqüestro do colesterol de membrana estimula liberação 

espontânea de vesículas sinápticas. Além de sua participação na organização espacial de 

microdomínios ricos em proteínas específicas, o colesterol regula a fluidez das 

membranas celulares. Portanto, o seqüestro de colesterol poderia facilitar a fusão de 

vesículas em sítios que não correspondam às zonas ativas, ampliando a liberação 

espontânea de vesículas (Wasser & Kavalali, 2009). 

Embora tenha estimulado a liberação espontânea, o seqüestro do colesterol de 

membrana inibiu liberação evocada por KCl (artigo nº4 - Amaral et al., em preparação). 

É bem definido que a exocitose evocada (sincrônica) é regulada por um conjunto amplo 

de proteínas, entre as quais, deve-se ressaltar o complexo SNARE que rege a ancoragem 

e a fusão das vesículas sinápticas com as zonas ativas das terminações pré-sinápticas 

(Revisado por Murthy & De Camilli, 2003; Sudhoff, 2004). Este complexo de proteínas 

está inserido em microdomínios de membrana ricos em colesterol e esfingolipídios 

(Thiele et al., 1999; Rodal et al., 1999; Lang et al., 2001). Segundo Salaün et al. (2004), 

para que a exocitose regulada se processe eficientemente, a maquinaria protéica 

envolvida com a modulação da liberação vesicular deve estar espacialmente bem 

organizada. Isto implica, inclusive, na distribuição dos componentes do complexo 

SNARE e proteínas reguladoras da exocitose em microdomínios diferentes de 

membrana. Seria pouco funcional, por exemplo, a coexistência nos mesmos domínios 

de proteínas SNARES e MUNC-18, já que esta proteína se associa à sintaxina, 

impedindo o estabelecimento do complexo SNARE heterotrimérico com SNAP-25 e 
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sinaptobrevina. Chamberlain et al. (2001) demonstraram que MUNC-18, αSNAP, NSF 

e complexinas, proteínas envolvidas com a regulação da exocitose, não estão presentes 

em balsas lipídicas. Portanto, excluindo moléculas reguladoras da liberação vesicular, as 

balsas lipídicas poderiam criar um ambiente propício para a fusão mediada por 

SNAREs, promovendo o acúmulo desse complexo protéico em sítios específicos para a 

exocitose. Sendo assim, o seqüestro de colesterol poderia desorganizar a distribuição 

espacial de proteínas de membrana relacionadas com o ciclo sináptico, resultando em 

inibição da liberação evocada e sincrônica. 

Como já citado, o seqüestro de colesterol inibiu a exocitose evocada por KCl, 

conforme demonstrado por microscopia de fluorescência utilizando FM1-43 e 

microscopia eletrônica (artigo nº4 - Amaral et al., em preparação). O estímulo 

despolarizante com KCl não recruta canais para sódio dependentes de voltagem mas são 

dependentes da ativação de canais para cálcio que permitem o influxo de íons Ca2+ para 

o interior do elemento pré-sináptico. A ascensão dos níveis de cálcio intracelular leva ao 

disparo da liberação vesicular. (revisado por Murthy & De Camilli, 2003; Sudhof, 

2004). Assim, para garantir eficiência à exocitose, os canais para cálcio estão 

estrategicamente posicionados de forma bem próxima às zonas ativas e aos 

agrupamentos vesiculares (Robitaille et al., 1990; revisado por Zhai & Bellen, 2004). A 

associação entre isoformas de canais para cálcio ou proteínas SNARES com balsas 

lipídicas já foi previamente demonstrada (Taverna et al., 2004). Tais achados sugerem 

que a desorganização das balsas lipídicas pelo seqüestro de colesterol poderia interferir 

na exocitose sincrônica disparada pelo influxo de cálcio. Portanto, microdomínios ricos 

em colesterol poderiam atuar não apenas na distribuição subcelular de bombas e canais 

iônicos, mas também poderiam participar da modulação funcional desses componentes 

protéicos da membrana. 

Recentemente foi demonstrada a presença de estruturas chamadas de 

porosomos na membrana plasmática de células que promovem ancoragem e liberação 

de vesículas. Os porosomos neuronais correspondem a estruturas lipoprotéicas com 

aspecto de xícara ou cesta de basquete constituídas por colesterol e muitas proteínas 

como, por exemplo, canais para cálcio, proteínas SNAREs (sintaxina-1 e SNAP-25), 

actina, vimentina e NSF.  O diâmetro dos porosomos varia entre 12 e 17nm, 

correspondendo aos pontos específicos de membrana nos quais ocorre liberação de 

neurotransmissores (Cho et al., 2004; Jena, 2005). Cho et al. (2007) demonstraram que 

a remoção do colesterol de membrana de sinaptossomos desorganiza o complexo 
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protéico presente nos porosomos, inibindo a associação entre t-SNAREs e canais para 

cálcio. Embora interfira com a organização do porosomo, a remoção do colesterol da 

membrana não bloqueia a capacidade de associação entre t e v SNARES. Considerando 

que a liberação sincrônica de neurotransmissores exige a participação de SNAREs e 

canais para cálcio, estes achados citados por Cho et al. (2007) poderiam explicar a 

inibição da exocitose evocada pelo potássio na presença de MßCD (artigo nº 4 - Amaral 

et al., em preparação) ou mesmo o comprometimento da plasticidade neuronal em 

situações em que há desequilíbrio na homeostase do colesterol (Koudinov and 

Koudinova, 2001). 

Segundo Zamir & Charlton (2006), os efeitos do seqüestro de colesterol sobre 

a liberação espontânea de vesículas em junção neuromuscular são independentes dos 

níveis de cálcio extra e intracelular já que quelantes do cálcio extra e intracelular não 

alteraram a exocitose induzida pela MßCD. Além disso, os efeitos da MßCD sobre 

liberação de vesículas sinápticas são reversíveis quando o colesterol de membrana é 

reposto com o conjugado MßCD-colesterol (Zamir and charlton, 2006; Wasser et al., 

2007). Esses dados sugerem que a inibição da exocitose evocada pelo KCl e o aumento 

da liberação espontânea após seqüestro de colesterol são primordialmente resultantes da 

desorganização dos microdomínios de membrana que participam da seleção ou arranjo 

de proteínas que regem o ciclo sináptico. Portanto, alguns fatos observados após 

tratamento com MßCD como, por exemplo, o bloqueio de potenciais de ação (Zamir 

and Charlton, 2006), a redução no influxo de cálcio para a terminação pré-sináptica 

(Taverna et al., 2004) ou a queda no potencial de membrana (artigo nº 4, Amaral et al., 

em preparação) sejam apenas fenômenos secundários decorrentes de modificações em 

microdomínios que contenham proteínas envolvidas com balanço iônico. Talvez os 

níveis de colesterol de membrana sejam importantes para a manutenção da 

funcionalidade de proteínas de membrana como canais iônicos e a própria 

Na+/K+ATPase. 

Zamir and Charlton (2006) não observaram alterações na amplitude e na 

cinética de MEPPS após incubação com MßCD em preparações de junção 

neuromuscular de lagostim. Entretanto, em preparações de junção neuromuscular de rã, 

foi possível observar que o seqüestro de colesterol aumenta a amplitude e a área dos 

eventos espontâneos (artigo nº 4 - Amaral et al., em preparação). Diante desses dados, 

tornava-se necessário investigar se os achados eletrofisiológicos em junção 

neuromuscular de rã eram específicos dessa preparação colinérgica já que a junção 
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neuromuscular de lagostim utilizada por Zamir and Charlton (2006) é glutamatérgica. 

Neostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase presente na membrana pós-sináptica, 

não inibiu os efeitos da MßCD sobre a cinética e área dos MEPPs (artigo nº4 - Amaral 

et al., em preparação). Portanto, o aumento da amplitude e da área dos MEPPs não era 

decorrente de uma alteração da funcionalidade ou da distribuição pós-sináptica de 

moléculas da acetilcolinesterase induzida pela MßCD. Posteriormente, avaliaram-se 

possíveis efeitos do seqüestro de cholesterol sobre a morfologia dos aglomerados de 

receptores nicotínicos da acetilcolina (nAChRs) presentes na membrana pós-sinaptica. 

Alguns pesquisadores relataram que a MßCD era capaz de dispersar agrupamentos de 

nAChRs em mioblastos em cultura (Stetzkowski-Marden et al., 2006) Contudo, 

utilizando marcação com α-bungarotoxina fluorescente em preparações de juncão 

neuromuscular de rã, não se observou nenhuma interferência da MßCD sobre a 

morfologia dos agrupamentos de nAChRs (artigo nº4 - Amaral, et al., em preparação), 

sugerindo que o aumento na amplitude e área dos MEPPs não era resultante da 

desorganização dos aglomerados de nAChRs. Portanto, novas investigações devem ser 

realizadas para esclarecer o mecanismo pelo qual o seqüestro de cholesterol amplia a 

área e amplitude dos MEPPs. Seria interessante investigar, por exemplo, as 

conseqüências do seqüestro de colesterol sobre a funcionalidade ou responsividade dos 

nAChRs. Não se pode descartar, também, a possibilidade de que o colesterol de 

membrana atue em outros passos do ciclo sináptico que vão além da modulação da 

exo/endocitose. Por exemplo, Yoshinaka et al. (2004) identificaram a VH+-ATPase 

como sendo o principal componente proteíco inserido em balsas lipídicas da fração de 

vesículas sinápticas. Além disso, eles observaram que a capacidade da VH+-ATPase em 

metabolizar ATP e promover acidificação vesicular estava reduzida após seqüestro de 

colesterol. Talvez as balsas lipídicas e o cholesterol tenham papéis importantes e pouco 

conhecidos na acidificação vesicular e no preenchimento das vesículas com 

neurotransmissores. 

Em nossos experimentos, a incubação de preparações neuromusculares com 

MßCD inibiu captação de FM1-43 (artigo nº4 - Amaral et al., em preparação), 

sugerindo a possibilidade de comprometimento da endocitose após seqüestro de 

colesterol. Contudo, HγCD, uma ciclodextrina de baixa afinidade pelo colesterol, não 

alterou significativamente a captação de FM. Outros pesquisadores também apontam 

que o colesterol de membrana tem importante papel na regulação da endocitose, 

principalmente na endocitose mediada por capa de clatrina. Rodal et al. (1999) e Subtil 
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et al. (1999) demonstraram que o seqüestro de colesterol pela MßCD parece interferir 

com a capacidade da clatrina deformar a membrana para formação de invaginações e 

vesículas sinápticas. Considerando que a maquinaria protéica que regula a endocitose é 

tão complexa quanto o conjunto protéico que rege a exocitose, microdomínios ricos em 

colesterol poderiam participar do recrutamento e da seleção de proteínas necessárias a 

endocitose e também poderiam ter participação na organização dos sítios de reciclagem 

vesicular. Além disso, Wu et al. (2009) demonstraram que a cinética de 

associação/liberação do FM1-43 com a membrana não é afetada pelos níveis de 

colesterol na dupla camada lipídica, portanto, esta constatação sugere que os efeitos da 

MßCD sobre endocitose são resultantes de alterações no ciclo de membrana e não têm 

relação com a afinidade do marcador pela membrana. 

Embora a captação de FM1-43 tenha sido praticamente abolida após 

tratamento com MßCD, sugerindo inibição da endocitose, imagens de microscopia 

eletrônica mostraram terminações motoras submetidas ao seqüestro de colesterol com 

número elevado de vesículas sinápticas. Contudo, as imagens de microscopia eletrônica 

não esclarecem se os aglomerados vesiculares observados nas micrografias 

correspondem a vesículas espontaneamente liberadas e recicladas ou se representam 

agrupamentos vesiculares que não foram exocitados em decorrência do seqüestro de 

colesterol e inibição da exocitose evocada.  Segundo Wasser & Kavalali (2009), o papel 

do colesterol de membrana como regulador da liberação vesicular ainda não é 

totalmente compreendido, principalmente no que diz respeito ao pronunciado aumento 

da liberação espontânea após seqüestro de colesterol. Na literatura, alguns cenários 

diferentes foram propostos para explicar a liberação espontânea. É possível que a 

liberação espontânea se processe em sinapses diferentes e independentes das sinapses 

em que ocorre liberação evocada. Existe ainda a possibilidade da liberação espontânea e 

da liberação evocada se processarem na mesma sinapse, porém mobilizando 

agrupamentos vesiculares distintos que reciclam independentemente – um agrupamento 

de liberação espontânea distinto do agrupamento de liberação evocada. Em outro 

cenário, levanta-se a possibilidade de que o agrupamento de liberação espontânea esteja 

presente na mesma sinapse em que ocorre liberação evocada, porém a exocitose e a 

reciclagem de vesículas liberadas espontaneamente aconteceriam em sítios ectópicos, 

diferentes das zonas ativas. Analisando os dados de microscopia de fluorescência, 

microscopia eletrônica e eletrofisiologia, tendo como base a exposição deste parágrafo, 

é possível que as vesículas liberadas e recicladas espontaneamente após seqüestro de 
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colesterol pertençam a agrupamentos diferentes dos aglomerados de liberação evocada. 

Isso poderia explicar a ausência de captação de FM1-43 após tratamento com MßCD, 

contrastando com o grande número de vesículas observadas ao microscópio eletrônico. 

Seria necessário, portanto, investigar qual a origem e a qual grupamento pertencem as 

vesículas observadas nas micrografias eletrônicas, bem como se sua reciclagem é 

dependente ou não de clatrina. 

Em trabalho recente com cultura de neurônios hipocampais, Fredj & Burrone 

(2009) apresentaram uma forma de VAMP-2 biotinilada em seu domínio intraluminal 

chamada de biosyn. Quando vesículas são liberadas, o domínio intraluminal biotilinado 

da VAMP-2 é exposto e pode ser reconhecido por estreptoavidina fluorescente, 

permitindo estimar taxas de exocitose e tamanho dos aglomerados vesiculares 

mobilizados. Com a utilização da biosyn, foi possível demonstrar a existência de dois 

agrupamentos vesiculares em neurônios hipocampais. Um aglomerado vesicular 

liberado de forma dependente de Ca2+ mediante aplicação de potenciais de ação e um 

segundo agrupamento vesicular, liberado de forma espontânea e independente de Ca2+. 

Os dados apresentados por Fredj & Burrone (2009) reforçam a possibilidade de 

existência de agrupamentos vesiculares distintos, mobilizados durante exocitose 

evocada e espontânea. Contudo, em junção neuromuscular, grupos vesiculares marcados 

com FM1-43 durante aplicação de estímulo despolarizante com K+ foram exocitados 

após seqüestro de colesterol com MßCD (43 (artigo nº 4 - Amaral et al., em 

preparação), situação que inibe a liberação evocada, mas amplia exocitose espontânea. 

Portanto, assumindo a co-existência de grupos vesiculares de liberação espontânea e 

evocada, é possível que o colesterol atue como modulador da neurotransmissão e agente 

que permita a existência dos agrupamentos vesiculares supracitados. Em níveis normais, 

o colesterol de membrana poderia atuar como organizador da maquinaria molecular 

necessária para a exocitose sincrônica e dependente de cálcio. Após seqüestro de 

colesterol e desorganização dos microdomínios de membrana relacionados com a 

liberação evocada, há um aumento significativo da liberação espontânea, permitindo 

inclusive a exocitose de vesículas que foram recicladas após estimulação e 

possivelmente uma mistura dos agrupamentos de liberação espontânea e evocada. 

Persiste, no entanto, uma indefinição quanto à natureza da maquinaria molecular 

necessária para liberação espontânea. Futuras investigações poderiam esclarecer se o 

mesmo conjunto de proteínas envolvidas com liberação evocada seria também 
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responsável pela exocitose espontânea ou se essas formas de liberação vesicular 

utilizam maquinaria molecular distintas. 
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4 - Perspectivas 

 

O ciclo sináptico é, em termos morfológicos, relativamente simples. Contudo, 

sua regulação bioquímica é bastante complexa. Após décadas de estudos exaustivos, 

vários aspectos do ciclo de vesículas sinápticas encontram-se bem analisados e 

compreendidos. Entretanto, muitas controvérsias ainda persistem. Os três tópicos 

abordados nesse trabalho de tese ainda apresentam pontos a serem esclarecidos que 

exigirão investigações futuras. 

Os experimentos com animais geneticamente modificados para o gene do 

transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) sugerem que a redução na expressão 

do VAChT não influencia os passos de exo/endocitose de vesículas e não acarreta danos 

ao processo de desenvolvimento morfológico de terminações motoras (relembre artigo 

nº2 - Prado et. al., 2006 e figura suuplementar 1). Por outro lado, a ausência de 

expressão do VAChT determinou importantes alterações morfológicas nos animais 

nocaute como a redução  da área e da densidade de terminações motoras presentes no 

diafragma. Portanto, a remoção do VAChT prejudica a sinaptogênese e 

desenvolvimento morfológico normal de junções neuromusculares (artigo nº 2 - de 

Castro et al., 2009). Entretanto, nos diafragmas de camundongos fetais desprovidos da 

expressão do VAChT, o ciclo sináptico não foi monitorado por completo. Uma vez que 

foi utilizada a forma fixável do FM1-43, o passo de exocitose nos animais nocaute não 

foi comparado à liberação vesicular em animais selvagens. Também não foi realizada 

comparação da intensidade da marcação com FM1-43 entre os animais de genótipo 

selvagem e os animais nocaute para o VAChT. Tal análise permitiria uma inferência 

sobre a endocitose e o número de vesículas aptas para a reciclagem. Talvez o a ausência 

de expressão do VAChT possa ter implicações na cinética de exo/endocitose de 

vesículas ou no tamanho dos agrupamentos vesiculares, parâmetros que poderão ser 

melhor investigados por técnicas de eletrofisiologia e microscopia eletrônica, 

respectivamente. 

Quanto aos efeitos da ouabaína sobre o ciclo sináptico, os dados obtidos 

indicam que esse glicosídeo promove liberação vesicular independente de cálcio 

extracelular, porém esse derivado esteróide interfere com a dinâmica intracelular de 

cálcio de tal modo que a exocitose evocada pela ouabaína mostrou-se dependente do 

recrutamento de íons Ca2+ armazenados no retículo endoplasmático e nas mitocôndrias. 



 119

A possibilidade de que exista um mecanismo de liberação de cálcio induzida pelo 

próprio cálcio (calcium induced calcium release) que opere entre compartimentos 

intracelulares em virtude do acúmulo intracelular de sódio induzido pela ouabaína 

necessita ser mais bem dissecada. Talvez protocolos experimentais utilizando técnicas 

de eletrofisiologia ou indicadores intracelulares de cálcio em associação com 

bloqueadores de recepotres de rianodina, de inositol trifosfato e do trocador Na+/Ca2+ 

mitocondrial possam corroborar os dados obtidos com FM1-43 e também trazer à tona 

novas proposições sobre o mecanismo de ação da ouabaína.  

Além de interferir com a dinâmica intracelular de cálcio, ouabaína parece 

promover um colapso da função mitocondrial. Experimentos empregando marcadores 

da viabilidade mitocondrial ou avaliando alterações no consumo de ATP após 

incubação com o glicosídeo poderiam ser úteis para esclarecer os efeitos da ouabaína 

sobre o metabolismo mitocondrial.  

Os dados relativos ao papel do colesterol de membrana no ciclo de vesículas 

sinápticas corroboraram por técnica de imagem muitos achados previamente citados na 

literatura em investigações que utilizavam técnicas de eletrofisiologia ou preparações 

fixadas. Entretanto, novos dados apresentados neste trabalho de tese apontam para a 

possibilidade de que os níveis de colesterol de membrana interfiram em etapas que vão 

além do tráfego de vesículas nos passos de exo/endocitose (artigo nº4 - Amaral et al., 

em preparação). Talvez o colesterol na membrana seja importante na modulação do 

ciclo de neurotransmissores e tenha influência na acidificação ou no preenchimento de 

vesículas sinápticas. Portanto, futuramente, também seria muito interessante investigar 

o papel do colesterol de membrana sobre o trânsito de proteínas (VH+-ATPase, CHT1, 

VAChT) entre a membrana da terminação axônica e os agrupamentos vesiculares. 

Talvez, de maior impacto ainda, seria investigar as implicações do seqüestro de 

colesterol sobre a funcionalidade das proteínas acima citadas. Marcação de proteínas da 

membrana vesicular poderiam também auxiliar na elucidação da existência de 

agrupamentos vesiculares distintos comprometidos com a exocitose evocada ou com a 

exocitose espontânea. Experimentos com biosyn, forma biotilinada de VAMP-2 

reconhecida por estreptoavidina fluorescente (Fredj & Burrone, 2009), após seqüestro 

de colesterol, poderiam esclarecer se o colesterol de membrana é de fato o responsável 

pela existência de dois aglomerados vesiculares distintos nas terminações axônicas 

(agrupamentos de liberação evocada e espontânea, respectivamente) bem como pelo 

equilíbrio entre exocitose evocada e espontânea. 
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Em termos morfológicos, alguns aspectos também deverão ser analisados com 

maior profundidade. Marcadores de componentes da zona ativa poderiam indicar se há 

desorganização dos sítios de liberação no elemento pré-sináptico e se existe exocitose e 

reciclagem em sítios distintos das zonas ativas após seqüestro de colesterol. Tais 

investigações podem ser futuramente conduzidas e contribuirão para esclarecer o(s) 

papel(éis) do colesterol de membrana na organização morfofuncional do elemento pré-

sináptico. 
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5 - Conclusões 

 

Neste trabalho de tese, três importantes aspectos relacionados à biogênese e 

reciclagem de vesículas sinápticas foram abordados. Numa primeira etapa, foram 

investigadas as conseqüências da alteração na expressão do gene do transportador 

vesicular de acetilcolina (VAChT) sobre o ciclo de vesículas sinápticas em junções 

neuromusculares de camundongo. Os dados indicam que a redução da expressão do 

gene do VAChT não determina alterações significativas no número de vesículas 

sinápticas aptas para reciclagem em junção neuromuscular. O número e a área das 

terminações motoras presentes no músculo diafragma também não sofreram alterações 

após redução do VAChT. Além disso, os passos de exo/endocitose estão preservados 

nos animais knockdow homozigotos. Por sua vez, a anulação da expressão do VAChT 

determinou alterações compensatórias nos animais nocaute. Camundongos VAChTdel/del 

apresentaram aumento no número e na área de terminações motoras  observadas no 

músculo diafragma, indicando que a liberação de acetilcolina, armazenada em vesículas 

via VAChT, é fundamental para a sinaptogênese e desenvolvimento morfológico típico 

das junções neuromusculares. Mesmo em animais nocaute para o VAChT foi possível 

obter marcação com FM1-43, indicando ocorrência do ciclo exo/endocitose, embora a 

cinética desses passos não tenha sido avaliada.. Em conjunto, os dados obtidos sugerem 

que nestas linhagens de camundongos com alteração na expressão do VAChT o ciclo de 

vesículas sinápticas é independente do ciclo do neurotransmissor.  

Em um segundo momento deste trabalho de tese, fez-se uma investigação 

sobre a participação de estoques intracelulares de cálcio na exocitose de vesículas 

sinápticas desencadeada pelo derivado esteróide ouabaína. Os dados obtidos 

demonstraram que a ouabaína promove, em junção neuromuscular de rã, desmarcação 

de aglomerados vesiculares contendo FM1-43, indicando a ocorrência de exocitose de 

vesículas sinápticas. A liberação de vesículas estimulada pela ouabaína, embora 

independente do cálcio extracelular, depende da presença de íons Na+ e do recrutamento 

de íons Ca2+ armazenados no retículo endoplasmático e nas mitocôndrias através dos 

receptores de rianodina e trocador Na+/Ca2+ mitocondrial, respectivamente. Além disso, 

a ouabaína inibe a endocitose compensatória. Os resultados descritos também fornecem 

evidências sugerindo que a oubaína, assim como o CCCP, possa comprometer a função 

mitocondrial, causando um colapso energético que poderia explicar a inibição seletiva 
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da endocitose. Sendo assim, a ouabaína constitui uma importante ferramenta 

farmacológica para estudos em que se deseja desacoplar a exocitose da endocitose. 

Por fim, a investigação do papel do colesterol de membrana sobre o ciclo de 

vesículas sinápticas em junção neuromuscular de rã demonstrou que o seqüestro do 

colesterol pela metil-β-ciclodextrina (MβCD) determina aumento da liberação 

espontânea de vesículas sinápticas com conseqüente desmarcação de aglomerados 

vesiculares contendo FM1-43. Porém, MβCD inibe exocitose evocada pelo potássio, 

dependente da ativação de canais para cálcio. Além de promover aumento da freqüência 

de MEPPs, foi  possível observar, de forma inédita, que seqüestro do colesterol de 

membrana determina alteração na amplitude e na cinética dos eventos espontâneos, 

sugerindo que o colesterol de membrana possa atuar não apenas no tráfego de 

membrana, mas também em etapas do ciclo do neurotransmissor como, por exemplo, 

durante o preenchimento das vesículas sinápticas. Embora facilite a liberação 

espontânea de vesículas sinápticas, o seqüestro de colesterol também parece inibir a 

endocitose compensatória. Em conjunto, os achados confirmam que o colesterol de 

membrana exerce importante efeito regulador sobre o ciclo sináptico e contribui para a 

organização morfofuncional das terminações nervosas. 

Os dados obtidos com as investigações supracitadas contribuem para obtenção 

de princípios fundamentais sobre o funcionamento do sistema colinérgico e 

neurotransmissão em geral e poderão, no futuro, nortear novas investigações sobre o 

ciclo sináptico e subsidiar meios para intervenção farmacológica em disfunções da 

transmissão sináptica central e periférica. 
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