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Resumo

A liberacdo do neurotransmissor Acetilcolina (ACh) depende de
sua estocagem em vesiculas sinapticas, um passo controlado pela
atividade do transportador vesicular de ACh (VACHhT). A
neurotransmissdo mediada por ACh possui um papel crucial no controle

central e periférico do movimento. Camundongos Knock-down
heterozigoto (VAChT KD"®") e homozigoto (VAChT KD"°M) para o

VAChT apresenntam uma reducédo de 45% e 65% na expressao do
VAChT, respectivamente. Para avaliar o impacto da reducdo da
expressdo do VAChT em fung¢des motoras, utilizamos o teste de forca de
agarre, o teste “wire hang”, a esteira motorizada e o teste da locomocéo

HET . x
D

forcada em cilindro giratério (Rotarod). Animais VAChT K nao

apresentaram alteracdes no wire hang, teste de forca de agarre e na

esteira motorizada, entretanto animais VAChT KDHM

apresentaram uma
performance significamente prejudicada em tais tarefas. O déficit na
forca de agarre observado em animais VAChT KD"M foi
temporariamente revertido pela administracdo de inibidores da AChE
centrais e periféricos. Apesar da auséncia de alteracbes na forca
muscular e resisténcia ao exercicio, camundongos VAChT KD"ET
apresentaram uma cinética de aprendiizado motor mais lenta que
animais selvagens. Nossos resultados demonstram que diferentes niveis
de hipofuncdo colinérgica podem causar formas distintas de

HOM
D

anormalidade motora. Camundongos VAChT K apresentaram um



perfil miasténico, enquanto animais VAChT KD"&"

parecem apresentar
um comprometimento de origem predominantemente central. Estes
camundongos geneticamente modificados podem representar novos
modelos para a investigacdo da neuroquimica do controle motor, bem

como modelos de disfuncbes motoras geradas por quadros de

hipofuncéo colinérgica.

Abstract

Acetylcholine (ACh)—mediated neurotransmission has a crucial
role in the control of movement. Release of ACh depends on its storage
in synaptic vesicles, a step controlled by the activity of the VAChT. We
developed a genetically altered strain of mice with reduced expression of
this transporter. Heterozygous (VAChT KD"®") and homozygous (VAChT
KD"™) knock—down mice have 45 and 65% decrease in VAChT protein.
To evaluate whether VAChT deficiency may affect motor functions, we
used the following tasks: grip force, wire hang and treadmill. Motor
learning was measured on the rotarod. We were unable to detect any
alteration in the grip force, wire hang and treadmill tests in VAChT KD™&"
mice; however VAChT KD"°M mice were significantly impaired in all
three tasks. Reduced grip strength in VAChT KD"°M mice was readily
reversed by prior injection of galantamine. Moreover, motor learning

D"E™ mice was

performance on the accelerating rotarod task by VAChT K
worse than for wild type controls. Our results demonstrate that different
levels of cholinergic hypofunction may causes distinct types of motor

abnormality. VAChT KD"°M shows a myastenic profile, while VAChT



KD™ET mice presented a decrease in motor learning with normal motor
function. These genetically modified mice may represent a novel model
system for investigation of motor control and congenital myasthenic

syndromes.
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1. INTRODUCAO

1.1 A neurotransmissao quimica

Até o século XIX, havia um consenso de que a comunicagao entre
neurénios ocorria através de uma conexao fisica direta. Entretanto, estudos
realizados por Golgi, Ramon y Cajal e outros foram capazes de convencer a
comunidade cientifica de que essas conexdes, hoje conhecidas como
sinapses, s&o proximas em vez de continuas (Taylor e Brown, 1999). A
natureza quimica das sinapses foi demonstrada por Otto Loewi. Em um
experimento classico, ele estimulou o nervo vago do coragédo perfundido de
uma ra e permitiu que o liquido de perfusdo entrasse em contato com o
coracao de outra ra. Como resultado, a atividade do coragao da ra receptora foi
diminuida através da agdo da “substancia do vago”, denominada por ele de
parassimpatina. Posteriormente a parassimpatina passou a ser denominada
Acetilcolina (ACh) (Brown, 2006).

A transmissdo quimica é a principal forma de comunicagao entre
neurénios. Os eventos pré e pos-sinapticos sao altamente regulados e sujeitos
as modificacdes depedentes do uso, que sdo a base da plasticidade sinaptica.
A neurotransmissao quimica classica requer os segintes passos: 1-Sintese do
neurotransmissor no terminal pré-sinaptico; 2-Estocagem do neurotransmissor
em vesiculas sinapticas; 3-Liberagdo regulada de neurotransmissor na fenda
sinaptica; 4-A presenca de receptores especificos para o neurotransmissor no
terminal pds-sinaptico; 5-Uma forma de terminar a agdo do neurotransmissor
(Taylor e Brown, 1999).

Um dos grandes desafios da neurociéncia é explicar como diferentes
padroes de atividade de sistemas de neurotransmissores coordenam
comportamentos complexos, e como alteracdes nesses sistemas participam de

processos patoldgicos.



1.2. A neurotransmisséao colinérgica

A ACh foi proposta como mediadora da fungao celular por Hunt, em
1907. Em 1914, Dale demonstrou que sua agao era capaz de mimetizar a
estimulacéo de nervos parassimpaticos (Dale, 1914). Loewi, em 1921, forneceu
evidéncias claras de que ha liberacdo de ACh apds estimulagdo nervosa
(revisado por Brown, 2006). Quimicamente trata-se de um éster de &cido
acético e colina, cuja simplicidade estrutural subestima a complexidade das
acoes que exerce.

A neurotransmissdo colinérgica € essencial para o funcionamento do
sistema nervoso. Seu bloqueio agudo € geralmente letal; enquanto sua perda
gradual, como observada na Doenca de Alzheimer (DA), é associada com a
deterioragdo progressiva de fungdes neurais (Hoffman e Taylor, 2001). A ACh
participa do controle central e periférico do movimento, funcionamento do
sistema nervoso autébnomo, regulagdo do sono e de multiplos processos
cognitivos como memoria, atencao e aprendizado (Sarter e cols. 2005; Gold,
2003).

A ACh é sintetizada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT), a
apartir dos substratos colina e acetato, e posteriorrmente transportada para o
interior de vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular de acetilcolina
(VAChKT). Apos ser liberada no terminal sinaptico, a ACh interage com seus
receptores e é hidrolisada em colina e acetato. A colina é entdo recaptatada
para o neurbnio pré-sinaptico pelo transportador de colina de alta afinidade
(CHT1), e utilizada para a sintese de novas moléculas de ACh (Ribeiro e cols.,
2006; Prado e cols.; 2002) (figura1).
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Figural: Desenho esquematico representando a neurotransmissao

colinérgica (modificado de Purves e cols., 2001).



1.2.1 Sintese de ACh

A ChAT é a enzima responsavel pela sintese de ACh, catalisando a
transferéncia de um grupo Acetil, proveniente de uma molécula de Acetil-CoA,
para uma molécula de colina. A reagdo ocorre em um UNiCO passo; um
contraste com a sintese de catecolaminas, que envolve reagdes sequenciais
com diferentes substratos e enzimas. Os niveis de acetil-CoA sdo mantidos
através do metabolismo da glicose, sob acdo da enzima ATP-citrato liase, que
interessantemente apresenta sua expressdo aumentada em neurdnios
colinérgicos (Tomaszewicz e cols., 2003; Beigneux e cols., 2004). O
suprimento de colina é provido principalmete da dieta, devido a incapacidade
de neurdnios em sintetizar colina (Fernstrom e cols., 1981; Zeisel e cols.,
1981). A ChAT é encontrada predominantemente como uma proteina soluvel
no citoplasma, com uma pequena parcela da populagdo total da enzima
associada a membranas ou ao nucleo (Gill e cols., 2003). A atividade da ChAT
€ influenciada por sua distribuicdo, interacdo com proteinas celulares e estado
de fosforilagao (Dobransky e Ryllet, 2005).

Ferramentas bioquimicas e farmacoldgicas indicam que a ChAT
encontra-se em excesso cinético em relagdo aos seus substratos, sugerindo
que sua agao nao seja a etapa limitante da sintese de ACh (Blusztajn e
Wurtman, 1983). Entretanto, uma reducgédo da atividade da ChAT, encontrada
em diferentes situagdes patoldgicas, pode reduzir a disponibilidade de ACh
(Oda, 1999). Na DA, observa-se uma redugao na concentragdo da ChAT no
cértex cerebral e hipocampo (Mesulam, 2004). Na Doenga de Huntington,
embora a quantidade de neurbnios colinérgicos no estriado esteja preservada,
ha uma reducao significativa da atividade da ChAT. A reducdo na sintese de
ACh parece ser parcialmente responsavel pelos movimentos involuntarios
observados em pacientes afetados pela doenga (Cichetti e cols., 2000).
Mutagdes no gene da ChAT foram encontradas em uma forma de miastenia
frequentemente fatal, denominada Sindrome miasténica congénita com
episodios de apnéia. As mutagdes foram capazes de abolir ou reduzir a sintese
de ACh (Ohno e cols., 2001; Kraner e cols., 2003).



1.2.2 Captacédo de colina pelo terminal pré-sinaptico

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

O transporte de colina de alta afinidade foi descrito nos anos de 1960.
Entretanto, os genes para o transportador de colina de alta afinidade (CHT1)
em ratos e C. elegans foram apenas recentemente clonados (Okuda e cols.,
2000). O CHT1 de humanos, que codifica uma proteina de 580 aminoacidos,
apresenta alta homologia com os genes de rato (98%) e camundongo (93%)
(Apparsundaram e cols., 2000; Wang e cols., 2001; Guermonprez e cols.,
2002). Modelos de estrutura secundaria para o CHT1 predizem uma proteina
transmembrana (contendo treze dominios transmembranicos), com a porgao
amino-terminal com orientacdo extracelular e a regido carboxi-terminal
intracelular (Apparsundaram e cols., 2000). Confirmou-se a orientagdo extra-
celular da regidao amino-terminal através do uso de epitopos “FLAG” fundidos
com a regiao amino-terminal do ChT1, que posteriormente foram detectados
por anticorpos anti-“FLAG” em células vivas (Ribeiro e cols., 2005).

Surpreendentemente, o ChT1 localiza-se predominantemente em

compartimentos intra-celulares. Varias estratégias experimentais distintas



indicam a presenga do ChT1 em vesiculas sinapticas (Ferguson e cols., 2003;
Ribeiro e cols., 2003). A inesperada localizacdo do CHT1 fornece um
mecanismo capaz de explicar como alteracbes da atividade sinaptica sao
capazes de gerar mudancgas imediatas no transporte de colina. O aumento da
atividade neuronal leva a fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana, o
que é capaz de aumentar a disponibilidade de moléculas de CHT1 na
membrana neuronal. Como o CHT1 realiza o passo limitante para a sintese de
ACh, o aumento da captagdo de colina poderia sustentar um aumento na
sintese de ACh , necessaria durante situacbes de alta atividade neuronal
(Ribeiro e cols., 2006). Tal hip6tese é sustentada por diferentes observacoes: a
captacdo de colina é aumentada agudamente pelo aumento da atividade
neuronal, de uma forma caélcio-dependente (Collier e Katz, 1974; Simon e
Kuhar, 1975; Kuhar e Murrin 1978; O’'Regan e Collier, 1981; Saltarelli e cols.,
1987); a despolarizagao neuronal leva a um aumento na velocidade maxima de
transporte (Simon e Kuhar, 1975; Simon e cols., 1976) e na quantidade de
moléculas de ChT1 na membrana (Fergunson e cols., 2003); a redugdo da
atividade colinérgica cerebral através da administracdo de fenobarbital induz
reducdo da captacdo de colina com reducédo da sintese de ACh, enquanto o
uso de um ativador colinérgico, Escopolamina, aumenta a velocidade maxima
para o transporte de alta afinidade (Simon e cols., 1976).

Sugere-se portanto um elegante mecanismo de plasticidade sinaptica.
Um experimento recente demonstra a importdncia desse processo em
cognigcao. Utilizando uma tarefa em ratos com alta demanda de atencéo,
Apparsundaram e cols., em 2005, demonstraram um aumento na velocidade
maxima do transporte de colina de alta afinidade no coértex pré-frontal medial
correlacionado com a performance dos animais. O resultado € condizente com
dados anteriores, onde um aumento na liberagdo de ACh em estruturas

corticais ocorre em tarefas com demanda de atencédo (Sarter e cols., 2005).



1.2.3 Transporte de Acetilcolina para vesiculas sinapticas

A ACh sintetizada no citoplasma deve ser transportada para o interior de
vesiculas sinapticas. Como a relagao entre a concentragao de ACh vesicular e
citoplasmatica € de 100:1, € necessario um mecanismo de transporte ativo
para que a ACh seja transportada para o interior da vesicula. O VAChT é capaz
de realizar esse transporte utilizando um gradiente de prétons gerado por uma
ATPase do tipo V. O transporte realizado pelo VAChT possui uma relagao
estequiométrica de dois prétons por molécula de ACh (Parsons e cols., 2003).
O VAChT é uma glicoproteina de 500-600 aminoacidos. A analise de
hidrofobicidade da sequéncia primaria dos seus aminoacidos prediz uma
macromolécula com 12 dominios transmembrana, flanqueados por dominios
amino e carboxi-terminal citoplasmaticos (Alfonso e cols., 1993; Erickson e
cols., 1994; Roghani e cols., 1994; Varoqui e cols., 1994).

Caracterizado  incialmente  por sua  atividade  bloqueadora
neuromuscular, o isdbmero levégiro da droga vesamicol é capaz de inibir de
maneira estereo-seletiva o preenchimento de vesiculas colinérgicas. Trata-se
de uma inibicao alostérica e ndo competitiva (Parsons, 1993).

Em 1993, Alfonso e cols. clonaram e sequenciaram o0 cDNA
correspondente ao gene unc-17 de C. elegans. Foi proposto que o produto
deste gene poderia ser um transportador vesicular de acetilcolina, baseado em
sua grande homologia com os transportadores vesiculares de monoaminas
(VMATS). Além disso, a expressao de mutantes do gene unc-17 em C. elegans
levou a fendtipos que indicam o comprometimento da fungédo colinérgica. Em
1994, Varoqui e cols. identificaram o homdlogo de unc-17 expresso no 6rgao
elétrico de Torpedo. Ainda em 1994, Erickson e Cols. e Roghani e cols.
identificaram o homodlogo das proteinas de C. elegans e Torpedo em rato.
Erickson e cols. (1994) e Liu e Edwards (1997) demonstraram que essa
proteina consiste em um transportador vesicular de acetilcolina funcional,
através da reconstituicao do transporte in vitro.

O gene do VAChT apresenta organizagdo génica particular, estando
localizado no interior do primeiro intron do gene que codifica a ChAT (Bejanin e
cols. 1994). Acredita-se que os mMRNAs de VAChT e ChAT sao transcritos a



partir de um mesmo promotor e sofram processamentos alternativos,
envolvendo excisdes de sequéncias de aproximadamente 1 a 7 Kilobases
(Bejanin e cols. 1994; Cervini e cols. 1995). Essa disposi¢do sugere que a
regulacdo da expressao destes dois genes possa ser semelhante (Cervini e
cols. 1995).

Diferentes abordagens fornecem indicios da capacidade do transporte
vesicular em modular a quantidade de ACh liberada na fenda sinaptica. O
aumento na expressao do VAChT na jungédo neuromuscular (JNM) imatura de
Xenopus é capaz de duplicar o tamanho quantal. Ja a expressao do VAChT
com mutagdes em residuos de aspartato € capaz de reduzir o tamanho quantal
(Song e cols., 1997). Epinefrina e derivados de AMPc sdo capazes de
aumentar o tamanho quantal, um efeito que é bloqueado por vesamicol e
inibidores da PKA. Tal efeito € observado na JNM de ra, mas n&o na JNM de
camundongo (Van der Kloot, 1991).

Apos o0 enchimento das vesiculas sinapticas, essas sao direcionadas
para uma regido subjacente a membrana sinaptica denominada zona ativa. As
vesiculas sdo ancoradas a membrana sinaptica e se tornam responsivas as
mudangas na concentracdo intracelular de calcio. Quando um potencial de
acao atinge o terminal nervoso, canais de calcio ativados por voltagem séao
abertos. As ondas de calcio resultantes induzem a fusdo de vesiculas

sinapticas com a membrana e a consequente liberagdo de ACh (Sudhof, 2004).

1.2.4 A inativagdo da Acetilcolina

Como neurotransmissor classico, a ACh possui um mecanismo
especifico para o término de sua agao. Ao ser liberada na fenda sinaptica, a
ACh interage reversivelmente com receptores muscarinicos € nicotinicos pré e
pos-sinapticos. Apods dissociagdo dos receptores, a ACh é hidrolisada pela
enzima Acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina (que é recaptada pelo
CHT1 para a sintese de novas moléculas de ACh). Portanto, cabe a AChE
limitar as concentracbes de ACh na fenda sinaptica. A hidrolise da ACh
também pode ser catalisada por uma enzima relacionada a AChE, a

Butilcolinesterase (BuChE). A BuChE apresenta menor especificidade para a



ACh que a AChE, e sua fungédo ainda é pouco entendida (Darvesh e cols.,
2003)

A inibicado da AChE é capaz de aumentar a duracdo de agao do
neurotransmissor. A AChE é inibida por um grande repertorio de toxinas
animais, inseticidas (organofosforados e carbamatos) e farmacos que aliviam
os sintomas de patologias que vao de glaucoma a Doenga de Huntington
(Silman et al; 2006). Os inibidores da AChE sao especialmente uteis no
tratamento de duas doencas com diferentes formas de comprometimento do
sistema colinérgico, DA e Miastenia.

Varias evidéncias sugerem que o principal sistema de neurotransmissor
afetado na DA é o colinérgico. A hipotese colinérgica da DA sustenta que a
reducdo da transmissdo colinérgica possui uma relacdo direta com a
deterioragdo cognitiva observada na doencga (Terry e Buccafusco, 2003; Bales
e cols., 2006 ). Baseado nessas observagoes, os inibidores da AChE passaram
a ser utilizados para o tratamento da DA no final dos anos 1990. Para tal,
foram selecionadas moléculas com lipossolubilidade suficiente para permitir a
difusdo através da barreira hemato-encefalica. As drogas atualmente utilizadas
sdo Galantamina, Rivastigmina e Donepezil (Lled e cols., 2006).

A administracao de inibidores da AChE é util no tratamento de diferentes
formas de miastenia (Sieb, 2005). Por se tratar de uma doenca da JNM, é
necessaria administracdo de um inibidor da AChE com polaridade suficiente
para limitar sua acao a sitios periféricos. A Piridostigmina, um carbamato
carregado positivamente, apresenta tal caracteristica. O farmaco é amplamente
utilizado no tratamento de miastenia (Thanvi e Lo, 2006).

Além de seu papel classico, recentemente tem sido atribuido a AChE a
participacdo em processos distintos, como neuritogénese, adesao celular,
sinaptogénese, agrupamento de fibras amildides e hematopoiese (Soreq e
Seidman, 2001).
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1.2.5 Camundongos geneticamente modificados e proteinas

colinérgicas pré-sinapticas

Avangos recentes na manipulagcdo molecular de genes de mamiferos
permitem a alteracdo da expressdao de genes especificos in vivo. O
nocauteamento de genes € uma ferramenta poderosa para determinar o papel
fisiolégico de proteinas envolvidas no metabolismo de neurotransmissores,
bem como os mecanismos adaptativos desencadeados por uma falta ou
reducao da expresséao de tais proteinas.

A capacidade de manutengdo da homeostase sinaptica colinérgica é
exempilficada pelo nocauteamento de dois genes essenciais para o
funcionamento da maquinaria colinérgica: o gene da ChAT e o gene do CHT1.
Enquanto camundongos nocaute da ChAT sdo natimortos, camundongos
haploinsuficientes para a ChAT (com redugdo de aproximadamente 50% na
atividade enzimatica) surpreendentemente ndo apresentaram nenhuma
alteracao fisioldgica aparente. A caracterizagdo neuroquimica dos animais
heterozigotos revelou um aumento na expressao do CHT1 de cerca de 50%.
Sugere-se que o aumento na atividade do CHT1 foi capaz de aumentar a
disponibilidade de colina para a ChAT remanescente e dessa forma manter os
niveis de ACh normais (Brandon e cols., 2004). J& animais nocaute para o
CHT1 morrem logo apdés o nascimento, enquanto animais haploinsuficientes
para esse gene foram aparentemente normais. Observou-se nos animais
heterozigotos uma taxa de transporte de colina equivalente a dos animais
selvagens. Nesse caso, o mecanismo de adaptagao envolve mecanismos pos-
traducionais. Observou-se um aumento na propor¢gdao de CHT1 na membrana
em relacdo a compartimentos intacelulares. O aumento do CHT1 localizado na
membrana foi capaz de compensar a redugao da expressao da proteina e

manter o transporte de colina em niveis normais (Fergunson e cols., 2003).
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1.3 Mecanismos efetores

A ACh exerce suas diversas acgoes fisioldgicas através da interagdo com
duas classes distintas de receptores: os nicotinicos (nAChRs) e os
muscarinicos (MAChRs). Enquanto os nAChRs s&o canais iénicos ativados por
ligante (Erausquin e cols., 2000), os receptores muscarinicos s&o membros da

super-familia de receptores acoplados a proteina G (Caulfield e cols.,1993).

1.3.1 Receptores nicotinicos

Os receptores nicotinicos fazem parte da superfamilia de canais idnicos
ativados por ligante, que também inclui receptores de acido gama
aminobutirico (GABAA € GABAg), glicina e receptores 5-HT3 de serotonina
(Changeux e Edelstein, 2005). Os receptores nicotinicos compreendem
combinagdes pentaméricas de subunidades individuais (Nai e cols., 2003).

Baseado na distribuicdo anatomica e propriedades funcionais, podem
ser divididos em trés grupos: receptores musculares, encontrados na juncgao
neuromuscular esquelética; receptores ganglionares, encontrados nos
terminais pos-sinapticos dos ganglios autondbmos e receptores neuronais,
amplamente distribuidos no sistema nervoso central (Hogg e cols. 2003).

O receptor nicotinico humano, expresso na jungcdo neuromuscular de
adultos, consiste de uma glicoproteina pentamérica constituida de duas
subunidades a, uma B, uma d e uma subunidade €. Todas cinco sub-unidades
sdo homodlogas, cada uma com quatro dominos transmembrana (M1 a M4).
Quando cada subunidades a € ocupada por uma molécula de acetilcolina,
induz-se uma mudanga para uma conformagdo com maior permeabilidade a
cations (Ruff e cols., 2003) (Fig. 2).

Os receptors nicotinicos sdo amplamente expressos no sistema nervoso
central. A inervacdo colinérgica via receptores nicotinicos regula diferentes

processos tais como liberacdo de neurotransmissores, excitabilidade celular,



12

integracao neuronal. Tais agdes implicam os receptores nicotinicos em fungdes
e estados fisiolégicos como sono, alerta, fadiga, ansiedade, processamento
central da dor e uma série de fungdes cognitivas (Gotti et al; 2004).

A maior seletividade dos receptores nicotinicos (a7)5 do sistema
nervoso central ao calcio permite que sejam desencadedas, por esse ion,
respostas a longo e médio prazo, como regulagcdo da liberagdo de
neurotransmissores, mecanismos de plasticidade neuronal e memdria, adigao a
drogas, neuroprotecdo e morte celular (Role e Berg, 1996). Receptores
nicotinicos de acetilcolina, localizados no cortéx sensorial, contribuem para a
atencao e outras fungdes cognitivas, como ja foi demonstrado através de
numerosos estudos comportamentais (Warburton, 1992; Turchi e cols. 1995;

Rezvani e cols.,2002).

1.3.2 Receptores muscarinicos

As acdes muscarinicas da acetilcolina sdo mediadas por cinco subtipos
distintos de receptores (Caulfield e Birdsall, 1998). Baseado na sua habilidade
em ativar diferentes classes de proteina G heterotriméricas, os cinco subtipos
podem ser agrupados em duas principais classes funcionais. Os receptores M2
e M4 mostram seletividade para proteinas G da familia Gi, enquanto os
receptores M1, M3 e M5 estao seletivamente acoplados a proteina G da familia
Gq. Diferentes abordagens experimentais tém demonstrado que receptores
muscarinicos estado presentes em todos os orgéos, tecidos ou tipos celulares
(Wolfe e Yasuda 1995; Levey 1993). Receptores muscarinicos periféricos estao
envolvidos nas agdes classicas da ACh em tecidos ou orgdos que recebem
inervagao parassimpatica (Caulfield 1993). Os mAChRs centrais participam da
regulagdo de um grande numero de fungdes cognitivas, comportamentais,
sensoriais, motoras e autondmicas (Levine e Birdsall 2001; Felder e cols.
2000).
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1.4 Neurotransmisséao colinérgica central

Vias colinérgicas centrais sao filogeneticamente antigas e
anatomicamente distribuidas ao longo de praticamente todo encéfalo. Sua
presenca é identificada através de marcadores como acetilcolinesteras (AChE),
receptores colinérgicos e colina acetiltransferase (ChAT). Baseado na
nomenclatura proposta por Mesulam em 1983, ha seis principais grupos
celulares colinérgicos, nomeados de Ch1 até Cho6 (fig.2).

Ch1 refere-se as células colinérgicas situadas no nucleo septal medial
que inervam o hipocampo. Neurdnios colinérgicos que partem da extremidade
vertical da area de Broca fornecem inervagao para o hipocampo, hipotalamo,
cortex cingulado e bulbo olfatério e sdo denominados Ch2. A maioria da
inervagao direcionada ao bulbo olfatorio tem origem na extremidade horizontal
da area de Broca, cujo grupo é denominado Ch3. O grupo celular Ch4,
denominado nucleo basal magnocellular em ratos e nucleo basal de Meynert
em primatas, fornece a principal projecao colinérgica para campos neocorticais
e a amigdala. O grupo celular Ch5 origina-se do nucleo pedunculopontino do
tronco cerebral rostral e em conjunto com neurdnios Ch6, originados do nucleo
tegmental laterodorsal, inerva os nucleos reticular intralaminar do talamo.

Todos nucleos da base apresentam inervagao colinérgica. A inervagao
colinérgica do estriado ¢é principalmente intrinseca, constituida de
interneurénios. A inervacdo de outras estruturas do nudcleo basal, como o
globus pallidus, o nucleo subtalamico e a substancia nigra pars compacta é
exclusivamente extrinseca, originada principalmente dos grupos Ch5-Ch6.

No cortex cerebral de roedores, ha interneurénios colinérgicos que
respondem por aproximadamente 30% da inervagdo colinérgica em tal
estrutura. J& o cortex cerebral de primatas parece nao apresentar inervagao

colinérgica intrinseca (Mesulam, 1983).
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1.4.1 Acetilcolina e cognicéo

A disfungdo colinérgica observada na Doenca de Alzheimer (DA) fez
crescer o interesse em se entender o envolvimento da acetilcolina em fungdes
cognitivas (Mesulam e cols., 2004).

Experimentos de lesdo e estudos com administragdo central de
antagonistas muscarinicos indicam que receptores muscarinicos centrais
localizados no hipocampo sao de importancia particular para processos de
aprendizado e memoéria (Bartus cols., 1982; Fibiger e cols., 1991; Iversen e
cols., 1997). Uma visdao mais abrangente coloca a acetilcolina como um
neuromodulador necessario para o processamento e consolidacido de novas
informagdes (Hasselmo e cols., 1999).

Capacidades atencionais sdo mediadas através de circuitos parietais e
pré-frontais (Corbetta e cols., 2002). Proje¢cdes colinérgicas originadas do
prosencéfalo basal representam um componente essencial do sistema de
atengao no encéfalo (Everitt e Robbins, 1997; Sarter e cols., 2005). O aumento
da liberagdo de acetilcolina, em eventos que demandam atengdo, age
amplificando o processamento cortical de sinais oriundos do tadlamo (Sarter e
cols., 2005). Interessantemente, observa-se um aumento do transporte de
colina no cortex pré-frontal medial direito em ratos durante uma tarefa com alta
demanda de atencédo (Apparsundaram e cols., 2005). O prosencéfalo basal
colinérgico é ativado por projegdes provenientes de estruturas mesolimbicas,
relacionando dessa forma a demanda de atencdo com o estado motivacional
do individuo (Sarter e cols, 2006).

Figura 2: Figura representativa da posicdo dos neurdnios colinérgicos no

sistema nervoso central de ratos
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1.4.2. Acetilcolina e aprendizado motor

Na vida diaria, nés utilizamos uma variedade de tarefas motoras que sao
adquiridas gradualmente através da pratica e interagdo com o ambiente. Em
animais e humanos, o aprendizado de tarefas motoras € normalmente medido
pela reducdo no numero de erros e/ou por uma mudanga na cinematica e
sinergia dos movimentos (Doyon e cols., 1997; Shadmehr e Holcomb, 1997;
Karni e cols., 1996). A maioria das tarefas motoras sao adquiridas
implicitamente, de forma oposta a outras formas de memoéria que utilizam
conhecimento explicito (memoria episddica, por exemplo). Observa-se um
padrao de aprendizado lento, que requer varias sessdes de treinamento (Karni
e cols., 1996). Modelos produzidos a partir de trabalhos realizados com
humanos e animais sugerem a participagao de diferentes estruturas encefalicas
no aprendizado de tarefas motoras. As principais estruturas implicadas sdo o
estriado, cerebelo e regides motoras corticais (Doyon e cols., 2003)

Uma tarefa classicamente utilizada para avaliar aprendizado motor é o
Rotarod acelerado. O animal é colocado sobre um cilindro rotatério que possui
velocidade de rotagao crescente. A laténcia para a queda do animal é medida.
A avaliagdo da performane através de varios desafios fornece um indice de
aprendizado motor. Defeitos cerebelares resultam em déficit no teste de
Rotarod (Mason e Sotelo,1997), o que foi recentemente confirmado pela
inativagcdo especifica de células de Purkinje utilizando técnicas de
recombinagdo génica (Karpova, A. Y.e cols., 2005). Camundongos modelo da
Doenca de Huntigton também apresentam reduzida capacidade de
aprendizado nessa tarefa (Nguyen e cols., 2005). Animais nocaute da enzima
adenil ciclase 5, uma isoforma relacionada a neurotransmissao dopaminérgica
com expressdo limitada ao estriado, apresentam aprendizado prejudicado
dessa tarefa (lwamoto e cols., 2003).

A participagdao da ACh no aprendizado de tarefas motoras ainda é
controversa. Em estudo recente, foi demonstrado que lesdo do nucleus basal
magnocelular reduz as mudangas plasticas geradas no cortex pelo aprendizado
de uma tarefa motora, tal déficit correlaciona-se com a dificuldade do

aprendizado de tal tarefa nesses animais (Conner e cols., 2003). Uma redugéao
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do conteudo de acetilcolina estriatal foi observada em ratos com deprivacao de
vitamina A, esses animais foram incapazes de melhorar suas performances no
rotarod (Carta e cols., 2006). Por outro lado, camundongos nocaute para
receptores centrais nicotinicos apresentaram uma melhora no aprendizado de
tal tarefa (Marubio e Paylor, 2004).

1.5 Acetilcolina e a Juncao neuromuscular

A JNM é uma sinapse especializada em transmitir impulsos nervosos do
nervo motor, via um transmissor quimico, para um orgao efetor (Kandel, 2001).

A ACh é o neurotransmissor responsavel pela sinalizagcdo quimica na
JNM. No terminal do neurénio motor, a ACh esta estocada em um grande
numero de vesiculas sinapticas. Resultados de uma variedade de
experimentos neurofisiolégicos, em jungées neuromusculares de ra, sugerem
que ha pelo menos trés “pools” distintos de vesiculas contendo ACh. O “pool”
prontamente liberavel refere-se as vesiculas que sao imediatamente liberadas
sob estimulagdo. Essas vesiculas estdo ancoradas a membrana numa regido
sinaptica denominada zona ativa, e correspondem a cerca de 2% das vesiculas
totais. As vesiculas que mantém a liberagdo sob estimulagcdo moderada
(fisiologica) pertencem ao pool de reciclagem, esse “pool” contem entre 5% e
20% das vesiculas totais. As vesiculas que sao liberadas somente sob
estimulacao intensa e respondem por 80 a 90% das vesiculas no terminal
nervoso, sado nomeadas como “pool” de reserva (Rizzoli e cols., 2005).

A transmissdo na JNM é iniciada quando um potencial de agao axonal
induz a abertura de canais de calcio dependentes de voltagem, principalmente
do tipo P/Q. O aumento de calcio resultante desencadeia a exocitose de
vesiculas sinapticas (McConville e Vincent, 2002; Sudhof,1994). Um potencial
de acao no terminal nervoso estimula a fusao de 50 a 300 vesiculas sinapticas
(Mildei e cols., 1979). Cada vesicula sinaptica libera cerca de 10000 moléculas
de ACh (Miledi e cols., 1983). A ACh liberada na fenda sinaptica difunde até
atingir os recepores nicotinicos. A abertura dos receptores permite a entrada de
ions sodio, produzindo um potencial despolarizante, que se adequado levara a

abertura de canais de sodio dependentes de voltagem tipo 1,4. O influxo de
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ions soédio inicia a geragcdao de um potencial de acdo que se espalha
rapidamente por todo sarcolema e estimula a liberacdo de calcio proveniente
de estoques intracelulares. O aumento de calcio no citosol da inicio aos
mecanismos moleculares da contragdo muscular. Paralelamente, no terminal
pré-sinaptico, a abertura de canais de potassio dependentes de voltagem

restaura o potencial de repouso da membrana (Ruff e cols., 2003) (Fig.3).

Merve termninal

Figura 3: Esquema representando os eventos neuroquimicos envolvidos na

transmissao sinaptica neuromuscular (Engel A. G. e cols., 2003)
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A hipdtese da liberacdo quantica afirma que neurotransmissores sao
liberados em unidades discretas denominadas quanta (Fatt e Katz 1952),
sendo que um quantum representa a exocitose de uma sé vesicula sinaptica.
Apesar do termo “quanta” sugerir que a transmissao seja uniforme e fixa, a
distribuicdo dos quanta exibe um grande coeficiente de variagdo (revisto por
Van der Kloots., 2003). Essa distribuicdo pode refletir diferencas na quantidade
de neurotransmissor presente em cada vesicula, quantidade de vesiculas
liberadas, e mesmo diferencas na sensibilidade da membrana pds-sinaptica
(Bekkers e cols. 1990). O interessante é que o tamanho do quanta muda em
resposta a atividade (Naves e Van der 2001; Scheuss e cols. 2002) e também
pode ser modulado por hormdnios (Van der Kloots e cols., 1991). Variagdes na
atividade e expressao de transportadores vesiculares podem representar uma
fonte de variagdo no conteudo quantal, e consequentemente na transmissao
sinaptica (Reimer e cols., 1998).

Foi demonstrado que receptores pré-sinapticos M1 e M2 presentes no
teminal pré-sinaptico da JNM podem modular a liberacdo de ACh. A ativagao
do receptor M1 geralmente aumenta a liberagdo, enquanto a ativagdo do
receptor M2 a inibe. O balango entre as agdes modulatéria desses dois
receptores ainda permanece pouco entendida (Slutsky e cols., 1999; Minic e
cols., 2002).

A area da membrana pds—sinaptica € aumentada pelo dobramento da
membrana em estruturas secundarias. Os receptores estdo concentrados no
topo dessas estruturas, firmemente ancorados ao complexo protéico
relacionado a distrofina através da proteina Rapsina. Receptores de
acetilcolina sdo continuamente reciclados, com receptores antigos
internalizados, degradados e substituidos por novos receptores (McConville e
cols., 2002). A ligacao de anticorpos a receptores acelera a internalizagao, fato
observado na patogenia de miastenia gravis (Richmam e cols., 2003).

A acetilcolinesterase, presente na lamina basal da membrana pos-
sinaptica e na fenda sinaptica, € responsavel pelo término da agdo da ACh. A
concentracao de AChE é de aproximadamente 3000 moléculas por micrémetro
quadrado, de forma que a maioria da ACh que atinge a fenda sinaptica é

hidrolisada. A inibicdo da acetilcolinesterase prolonga a duragdo de agdo da
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ACh na membrana pds-sinaptica, lentificando o decaimento da corrente de
placa motora induzida pela ACh (Silman e cols., 2005).

Estudos de excitagdo muscular em individuos normais sugerem que
falhas na transmissdo neuromuscular raramente ocorrem, mesmo sob
estimulacao extrema. Tal confiabilidade da transmissdo neuromuscular resulta
da liberagdo de um quantidade de ACh maior que a necessaria para iniciar um
potencial de agdo. O termo margem de seguranga € usado como sinbénimo
desse excesso (Bewik e cols., 2006). Os fatores que governam a margem de
seguranga podem ser agrupados nas seguintes categorias: aqueles que afetam
o numero de moléculas de ACh por vesicula sinaptica, fatores que afetam os
mecanismos de liberagao e a eficacia do quanta ( Wood e Slater., 2001). Eles
incluem variacdes no numero e localizacdo de receptores nicotinicos na placa
motora, na distribuicdo e quantidade da AChE, na estrutura da placa motora,
no tamanho do pool de vesiculas e na probabilidade de liberagao de vesiculas

contendo neurotransmissor (Maiselli e cols., 2006).

1.5.1. Disfuncdes colinérgicas na JNM

Apesar da margem de seguranca, a JNM pode tornar-se falha em uma
variedade de desordens. Como a JNM representa o ultimo elo entre o Sistema
nervoso central e o inicio da atividade motora, doengas que afetam sua funcao
apresentam sérias consequéncias clinicas (McConville e cols., 2002).

Miastenia Gravis € a desordem mais comum afetando a JNM. Fraqueza
muscular e fadigabilidade s&o seus principais sintomas. A doenga € causada,
na maioria dos casos, por um ataque auto-imune contra receptores nicotinicos
na JNM. Sendo o alvo, majoritariamente, o receptor nicotinico da placa motora.
Células T helper e células B estdo envolvidas na resposta auto—imune, mas o
efetor responsavel parece ser o anticorpo anti-nAChR (Engel e cols., 2003). Os
mecanismos patogénicos envolvem bloqueio do receptor, aceleragdo da
remocao de receptores da membrana pds—sinaptica e ativacdo do sistema do
complemento (Vincent e cols., 2005). Em cerca de 10% a 20% dos casos o
ataque auto-imune nao € direcionado contra NnAChRs, mas contra a Proteina
quinase musculo especifica (Musk) (Hoch W e cols., 2001). Inibidores da AChe

sdo Uuteis tanto no tratamento quanto no diagndstico de miastenia gravis. O
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farmaco Edrofénio, de acdo extremamente rapida, € administrado
intravenosamente e a melhora da forgca muscular do paciente é utilizada como
critério para o diagnostico da doenca. Para o tratamento é utilizada a
Piridostigmina, embora saiba-se que seu efeito seja apenas sintomatico e
incapaz de alterar a progressao da doenga ( Richman e cols., 2003)

Um gupo de desordens heterogéneas denomidadas conjuntamente de
sindromes miasténicas congénitas (SMC) apresentam caracteristicas
bioquimicas, eletrofisiologicas e clinicas distintas da miastenia gravis. SMC
podem ser identificadas a partir de sintomas que agravam com o aumento da
atividade do individuo. Esses sintomas comumente aparecem no nascimento
ou inicio da infancia, e envolvem musculos oculares, craniais e dos membros.
Casos de SMC sao frequentemente acompanhados de um decaimento da
resposta eletromiografica ao potencial de agdo muscular composto (PAMC), e
de testes negativos para anticorpos contra o receptor nicotinico de acetilcolina,
proteina quinase musculo — especifica (MUSK) e canais de calcio do tipo P/Q
(Engel e cols., 2003).

Andlises genéticas tém apontado alteragcdes em proteinas pré e pds—
sinapticas como responsaveis pela patogenia. Os diferentes mecanismos
patolégicos que levam as SMC sao exemplos de como alteragdes pontuais em
diferentes membros da maquinaria colinérgica podem superar 0os mecanismos
de compensacéao e desencadear o aparecimento de déficits funcionais (Engel e
cols., 2003).

A elucidagcdo dos mecanismos patolégicos de miastenia gravis tem sido
obtida através da combinacdo de estudos clinicos, bioquimicos e
principalmente através de modelos animais (Christadoss e cols., 2000; Tuzun e
cols., 2006). Um entendimento detalhado de tais mecanismos fornece as bases
para o desenvolvimento de uma terapéutica racional, o que vem sendo feito em
miastenia gravis (Richman e Agius.,2003). Em Miastenia congénita, entretanto,
o desenvolvimento de modelos animais ainda é limitado e o tratamento apenas
empirico. A geragao de animais com reducgdo da liberagdo de ACh seria uma
abordagem interessante, uma vez que em ultima instancia a consequéncia de
disfungbes em miastenias congénitas pré-sinapticas sao alteracbes na

dindmica de liberagao desse neurotransmissor.
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1.6 Modelos animais de hipofuncao colinérgica

O interesse em se entender a participagdo da neurotransmissao
colinérgica em processos comportamentais levou ao desenvolvimento de
diferentes modelos animais. O uso de antagonistas muscarinicos e nicotinicos
trouxe valiosas contribuicdes, mas as limitagbes geradas pela falta de
seletividade e reprodutibilidade de parametros farmacocinéticos trouxe dados
muitas vezes contraditotrios (McGaughy e Sarter, 1998; Hikida e cols, 2001;
Mclintyre e cols., 2003; Kitabatake e cols., 2003; Hikida e cols., 2003; Gold e
cols., 2004).

Uma outra abordagem foi realizada através do uso de excitotoxinas, mas
a falta de seletividade contra neurdnios colinérgicos limitou as conclusdes
obtidas a partir desses estudos (Flicker et al. 1983; Hepler et al. 1985). O
desenvolvimento de toxinas seletivas para neurbnios colinérgicos veio com o
intuito de sanar tais limitagdes, mas a interpretacdo dos resultados ainda é
controversa ja que mesmo essas Ultimas parecem afetar outros grupos
neuronais ou ndo inativam completamente neurénios colinérgicos (McGaughy e
Sarter 1998; McGaughy e cols., 2000; Chang e Gold, 2004).

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

A inativagdo do gene responsavel pela codificagdo da ChAT levou a
morte precoce dos animais, fato também observado na inativagdo do gene do
transportador de colina de alta afinidade. (Misgeld et al. 2002; Ferguson et al.
2004). Esse fato demonstra a importdncia da ACh na manutencdo da
homeostase corporal, porém torna inviavel a andlise de parametros motores e

comportamentais nesses animais.
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Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem estudado a biologia
molecular e as vias celulares utilizadas pelo VAChT no seu direcionamento
para vesiculas sinapticas (Barbosa Jr e cols., 1999; Santos e cols., 2001;
Barbosa e cols., 2002; Prado e cols., 2002; Prado e Prado, 2002). Esse
transportador controla o ultimo passo da armazenagem de ACh, representando
um alvo ideal para que se obtenha um quadro de hipofungao colinérgica.

Com o objetivo de se obter um modelo de hipofungao colinérgica viavel
para estudos comportamentais, nosso grupo optou por obter um animal com
reducao da expressao do VAChT (knockdown), através da alteragao da regiao
5 nado traduzida do gene. Dessa forma, foram obtidos animais viaveis,
heterozigotos (VAChT KD"ET) e homozigotos (VAChT KD"°M). Animais VAChT
KD"ET apresentaram uma redugdo na expressdo do VAChT de cerca de 45%,
enquanto animais VAChT KD"M™ tiveram uma reducdo proxima a 65% (Prado
e cols., em anexo).

A andlise da liberagao quantal de ACh na JNM revelou uma pequena
alteragdo na distribuicdo do tamanho quantal em animais VAChT KD"E'sem
alteracdo na frequéncia de MEPPs. Entretanto, observou-se uma reducio na
amplitude do quantum em animais VAChT KD"M bem como uma reducéo na
frequéncia de MEPPs (Prado e cols., no prelo). Utilizando a técnica de

microdidlise, foi demonstrado que animais VAChT KD"&'

apresentaram uma
reducao de por volta de 30% na liberacdo de ACh in vivo, em estruturas como

o estriado e cértex frontal (Prado e cols., em anexo).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as consequéncias da redugao
da expressdo do transportador vesicular de acetilcolina sobre parametros

motores em camundongos.
2.2. Objetivos especificos

-Avaliar forga muscular e resisténcia fisica em camundongos com

reducdo da expressdo do VAChHT;

-Avaliar o aprendizado motor em camundongos com reducdo da

expressao do VAChT.

3. Materiais e métodos

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos adultos knockdown heterozigotos e
homozigotos, e como controle camundongos C57BL/6 normais (wild type) da
mesma geragao e “background” genético.

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas com capacidade para
5 animais. Receberam agua e comida a vontade, e foram submetidos a ciclos
de claro-escuro de 12 horas (luz a partir das 7:00 h e escuro a partir das 19:00
h), a uma temperatura ambiente mantida em torno de 22°C. As caixas eram
trocadas a cada 3 dias. O maximo de precaucao foi deliberado com o intuito de
minimizar o sofrimento dos animais e de reduzir o numero de animais
utilizados. Todos os experimentos estiveram de acordo com as normas dos
“Principles of laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revisado em
1996).
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3.2 Avaliagéo da forga muscular

3.2.1 Wire-hang

Os experimentos de “wire-hang” foram realizados conforme descrito por
Sango e cols. em 1996. Os animais foram habituados a sala de
experimentagdo e manipulados pelo experimentador pelos menos duas horas
antes do experimento. Como aparato, foi utilizada uma grade metalica com
espacamento de 1 cm entre barras de 0,8 mm de diametro. Inicialmente o
animal foi colocado sobre a a grade, a qual foi brevemente agitada para que o
animal a agarrasse. A grade foi entdo invertida e mantida 20 cm acima de uma
caixa preenchida com maravalha. Uma altura suficiente para fazer com que o
animal se mantenha agarrado a grade , mas incapaz de feri-lo durante a queda
A laténcia para queda foi medida com o uso de um cronémetro. Para analise
dos dados foi respeitado um teto de 60 segundos. Foram utilizados 20 animais
selvagens, 12 VAChT KD™ T e 8 VAChT KD"M. Todos os animais utilizados
eram machos e tinham idade entre 3 e 6 meses. A analise estatistica foi
realizada através do Anova de uma via seguido do teste post-hoc de

Bonferroni.
3.2.2 Teste de forca de agarre

Para realizar o teste de forca de agarre (Fowler e cols., 2002), utilizamos
um transdutor de forga conectado a um pequeno suporte metalico. O aparelho
foi calibrado antes de cada experimento com o uso de pesos de 5, 10, 20, 50,
100 e 200 g. Os animais foram habituados a sala de experimentagdo 2 horas
antes do experimento e manipulados pelo experimentador. Durante o teste, o
experimentador manteve o animal seguro pela cauda e o permitiu agarrar o
suporte com as patas dianteiras, mantendo 0 corpo sempre paralelo em
relacédo a superficie. Apds manter o animal por dois segundos nessa posigao, o

examinador aumenta a forga continuamente (sempre paralela a superficie) até
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que o animal solte o suporte. O pico de forga maxima foi registrado
automaticamente no momento em que o animal soltou o suporte e foi expresso
em gramas forga (gf). Cinco testes foram realizados por animal num periodo
maximo de 50 segundos. O maior valor obtido por animal foi utilizado para
analise. Foram utilizados 8 animais selvagens, 8 animais VAChT KD™' e 8
animais VAChT KD"°M. Para avaliar a resposta dos animais a inibidores da
AChE, utilizamos outros animais selvagens e VAChT KD"°M. Para excluir a
possibilidade dos efeitos serem devido a administragdo, realizamos o
experimento 30 minutos apds administragcdo do veiculo (salina). No dia
posterior, o teste foi realizado 30 minutos apds a administracdo de um inibidor
da AChE. Foram utilizados os inibidores da AChE Fisostigmina (i.p. 1,0 mg/kg),
Piridostigmina (i.p. 0,3 mg/ kg) e Galantamina (s.c 1,0 mg/Kg). Os principios
ativos foram dissolvidos em salina. Foram utilizados 8 animais WT e 8 VAChT
KD"M para testes com cada inibidor da AChE. Foram testados somente
animais machos, com idade entre 3 e 6 meses. A analise estatistica foi
realizada através do Anova de uma via seguido do teste post-hoc de

Bonferroni.

3.3 Aprendizado motor

3.3.1 Teste da locomocao forcada em cilindro giratério (Rotarod)

Para avaliar o aprendizado motor, utilizamos o Rotarod (Insight
Equipamentos. Ribeirdo Preto, Brasil). O Rotarod € um cilindro rotatério com
raio de espaco de aproximadamente 2,7 centimetros e altura de 40 cm. O
aparelho possui 4 baias, com espago de 3 centimetros para cada camundongo,
de modo que quatro animais sdo avaliados por vez. O camundongo deve
caminhar continuamente sobre o cilindro em rotagcédo para evitar a queda. Os
animais foram mantidos na sala de experimentagdo e manipulados pelo
experimentador pelo menos 2 horas antes do experimento. Os animais foram
inicialmente mantidos sobre os cilindros por 5 minutos, para habituacdo ao

aparato. Cinco minutos apés o periodo de habituagdo, os camundongos foram
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novamente colocados sobre o Rotarod e a velocidade de rotacdo foi
aumentada de 5 a 35 RPM num intervalo de 300 segundos. A laténcia para
queda dos animais foi medida automaticamente através de um sensor
mecanico localizado no chdo do aparato. Foram realizados dez testes no
primeiro dia e 4 testes no segundo, 24 horas apés o ultimo teste do primeiro
dia. Foram utilizados intervalos de dez minutos entre os testes, com os
animais sendo mantidos em suas caixas de origem durante esse tempo. No
intervalo entre a troca dos animais o cilindro foi limpo com agua. Os testes
foram realizados nas ultimas cinco horas da fase clara do ciclo circadiano.
Foram utilizados 14 animais WT, 8 animais VAChT KD" " e 8 animais VAChT
KD"°M todos machos, com idade entre 3 e 6 meses. A andlise estatistica foi
realizada através do Anova de uma via seguido do teste post-hoc de

Bonferroni.

3.4 Resisténcia fisica

3.4.1 Esteira motorizada

Para avaliar a resisténcia fisica dos animais, utilizamos um protocolo de
exaustdo na esteira motorizada (Insight Equipamentos. Ribeirdo Preto, Brasil).
Os animais foram mantidos na sala de experimentagdo e manipulados pelo
experimentador pelo menos 2 horas antes do experimento. Os camundongos
foram treinados por trés dias (3 minutos por dia) e testados no quarto dia. A
velocidade inicial e a inclinagao da esteira foram gradualmente aumentadas
durante o treinamento. No primeiro dia, a inclinacdo da esteira foi de 5°, com
aumento de 5° em cada dia subsequente até que se atingiu 20° no dia de
teste. A velocidade inicial de treino, no primeiro dia de teste, foi de 8 m/min
com aceleracdo de 1m/min®. No segundo dia de treinamento, a velocidade
inicial foi de 10m/min e de 11m/min no terceiro dia. Durante o teste, a
velocidade incial foi de 12 m/min, a qual foi aumentada de 1 m/min nos tempos
2,5,10,20,30,40,50, e 60 minutos apds iniciar o exercicio (Pederson e cols.,
2005). Uma corrente elétrica de pequena intensidade, no fundo de cada baia,

mantinha os animais correndo sobre a esteira. Os animais foram retirados da
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esteira no momento em que tocavam o fundo das baias por duas vezes num
intervalo menor que 5 segundos. O trabalho realizado pelo animal foi calculado
através da seguinte féormula W(J) = massa corporal (Kg) x cos 20° x 9.8 (J/kg x
m) x distancia (m). Foram utilizados 8 animais WT, 8 VAChT KD"" e 8 VAChT
KDHM todos machos com idades entre 3 e 6 meses. A andlise estatistica foi
realizada através do Anova de uma via seguido do teste post-hoc de

Bonferroni.

4. Resultados

4.1 — Forgca muscular

Para avaliar se as alteragdes eletrofisiolégicas observadas na juncéo
neuromuscular de camundongos mutantes para o VAChT (Prado e cols., em
anexo) levaram a alteragdes funcionais, testamos a performance de animais
selvagens e geneticamente modificados em tarefas capazes de mensurar a
forca muscular. A tarefa de “wire hang” permite detectar anormalidades
neuromusculares através da avaliacdo da capacidade do camundongo em
sustentar seu proprio corpo, o que requer forca muscular. Nossos resultados
demonstraram que animais selvagens e VAChT KD'"®T ndo apresentam
diferenga no parédmetro avaliado. Os animais desses dois gendtipos sé&o
capazes de sustentar seus corpos por alguns minutos, embora para analise
dos dados tenhamos utilizado um teto de 60 segundos. Entretanto, animais
VAChT KDHM apresentaram uma laténcia para queda de apenas cerca de 10

segundos (Fig. 4).
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Figura 4. Tempo dispendido por camundongos selvagens, VAChT
KD" T e VACHhT KD"M sustentando seu préprio corpo * significa p< 0,05
em relagcao a animais selvagens (Anova de uma via seguido por teste post- hoc
de Bonferroni F[2,37] = 28.77, p < 0.001, N=20 animais selvagens, 12 VAChT
KDHET e 8 VAChT KDHOM ).

A profunda reducao na laténcia para queda apresentada pelos animais
VAChT KD"M (. demonstrada pelo ANOVA de uma via seguido por teste post-
hoc de Bonferroni F(2, 37) =28.77 p < 0.001] ) reforgou nosso interesse em
utilizar um método de carater mais quantitativo para avaliar a forca muscular
em camundongos. Para tal propoésito, desenvolvemos junto ao Nucleo de
Neurociéncias da UFMG a aparelhagem necessaria para realizar o teste de
Forga de agarre. Os animais selvagens VAChT KD"E" apresentaram um valor
para a For¢a de agarre de cerca de 150 gf, ndo havendo nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos. A redugdo na forga muscular em animais VAChT
KD"M ja antecipada pelo “wire hang”, foi novamente observada pelo teste de
Forca de agarre ( demonstrado pelo ANOVA de uma via seguido por teste post-
hoc de Bonferroni [F(3,48)=9.52 p < 0.001]). Animais VAChT KD"°M foram

capazes de desenvolver uma forca de apenas 50 gf, aproximadamente (Fig. 4).
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Figura 5: Teste de Forca de agarre para camundongos selvagens,
VAChT KD"®" e VAChT KD"M * indica diferenca estatistica quando
comparado com camundongos selvagens (ANOVA de uma via com teste post-
hoc de Bonferroni, F(3,48) = 9.52, p < 0.001). N=8 camundongos selvagens, 8
camundongos VAChT KD"ET e 8 camundongos VAChT KD"M.

A administracédo de diferentes inibidores da AChE, 30 minutos antes do
teste, foi capaz de melhorar temporariamente o déficit observado no Teste de
agarre em animais VAChT KD"°M. Galantamina (s.c, 1mg/Kg) e Fisostigmina
(i.p, 0,3 mg/Kg), inibidores da da AChE de acao geral, levaram a forca
desenvolvida por esses animais a niveis superiores aos do VAChT KD"M sem
o tratamento, e similares aos animais selvagens. Piridostigmina (i.p., 1mg/Kg),
um inibidor da AChE de acao predominatemente periférica, teve um efeito que
nao poder ser diferenciado do efeito gerado pelos outros dois farmacos. (fig 6).
A administragao de inibidores da AChE nao alterou a performance dos animais

selvagens (dados ndo mostrados).
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Figura 6: Teste de Forca de agarre para camundongos VAChT
KD"°M ap6s administracéo de salina e tratados com Piridostigmina (PYR),
Galantamina (GAL) e Fisostigmina (PHY) 30 minutos antes do teste. *
indica diferenga estatistica quando comparado com camundongos VAChT
KD"M apos administragdo do veiculo ( ANOVA de uma via com teste post-hoc

de Bonferroni ).

4.3 — Aprendizado motor

Para avaliar a capacidade de aprendizado de tarefas motoras, utilizamos
a tarefa de “Rotarod”. A tarefa requer coordenacdo motora, capacidade de
aprendizado motor e resisténcia fisica do animal. Observamos que os
camundogos selvagens apresentaram uma melhora progressiva em suas
performances ao longo dos “trials”. A analise estatistica revela que a partir do
quinto trial, a performance desses animais torna-se diferente da performance
no primeiro trial (demonstrado pelo ANOVA de uma via com teste post hoc de

Bonferroni, p < 0.05). O grupo VAChT KD"5" também foi capaz de melhorar sua
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performance, porém sO se observa uma melhora estatisticamente significativa
no décimo segundo trial (F(2,434) = 60.16, p < 0.05 nos trials 12, 13 and 14,
demonstrado pelo ANOVA de uma via seguido por teste post hoc de
Bonferroni). Os animais VAChT KD"°M foram incapazes de melhorar a
performance ao longo dos trials. Os trés grupos iniciaram os testes com uma
laténcia para queda por volta de 40 segundos, ja no ultimo trial avaliado a
média de laténcia para animais selvagens foi de 170 segundos, para VAChT
KD"ET foi de 130 segundos, enquanto animais VAChT KD"°™ mantiveram os 40

segundos iniciais (Fig 5)
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Figura 7: Performance de camundongos selvagens, VAChT KD " e
VAChT KD"M no teste de Rotarod. * indica diferenca estatisticamente
significativa em relagao ao primeiro trial de cada gendétipo (ANOVA de medidas
repetidas, p < 0.05). # indica diferenga estatisticamente significativa quando
comparado a performance de camundongos selvagens ( ANOVA de duas vias
mostra um efeito do gendtipo F(2,434) = 60.16, p < 0.05)
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4.4 — Resisténcia fisica

A diferengca de performance entre os gendtipos observada no Rotarod
pode refletir diferengas na resisténcia ao exercicio fisico prolongado. Para
responder a essa pergunta, utilizamos a esteira motorizada. Animais selvagens
e VAChT KD"ET foram capazes de permanecer normalmente na esteira por
volta de 60 minutos, um valor que quando normalizado pelo peso dos animais
corresponde a um gasto de energia de aproximadamente 150 J. Nao houve
diferenga estatistica quanto ao trabalho realizado por esses dois grupos.
Entretanto, animais VAChT KD"°M foram incapazes de permanecer sobre a
esteira por mais que 5 minutos, em média. Um valor que corresponde a
aproximadamente 10 J (Fig.8). Quando retirados da esteira, esses animais se

mostraram altamente fadigados.
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Figura 8: Resisténcia fisica em camundongos selvagens, VAChT
KD"ET e VAChT KD"M. Os dados sdo expressos em joule. Enquanto animais
selvagens e VAChT KD"ET permaneceram por volta de 60 minutos na esteira,
camundongos VAChT KD"M foram incapazes de correr por mais que 5
minutos. A diferenca entre VAChT KDM°M e selvagens foi altamente

significativa, como demonstrado pelo ANOVA de uma via seguido do teste post
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hoc de Bonferroni [F(2,28)= 22.09, p < 0.001] N=14 camundongos selvagens, 8
camundongos VAChT KD" " e 8 camundongos VAChT KD"M,

5. Discussao

Diversos estudos em animais e humanos tém demonstrado a intricada
rede de neurotransmissores envolvida com o aprendizado, consolidagdo e
execugdo de fungbes motoras. Um balango entre varios sistemas,
principalmente o colinérgico, dopaminérgico e glutamatérgico, parece ser
necessario para a manutencdo da fungcdo motora em parametros normais
(Hikosaka e cols., 2002). Disfungdes colinérgicas centrais estdo envolvidas
com diferentes patologias com comprometimento motor, como Doenga de
Parkinson e Doenga de Huntington (Quick e Mcintoshi., 2005). Por outro lado,
alteragdes colinérgicas na jungdo neuromuscular estdo presentes nas distintas
formas de Miastenia (Sieb, 2005). O tratamento dessas patologias envolve
farmacos capazes de atuar sobre a sinapse colinérgica (Rang e cols., 2004). A
funcdo da ACh na JNM é bem estabelecida, porém a relacdo entre hipofuncao
colinérgica e o aparecimento de déficits funcionais in vivo ainda nao € bem
estabelecida. A geracao de animais com redugao da expressao do VAChT nos
permitiu observar a consequéncia de diferentes graus de hipofuncao
colinérgica sobre fungcbes motoras.

Inicialmente, objetivamos avaliar qual o impacto da redugao da
expressao do VAChT sobre a forga muscular. Dados eletrofisiologicos obtidos a
a partir da JNM do diafragma de animais dos trés gendtipos, nos deram
indicios de um comprometimento relacionado aos niveis de expressdo do
VAChT. Animais VAChT KD" T apresentaram uma alteracdo moderada em
relacdo ao tamanho do quantum, sem alteragdes na frequéncia de potencias de
placa motora em miniatura (MEPP). J& camundongos VAChT KD"M tiveram
uma redugao significativa da frequéncia e amplitude do quantum, quando
comparados a animais selvagens. A avaliacdo do processo de exoxitose-
endocitose de vesiculas sinapticas nos trés grupos foi incapaz de demonstrar

qualquer diferenga entre os gendtipos. A associagado desses dados indica a
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ocorréncia de uma falha no preenchimento das vesiculas colinérgicas em
camundongos VAChT KD"™ | com animais VAChT KD"E" apresentando um
preenchimento vesicular intermediario entre animais selvagens e VAChT
KDHOM.

Utilizamos dois testes para avaliar qual o impacto das alteracbes
eletrofisiolégicas sobre um parametro funcional: a forgca muscular. Os animais
selvagens apresentaram niveis de forga muscular, detectados pelo teste de
forca de agarre, similares aos presentes na literatura para camundongos
normais (Fowler e cols., 2002), demonstrando a confiabilidade do sistema
desenvolvido no Nucleo de Neurociéncias. Fomos incapazes de detectar
qualquer diferenca entre os animais selvagens e VAChT KD"&", tanto no “wire
hang” quanto no teste de agarre. Esses dados indicam, que embora
camundongos VAChT KD"E'T apresentem alteragdes eletrofisioldgicas
moderadas, a reducao préxima de 45% na expressao do VAChHT foi incapaz de
superar a margem de seguranca da JNM. A manipulacdo genética de outras
proteinas importantes para a transmissao de sinais na JNM demonstram como
pode haver um comprometimento eletrofisiolégico sem se observar alteragdes
funcionais. A expressdo de canais de calcio tipo P/Q mutados na JNM de
camundongos leva a mudanca de parametros eletrofisioldgicos, como aumento
na probabilidade de liberacdo de vesiculas e do tamanho do pool prontamente
liberavel, porém nao observam-se alteracbes evidentes quanto a forca
muscular (Kaja e cols., 2005). Alteragbes pds-sinapticas, através da expressao
de receptores nicotinicos com menor probabilidade de abertura do canal,
geraram camundongos anormalmente sensiveis ao curare, um antagonista de
receptores nicotinicos. Porém, tais animais ndo apresentaram um quadro de
fraqueza muscular (Gomez e cols., 1996).

Por outro lado, a aplicagdo do “wire hang” e do teste de agarre em
animais VAChT KD"°M revelou uma reducdo extremamente significativa da
forga muscular, quando compara-se a performance desses camundongos a
dos animais selvagens e heterozigotos. Camundongos VAChT KD"M foram
incapazes de sustentar seus corpos por mais de dez segundos, enquanto
animais selvagens e heterozigotos foram capazes de fazé-lo por alguns
minutos (embora tenhamos utilizado um teto de 60 segundos). A forca de

agarre dos camundongos VAChT KD"M  representa um terco,
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aproximadamente, daquela dos animais selvagens e heterozigotos. Tais dados
demonstram que uma redugao proxima a 65% da expressédo do VAChT ¢é
capaz de gerar alteragbes na liberacdo de ACh suficientes para desencadear
alteracbes funcionais. Quando analisa-se o fendtipo apresentado pelos trés
grupos, demonstra-se que ha um nivel de tolerancia na JNM as redugdes na
atividade do VAChT e consequentemente na liberagdo de ACh.

Uma pergunta que deve ser feita quando sdo observadas alteragdes
funcionais geradas pela reducéo da liberacdo de um neurotransmissor “in vivo”,
€ se as alteracbes sao decorrentes de adaptacbes ocorridas durante o
desenvolvimento do animal ou a menor disponibilidade do neurotransmissor no
momento em que a fungdo € avaliada (Chapman, 2002). N6s respondemos a
essa pergunta através da administragcdo de farmacos capazes de aumentar
temporariamente o nivel de ACh na fenda sinaptica. Uma classe de farmacos
com tal capacidade sdo os inibidores da AchE. Utilizamos as drogas
Galantamina e Fisiostigmina aplicadas 30 minutos antes do Teste de agarre,
tanto em animais selvagens quanto em camundongos VAChT KDHM,
Observou-se uma melhora temporaria da fraqueza muscular em animais
VACHhT KD"M que n&o pode ser atribuida a um efeito do veiculo ou mesmo da
administragcdo da droga “per si”. Como o aumento agudo dos niveis de ACh
sinapticos foi capaz de reverter o fendtipo temporariamente, podemos afirmar
que o quadro de fraqueza observado € devido principalmente a redugao na
liberacdo de ACh e nao a alteracbes desenvolvimentais. Entretanto, nao
podemos excluir a possibilidade de alteragbes morfolégicas na JNM
desencadeadas pela redugdo do ténus colinérgico, ja que animais nocaute para
a ChAT apresentaram alteragdes grosseiras na sinaptogénese neuromuscular
(Misgeld e cols., 2002).

A Galantamina é uma droga utilizada no tratamento da DA, e além de
inibir a AchE, € um modulador alostérico positivo de receptores nicotinicos
(Wilcock e cols., 2000). A Fisiostigmina foi o primeiro farmaco utilizado no
tratamento de Miastenia grave, e atualmente é utilizada clinicamente no
tratamento de Glaucoma. Ambos farrmacos sdo capazes de penetrar a barreira
hematoencefalica (Hoffman & Taylor, 2001), e portanto possuem além de
acdes periféricas, acbes centrais. Dessa forma, embora esses farmacos

tenham esclarecido nossa duvida quanto a origem do déficit apresentado, eles
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sdo incapazes de responder a uma outra pergunta que deve ser feita: o déficit
observado é devido a redugao do ténus colinérgico central ou periférico? Para
responder a essa pergunta, utilizamos a Piridostigmina, um inibidor da AchE de
acao predominantemente periférica, utilizado no tratamento de Miastenias de
diferentes etiologias. O farmaco, administrado 30 minutos antes do teste, foi
capaz de aumentar a forca muscular na mesma extensao dos outros inibidores.
Por se tratar de uma droga com baixa distribuicdo no SNC (Hoffman & Taylor,
2001), sugere-se que o déficit apresentado pelos animais é devido,
principalmente, a redugéo do tonus colinérgico na JNM, e ndo a alteragbes de
origem central.

Para avaliar o desempenho de camundongos VAChT KD em uma tarefa
que requer o aprendizado de tarefas motoras, nds utilizamos o Rotarod
acelerado. Novamente, fomos capazes de reproduzir, em nossos animais
selvagens, os valores obtidos por pesquisadores anteriormente. Os animais
selvagens apresentaram um padrao de melhora gradual na performance, com
diferenca em relagdo ao primeiro trial ja observada no quinto trial.
Interessantemente, os animais selvagens foram capazes de manter a mesma
performance 24 horas apods o ultimo trial. Observamos um aprendizado mais
lento dos animais VAChT KD"®™ quando comparados aos animais selvagens,
enquanto animais VAChT KD"°M foram incapazes de melhorar sua
performance ao longo dos desafios. Como a performance no rotarod requer a
capacidade de manter a atividade fisica por um tempo prolongado, o resultado
observado poderia ser apenas uma consequéncia de uma fadigabilidade maior
dos animais VAChT KD e VAChT KD"°M. Para excluir tal possibilidade,
utilizamos a esteira motorizada. Nesse aparelho, os animais foram mantidos
sob atividade até a exaustdo. Enquanto os camundongos VAChT KD™ET e
selvagens nao apresentaram diferenca em suas performances (por volta de 60
minutos na esteira), animais VAChT KD"M foram incapazes de permanecer na
esteira por mais que 5 minutos. Conclui-se, portanto, que o comportamento

apresentado pelos animais VAChT KDMET

no Rotarod foi devido a alteracdes
em mecanismos de aprendizado motor, enquanto a excessiva fadigabilidade
dos camundongos VAChT KD"°M impossibilita a analise do aprendizado
desses animais através do rotarod. A fraca performance dos camundongos

VAChT KD"M na esteira pode ser justificada pela fraqueza muscular
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observada nesses animais, mas nao se deve desconsiderar a possibilidade de
disfungdes na adaptacédo autonédmica ao exercicio.

O déficit de aprendizado dos animais VAChT KD'ET correlaciona-se
com a redugéo da liberacdo de ACh in vivo, observada através da técnica de
microdialise (Prado e cols., em anexo). Tais animais também apresentaram
prejuizo na memoria de reconhecimento social e de objetos, uma alteragao de
origem claramente central (Prado e cols., em anexo). Outras abordagens
também tém demonstrado a importancia do sistema colinérgico central no
aprendizado de tarefas motoras. Lesdes especificas do nucleo basal
magnocelular reduz as mudancgas plasticas geradas no coértex pelo aprendizado
de uma tarefa motora, tal reducédo correlaciona-se com a dificuldade do
aprendizado de tal tarefa nesses animais (Conner e cols., 2003). Em estudo
recente, demonstrou-se uma relacdo entre deprivacdo de vitamina A e
disfungdo colinérgica estriatal, com consequente prejuizo na performance no
rotarod (Carta e cols., 2006).

Os resultados obtidos com a avaliagdo dos trés fenotipos demonstram
como diferentes niveis de reducdo da expressdo do VAChT desencadeiam
diferentes niveis de comprometimento neuromuscular. Uma reducdo de
aproximadamente 45% nos niveis de VAChT foi incapaz de desencadear
alteracbes periféricas, embora precipite o aparecimento de déficits centrais,
como observado pelo aprendizado mais lento no rotarod dos animais VAChT
KD"ET e pelo prejuizo na meméria de reconhecimento social. J4 uma redugéo
por volta de 65% nos niveis do VAChT foi capaz de desencadear o
aparecimento de sintomas miasténicos, como fraqueza muscular e fadiga
frente ao esforco fisico.

O animal VAChT KD"ET permitira avaliar através de diferentes protocolos
as consequéncias de uma hipofungcdo colinérgica moderada sobre o
aprendizado e consolidagao de tarefas motoras., bem como a adaptacédo da
intricada rede de neurotransmissores envolvidas no aprendizado motor a
insuficiéncia do VAChT. Ja o animal VACht KD"M pode representar um novo
modelo para o estudo de disfungdes que levam a reducgao da liberagdo de ACh,
como as sindromes miasténicas congénitas pré-sinapticas.Trata-se de um
grupo de desordens com diferentes mecanismos etiolégicos, mas que

convergem para uma reducado na disponibilidade de ACh na JNM (Engel,
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2003). Recentemente foram descritos dois pacientes portadores de SMC, cuja
analise eletrofisiolégica demonstrou a redugao da liberagao quantal de ACh. A
analise de genes importantes para o funcionamento normal da maquinaria pré-
sinaptica foi incapaz de encontrar mutagdes que justifiquem o fendtipo (Milone
e cols., 2006).Interessantemente, as tentativas de tratamento desses pacientes
com Piridostigmina obtiveram sucesso apenas inicial, com desenvolvimento de
tolerancia apds 2 meses de terapia. O tratamento crénico desses animais com
Piridostigmina pode ser util na descrigdo dos mecanismos adaptativos que
levam a reducdo de eficacia do farmaco, e dessa forma contribuir para o

desenvolvimento de novas formas de intervengao farmacoldgica.

6.Conclusodes

A avaliagao de fungdes motoras de camundongos deficientes do VAChT
permite concluir que:

- Diferentes niveis de deficiéncia do VAChT sdo capazes de gerar
distintas formas de comprometimento motor;

- As sinapses colinérgicas centrais sdo mais vulneraveis a redugao da
expressédo do VAChT que a jungdo neuromuscular;

- Uma redugédo na expressédo do VAChT, capaz de superar a margem de
seguranga da jungao neuromuscular, precipita o aparecimento de sintomas

miasténicos;
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