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Resumo

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

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

doengas humanas.
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1. INTRODUCAO

1.1 A neurotransmissao quimica

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

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

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

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

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

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

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

(Figura1).
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Cholinergic
synapse

CHOLINE

Choline ACETATE
'acetyltransferase AChE
ACh

/

ACh —p

ATP Post-synaptic

receptors

Pre-synaptic

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

pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1).

1.2.1 Sintese de ACh

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

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



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

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

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

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

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

1.2.2 Captacéo de colina pelo terminal pré-sindptico

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

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

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

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

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

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

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

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

uma provavel consequéncia negativa na sintese de ACh.

1.2.3 Transporte de Acetilcolina para vesiculas sinapticas

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

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

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

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

imatura de Xenopus é capaz de duplicar o tamanho quantal. J&4 a expressédo do
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VAChT com mutagdes em residuos de aspartato € capaz de reduzir o tamanho
quantal (Song H e cols., 1997). Epinefrina e derivados de AMPc sao capazes de
aumentar o tamanho quantal, um efeito que € bloqueado por vesamicol e inibidores
da PKA (Van der Kloot, 1991).

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

1.2.4 Receptores colinérgicos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2.4.2 Receptores muscarinicos

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

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

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

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

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

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

cognitivas (Caccamo A e cols, 2006).

1.2.5 A inativacao da Acetilcolina

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

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

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

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

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

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

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

1.3 Neurotransmissao colinérgica central

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

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

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