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Abstract

Ouabain is a cardiotonic steroid derivate and a specific inhibitor of the Na, K-
ATPase. In this work, the effects of ouabain on the synaptic vesicle cycle at the frog
neuromuscular junction were investigated using the fluorescent probe FM1-43. This dye is
an amphiphilic molecule with a hydrophobic tail that promotes the binding of the probe to
the nerve terminal membrane. Upon a depolarizing stimulus, membrane with FM1-43 is
taken up during compensatory endocytosis and the recycled vesicular pools can be
visualized by means of fluorescence microscopy like fluorescent spots. By further
stimulation in the absence of the dye, it is possible to follow and measure the exocytosis.
Ouabain was then utilized to investigate the effects of the glycoside on FM1-43 uptake and
release during synaptic vesicle cycle. Ouabain caused a dose-dependent decrease of the
fluorescent spots intensity. This effect was Na' dependent but independent of the
extracellular Ca®". Simultaneous application of ouabain and FM1-43 did not result in
appreciable staining of the motor terminals. Pre-incubation with ouabain before electric
stimulation inhibited FM1-43 uptake, even after a prolonged washing time. The addition of
NH4CI, that buffers H' ions, did not reverse the ouabain effects on FM1-43 uptake. The
results show that ouabain evokes synaptic vesicle exocytosis and inhibits endocytosis. The
endocytosis inhibition by the glycoside is not caused by acidification of the pre-synatpic
terminal. The ouabain evoked exocytosis is dependent on the sodium levels in the medium
but independent of external calcium suggesting that the vesicular release induced by
ouabain is possibly mediated by mobilization of intracellular calcium stores. These results
may, in the future, guide cellular and molecular studies that respond how the ionic changes
induced by ouabain interfere with the proteic machinery that controls the synaptic vesicle

traffic.
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Resumo

Ouabaina é um derivado esterdide cardiotonico e inibidor especifico da Na'K'-
ATPase. Neste trabalho, os efeitos da ouabaina sobre o ciclo de vesiculas sinapticas na
juncdo neuromuscular de rd foram investigados de forma direta e dinamica utilizando-se a
sonda fluorescente FM1-43. Este marcador consiste em uma molécula anfipatica com uma
cauda hidrofobica que promove a ligagdo da sonda a membrana do terminal axonal. Apos
um estimulo despolarizante, a membrana marcada com FM1-43 ¢ internalizada por
endocitose compensatoria de modo que os aglomerados vesiculares podem ser visualizados
por meio de microscopia de fluorescéncia sob a forma de pontos fluorescentes. Estimulagado
adicional na auséncia de FM1-43 permite acompanhar e mensurar a exocitose. Assim, a
ouabaina foi utilizada para investigacdo dos efeitos do glicosideo sobre a captacdo e
liberagao de FM1-43 durante o ciclo de vesiculas sinapticas. Ouabaina levou a uma reducao
dose-dependente da fluorescéncia dos aglomerados vesiculares contendo FM1-43. Este
efeito mostrou-se dependente da presenca de Na™ no meio, mas independente do Ca*"
extracelular. Aplicacdo simultanea de ouabaina e FMI1-43 ndo resultou em marcacao
apreciavel de terminais motores. Pré-incubagdo com ouabaina, antes da estimulacdo
elétrica, inibiu a captacao de FM1-43, mesmo apos lavagem prolongada da preparagao. Os
resultados obtidos indicam que a ouabaina promove liberagdo vesicular, mas inibe
endocitose. Aplicagio de NH,CI, substincia que faz o tamponamento de ions H', ndo
reverteu os efeitos da ouabaina sobre a captacdo de FM1-43 sugerindo que a inibigcdo da
endocitose ndo se deve a um efeito de acidificagdo do terminal pré-sinaptico. A exocitose
evocada pela ouabaina ¢ dependente dos niveis de sddio no meio, mas independente da
presenca de calcio extracelular, sugerindo que a liberagao vesicular induzida pela ouabaina
seja possivelmente mediada pelo recrutamento de estoques intracelulares de calcio. Os
achados apresentados neste trabalho podem futuramente nortear abordagens celulares e
moleculares que esclaregam como as alteragdes ionicas desencadeadas pela ouabaina

interferem com a maquinaria protéica que regula o trafego de vesiculas sinapticas.
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1 — Introducéo

1.1 — Morfologia da Juncdo Neuromuscular

As sinapses sdo areas especializadas de contato celular onde sinais sao
precisamente transferidos de um neurdnio para uma célula alvo. Em sinapses quimicas, um
sinal elétrico resultante da propagagdo de correntes iOnicas ¢ convertido em um sinal
quimico, representado pela liberagdo de neurotransmissores que irdo atuar sobre a célula
alvo ( revisado por Zhai & Bellen, 2004).

A juncdo neuromuscular € uma sinapse quimica colinérgica cuja fungdo ¢
transferir impulsos de uma terminacdo motora relativamente pequena para uma fibra
muscular ampla e, assim, desencadear contracdo (figura 1A). Portanto, ela funciona como
um relé (Katz, 1966).

Em musculo esquelético de ra, o axonio motor dd origem em sua por¢ado distal a
um conjunto de ramos terminais ndo mielinizados de 1,5 pm de didmetro que percorrem
sulcos rasos na superficie da fibra muscular por extensdes de aproximadamente 100pm
(figura 1A) (Katz, 1966). Ao longo de todo o curso do terminal, é possivel observar, no
plano ultraestrutural, regides eletrondensas que marcam os sitios subcelulares da
transmissdao sinaptica, as zonas ativas. Cada zona ativa pode ser identificada pela sua
associacao com aglomerados de vesiculas sinapticas pequenas de aproximadamente 50nm
de didmetro que encerram acetilcolina em seu interior. Em adig¢@o as vesiculas sinapticas
pequenas, o terminal pré-sinaptico apresenta também vesiculas de conteido denso que
armazenam peptideos relacionados com a modulagdo da transmissdo, como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (figura 1B) (revisado por Hall & Sanes, 1993 e Burns &
Augustine, 1995).

Compondo o aparato pré-sinaptico estdo presentes também canais de célcio
sensiveis a voltagem, dispostos em fileiras e intimamente associados a zona ativa, bem
proximos aos aglomerados vesiculares. Esta disposi¢do singular garante um rapido pico na
concentracao intracelular de calcio nos sitios de exocitose durante o disparo da liberagao
vesicular, conferindo sincronia ao processo (Robitaille et al., 1990; revisado por Zhai &

Bellen, 2004).
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O elemento pos-sindptico, separado da membranana pré-sinaptica por um espaco
de aproximadamente 50nm de largura chamado de fenda sindptica, apresenta um grande
numero de receptores nicotinicos da acetilcolina. Esses receptores ndo estdo uniformemente
distribuidos pelo aparato pos-sindptico, mas sim formando agrupamentos nas dobras da
membrana pos-sinaptica, atingindo nesses locais densidades que podem chegar a mais de
10000 por mm*(Figura 1B). Esse arranjo permite aos receptores detectar de forma rapida e
eficiente a acetilcolina liberada durante a exocitose (revisado por Hall, 1992 e Hall &
Sanes, 1993). Portanto, a estrutura da juncdo neuromuscular garante uma excelente
integragdo entre o sistema nervoso e as células musculares, constituindo também o
principal modelo experimental para estudo das funcdes sindpticas em virtude de sua
simplicidade morfologica, de suas dimensdes amplas e de sua acessibilidade quando
comparada, por exemplo, com uma sinapse entre neurénios no sistema nervoso central

(revisado por Sanes & Lichtman, 2001).
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Figura 1: Jungdo Neuromuscular de ra. (A) Micrografia eletronica de varredura de jungdo neuromuscular de
ri. E possivel observar terminais axonais dispostos longitudinalmente ao longo de uma célula muscular
estriada esquelética Ao longo dos terminais axonais existem areas de contato sinaptico como evidenciado em
“B” (Desaki & Uchara, 1981). (B) Estrutura esquematica de jun¢do neuromuscular de rd. O componente pré-
sinaptico inclui as zonas ativas associadas a vesiculas sinapticas pequenas (SV), vesiculas de contedo denso
(DCV) e numerosas organelas como vesiculas cobertas por clatrina (CV), endossomos (E) e mitocondrias (M).
O componente pré-sinaptico ¢ envolvido por uma Célula de Schwan (SC). O elemento pos-sinaptico apresenta
dobras pos-juncionais (PF), espessadas em seu apice em virtude da alta densidade de receptores de acetilcolina
na densidade pds-sinaptica (PD). Os elementos pré e pos-sindpticos sdo separados por uma estreita fenda

sinaptica (C) (Burns & Augustine, 1995).
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1.2 - Ciclo sinaptico na juncdo neuromuscular

De maneira geral, a transmissao sinaptica envolve a fusdo de vesiculas contendo
neurotransmissores com a membrana plasmatica e ativacao de receptores pos-sinapticos
(figura 2). Os neurotransmissores classicos sdo sintetizados na propria terminagdo axonal,
sdo armazenados no interior de vesiculas e liberados na fenda sinaptica, proximo aos seus
receptores, através de dreas especializadas do terminal, as zonas ativas. E a passagem de
um potencial de agdo, desencadeando a abertura de canais de célcio sensiveis a voltagem e
o influxo desse ion para o citoplasma do terminal axonal, que promove o disparo da
liberacao de neurotransmissores (revisado por Katz, 1966 e Murthy & De Camilli, 2003).

Na juncdao neuromuscular, a acetilcolina ¢ sintetizada no terminal pré-sinaptico
pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir da colina e do acetil-CoA. Apds sua
sintese, a acetilcolina ¢ armazenada no interior das vesiculas gragas a seu transportador
vesicular, VAChT, uma proteina com 12 dominios transmembrana. O VAChT aproveita-se
de um gradiente eletroquimico gerado por bombas de protons presentes na membrana
vesicular, as VH-ATPases (Nguyen et al., 1998; revisado por Prado et al., 2002 e Bravo &
Parsons, 2002). Essas VH'-ATPases, por meio da hidrélise do ATP, translocam protons H'
para o interior das vesiculas sinapticas, estabelecendo duas condigdes: primeira, o pH no
interior da vesicula torna-se mais acidico, gerando um gradiente quimico de pH (ApH)
através da membrana vesicular; segunda, o interior da vesicula torna-se abundante em
cargas positivas, criando um potencial elétrico transmembrana (A¥). O somatodrio dessas
duas condigdes corresponde ao gradiente eletroquimico, representado pela equagido ApH =
ApH + AY ( revisado por Ozkan & Ueda, 1997). O VAChT realiza, entdo, a troca de dois
fons H™ por uma molécula de aceticolina, preenchendo o interior das vesiculas com o
neurotransmissor (revisado por Prado et al., 2002).

O bombeamento de H' pelas VH'-ATPases promove um acumulo de cargas
positivas no interior das vesiculas sinapticas. Contudo, existem evidéncias de que canais de
cloreto possibilitam a entrada de ions CI" que neutralizam o excesso de cargas positivas,
reduzindo assim a influéncia do componente elétrico AY na captagdo de acetilcolina,
mantida essencialmente pelo componente quimico ApH do gradiente AuH'= ApH + A¥Y

(Strobawa et al., 2001; van der Kloot, 2003).
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Apos a exocitose e ativacao dos receptores nicotinicos, a acetilcolina ¢ hidrolisada
pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda sinéptica, gerando colina e acetato. A
colina ¢ recaptada para o interior do terminal por meio de seu transportador de membrana
de alta afinidade (CHT1) e sera novamente utilizada para a sintese de nova acetilcolina
(revisado por Ribeiro et al., 2006).

Cada vesicula sindptica presente na jun¢ao neuromuscular se enquadra em um de
trés conjuntos possiveis: o pool de vesiculas prontamente liberaveis, o pool de reciclagem
ou o pool de reserva. O pool de vesiculas prontamente liberaveis estd imediatamente
disponivel para exocitose durante estimulacao e, geralmente, suas vesiculas estdo ancoradas
na zona ativa, aptas para a liberagdo. Por sua vez, o pool de reciclagem ¢ definido como o
conjunto de vesiculas que mantém a liberagdo de neurotransmissores em estimulagdo -
fisiologica - moderada. Por ultimo, o pool de reserva consiste em um depdsito de vesiculas
sinapticas cuja liberacao ocorre durante intensa estimulagdo (revisado por Rizzoli & Betz,
2005).

Durante a neurotransmissdo, as vesiculas sinapticas, organizadas em pools
vesiculares, passam por um ciclo nos terminais nervosos, podendo ser dividido em passos
seqlienciais (figura 2): inicialmente os neurotransmissores sao transportados para o interior
das vesiculas sinapticas, as quais se agrupam nas adjacéncias da zona ativa, onde irdo
ancorar-se e tornar-se-30 competentes para a fusdo e liberagdo de seu contetido na fenda
sinaptica (revisado por Sudhof, 2004). Apos a exocitose de seu conteudo, as vesiculas
sinapticas sofrem endocitose e reciclagem por uma de trés vias alternativas (figura 3): (a)
endocitose mediada por capa de clatrina (Heuse & Reese, 1973; Richards et al., 2000); (b)
endocitose por meio de amplas invaginagdes de membrana e formacao de cisternas (Takei
et al., 1996; Richards et al., 2000; Richards et al., 2003); (c¢) endocitose designada como
Kiss and Run na qual vesiculas liberam seu conteudo sem se integrarem completamente a
membrana pré-sindptica, sendo reacidificadas e novamente preenchidas por
neurotransmissores (Ceccarelli, et al., 1973; Pyle et al., 2000; Gandhi & Stevens, 2003).

E importante destacar que uma série de interagdes moleculares estd envolvida com
o controle do ciclo sinaptico. Nesse amplo conjunto molecular coordenador do ciclo
sinaptico, ¢ bem definido o papel do complexo SNARE e da sinaptotagmina I. Esta ¢ uma

proteina integral de vesiculas sinapticas relacionada funcionalmente ao disparo da exocitose
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mediante interacdo com ions célcio. A sinaptotagmina também mantém interagdes com
lipides de membrana e elementos do complexo SNARE que, por sua vez, ¢ constituido pela
sintaxina, SNAP-25 e a sinaptobrevina. A sintaxina e a SNAP-25 estdo presentes na
membrana pré-sinaptica e, por isso, sao designadas como t-SNAREs (target SNARES). Ja a
sinaptobrevina situa-se na membrana das vesiculas, sendo entdo designada como v-SNARE
(vesicular SNARE). Essas trés proteinas regem, por meio do seu entrelagamento e
estabelecimento de um complexo heterotrimérico, o ancoramento ¢ fusdo vesicular com a
membrana pré-sindptica, possibilitando a liberagdo regulada de neurotransmissor (figura 2)

(revisado por Murthy & De Camilli, 2003 e Sudhof, 2004 ).
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Figura 2: Etapas basicas da neurotransmissdo. Durante a despolarizagdo, apOs a abertura de canais de sodio
sensiveis a voltagem, ions célcio penetram no terminal pré-sinaptico via canais de célcio sensiveis a voltagem,
levando a um aumento da concentracdo intraterminal desse cation. Vesiculas sinapticas contendo
neurotransmissores se acumulam nas adjacéncias das zonas ativas, sitios subcelulares da liberagdo vesicular. As
vesiculas que se ancoram na zona ativa (docking) sofrem uma reacdo de amadurecimento (priming) que as
tornam competentes para a abertura de um poro de fusdo (fusion) e exocitose dos neurotransmissores. Observe
formagdo de complexo heterotrimérico entre t-SNARES e v-SNARE. Apds exocitose, os pools vesiculares sdo

reconstituidos por meio de endocitose compensatoria (www.cnsforum.com/hirespng/vesicle-fusion.png).
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Figura 3: Modelos de endocitose de vesiculas sinapticas em jun¢do neuromuscular. (Painel Superior)
Modelo de Heuser & Reese no qual as vesiculas sindpticas sdo completamente integradas & membrana da zona
ativa durante a exocitose e sdo recicladas por meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Vesiculas
cobertas podem também brotar a partir de grandes cisternas (diagrama a esquerda). Micrografia eletronica (a
direita) demonstrando a presenca de depressdes de membrana e vesiculas cobertas por capa de clatrina (setas)
em terminal motor submetido a estimulo elétrico. E possivel observar também a presenga de cisternas (c).
(Painel médio) Diagrama representando modelo de kiss and run (& esquerda) proposto por Ceccarelli no qual,
durante a liberagdo de neurotransmissores, as vesiculas abrem um poro de fusfo transitorio, mas ndo se
fundem completamente a membrana pré-sinaptica, sendo recicladas localmente. Micrografia eletronica (a
direita) de terminal motor submetido a estimulo elétrico de baixa freqiiéncia por duas horas. Destaca-se a
auséncia de vesiculas cobertas por capa de clatrina e de cisternas. (Painel inferior) Diagrama representando
endocitose via grandes invaginacdes de membrana (2 esquerda) apos liberacdo vesicular. Micrografia
eletronica (2 direita) indicando invagina¢des de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido (setas negras) ou

desprovidas do marcador (seta clara) (revisado por Royle & Lagnado, 2003).
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1.3 — Monitoramento do ciclo de vesiculas sindpticas utilizando o marcador
fluorescente FM1-43

Em estudos do ciclo sinaptico, € possivel visualizar os passos de exocitose e
endocitose em tempo real utilizando marcadores fluorescentes vitais captados durante a
endocitose e liberados durante a exocitose. (Lichtman et al., 1985; Betz et al., 1992;
Ribchester, et al., 1994).

Entre as sondas fluorescentes disponiveis para monitoramento do ciclo de
vesiculas sindpticas, tornou-se muito divulgado o uso de marcadores do tipo “FM”.
Marcadores do tipo FM, como o FM1-43, sdao moléculas anfipaticas nas quais uma cauda
lipofilica estd ligada a uma cabega carregada positivamente via ligagdes duplas (figura 4A).
A cabeca carregada positivamente impede o marcador de atravessar livremente as
membranas celulares, mantendo-o preso no interior de endossomas ou vesiculas. Por sua
vez, o comprimento da cauda lipofilica determina a afinidade da molécula por membranas.
Finalmente, o nuimero de duplas ligagdes unindo a cabega a cauda determina as
propriedades espectrais da sonda. Por exemplo, o FM1-43 tem uma dupla ligagdao e pode
ser excitado no espectro da fluoresceina enquanto o FM4-64 apresenta 3 ligacdes duplas
entre cabega e cauda, sendo excitado no espectro da rodamina (Betz, et al., 1996;
Brumback et al., 2004).

A familia de marcadores do tipo FM apresenta trés propriedades que a tornam
muito util para estudo do trafego de vesiculas: (1) marcadores do tipo FM se ligam
reversivelmente a membrana celular. Portanto, quando a sonda ¢ aplicada a preparagao,
toda superficie de membrana exposta ao meio contendo FM torna-se marcada (figura 4B).
Quando a preparagdo ¢ lavada em meio desprovido de FM, as moléculas do marcador sao
removidas da superficie celular (figura 4C). (2) Moléculas de FM marcam seletivamente o
folheto externo da bicamada lipidica. Isto possibilita que as vesiculas em reciclagem nos
sitios de endocitose capturem o marcador e o mantenham aprisionado em seu interior
(figura 4B). Além disso, as moléculas de FM estdo permanentemente carregadas (cabeca
com valéncia +2), impedindo que elas se difundam através das membranas e se tornem
livres no citoplasma. (3) Sondas do tipo FM s3o menos fluorescentes quando estdo em

ambiente aquoso, mas sua fluorescéncia aumenta aproximadamente 350 vezes quando estao
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agregadas ao ambiente hidrofobico das membranas (Betz et al.,1996; Brumback et al.,
2004). Portanto, em meio contendo FM1-43, ap6s fusdo e incorporagdo da membrana das
vesiculas @ membrana da zona ativa durante a exocitose, a endocitose compensatoria
promovera reciclagem dos pools vesiculares com membrana marcada com FM de modo
que as vesiculas recicladas apresentardo o marcador aprisionado em seu interior ¢ aderido a
sua membrana (figura 4B). Isto possibilitara a visualizagdo de aglomerados vesiculares
marcados com a sonda em microscopio de fluorescéncia sob a forma de pontos
fluorescentes (figura 5A). O excesso de FM ligado @ membrana das células musculares ou a
mielina dos nervos sera removido durante lavagem da preparagdo em meio desprovido do
marcador (figura 4C). Caso a preparacao seja estimulada por algum agente que desencadeie
exocitose, como estimulo elétrico, ocorrerda uma nova etapa de liberacdo de
neurotransmissores € exposi¢cdo da sonda ao meio aquoso, possibilitando difusdo do FM1-
43 para a solucdo salina na qual se encontra a preparacdo (figura 4D). Isso determinara

redugdo do sinal fluorescente e desmarcagao dos pontos que representavam os aglomerados

vesiculares que continham o marcador (figura 4E).
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Figura 4: O marcador fluorescente FM1-43 ¢ utilizado para monitoramento dos passos de endocitose e
exocitose de vesiculas sindpticas em neuronios. (A) Estrutura da sonda fluorescente FM1-43. (B) Marcagao da
membrana do terminal pré-sindptico com o FM1-43 adicionado a solugdo salina. O neurénio foi estimulado
elétricamente na presenga de FM1-43. Notar que a membrana que originou uma nova vesicula sinaptica esta
marcada com a sonda. (C) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que ndo foram internalizadas. (D)
Um segundo ciclo de exocitose induzido por estimulo elétrico resulta na liberacdo da sonda que foi
internalizada durante a endocitose. (E) Declinio da fluorescéncia da sonda FM1-43 durante exocitose de
vesiculas induzida por estimulo elétrico. Essa perda de fluorescéncia resulta da passagem da sonda de um meio
hidrofébico (membrana da vesicula sindptica) para um meio aquoso (solucdo salina) durante a exocitose

(Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel et. al., 2006).
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1.4 — Influéncia da Ouabaina sobre o ciclo de vesiculas sinapticas

A QOuabaina ¢ um potente derivado esterdide, cardiotonico, obtido a partir de
sementes maduras de Strophantus gratus e Acokanthera ouabaio, plantas de origem
africana. Contudo, trabalhos recentes indicam possivel sintese endogena e também apontam
a existéncia de esteroides semelhantes a ouabaina em tecidos de mamiferos. Em 1991, um
isomero da ouabaina foi identificado como um hormoénio endogeno sintetizado pela
glandula adrenal e também pelo hipotadlamo, contudo o seu mecanismo de agdo e sua
significancia fisioldgica ndo foram ainda precisamente determinados (Hamlyn et al., 1991
& 2003; Boulanger et al., 1993; Scheneider et al., 1998; Kawamura et al., 2001).

O glicosideo ouabaina ¢ usado freqiientemente em pesquisas biomédicas como
inibidor especifico da Na',K'-ATPase da membrana plasmética, proteina que cataliza o
transporte ativo acoplado de Na' e K, estabelecendo um gradiente eletroquimico através da
membrana plasmatica. Portanto, diferentemente de outros esterdides, a ouabaina liga-se a
uma proteina de membrana. Considerando que a Na',K'-ATPase ¢é o principal sistema de
transporte ativo na maioria das células animais, promovendo a extrusio de trés ions Na' e a
entrada de dois ions K', sua inibicio gera uma condicdo que favorece o actimulo
intracelular de Na* (Birks & Cohen, 1968; Gomez et al., 1975; Aizman et al., 2001;
McFadden et al., 2001).

Birks (1962) demonstrou que preparagdes de ganglio simpatico de gato e jungdes
neuromusculares de rd submetidas a tratamento com digoxina, um glicosideo cardiaco
assim como a ouabaina, apresentavam importantes modifica¢des estruturais ao microscopio
eletronico de transmissdo. No ganglio, as células neuronais apresentavam-se dilatadas,
ocorria uma redu¢do das dimensdes mitocondriais com pronunciado aumento da
eletrondensidade dessas organelas. Era possivel também observar um aumento de volume
da substancia de Nissl e que o citoplasma tinha aspecto mais claro do que em células ndo
tratadas. Os terminais axonais também se apresentavam dilatados, possuiam mitocondrias
com estrutura alterada e as vesiculas sindpticas eram praticamente ausentes. Algo
semelhante era observado com as jungdes neuromusculares tratadas com digoxina. Em
ambos os modelos experimentais, a redu¢dao dos niveis de sodio extracelular inibia o

aparecimento das alteragdes morfoldgicas descritas.
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Virios trabalhos demonstraram que a ouabaina induz uma liberacdo ampla de
neurotransmissores. Experimentos realizados com fatias corticais de cérebro de rato
indicaram que a Ouabaina promove liberacdo de acetilcolina marcada radioativamente,
independentemente da presenca de Ca’" no meio extracelular e da ativagio de canais de
Na' e Ca*' sensiveis a voltagem (Vizi, 1972; Gomez et al., 1975; Casali, et al., 1995).
Contudo, a liberagdo de neurotransmissores induzida pelo glicosideo mostrou-se
dependente da presenca de Na' no meio extracelular e mediada pelo recrutamento de
estoques intracelulares de Ca*" (Lomeo et al, 2003). Apesar das evidéncias indicando que a
liberagdo de neurotransmissores evocada pela ouabaina tenha precisa relagdo com os niveis
de sodio e determine recrutamento de estoques intracelulares de calcio, sinaptosomos
obtidos de cortex cerebral de cobaias, submetidos a tratamento com ouabaina na auséncia
de calcio extracelular, apresentaram o mesmo potencial de liberagio de acetilcolina-C"
independentemente da presenca ou nao de BAPTA-AM, um quelante intracelular de calcio
(Adam-Vizi et al.,1993). Além disso, em preparagdes utilizando ganglio simpatico de gato,
a liberagdo de neurotransmissor evocada pela ouabaina mostrou-se dependente do célcio
extracelular (Prado et al.,1993).

Em jun¢do neuromuscular de ra, analises eletrofisiologicas demonstraram que a
ouabaina determina aumento da amplitude de potenciais pos-sinapticos evocados (EPPs) e
aumento da freqii€ncia de potenciais pos-sinapticos em miniatura (MEPPs). Por sua vez,
analise ultra-estrutural das jung¢des neuromusculares apds incubacdo com ouabaina
evidenciou deplecdo dos pools de vesiculas sinapticas, comprometimento da endocitose e
dilatagdo mitocondrial (Birks & Cohen, 1968; Baker & Crawford, 1974; Haimann et
al.,1985).

Tendo em vista as alteragdes eletrofisiologicas e morfologicas induzidas pela
ouabaina em diversos modelos experimentais, este trabalho descreve pela primeira vez o
uso da sonda fluorescente FM1-43 no monitoramento do ciclo de vesiculas sindpticas em
juncao neuromuscular de ra submetidas ao tratamento com ouabaina. Essa nova abordagem
permite estudar os efeitos do glicosideo sobre exocitose e endocitose em material nao
fixado, através de preparagdes extra-vivo, com obtencdo de imagens que registram em
tempo real as alteragdes induzidas pelo derivado esterdide. Os resultados obtidos com esta

investigacdo dindmica do ciclo sindptico poderdo nortear abordagens celulares e
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moleculares que esclaregam como as alteragdes idnicas desencadeadas pela ouabaina
interferem com a maquinaria protéica que regula os passos de exocitose e endocitose de
vesiculas sinapticas e, no futuro, subsidiar meios para intervencdo farmacoldgica em
disfungdes da transmissdo sinaptica central e periférica. Desta forma, os achados
apresentados neste trabalho contribuem para melhor compreensao do sistema colinérgico e

neurotransmissao em geral.
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2 - Objetivos
2.1 - Objetivo Geral

Investigar os efeitos do derivado esterdide ouabaina sobre o ciclo de vesiculas

sinapticas em juncdo neuromuscular de ra utilizando o marcador fluorescente FM1-43.

2.2 - Objetivos Especificos

- Investigar os efeitos da ouabaina sobre os pools de vesiculas sinapticas marcadas
com FM1-43.

- Analisar a participagdo dos ions Na" e Ca®" extracelular nos efeitos da ouabaina
sobre os pools de vesiculas marcadas com FM1-43.

- Investigar as implicacdes da administracdo de ouabaina sobre a endocitose
compensatoria em jungdo neuromuscular.

- Observar a reversibilidade e/ou irreversibilidade dos efeitos da ouabaina sobre o

ciclo sinaptico em juncao neuromuscular de ra;
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3 - Materiais e Métodos

3.1 — Marcacdo de vesiculas sinapticas com FM1-43 e obtencdo de imagens

O musculo peitoral cutaneo de ra (Rana catesbeiana), associado ao fragmento de
nervo responsavel pela sua inervagao, era dissecado de animais pesando entre 60 e 80g. O
conjunto musculo-nervo era montado em placa contendo o fundo coberto por gel de
silicone Sylgard® e fixado com alfinetes entomoldgicos. Mantinha-se a preparagio em
solucdo Ringer contendo 115mM de NaCl, 2,5mM de KCI, 1,8mM de CaCl, e SmM de
Hepes. Acertava-se o pH do meio em 7.2 utilizando-se solugao de NaOH IN.

Para marcacao das vesiculas sinépticas, utilizou-se o marcador fluorescente FM1-
43 (Molecular Probes™) em adicdo & solucdo salina, obtendo-se uma concentracio de
4uM. O nervo era apreendido por um eletrodo de sucgdo acoplado a um estimulador
elétrico que liberava pulsos de 20Hz, 0,5ms de duragdo e 4Vde amplitude durante 10
minutos. Apds a estimula¢do, mantinha-se a preparagdo em repouso por 15 minutos em
meio contendo FM1-43 para garantir captagdo do marcador durante endocitose
compensatoria. Em seguida, lavava-se a preparagdo em solugao salina desprovida de FM no
minimo por uma hora para que o excesso de marcador associado a membrana das fibras
musculares fosse removido, permitindo melhor visualizagdo dos agrupamentos vesiculares
contendo FM1-43 ao longo das terminagdes axonais.

As imagens dos terminais nervosos marcados com FM1-43 eram obtidas com um
microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axioskop™) acoplado a uma cdmera de CCD
Micromax refrigerada (-20°C) utilizando-se objetivas de imersdo em agua (40x com
abertura numérica de 0,75 ou 63x com abertura numérica de 0,95). As imagens coletadas
pela camera eram processadas e visualizadas em microcomputador utilizando-se o
programa Axon Image Workbench. A luz utilizada para iluminar a preparagdo provinha de
uma lampada de mercurio e passava por filtros de 505/530nm para selecdo do espectro da
fluoresceina, adequado a excitacdo do marcador FM1-43. Todas as variaveis de ajuste da
imagem como, por exemplo, tempo de exposi¢do e binning eram mantidas constantes para
imagens obtidas num mesmo experimento.

A andlise das imagens e a mensuracdo dos niveis de fluorescéncia foram

realizadas utilizando-se os programas Metamorph 4.0 e Microsoft Excel. Os dados obtidos
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eram normalizados percentualmente e convertidos em representagdes graficas através do
programa Sigma Plot 9.0. A analise estatistica era realizada pela aplicacdo do teste t-student

pareado.
3.2- Registro dos efeitos da ouabaina sobre liberagdo vesicular

Terminagdes motoras marcadas com FM1-43, visualizadas em microscopio de
fluorescéncia, eram submetidas a ouabaina por meio da adi¢do do glicosideo a solucao
fisiologica em concentragdes variando de 1uM a 100uM. Apds aplicacdo da droga,
obtinham-se imagens das terminacdes em intervalos de 10 minutos até que se completasse

uma hora de tratamento com o derivado esteroide.

3.3- Andlise do papel do Na* e do Ca*" extracelular

Nos experimentos em que foi investigado o papel do Na" extracelular na exocitose
evocada pela ouabaina, fez-se a substituicdo equimolar do NaCl (Cloreto de Sodio) pelo
LiCl (Cloreto de Litio) e pelo ChCl (Cloreto de Colina). Por sua vez, nos experimentos
sobre o envolvimento do Ca*" extracelular na liberagio vesicular induzida pela ouabaina,
procedeu-se a substituicdo equimolar do CaCl, (Cloreto de Calcio) pelo MgCl, (Cloreto de
Magnésio) e adicdo do quelante extracelular de calcio EGTA (2mM). Os meios
modificados, desprovidos de sodio ou célcio, eram adicionados a preparagdo apos remog¢ao
da solugdo salina normal. Depois de 15 minutos de incubagdao em Ringer modificado, fazia-
se a adi¢do de ouabaina, sendo as imagens coletadas a cada 10 minutos até o fim do

experimento, geralmente ap6s uma hora de tratamento com o glicosideo.
3.4 - Analise dos efeitos da ouabaina sobre endocitose
Preparagdes de juncdo neuromuscular de ra foram incubadas em meio normal

contendo ouabaina e FM1-43 durante 30 minutos. Apods este tempo, era feita a lavagem em

meio normal por pelo menos uma hora e em seguida as imagens eram coletadas.
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Em alguns experimentos, apdés uma hora de pré-incubacdo em Ringer normal
contendo ouabaina, os musculos foram submetidos a estimulagdo elétrica na presenca de
FM1-43. Apos lavagem em solugdo salina, as imagens eram coletadas.

Para investigar se os efeitos da ouabaina sobre a endocitose eram reversiveis,
preparagdes pré-incubadas com ouabaina durante uma hora foram, em seguida, submetidas
a lavagem em solucdo salina normal por 60 minutos. Ao final do tempo de lavagem, as
preparagdes foram estimuladas eletricamente na presenca de FM1-43 e, apos lavagem para
remogao do excesso da sonda aderido a membrana das células musculares, as imagens eram
obtidas no microscopio de fluorescéncia.

Para verificar a possibilidade de inibi¢do da endocitose pela ouabaina ser
decorrente de acidificagdo do terminal pré-sindptico, procedeu-se a pré-incubacdo de
preparagdes de jun¢do neuromuscular em meio contendo 60mM de NH4Cl (Cloreto de
Amonio) durante uma hora, seguida por marcagcdo com ouabaina na presenca de FM1-43 e

NH,4CI.
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4 - Resultados

4.1 - Marcacao dos aglomerados vesiculares com FM1-43

Terminagdes motoras foram marcadas por meio da aplica¢ao de estimulo elétrico
(20Hz, 10min), via eletrodo de sucgdo, sobre o fragmento de nervo responsavel pela
inervacdo do musculo peitoral cutdneo de ra em meio contendo FM1-43 (4uM). As
terminagdes axonais marcadas, visualizadas em microscopio de fluorescéncia acoplado a
uma camera de CCD (charge-coupled device), apresentavam um padrio caracteristico com
presenca de pontos fluorescentes enfileirados ao longo da terminagdo, assemelhando-se a
um colar de pérolas (figura 5A). Cada ponto fluorescente representava aglomerados de
vesiculas sinapticas contendo FM1-43 em seu interior, sendo que o marcador foi captado
durante a endocitose compensatoria apds liberacdo vesicular induzida pela estimulagdo
elétrica. Portanto, cada ponto fluorescente indicava local de contato sinaptico ao longo da
terminacao axonal.

O FM1-43, se exposto prolongadamente a luz polarizada, apresenta reducdo da
intensidade do sinal fluorescente, fenomeno conhecido como fotodesmarcagao
(photobleaching). Para mensuragdo dos niveis de fotodesmarcagdo, terminagdes marcadas
com FM1-43 foram submetidas a luz polarizada em intervalos de tempo de 10 minutos ao
longo de uma hora de experimento, sendo o tempo de exposi¢ao equivalente ao tempo de
obtencdo das imagens. Ao final de uma hora, as terminagdes marcadas sofriam uma
reducdo de aproximadamente 18% na intensidade do sinal fluorescente (figura 5B e 5C). A
curva de fotodesmarcacéao foi utilizada como controle para os experimentos realizados com

ouabaina (figura 5F).
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4.2- Ouabaina induz liberacéo vesicular

Na literatura, varios trabalhos, utilizando diferentes modelos experimentais,
indicam que a ouabaina promove liberagdo de neurotransmissores (Vizi, 1972; Gomez, et
al., 1975; Haimann et al., 1985; Prado et al., 1993; Casali et al., 1995; Lomeo et al., 2003).
Diante disso, para analise dos efeitos da inibicdo da Na",K'-ATPase sobre os aglomerados
de vesiculas sindpticas em jungdo neuromuscular de ra, termina¢des marcadas com FM1-43
foram incubadas em meio contendo ouabaina em diferentes concentragdes. Apds 60
minutos de tratamento, houve desmarcagdo dos pontos fluorescentes, indicando ocorréncia
de liberagdo vesicular com conseqiiente extrusdao do FM1-43 para o meio (figuras 5D a 5F).
Andlise estatistica demonstrou que a queda de fluorescéncia apds tratamento com 10, 50 e
100uM de ouabaina ¢ significativa em relagdo a fotodesmarcagdo, confirmando a
ocorréncia de exocitose evocada pelo glicosideo de maneira dependente do tempo de

incubagdo e da dose utilizada (figura 5F).
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Figura 5: Ouabaina promove liberagdo vesicular com conseqiiente desmarcagdo de terminagdes axonais
contendo FM1-43. (A) Padrio de marcacdo tipico de uma terminagdo axonal com pontos fluorescentes
enfileirados como um colar de pérolas. (B) Imagem de terminal axonal marcado com FM1-43 no inicio de um
experimento. (C) Terminal axonal ao final de uma hora de experimento com exposi¢des a luz polarizada em
intervalos de 10 minutos para coleta de imagens. Reduc@o do sinal fluorescente representa desmarcagdo sem
estimulo (fotodesmarcagéo) por iluminagdo repetida da preparagdo. (D) Terminagdo marcada com FM1-43
imediatamente antes da aplicagdo de ouabaina. (E) Terminagdo axonal ao final de uma hora de tratamento com
ouabaina a 100pM. Desmarcagdo indica exocitose evocada pelo glicosideo. (Barra de escala: 10um em “A” e
“D”; Sum em “B”.) (F) Grafico demonstrando que a exocitose evocada pela ouabaina ¢ dependente da dose e
do tempo de incubacdo com o glicosideo. Ao final de uma hora, a desmarcagdo induzida pela ouabaina é
significativa em relagdo a fotodesmarcacao (P<0,05) para trés das quatro concentragdes utilizadas. (Média de
quatro experimentos para desmarcacdo com 1, 10 ¢ 50uM de ouabaina. Média de seis experimentos para

desmarcacdo sem estimulo e desmarcacdo com 100uM de ouabaina. Barra representa erro padrdo).
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4.3 - Liberacao vesicular evocada pela ouabaina depende da presenca de ions

Na“ no meio extracelular

Considerando que a ouabaina ¢ um inibidor especifico da Na',K'-ATPase, ela cria
uma condi¢io que favorece o acumulo de Na" no interior das células (Birks & Cohen,
1968; Gomez et al., 1975; Aizman et al., 2001; McFadden et al., 2001). Para investigar o
papel dos fons Na™ na exocitose evocada pela ouabaina, foram realizados experimentos em
que se fez a substituicao eqiiimolar do NaCl (Cloreto de So6dio) do meio pelo LiCl (Cloreto
de Litio). Prepara¢des marcadas com FM1-43 e incubadas em meio desprovido de Na" ndo
sofrem desmarcagdo significativa apds 60 minutos de aplicagdo de 100uM de ouabaina
(figura 6A a 6C), indicando que a liberacao vesicular evocada pelo glicosideo ¢ dependente
da presenca de ions Na' no meio extracelular.

Para confirmagdo da dependéncia do Na' extracelular na liberagio vesicular
induzida pela ouabaina, termina¢des marcadas com FM1-43 foram incubados por 30
minutos em meio modificado com substitui¢do eqiiimolar do NaCl pelo LiCl na presenca
de ouabaina. Durante esse periodo, ndo ocorreu desmarcagdo significativa em relagdo a
curva de fotodesmarcacdo (figura 6D). Contudo, imediatamente apds 30 minutos, fez-se a
substituicdo do meio modificado por Ringer normal contendo NaCl e o glicosideo (seta na
figura 6D). Procedida a troca dos meios, a curva de desmarcagdo tomou uma trajetoria
descendente, confirmando que a exocitose evocada pela ouabaina depende da presenca de
ions Na" no meio extracelular (figura 6D). Resultado semelhante foi obtido quando se fez a

substituicdo eqiiimolar do NaCl pelo ChCl (cloreto de colina) (figura 7).
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Figura 6: Liberagdo vesicular evocada pela ouabaina depende da presenga de ions sddio no meio extracelular.
(A) Terminagdo marcada com FM1-43. (Barra de escala: 10um) (B) Imagem obtida ap6és uma hora de
tratamento com ouabaina em meio modificado pela substituicdo eqiiimolar do NaCl (cloreto de so6dio) pelo
LiCl (cloreto de litio). (C) Grafico comparativo entre desmarcacdo induzida pela ouabaina em Ringer normal e
desmarcagfo induzida pelo glicosideo em meio modificado, desprovido de ions Na'. Na auséncia de ions Na®,
a curva de desmarcagdo estd praticamente sobreposta a curva de fotodesmarcacédo (P>0,05 ao final de uma
hora. Média de trés experimentos). (D) Desmarcacdo pela ouabaina em meio modificado durante 30 minutos
iniciais do experimento. Apés adicdo de Ringer normal e ouabaina (seta), a curva de desmarcagdo toma
trajetoria descendente e se aproxima da desmarcagdo pelo glicosideo em meio normal durante 90 minutos. (Os

dados representam a média de trés experimentos. Barra representa erro padréo)
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Figura 7: Dependéncia de ions sodio no meio extracelular para liberagdo vesicular evocada pela ouabaina. (A)
Imagem inicial de uma terminagdo axonal marcada com FM1-43. (Barra de escala:10um). (B) Imagem da
mesma terminagdo mostrada em “A” ap6s 30min de tratamento com ouabaina a 100pM em meio modificado
pela substituicdo eqiiimolar do NaCl pelo ChCl (cloreto de colina). (C) Imagem obtida apds uma hora da
substituicdo do meio modificado por Ringer normal contendo NaCl e ouabaina. (D) Desmarcagdo pela
ouabaina em meio modificado com substitui¢do eqiiimolar do NaCl pelo ChCl (30min iniciais). Apds adi¢ao
de Ringer normal acrescido de ouabaina (seta), a curva de desmarcagdo toma trajetoria descendente e se
aproxima da desmarcacdo evocada pelo glicosideo em meio normal durante 90 minutos. (Média de trés

experimentos. Barra representa erro padrao).
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4.4 - Liberacdo vesicular evocada pela ouabaina independe da presenca de

fons Ca®* no meio extracelular

Classicamente, ¢ bem definido que o influxo de fons Ca’" através de canais de
calcio dependentes de voltagem dispara a liberagdao de vesiculas sinapticas e exocitose de
neurotransmissores (revisado por Katz, 1966 e Murthy & De Camilli, 2003). Sendo assim,
para verificar o papel do Ca®" extracelular na exocitose evocada pela Ouabaina, foram
realizados experimentos em que se fez a substitui¢do equimolar do CaCl, (Cloreto de
Célcio) presente no meio pelo MgCl, (Cloreto de Magnésio). Termina¢des marcadas com
FM1-43 foram incubadas em meio desprovido de Ca’, contendo 2mM do quelante
extracelular de célcio EGTA e 100uM de ouabaina. Ap6s uma hora de tratamento, a
desmarcagdo dos pontos fluorescentes induzida pelo glicosideo foi equivalente a
desmarcacdo na presenca de Ca’” de modo que as duas curvas praticamente se
sobrepopdoem (figuras 8). Portanto, a exocitose evocada pela ouabaina independe da
presenca de ions calcio no meio extracelular, diferentemente do mecanismo fisioldgico
classicamente descrito de liberagcdo vesicular disparada pelo influxo desse ion pelo terminal
pré-sinaptico.

Diante dos dados apresentados anteriormente e da existéncia de trabalhos
indicando recrutamento de estoques intracelulares de célcio na exocitose evocada pela
ouabaina (Lomeo et al.,2003), tornava-se imperativo investigar o papel do calcio
intracelular na liberacdo de vesiculas sinapticas em jungdo neuromuscular de ra.
Terminagdes axonais marcadas com FM1-43 foram entdo incubadas com 100uM de
BAPTA-AM, um quelante intracelular de céalcio, durante 30 minutos prévios a aplicagao de
ouabaina. Contudo, o BAPTA-AM interferiu com a fluorescéncia do FM1-43,
determinando uma acentuada redug¢dao do sinal do marcador mesmo na auséncia do
glicosideo (figura 9), inviabilizando o emprego do quelante em modelos experimentais de
monitoramento do ciclo sinaptico utilizando FM.

Tendo em vista a impossibilidade de utilizagio do BAPTA-AM, experimentos
preliminares utilizando TMB-8 e azulmuleno, bloqueadores do receptor de rianodina
presente no reticulo endoplasmatico, mostram inibicdo da desmarcagdo de terminais

axonais pela ouabaina, indicando que o glicosideo promove recrutamento de estoques
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intracelulares de célcio. Além disso, experimentos com inibidor do trocador Na /Ca

mitocondrial CGP37157 também apontam para um possivel recrutameto pela ouabaina de
calcio armazenado em mitocondrias. Estes experimentos necessitam de maior confirmacao

e futuramente serdo apresentados em trabalho complementar a este.
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Figura 8: Libera¢do vesicular evocada pela ouabaina independe da presenga de ions calcio no meio
extracelular. (A) Imagem de uma terminagdo marcada com FM1-43. (Barra de escala: 10um). (B) Imagem
coletada ap6s uma hora de tratamento com 100uM de ouabaina em meio modificado pela substitui¢dao
eqiiimolar do CaCl, (cloreto de calcio) pelo MgCl, (cloreto de magnésio) e adigdo de 2mM do quelante
extracelular de calcio EGTA. (C) Grafico demonstrando que a intensidade e cinética de desmarcagdo induzida
pela ouabaina sdo semelhantes na presenca ou auséncia de calcio extracelular. (Média de trés experimentos

para desmarcag@o em meio desprovido de calcio. Barra representa erro padrao).

Figura 9: BAPTA-AM interfere com o sinal fluorescente emitido pelo FM1-43. (A) Imagem de terminagdo
motora marcada com FM1-43 antes da aplicagdo do quelante intracelular de calcio BAPTA-AM. (Barra de
escala: 10um). (B) Imagem obtida sobre o mesmo campo visual apresentado em “A” logo apds a adi¢do de

100uM de BAPTA-AM ao Ringer modificado pela substitui¢do eqiiimolar do CaCl, pelo MgCl,.
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4.5 - Quabaina inibe endocitose

Em analises ultra-estruturais de juncdo neuromuscular de ra submetidas a
tratamento com ouabaina, Haimann et al. (1985) observaram a ocorréncia de deplegdo de
aglomerados vesiculares, surgimento de grandes invaginagdes de membrana e a auséncia de
marcagdo com horseradish peroxidase (HRP). Estes resultados indicavam
comprometimento da endocitose pelo glicosideo. Diante disso, foram realizados
experimentos com intuito de se investigar quais as implicagcdes da ouabaina sobre a
endocitose e captacdo de FM1-43. Preparagdes ndao marcadas foram entdo incubadas
durante 30 minutos em meio contendo 100uM de ouabaina e 4uM de FM1-43. Apos este
periodo, as preparacdes foram lavadas em meio normal e examinadas ao microscopio de
fluorescéncia. As imagens obtidas mostravam terminagdes axonais vazias sem a marcagao
pontuada tipica, indicando que a oubaina induz exocitose, mas bloqueia a endocitose e
consequente captagdo de FM1-43 (figura 10A e 10B). Para confirmar inibicdo da
endocitose pela ouabaina, preparagdes ndo marcadas foram pré-incubadas em meio
contendo 100uM do glicosideo durante 60 minutos e entdo submetidas a estimulacao
elétrica (20Hz por 10min) na presenca de FMI-43. As imagens obtidas mostravam
terminacgdes axonais vazias, sem os pontos fluorescentes tipicos (figura 10C), refor¢ando as
evidéncias de inibicdo da endocitose pelo glicosideo. Mesmo preparagdes pré-incubadas
com ouabaina durante 60 minutos, submetidas a lavagens prolongadas (uma hora) em meio
normal desprovido do glicosideo ndo apresentavam marcagdo tipica com FM1-43 apos
estimulacao elétrica (figura 10D). Estes achados indicam que a inibi¢do da endocitose pela
ouabaina ¢ duradoura e persiste mesmo apos remogao do glicosideo.

Na literatura existem dados demonstrando que a reducdo do pH no interior dos
terminais pré-sindpticos em juncdo neuromuscular de lagarto determina inibicdo da
endocitose e, por conseguinte, impede captacdo de FM1-43 (Lindgren, et al., 1997). Para
investigar se a inibi¢do da endocitose pela ouabaina era decorrente de uma redugdo do pH
intraterminal, musculos foram pré-incubados durante 30 minutos em meio contendo 60mM
de NH4CI (Cloreto de Amdnio), composto que tampona ions H' e neutraliza a acidez no
interior do terminal pré-sinaptico. Em seguida, aplicava-se meio contendo 100uM de

ouabaina ¢ 4uM de FM1-43 por 30 minutos. As imagens coletadas mostravam que as
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terminais axonais ainda apresentavam-se vazias (figura 11). Mesmo se as preparagdes
fossem submetidas a estimulo elétrico (20Hz,10min) na presenga de FM1-43 apos pré-
incubacdo com ouabaina e NH4Cl, os terminais axonais nao apresentavam marcagao tipica
com pontos pontos fluorescentes (dados ndo mostrados). Esses resultados indicam que a
ouabaina inibe a endocitose através de mecanismo distinto da acidificagdo do terminal pré-

sinaptico.
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Figura 10: Inibigdo da endocitose pela ouabaina. (A ¢ B) Terminagdes axonais incubadas com ouabaina a
100uM na presenga de FM1-43 a 4uM durante 30 minutos. Embora a ouabaina promova exocitose, ela inibe a
endocitose e captacdo de FM de modo que ndo se pode observar o aspecto de “colar de pérolas” tipico de
jun¢do neuromuscular de anfibio. (C) Apods pré-incubacdo com 100uM de ouabaina, a preparagdo foi
submetida a estimulo elétrico (20Hz, 10 minutos) na presenca de FM1-43. Novamente, ndo é possivel observar
marca¢do caracteristica de terminagdo motora de anfibio. (D) Preparagdo submetida a tratamento com 100uM
de ouabaina por 60 minutos, seguido por uma hora de lavagem em solugdo salina desprovida do glicosideo.
Por fim, a preparagdo foi submetida a estimulago elétrica (20Hz, 10 minutos) na presenga de FM. A inibi¢ao
da endocitose e captagdo de FM1-43 é mantida mesmo apos periodos prolongados de lavagem. (Barra de

escala para todas as imagens: 10pm).

Figura 11: Inibi¢do da endocitose pela ouabaina ndo se deve a acidificagdo do terminal pré-sinaptico. Pré-
incubacdo por uma hora com 60mM de NH4Cl (cloreto de amdnio) antes do tratamento com 100uM de
ouabaina na presenca de FM1-43. O NH,CI ndo reverte a inibicdo da endocitose pela ouabaina. (Barra de

Escala: 10pm).
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5 - Discussao

5.1 - Marcacdo de vesiculas sinapticas com FM1-43

A sonda fluorescente FM1-43 foi utilizada neste trabalho para marcagdo de
vesiculas e monitoramento do ciclo sindptico em jun¢do neuromuscular de ra. A molécula
de FM1-43 ¢ anfipatica e apresenta afinidade pela membrana celular gracas a sua cauda
hidrofobica, possibilitando que o marcador seja captado pelas vesiculas durante a
endocitose e que aglomerados vesiculares contendo o marcador sejam visualizados em
microscopio de fluorescéncia. Com a exocitose, ocorre liberagdo e difusdo da sonda para o
meio, resultando em redugdo do sinal fluorescente dos estoques vesiculares.

Com intuito de promover exocitose, estimulagao elétrica de alta freqiiéncia (20Hz,
10min) foi utilizada por ser uma técnica que se assemelha ao disparo fisiologico
desencadeado pela passagem de um potencial de acdo pelo terminal axonal com
subseqiiente ativagdo de canais de célcio sensiveis a voltagem. Apos liberagdao vesicular,
durante a endocitose compensatoria, os aglomerados vesiculares foram reconstituidos com
vesiculas contendo moléculas de FMI1-43 e se apresentavam ao microscopio de
fluorescéncia como pontos brilhantes enfileirados e, geralmente, dispostos
longitudinalmente ao longo do trajeto das fibras musculares. Este ¢ o padrao tipico de
marcagdo de terminagdes axonais motoras em musculo estriado esquelético de anfibio,
sendo possivel estabelecer uma relacdo de semelhanga com um colar de pérolas
(Guatimosim et al., 1998). Cada ponto fluorescente representa aglomerados vesiculares
associados as zonas ativas e em aposicdo aos agrupamentos de receptores de acetilcolina
presentes na membrana pos-sinaptica. Portanto, esses circulos fluorescentes indicam
regides de contato sinaptico (Betz et al., 1992).

A qualidade das imagens obtidas, com o padrao puntiforme cléssico, indica que o
protocolo de marcagdo com estimulo elétrico ¢ viavel e adequado ao estudo do ciclo
sinaptico em jungao neuromuscular de ra, além de confirmar a exceléncia do FM1-43 como
ferramenta de monitoramento, em tempo real, dos passos de exocitose e endocitose de

vesiculas sinapticas em preparagdes nao submetidas a nenhum processo de fixagao.
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5.2 - Quabaina e liberacgao vesicular

Considerando que o FM1-43 estd contido no interior de vesiculas sindpticas,
aderido a sua parede, e ndo atravessa livremente as membranas celulares em virtude de ser
uma molécula com cabeca carregada positivamente, a redugdo na intensidade do sinal
fluorescente emitido pelos pools vesiculares representa duas possibilidades: desmarcagio
sem estimulo (fotodesmarcacédo) ou liberagdo vesicular (Betz et al., 1992).

Para mensuragdo dos niveis de fotodesmarcacdo, foram realizados experimentos
em que eram obtidas imagens de terminagdes marcadas com FMI1-43 em intervalos
definidos de 10 minutos na auséncia de qualquer estimulo que desencadeasse exocitose. Foi
possivel observar uma reducdo de aproximadamente 18% na intensidade da marcagdo com
FM1-43 ao longo dos experimentos, indicando o grau de queda do sinal por exposicao
repetida a luz polarizada durante coleta de imagens. Embora o FM1-43 seja relativamente
estavel, € preciso salientar que, durante a realizagdo dos experimentos, as preparagdes eram
mantidas a temperatura ambiente e a ocorréncia de liberagdo vesicular espontdnea também
contribuia para a desmarcagao sem estimulo.

Quando os terminais axonais marcados com FM1-43 eram submetidos ao
tratamento com ouabaina, ocorria redugdo, ao longo do tempo, da intensidade do sinal
fluorescente emitido pelos aglomerados vesiculares marcados com a sonda. A curva de
desmarcacdo das terminacOes tratadas com ouabaina estd abaixo da curva de
photobleaching em valores significativos para trés das quatro concentragdes de ouabaina
utilizadas, sendo que a desmarcagdo mais significativa, aproximadamente 40%, foi obtida
ap6s incubacdo das preparacdes com ouabaina a 100uM. Esse grau de desmarcagdo ¢
menos pronunciado que a desmarcagao observada apds estimulo elétrico (20Hz, 10min) que
promove uma redu¢do de aproximadamente 60% na intensidade do sinal fluorescente de
agrupamentos vesiculares marcados com FM1-43 ao final de 10 minutos de estimulagao
(Amaral et al., dados ndo publicados). Contudo, as curvas de desmarcagdo com ouabaina
indicam claramente que este glicosideo promove liberagdo vesicular de maneira dependente
do tempo de incubacido e da dose utilizada. Esta liberagao de vesiculas marcadas com FM1-
43 evocada pelo derivado esterdide ouabaina estd em consonancia com achados

eletrofisioldgicos que apontam aumento da freqliéncia de potenciais em miniatura (MEPPs)

44



apods tratamento de jungdes neuromusculares com este e outros glicosideos cardiacos até um
momento em que se tem bloqueio da transmissao sindptica por deple¢do dos aglomerados
vesiculares (Birks & Cohen, 1968; Haimann et al., 1985). Além disso, os dados obtidos
com FM1-43 estdo em conformidade com imagens de microscopia eletronica que mostram
intensa redu¢@o dos pools vesiculares ap6s tratamento com ouabaina (Haiman et al., 1985).

A desmarcagdo das terminacdes axonais carregadas com FM1-43 refletindo
liberagdo vesicular confirma o aumento da liberagdo de acetilcolina marcada
radioativamente em fatias corticais de cérebro de rato expostas a ouabaina (Vizi, 1972;

Gomez et al., 1975; Casali, et al., 1995; Lomeo et al., 2003).

5.3 - Papel dos fons Na* e Ca’* na exocitose evocada pela ouabaina

Classicamente, ¢ bem estabelecido que a propagacao de um potencial de agdo pelo
terminal axonal com conseqiiente ativacdo de canais de calcio sensiveis a voltagem,
permitindo o rapido influxo desse ion para o citosol, constitui 0 mecanismo fisiologico que
determina disparo da exocitose (Katz, 1966; Robitaille et al, 1990; revisado por Murthy &
De Camilli, 2003). Contudo, a andlise dos experimentos em que se fez a substituicao
equimolar do Ca®" presente na solugio salina por Mg*", juntamente com a adi¢io do
quelante extracelular de calcio EGTA, mostrou curva de desmarcacdo pela ouabaina
semelhante 4 desmarcacio em meio normal com Ca®’. Portanto, a ouabaina promove
liberacao vesicular independentemente do calcio extracelular, contrariando o mecanismo
classico de exocitose. Entretanto, como ja mencionado, parecem existir diferencas teciduais
e celulares na resposta a ouabaina na medida que em experimentos realizados com
neuronios de ganglio simpatico de gato, a liberacdo de neurotransmissor evocada pelo
glicosideo mostrou-se dependente da presencga de calcio no meio (Prado et al., 1993).

Segundo Adam-Vizi (1992), existem trés possibilidades, a priori, de liberagao
vesicular independente do calcio extracelular: (1) liberagio independente de Ca*"
extracelular, mas dependente do recrutamento de reservas intracelulares desse ion como
reticulo endoplasmatico e mitocondria. (2) Liberacdo completamente independente de
calcio, mas que se processa através dos mesmos mecanismos ¢ usufrua da mesma

maquinaria molecular que a liberagdo evocada pelo calcio. Isto remete a possibilidade de
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liberacao vesicular disparada por outros ions como o sédio (Nordmann & Stuenkel, 1991;
Nordmann et al., 1992; Meunier et al, 1997). (3) Libera¢ao completamente independente de
calcio e processada por meio de mecanismos distintos da liberagao disparada por este ion.

Nao ¢ objetivo deste trabalho revisar todas as formas de liberacdo vesicular
indpendentes da presenga de calcio no meio, contudo, sdo inumeras as condi¢des que, além
da ouabaina, promovem liberagdo de neurotransmissores mesmo na auséncia de calcio
extracelular como, por exemplo, ionoforos de sodio, veratridina, condigdes hipdxicas,
etanol, acidos graxos insaturados, a-latrotoxina. Interessante observar que todas essas
condigdes apresentam aspectos em comum como: (a) uma cinética de liberagdo mais lenta
que a observada na liberagdo disparada pelo calcio e (b) uma menor dependéncia do
potencial de membrana de modo que mesmo apds pequenas alteragdes em relacdo ao
potencial de repouso ¢ possivel registrar liberagdo de neurotransmissor. Este
comportamento ¢ diferente da liberagdo mediada pelo influxo de calcio que demonstra a
necessidade de ultrapassar limiares de despolarizagao mais altos para disparar a exocitoste
(revisado por Adam-Vizi, 1992).

A liberacao vesicular independente do célcio extracelular, como ja mencionado no
ultimo paragrafo, ¢ observada em modelos experimentais de juncdo neuromuscular
submetidos a a-latrotoxina, purificada do veneno da aranha viiva negra. Esta toxina, assim
como a ouabaina, promomove aumento da freqiiéncia de potenciais pds-sinapticos em
miniatura independentemente da presenca de calcio no meio (Longenecker et. al., 1970),
determina aciimulo intracitoplasmatico de ions sdédio com conseqiiente reversao do trocador
Na'/Ca®" mitocondrial, resultando em aumento dos niveis intracelulares do ion divalente.
Contudo, a liberacdo de vesiculas evocada pela a-latrotoxina se mostrou preservada em
meio desprovido de sodio e também ap6s adi¢do do quelante intracelular de calcio BAPTA-
AM. Portanto, a exocitose evocada pela a-latrotoxina pode ser desencadeada por um
mecanismo ainda ndo totalmente definido, mas distinto da liberagdo regulada pelo calcio
(Tsang et al., 2000). Por sua vez, a ouabaina aumenta a freqiiéncia de MEEPs e induz
liberacdo independente de calcio extracelular, porém seu efeito como secretagogo depende
do acumulo citosdlico de ions sddio e subseqiiente recrutamento de estoques intracelulares
de calcio (Lomeo et al., 2003). Essa divergéncia quanto a necessidade do acumulo

citoplasmatico de sodio e recrutamento de reservas intracelulares de calcio para
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desencadear liberacao vesicular mostra que a ouabaina e a-latrotoxina, embora determinem
respostas secretdrias semelhantes com aumento da freqiiéncia de MEEPs, tém mecanismos
de atuacdo bem distintos.

Outra substancia que desencadeia aumento da freqiiéncia de potenciais pos-
sinapticos em miniatura e deplecdo de aglomerados vesiculares em jungdo neuromuscular
independentemente da ativagdo de canais de sodio sensiveis a voltagem ¢ o CCCP (carbonil
cianeto m-clorofenildrazona). Este agente ¢ um protondforo e desacoplador da fosforilagao
oxidativa mitocondrial que promove vazamento de calcio armazenado em mitocondrias,
desencadeando um aumento da liberagdo quantal espontdnea com conseqiiente depelecao
de vesiculas sinapticas a ponto de determinar bloqueio da liberagdo quantal evocada. Estes
efeitos sdo mantidos mesmo na auséncia de calcio extracelular ou quando este ion ¢
substituido por estroncio (Molgd & Pecot-Dechavassine, 1988). Apos tratamento com
CCCP, analises morfoldgicas ao microscopio eletronico de transmissdao evidenciaram
grande reducdo no numero de vesiculas sinapticas, dilatagdo mitocondrial e presenca de
inimeras cisternas, indicando comprometimento da reciclagem vesicular (Molgé & Pecot-
Dechavassine, 1988). Estes achados sao muito semelhantes aos encontrados apos
tratamento com ouabaina, fortalecendo a possibilidade de que o céalcio armazenado em
mitocondria também seja mobilizado pelo glicosideo.

Diante da independéncia do célcio extracelular para a liberag@o vesicular induzida
pela ouabaina e considerando-se a existéncia de trabalhos sugerindo participacdo de
reservas intracelulares de calcio no mecanismo de ac¢do do glicosideo (Lomeo et al.,2003),
foi proposta a utilizagdo do quelante intracelular de calcio BAPTA-AM. No entanto, as
preparagdes submetidas ao tratamento com BAPTA-AM apresentavam intensa perda de
fluorescéncia mesmo na auséncia de ouabaina, indicando que o quelante intracelular de
calcio interferia com o sinal fluorescente emitido pelo FM1-43, inviabilizando o estudo do
recrutamento de estoques intracelulares de calcio no mecanismo de a¢do da ouabaina com o
BAPTA-AM. Essa interferéncia do BAPTA-AM com o sinal fluorescente do FM1-43 foi
também observada em experimentos realizados em sinaptossomos submetidos a fracdes da
toxina da aranha Phoneutria nigriventer. Mesmo na auséncia da toxina ou de estimulo com

alta concentragdo de potassio, era possivel observar uma redugdo da fluorescéncia do FM1-
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43 ao longo do tempo de exposicao ao quelante intracelular de célcio (Castro, 2006 por
comunicacao pessoal), confirmando o fato observado em jun¢ao neuromuscular.

Outra possibilidade para investigagdo do recrutamento de estoques intracelulares
de calcio pela ouabaina seria a utilizagdo de inibidores dos receptores de rianodina e do
inositol trifosfato. Ambos os receptores estdo presentes na membrana do reticulo
endoplasmatico, um importante reservatdrio de calcio no interior do citoplasma. Em
experimentos preliminares utilizando TMB-8 e Azulmuleno, inibidores do receptor de
rianodina, foi possivel observar reducdo da desmarcagdo dos aglomerados vesiculares
contendo FM1-43 induzida pela ouabaina. Estes resultados indicam que o recrutamento do
calcio armazenado no reticulo pelo glicosideo contribui para a liberagdo vesicular e estdo
em conformidade com experimentos realizados em fatias corticais de cérebro de rato nos
quais a liberagdo de acetilcolina triciada induzida pela ouabaina sofreu inibicao apos pré-
incubagdo da preparagdo com dantrolene e tetracaina, inibidores do receptor de rianodina e
do receptor do inositol trifosfato respectivamente (Lomeo et al., 2003).

A ouabaina inibe especificamente a Na", K 'ATPase, bomba idnica que mantém o
equilibrio eletroquimico entre as faces externa e interna da membrana plasmatica,
promovendo a extrusdo de fons Na' e a intrusdo de fons K'. Portanto, a ouabaina determina
um acumulo intracelular de Na’. A substitui¢io do Na" do meio pelo Li" e pela Ch" inibiu a
desmarcacdo dos aglomerados vesiculares contendo FM1-43 apo6s aplicagdo de ouabaina,
logo, a liberagdo de vesiculas sinapticas induzida pelo glicosideo ¢ mediada pelo acimulo
intracitoplasmatico de Na'.

Muitos trabalhos na literatura apontam relagdo entre o acumulo intracelular de
Na' e o aumento da liberagdo de neurotransmissores. O aumento citosélico do Na" poderia
atuar como mecanismo regulador da neurotransmissdo, favorecendo a ligagdo desse ion
com dominios especificos de proteinas relacionadas com o disparo da liberagdao vesicular
como a sinaptotagmina. O dominio C2b da sinaptotagmina, o qual interage com
fosfolipides de membrana, poderia se ligar secundariamente ao Na" em situagdes nas quais
ha grande disponibilidade desse ion (Meunier et al., 1997) como acontece apos inibigdo da
Na’ K'ATPase, disparando a liberagdo vesicular. Contudo, essa possibilidade nao foi até o
momento efetivamente comprovada e nao recebe apoio consensual entre os pesquisadores.

Parece mais plausivel a possibilidade de que o acimulo citosélico de Na" atue diretamente
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sobre receptores de rianodina ou de inositol trifosfato, recrutando o céalcio armazenado no
reticulo como ja mencionado anteriormente e sugerido em trabalhos realizados em fatias
corticais de cérebro de rato (Lomeo et al., 2003).

Outro aspecto importante é o fato de que o actimulo intracitoplasmatico de Na"
poderia promover o vazamento de ions calcio armazenados na mitocondria por reversdao do
trocador Na'/Ca®" mitocondrial. Existem dados conflitantes na literatura a cerca da
participagdo desse mecanismo na liberagao vesicular (veja Zhong et al., 2001 e Yang et al.,
2003). Contudo, experimentos preliminares utilizando CGP37157, um inibidor do trocador
Na'/Ca®" mitocondrial, mostram inibigdo da exocitose evocada pela ouabaina em jungio
neuromuscular de rd marcada com FM1-43. A esses dados somam-se os resultados
eletrofisioldgicos e morfologicos obtidos com CCCP, ja mencionados anteriormente, e
também a observagdo de que o CCCP promove desmarcacdo de pools vesiculares marcados
com FM1-43 com intensidade e cinética muito semelhante a ouabaina, refor¢ando possivel
recrutamento de calcio mitocondrial pelo glicosideo.

O actimulo de Na’ no citosol decorrente da inibicdo da Na",K'ATPase pela
ouabaina poderia determinar também a reversdo do trocador Na'/Ca*" da membrana do
terminal pré-sinaptico, promovendo a entrada de fons Ca®" e disparo da liberagdo vesicular.
Entretanto, a exocitose evocada pela oubaina parece ser independente desse mecanismo ja
que, em experimentos realizados na auséncia de calcio extracelular, o glicosideo
determinou desmarcacdo semelhante a observada em meio normal contendo o referido ion

divalente.

5.4 - Ouabaina e inibicao da endocitose

O FM1-43, como ja mencionado, ¢ captado pelas vesiculas durante a endocitose,
possibilitando a visualizacdo de aglomerados vesiculares sob a forma de pontos
fluorescentes em preparacdes de juncdo neuromuscular examinadas ao microscopio de
fluorescéncia. Logo, a ndo captacdo do marcador apds um passo de exocitose desencadeado
por estimulacdo elétrica indica comprometimento da reciclagem vesicular. Considerando
que a ouabaina promove liberagdo vesicular, o préximo passo foi verificar os efeitos do

derivado esterdide sobre a endocitose compensatoria.
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Preparacdes incubadas com ouabaina na presenga de FM1-43 por tempo suficiente
para que o ciclo exocitose/endocitose permitisse a incorporagdo do marcador no interior de
vesiculas sinapticas apresentavam-se com terminacdes vazias, sem o aspecto tipico de colar
de pérolas, indicando inibigdo da endocitose compensatoria. A inibi¢do da endocitose
impedia inclusive a captagdo de FM1-43 em terminais axonais submetidos a estimulagdo
elétrica apds pré-incubagdo com ouabaina. Mesmo apos lavagens prolongadas, a captagao
de FM1-43 por estimulacdo elétrica ndo era observada. Esse comprometimento da
reciclagem confirma achados de microscopia eletronica de transmissdo que mostram a nao
captacdio de HRP, um marcador eletrondenso internalizado pelas vesiculas durante
endocitose, apds tratamento com ouabaina (Haimann et al., 1985). Além disso, ¢ possivel
constatar, em analises ultra-estruturais, o surgimento de grandes invaginagdes de
membrana, formando alg¢as no interior do terminal axonal freqiientemente associadas a
cobertura de clatrina e ainda ligadas a axolema por longos pescocos (Haimann et al., 1985).
Essas observagdes, associadas a falha em se obter marcagdo com FM1-43 de terminais
axonais pré-incubados com ouabaina, demonstram que o glicosideo promove liberacao
vesicular, mas inibe a endocitose compensatoria, aparentemente em passo posterior ao
estabelecimento da capa de clatrina. A liberacdo de vesiculas sindpticas ndo acompanhada
de reciclagem dos aglomerados vesiculares ¢ responsavel pelo bloqueio da transmissao
sinaptica apds periodos prolongados de incubagdo de preparagdes de jungdes
neuromusculares com ouabaina, conforme observado em experimentos de eletrofisiologia e
analises ultra-estruturais (Birks & Cohen, 1968; Haimann et al., 1985). Este seria também o
mecanismo responsavel pelo aumento de volume dos terminais axonais registrado em
micrografias eletronicas de transmissdo, resultando em incorporacdo da membrana
vesicular 8 membrana do terminal pré-sinaptico (Haiman, et al., 1985).

Como anteriormente relatado, a redu¢do do pH em preparagdes de juncao
neuromuscular inibe a endocitose e a captacdo de FM1-43 (Lindgren et al., 1997). Contudo,
a utilizagio de NH,CI, agente responsavel pelo tamponamento de fons H', inclusive no
interior dos terminais axonais, ndo reverteu o bloqueio da reciclagem promovido pela
ouabaina, ndo possibilitando a captagdo de FM1-43. Portanto, a inibi¢do da endocitose pelo
glicosideo ndo se devia a algum fendmeno de acidificagdo do terminal pré-sinaptico pelo

derivado esteroide.
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Embora nao seja conhecido o mecanismo pelo qual a ouabaina inibe a endocitose,
poderia-se propor que as alteracdes nos niveis de célcio intracelular induzidas pelo
glicosideo sejam suficientes para desencadear a exocitose, porém nao garantiriam a
endocitose. Em neurdnios bipolares da retina de peixe dourado, foi demonstrado que a
dindmica da endocitose acompanha as variagdes nos niveis intracelulares de calcio (Von
Gersdoff & Matthews, 1994). Contudo, em jungdes neuromusculares de ra, a dindmica da
endocitose parece ser, pelo menos em parte, distinta da dinamica do calcio intracelular e
sim determinada pela duragdo da estimulacdo elétrica (Wu & Betz, 1996).

A impossibilidade de atribuir explicagdes precisas ao mecanismo de inibi¢do da
endocitose pela ouabaina exige que estudos com abordagens celulares e moleculares mais
detalhadas sejam realizados no futuro.

Embora a Ouabaina seja um derivado esterdide que atue inibindo a Na' K'-
ATPase, uma proteina de membrana, ndo se pode descartar a possibilidade de que este
glicosideo atue sobre sitios especificos no interior das células. Recentemente, associacao
entre uma proteina de 31,5 KD presente no sistema de tubulos T de cardiomiocitos de gato
e ouabaina foi relatada. A interagdo do glicosideo com seu receptor protéico intracelular
batizado de NORP (new 31,5-KD ouabain receptor protein) teria relagdio com a
potencializagdo do efeito inotrdpico do glicosideo (Fujino & Fujino, 1995). A existéncia de
alvos intracelulares abre uma linha de investigacdo que poderia, talvez, permitir melhor
defini¢ao do mecanismo de a¢do da ouabaina sobre o ciclo de vesiculas sinapticas. Além
disso, a compreensdo sobre o mecanismo de a¢do da oubaina ganha uma dimensdo muito
maior na medida em que compostos endogenos de estrutura idéntica a ouabaina foram
isolados em tecidos de mamiferos (Hamlyn et al., 1991; Scheneider et al., 1998; Boulanger
et al., 1993), levantando a possibilidade de atuagdo desses compostos em mecanismos

fisiologicos.
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6 - Conclusao

A ouabaina promove liberacdo de vesiculas sindpticas em jun¢do neuromuscular
de ra independentemente do calcio extracelular, mas requer a presenga de ions sdédio no
meio para que seu efeito como secretagogo seja observado. Isto chama a atengdo para a
possibilidade de recrutamento de estoques intracelulares de célcio na exocitose evocada por
este derivado esterdide. Além de promover liberagdo vesicular, a ouabaina inibe a
endocitose compensatoria de forma duradoura e por mecanismo distinto da acidificagdo do
terminal pré-sinaptico. Diante desses achados, este glicosideo se apresenta como uma
importante ferramenta farmacologica para estudo do ciclo sinaptico, principalmente em
experimentos em que se deseja a separacao dos passos de exocitose e endocitose. Os dados
apresentados neste trabalho podem futuramente nortear abordagens celulares e moleculares
que esclaregcam como as alteragdes i0nicas desencadeadas pela ouabaina interferem com a

maquinaria protéica que regula o trafego de vesiculas sinapticas.
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