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Resumo

A captacdo de neurotransmissores para o interior das vesiculas sinapticas (VS) é
um processo ativo, direcionado pelo gradiente préton eletroquimico, o qual ¢ a soma de
dois componentes: o gradiente de pH (ApH) e o potencial de membrana (AY), gerado
através da atividade da H” V-ATPase. Neste trabalho, investigou-se os efeitos de drogas
que alteram o preenchimento de VS com acetilcolina no ciclo sinaptico. Jungdes
neuromusculares de ra foram expostas a sonda fluorescente FM1-43, que permite uma
visualizacdo direta e dindmica do ciclo sindptico. Este marcador consiste em uma
molécula anfipatica com uma cauda hidrofobica que promove a ligagdo da sonda a
membrana do terminal axonal. Ap6s um estimulo despolarizante, a membrana marcada
com FMI1-43 ¢ internalizada por endocitose compensatéoria de modo que os
aglomerados vesiculares podem ser visualizados por meio de microscopia de
fluorescéncia sob a forma de pontos fluorescentes. Estimulagdo adicional na auséncia de
FM1-43 permite acompanhar e mensurar a exocitose. Vesamicol, NH4Cl e metilamina,
ndo interferiram de maneira significativa na marcacdo dos terminais sinapticos com
FM1-43 durante estimulo despolarizante com KCl (60mM). Da mesma forma, a
exocitose de VS ndo foi afetada pelas drogas. Logo, nossos resultados sugerem que VS
com conteudo reduzido de neurotransmissor sdo endocitadas, recicladas e exocitadas de
maneira indistinguivel daquelas VS com contetido quantal preservado. Os resultados
obtidos com esta investigacdo dindmica do ciclo sinaptico poderdo nortear abordagens
celulares e moleculares que esclaregam como as drogas estudadas interferem com a
maquinaria protéica que regula os passos de exocitose e endocitose de vesiculas

sinapticas.
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Abstract

Neurotransmitter uptake into synaptic vesicles (SV) is an active process, driven
by an electrochemical proton gradient which is the sum of two compounds: a pH
gradient (ApH) and a membrane potential (AW), generated by a V- type H'- ATPase. In
this study, we investigated whether recycled cholinergic synaptic vesicles, which were
not refilled with ACh after treatment with a vesicular ACh transporter blocker
(vesamicol) or with membrane permeant weak bases that collapses ApH like ammonium
chloride and methylamine, would join other SV in the readily releasable store near
active zones, dock, and continue to undergo exocytosis during prolonged stimulation.
Neuromuscular junctions were exposed to FM1-43, a fluorescent styryl dye, allowing a
direct and dynamic observation of synaptic cycle. Cutaneus-pectoris muscles
preparations were treated with 2uM vesamicol, 30mM ammonium chloride or 10M
methylamine to inhibit the quantal size and then were exposed to an elevated potassium
solution (60mM KClI) to release all preformed quanta of ACh. At treated and controls
endplates, nerve terminals accumulated the activity-dependent dye FM1-43 when
exposed to the dye during stimulation, indicating SV endocytosis. After another
exposure in 60mM KCIl, nerve terminals that were treated with the drugs released the
dye, confirming that exocytosis also still occurred. These results demonstrate that
recycled cholinergic synaptic vesicles that were not refilled with ACh continued to dock
and undergo exocytosis after membrane retrieval. Thus transport of ACh into recycled
cholinergic vesicles and acidification mechanisms are not a requirement for repeated
cycles of exocytosis and retrieval of synaptic vesicle membrane during prolonged
stimulation of motor nerve terminals. These results can guide cellular and molecular
approaches to elucidate how these drugs interfere at protein machinery that regulates the

steps of exocytosis and endocytosis of synaptic vesicle.
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1 — Introducéo
1.1 — Morfologia da Juncéo Neuromuscular e das Vesiculas Sinapticas

As sinapses quimicas das JNM sdo jungdes celulares especializadas entre
neurdnios e seus alvos, designados para transmissao rapida e eficiente de informacao.
Essas sinapses sdo compostas por um terminal pré-sinaptico preenchido com vesiculas
sinapticas (VS) contendo neurotransmissor, uma fenda siniptica e um aparato de
recepgao poOs-sinaptico. A regido da membrana plasmatica pré-sinaptica na qual as VS
se ancoram, fundem-se com a membrana e liberam neurotransmissores ¢ chamada de
zona ativa. O aparato de recepcdo pds-sinaptico, justaposto a zonas ativas, contém
aglomerados de receptores de neurotransmissores e canais idnicos e ¢ referido como
densidade pos-sinaptica (Garner et al., 2000) (Figura 1). A exocitose de vesiculas ocorre
na zona ativa e a subseqiiente recuperacao endocitica dos componentes vesiculares pode
ocorrer tanto na zona ativa quanto na area da zona peri-ativa (Roos & Kelly, 1999). Este
arranjo garante a liberagdo exocitotica de neurotransmissores proxima a seus receptores
pOs-sinapticos e permite que o processo de liberagdo ocorra numa dindmica apropriada
(Murthy & De Camilli, 2003).

Para que a exocitose ocorra ¢ necessaria a maturacdo vesicular. Esta envolve
acidificagdo do limem, preenchimento com neurotransmissor, associacdo com proteinas
periféricas de membrana necessarias para exocitose e recaptagdo para o aglomerado de
VS. Este aglomerado de vesiculas esta localizado numa area rica em actina e geralmente
proximo a mitocondrias, as quais provéem energia para o ciclo de vesiculas. As sinapses
sdo também circundadas por células gliais, as quais desenvolvem papéis auxiliares
como secre¢do de fatores neuromodulatorios, regulacdo da concentragdo idnica

extracelular e captacdo de neurotransmissores (Haydon, 2001).
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Figura 1: Micrografia eletronica de uma sinapse quimica de JNM. Um boto pré-sinaptico tipico é uma porgéo
especializada do axonio, sendo caracterizado por uma zona ativa, regidao onde a membrana plasmatica pré-sindptica
esta em intimo contato com a membrana pos-sinaptica, separadas pela fenda sinaptica, e contém um aglomerado de
vesiculas associadas (De Camilli et al., 2001). No plano ultraestrutural, a zona ativa tem uma aparéncia densa,
refletindo a presenca da malha de proteinas pré-sinapticas (Pfenninger et al., 1969). Algumas poucas vesiculas
estdo adjacentes a zona ativa e sdo referidas como vesiculas ancoradas.

(www.univ-orleans.fr/../GALERIE/synapse.jpg)

As vesiculas sindpticas sdo organelas de aproximadamente 40nm, possuindo
uma diversidade surpreendente de proteinas e, com excecdo da V-ATPase que esta
presente apenas em uma ou duas copias, contém numerosas coOpias de proteinas
essenciais para o trafego de membrana e captacdo de neurotransmissor. O transporte
vesicular, reconhecimento do alvo, ancoragem e fusdo envolvem recrutamento ordenado
e seqiiencial de complexos protéicos a partir do citoplasma (Takamori et al., 2006). Nos
ultimos anos, muitas proteinas envolvidas nestas reagdes foram descritas (Sudhof, 2004;
Bonifacino & Glick, 2004), todavia, pouco se sabe sobre a completa estrutura de
membrana, incluindo a concentragdo de proteinas integrais de membrana ou associadas

a esta, e sobre a densidade de superficie de proteinas de trafego como as SNAREs
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[soluble-N-ethyl-malemide sensitive factor (NSF) — attachment protein receptor] e Rabs
(Takamori et al., 2006).

As vesiculas sinipticas contém a maquinaria necessdria para a captacdo e
armazenamento de neurotransmissor, incluindo transportadores vesiculares, canais
ionicos ¢ a V-ATPase que abastece os transportadores (Ahnert-Hilger et al., 2003).
Mais de oitenta proteinas integrais de membrana foram identificadas, sendo que destas,
aproximadamente quarenta sdo residentes das VS. Em adi¢do as proteinas do complexo
SNARE como synaptobrevina/VAMP2, sintaxina 1 e SNAP-25, as quais sdo
conhecidas pela fungdo relevante na exocitose, um total de vinte diferentes SNAREs
foram identificadas. As SNAREs trabalham também em outros passos da fusdo como
fusdo de endossoma precoce ou tardio, sustentando a idéia de que as VS se comunicam
com intermediarios endossomais pelo menos em algum momento do seu ciclo de vida.
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 entrelacamento e estabelecimento de um
complexo heterotrimérico, o ancoramento e a fusdo vesicular com a membrana pré-
sindptica, possibilitando a liberagdo regulada de neurotransmissor (Murthy & De
Camilli, 2003; Sudhof, 2004). Inimeras Rabs foram identificadas e sdo consideradas os
marcadores especificos da organela. Um grande niimero de proteinas periféricas foi
também identificado, incluindo proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo como
GTPases triméricas, quinases, fosfatases, proteinas do citoesqueleto, enzimas
metabolicas e chaperonas (Takamori et al., 2006). As GTPases heterotriméricas
participam na regulacdo da captagdo de neurotransmissor vesicular (Ahnert-Hilger et
al., 2003) e as proteinas do citoesqueleto estdo envolvidas no transporte vesicular. A
sinaptotagmina I (Syt I) ¢ amplamente conhecida como sensor primario de calcio para
exocitose de VS (Perin et al., 1990; Brose et al., 1992; Littleton et al., 1993; Geppert et
al., 1994; Fernandez-Chacon ef al., 2001), todavia estudos bioquimicos prévios sugerem
que Syt I pode também funcionar durante a endocitose de VS (Zhang et al., 1994;
Fukuda et al., 1995; Jorgensen et al., 1995; Reist et al., 1998; Haucke & De Camilli,
1999; Haucke et al., 2000; Von Poser et al., 2000; Fergestad & Broadie, 2001; Littleton
et al.,2001; Jarousse et al., 2001).

Baseando-se em parametros fisicos e na composi¢dao da VS, Takamori et al.,

2006, construiram um modelo molecular de um protétipo de VS (Figura 2). Uma VS
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tipica contém 70 sinaptobrevinas, 32 sinaptofisinas, 9 a 14 transportadores de
neurotransmissor, 10 Rab3As, 8 sinapsinas e 15 sinaptotagminas, dentre outras. O
nimero de todas as moléculas de fosfolipidios e colesterol por VS foi calculado, sendo

de aproximadamente 7000 e 5600, respectivamente.
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Figura 2: Modelo molecular de uma vesicula sindptica mostrando a diversidade de proteinas envoltas.
(A) Vista externa de uma VS. (B) Vista de uma VS seccionada ao meio (os componentes da membrana
corados em escuro representam o colesterol). (C) Modelo contendo apenas sinaptobrevina para

demonstrar a densidade de superficie do componente vesicular mais abundante (Takamori et al., 2006)
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1.2 - Ciclo Sinaptico na Jun¢do Neuromuscular

Como vimos, uma das caracteristicas que define uma sinapse quimica ¢ a
colecdo de vesiculas sinapticas no terminal pré-sindptico. Essas vesiculas participam de
um ciclo que permite que elas sejam usadas repetitivamente durante atividade
sustentada. Em uma sinapse tipica em repouso, uma pequena porcentagem de VS esta
fixada a membrana pré-sinaptica. Todas as VS se assemelham na microscopia eletronica
e ndo hd nenhuma distingdo bioquimica significativa que permita a identificacdo de
diferentes classes de VS em um terminal em repouso. Assim, apesar de terem algumas
VS ancoradas a superficie da membrana, a grande maioria parece constituir uma
populagdo tinica, homogénea (Rizzoli & Betz, 2005). A liberagdo de neurotransmissores
das VS e a ativacdo dos receptores desses neurotransmissores contribuem para a
transmissdo da informac¢do do elemento pré-sinaptico para o alvo pds-sindptico. H4 um
nimero finito dessas VS em cada sinapse ¢ ¢ através da reciclagem dessas que a
neurotransmissao continua ¢ possivel (Poskanser & Davis, 2004). Todavia, demonstrou-
se que ha diferentes populacdes de VS com propriedades funcionais distintas e estes
grupos sao liberados e reutilizados sob diferentes condi¢cdes (Sudhof, 2000, Rizzoli &
Betz, 2005). Sabe-se que em jungdo neuromuscular de rd, a populagdo vesicular total
contém aproximadamente 500000 vesiculas, sendo possivel encaixar cada uma delas em
uma de trés populagdes: populacdo de liberagdo rapida (RRP), populagdo de reciclagem
e populacdo de reserva (RP) (Rizzoli & Betz, 2005).

O RRP ¢ constituido por vesiculas sinapticas que estdo prontamente disponiveis
para liberagdo, constituindo cerca de 1 a 2% da populagdo total de VS. Essas VS estdo
geralmente ancoradas na zona ativa e sofrem exocitose imediatamente apos
estimulacdo. Esta populagdo de VS ¢ depletada rapidamente pela estimulagdo elétrica de
alta freqiiéncia ou por solugdes despolarizantes. A maquinaria da zona ativa interage de
forma complexa com as VS ancoradas, as quais promovem interagdo de componentes
vesiculares com canais para céalcio dependentes de voltagem, resultando em uma rapida
liberagdo. Ja a populagdo de reciclagem ¢ definida como sendo uma populacdo de VS
que mantém a liberacdo sob estimulagdo moderada (fisioldgica). Esta populagao contém
cerca de 5-20% de todas as vesiculas e cicla continuamente, sendo preenchida
novamente com VS recentemente sintetizadas. Em jun¢ao neuromuscular de ra, o RRP ¢
uma parte integral da populagdo de reciclagem, uma vez que a velocidade de
recuperagdo do RRP depende da velocidade de repreenchimento da populacdo de

reciclagem. O RP ¢ um depdsito de VS no qual a liberacdo destas acontece somente
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durante estimulacdo prolongada. Essas VS constituem a maioria das vesiculas do
terminal pré-sinaptico (80-90%). E possivel que estas VS sejam raramente ou nunca
recrutadas durante atividade fisioldgica, sendo somente liberadas quando a populagdo
de reciclagem tiver sido depletada. Vale salientar que nos terminais em repouso, a
maioria das VS encontra-se imovel devido a agdo da proteina sinapsina. Uma vez que o
RP encontra-se distante da zona ativa, essas VS precisam se movimentar para serem
exocitadas (Rizzoli & Betz, 2005). Se estas VS encontram-se ancoradas em repouso,
como elas se movem em dire¢d0 a zona ativa durante estimulacdo? Parece que esta
atividade se inicia através de uma seqiiéncia de eventos (entrada de Ca™ — ativacdo de
calmodulina quinase II — fosforilagdo da sinapsina 1) que leva a libera¢do das VS de
sua ligacdo com sinapsina 1 (Llinas et al., 1985, 1991). Ha dois modelos que explicam
sua exocitose: movimento direto em direcao a zona ativa com auxilio do citoesqueleto
de actina e difusdo aleatéria (Rizzoli & Betz, 2005).

Durante a neurotransmissao, as vesiculas sinapticas organizadas em populagdes
vesiculares passam por um ciclo nos terminais nervosos, podendo ser dividido em
passos seqiienciais (Figura 3): inicialmente os neurotransmissores sdo transportados
para o interior das vesiculas sinapticas, as quais se agrupam nas adjacéncias da zona
ativa, onde irdo ancorar-se e tornar-se-20 competentes para a fusdo e liberagdo de seu
conteudo na fenda sinaptica (revisado por Sudhof, 2004). A liberacio de ACh, por
exemplo, ¢ um processo dependente de célcio e ¢ ativado pelo aumento na concentragao
de Ca®* livre dentro do terminal nervoso. Isto resulta na abertura de canais para Ca>"
sensiveis a voltagem pela despolarizacdo do impulso nervoso. Em adi¢do aos canais
para Ca®’, muitos tipos de canais para potdssio encontram-se presentes no terminal
nervoso, incluindo canais para potéssio dependentes de voltagem e os ativados por Ca”".
Os canais para potassio parecem limitar a duragdo da despolarizagdo do terminal
nervoso e assim, a extensdo da entrada de Ca®" e liberagdo de transmissor (Naguib et al.,
2002). Além da ACh, ATP ¢é também liberado e subseqiientemente hidrolizado em
poucos minutos em adenosina na fenda sinaptica (Smith, 1991). A exocitose de VS
ocorre em passos sucessivos. VS se ancoram (docking) na zona ativa, posteriormente
sofrem reacdo de amadurecimento (priming) para se tornarem capazes de responder ao
Ca”" e competentes a fusdo. O potencial de a¢io causa despolarizagio da membrana e
acentuado aumento na concentracdo intracelular de Ca®" através de canais para Ca"
sensiveis a voltagem. Este Ca®" ativa a fusdo das VS com a membrana pré-sinaptica e

subseqliente exocitose. A seqiiéncia desta ¢ muito rapida (< 0.3 ms) (Katz, 1969).
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Figura 3: Ciclo de exocitose-endocitose de uma vesicula colinérgica. Apos potencial de agdo e influxo de Ca®’,
fosforilagdo da sinapsina é ativada por proteinas quinases ativadas por calcio-calmodulina I e II. Isto resulta na
mobilizagdo de VS a partir do citoplasma em dire¢do a membrana pré-sinaptica. A formagao do complexo SNARE é um
passo essencial para o processo de ancoragem. Apoés fusdo das VS com membrana pré-sinaptica, ACh ¢ liberada na fenda
sinaptica. Algumas moléculas de ACh se ligam a nAChRs na membrana pos-sindptica, ao passo que o resto ¢ rapidamente
hidrolizado pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda sinaptica em colina e acetato. Colina ¢ reciclada, estando
disponivel para a resintese de ACh. Exocitose ¢ seguida pela endocitose em um processo dependente da formagdo de capa
de clatrina e da agdo da dinamina. Apds recuperacdo da membrana da VS, a vesicula perde seu revestimento ¢ um outro

ciclo recomeca (Naguib et al., 2002).
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ApoOs a exocitose de seu conteudo, as vesiculas sindpticas sofrem endocitose e
reciclagem por uma de trés vias alternativas (Figura 4): (a) endocitose mediada por capa
de clatrina (Heuser & Reese, 1973; Richards et al., 2000); (b) endocitose por meio de
amplas invaginagdes de membrana e formagao de cisternas (Takei et al., 1996; Richards
et al., 2000; 2003); (c) endocitose designada como Kiss and Run na qual vesiculas
liberam seu conteido sem se integrarem completamente a membrana pré-sindptica,
sendo reacidificadas e novamente preenchidas por neurotransmissores (Ceccarelli, ef al.,
1973; Pyle et al., 2000; Gandhi & Stevens, 2003). Estudos recentes sugerem que a forca
de direcionamento para a invagina¢do da membrana pode ser provida por adaptadores
de clatrina e pelos fatores acessorios que t€ém habilidade intrinseca para gerar curvatura
da membrana (Farsad et al., 2001; Ford et al., 2002). Estes componentes ajudam
também a produzir vesiculas de tamanho homogéneo, possivelmente induzindo um grau
maximo de curvatura de membrana (Zhang et al., 1998; Morgan et al., 1999; Takei et
al., 1999; Ford et al., 2002).

Dois estudos classicos de reciclagem de VS, envolvendo eletrofisiologia e
microscopia eletronica, foram realizados na década de 70 em junc¢des neuromusculares
de ra (Heuser & Reese, 1973; Ceccarelli et al., 1973; Wilkinson & Cole, 2001, Rizzoli
et al., 2003). Heuser & Reese, 1973, demonstraram que estimulagdo de alta—freqiliéncia
resulta na deplegdo vesicular e que a reciclagem de VS requer intermediério endocitico.
Usando estimulacdo de baixa-freqiiéncia, Ceccarelli et al., 1973, ndo encontraram
deplecdo significativa de VS nem a necessidade de intermediario endocitico.
Experimentos mais recentes na mesma preparacdo demonstraram que o estimulo que
libera a populacdo de reserva resulta em exocitose mais lenta que procede através da
formag¢do de invaginacdes, ao passo que, quando a populagdo de reciclagem foi
seletivamente liberada, nenhum intermediario foi observado (Richards et al., 2000;
2003). As VS da populacao de reciclagem parecem ser endocitadas diretamente a partir
da membrana plasmadtica, provavelmente através de mecanismo dependente da capa de
clatrina (Rizzoli et al, 2004). Concluindo, VS da populagdo de reciclagem sao
geralmente recuperadas através da endocitose diretamente a partir da membrana
plasmatica, ao passo que a liberagao da populagdao de reserva ¢ seguida pela “bulk”
endocitose, ou endocitose por grandes invaginacdes da membrana plasmatica (Richards

et al.,2000; 2003).
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Figura 4: Modelos de endocitose de vesiculas sinapticas em jungdo neuromuscular. (Painel Superior) Modelo de
Heuser-Reese no qual as vesiculas sinapticas sdo completamente integradas a membrana da zona ativa durante a
exocitose e sdo recicladas por meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Vesiculas cobertas podem também
brotar a partir de grandes cisternas (diagrama a esquerda). Micrografia eletronica (a direita) demonstrando a presenga
de depressdes de membrana e vesiculas cobertas por capa de clatrina (setas) em terminal motor submetido a estimulo
elétrico. E possivel observar também a presenca de cisternas (c). (Painel médio) Diagrama representando modelo de
kiss and run (a esquerda) proposto por Ceccarelli no qual, durante a liberagdo de neurotransmissores, as vesiculas
abrem um poro de fusdo 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 invagina¢cdes de membrana (a esquerda) apos liberacdo vesicular.
Essas grandes invaginagdes ocorrem longe dos locais de fusdo e sua formagdo parece ndo envolver clatrina
diretamente, podendo ou ndo se destacar da membrana plasmatica. Micrografia eletronica (2 direita) indicando
invaginacdes de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido (setas negras) ou desprovidas do marcador (seta clara)

(adaptado de Royle & Lagnado, 2003).
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1.3 — Neurotransmissdo Colinérgica

Na jun¢do neuromuscular, acetilcolina (ACh) ¢é secretada pelo terminal
nervoso em pacotes multimoleculares ou quanta, os quais induzem alteragdes elétricas
mensuraveis na membrana pos-sinaptica (Del Castillo & Katz, 1954). A maioria das
evidéncias experimentais indica que o quanta de transmissor ¢ estocado dentro de
vesiculas sinapticas e liberado através da exocitose apos fusdo da VS com o axolema
(Heuser et al., 1979; Ceccarelli et al., 1980; Haimann et al., 1985; Torri-Tarelli et al.,
1985). A sintese e liberacdo de ACh envolvem um ciclo de eventos (Figura 3). A ACh ¢
primeiramente formada no citoplasma do terminal nervoso a partir da acetil coenzima A
(acetil-CoA) e colina em uma reacdo catalisada pela enzima solavel colina
acetiltransferase (ChAT). Apds sua sintese, a acetilcolina ¢ armazenada no interior das
vesiculas gragas a seu transportador vesicular dependente de energia, VAChT, uma
proteina com 12 dominios transmembrana que usa o gradiente eletroquimico gerado por
uma proton ATPase para trocar dois prétons por uma molécula de ACh (Nguyen et al.,
1998; Naguib et al., 2002; Prado et al., 2002). A ACh ¢ armazenada em concentracdes
superosmoticas (aproximadamente 300mM) dentro do limen da VS, juntamente com
adenosina trifosfato (ATP), proteoglicanos, ions H', Mg®" ¢ Ca®". Cada VS contém
aproximadamente 5000-10000 moléculas de ACh. A ACh contida em uma tnica
vesicula ¢ freqiientemente referida como “quantum” de transmissor. Algumas moléculas
de ACh liberadas na fenda sindptica se ligam aos receptores nicotinicos de ACh
(nAChRs) na membrana poés-sinaptica, ao passo que o restante ¢ rapidamente
hidrolizado pela acetilcolinesterase, presente na fenda sinaptica, em colina e acetato. A
colina ¢ recaptada para dentro do terminal por um sistema de captacdo de alta afinidade,
tornando-se vidvel para a resintese de ACh (Naguib et al., 2002).

O armazenamento de ACh nas VS via VAChT depende da geragdo de um
gradiente transmembrana de natureza eletroquimica composto por um componente
quimico (ApH) e um componente elétrico (A¥) (Liu & Edwards, 1997; Rudnick, 1998).
Esse gradiente ¢ gerado in situ por bombas como as proton ATPases vacuolares (H V-
ATPases), as quais sdao responsaveis pela acidificacdo de organelas como as VS,
deixando o seu limen positivo, sendo, portanto, eletrogénicas (Nishi & Forgac, 2002).
Esta bomba de protons contém duas subunidades: V;, onde ocorre a hidrolise do ATP e
Vo, onde esta localizado o carregador de H' (Futai et al., 2000). A H' V-ATPase
bombeia prétons para dentro das VS para acidifica-las, atingindo um pH de 5.2-5.5

(Michaelson & Angel, 1980; Fuldner & Stadler, 1982). Dessa forma, os transportadores
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vesiculares translocam neurotransmissores do citosol para o limen vesicular, usando a
energia gerada pelo gradiente eletroquimico para transportar esses transmissores contra
um gradiente de concentragdo (Maycox et al., 1990; Gasnier, 2000). Sabe-se que o
potencial eletroquimico gerado pela H" V-ATPase produz uma forga suficiente para
concentrar ACh nas VS proximo a 3000 vezes. Todavia, a ACh intravesicular ¢
supostamente apenas 100 vezes mais concentrada do que ACh citossolica, sugerindo
que o preenchimento vesicular de ACh ndo atinge um equilibrio, aumentando a
possibilidade de que mecanismos de impedimento possam funcionar no transporte
vesicular de ACh (Parsons, 2000). As H™ V-ATPases, por meio da hidrélise do ATP,
translocam protons H' para o interior das vesiculas sinapticas, estabelecendo duas
condicdes. Primeiramente, o pH no interior da vesicula torna-se mais acidico, gerando
um gradiente quimico de pH (ApH) através da membrana vesicular e em seguida, o
interior da vesicula torna-se abundante em cargas positivas, criando um potencial
elétrico transmembrana (AY). O somatorio dessas duas condigdes corresponde ao
gradiente eletroquimico, representado pela equagdo AuH'= ApH + A¥ (revisado por
Ozkan & Ueda, 1998). O VAChT realiza, entdo, a troca de dois ions H™ por uma
molécula de acetilcolina, preenchendo o interior das vesiculas com o neurotransmissor
(Parsons et al., 1993; revisado por Prado et al., 2002). O gradiente de pH ¢ a principal
for¢a que mantém o actimulo de catecolaminas dentro de VS. Quando este gradiente é
colapsado observa-se uma perda no contetido vesicular de catecolamina (Camacho et
al., 20006). A bioenergética do transporte vesicular de ACh se baseia predominantemente
no componente quimico (ApH) do gradiente proton-eletroquimico de membrana
(Reimer et al., 1998).

Além das H' V-ATPases, existem evidéncias de que canais para cloreto
também se encontram inseridos na membrana da vesicula, sendo responsaveis pelo
influxo de ions CI" (Stobrawa et al., 2001; Jentsch et al., 2002). Esta corrente de cloro
seria importante para neutralizar as cargas positivas transportadas pela H™ V-ATPase,
uma vez que a neutralizagdo dos protons internalizados faz com que a H' V-ATPase
tenha maior capacidade de transporte (Liu & Edwards, 1997; Jentsch et al., 2002),
reduzindo assim a influéncia do componente elétrico AY na captagdo de acetilcolina,
(Stobrawa et al., 2001; Van der Kloot, 2003). Como conseqiiéncia, as vesiculas ficam
mais acidificadas. Logo, o influxo de cloro para o interior de vesiculas seria responsavel
por um aumento no ApH as custas do AY, aumentando assim a internalizacao desses

neurotransmissores (Liu & Edwards, 1997; Jentsch et al., 2002).

26



Hé evidéncias de que o contetido vesicular pode ser também regulado por
agonistas colinérgicos. Van Der Kloot, 1993, estudou o efeito de agonistas colinérgicos
nicotinicos como carbacol, DMPP, ACh e citisina, no aumento do contetido vesicular
em JNM de ri. Preparacdo controle banhada em solucdo de gluconato hipertonico
apresentou aumento de quatro vezes nos MEPPs, ao passo que preparagao contralateral
banhada na mesma solucdo, porém acrescida de agonista, apresentou bloqueio do
aumento do conteudo vesicular de ACh, redugao da liberagdo vesicular evocada
observada pela diminui¢do da amplitude dos EPPs, redu¢ao das MEPCs e da freqiiéncia
de MEPPs. Quando o contetdo vesicular encontra-se elevado, os agonistas podem
cessar a producdo do quanta adicional. Ainda ndo se sabe como os sinais colinérgicos
produzem esses efeitos. O receptor nicotinico de ACh parece estar envolvido na
regulag¢do do conteudo e liberagdo vesicular, uma vez que este e seu agonista tém perfis
farmacoldgicos similares, todavia o mecanismo pelo qual eles atuam ainda nio foi
totalmente elucidado (Van der Kloot, 1993).

No terminal motor de rd, a exocitose de neurotransmissor normalmente ocorre
ao longo de fileiras duplas de largas particulas intramembranosas que marcam o limite
das zonas ativas (Heuser et al., 1974; Heuser et al., 1979; Ceccarelli et al, 1979a,b).
Essas particulas podem representar locais especializados para a fusdo vesicular
hipotetizado por Katz (1969) ou canais para célcio, sendo que, neste caso, a fusdo de VS
com as zonas ativas seguem o influxo de ions calcio nestes locais (Heuser et al., 1974;
Pumplin et al., 1981).

Uma distribuicdo atipica de locais de fusdo foi relatado em jungdes
neuromusculares de rds estimuladas com altas concentragdes de cloreto de potassio
(KCl) (20mM) por 15-60 min: sob estas condi¢des, a fusdo de vesiculas ndo esteve
preferencialmente localizada préoximo as zonas ativas, mas estavam uniformemente
distribuidas em todo terminal pré-sinaptico (Ceccarelli ef al., 1979b). Foi sugerido que a
despolarizagdo prolongada pode ativar locais latentes para fusao vesicular (Ceccarelli et
al., 1979b), e que a exocitose induzida por potassio pode estar localizada proxima das
zonas ativas em estagios mais precoces (Fesce ef al., 1982; Pecot-Dechavassine, 1982).

Embora o KCI tenha efeitos complexos na secrecdo de neurotransmissores
(Gage & Quastel, 1965; Cooke & Quastel, 1973), concentragdes elevadas deste ion sdo
amplamente empregadas como substituto para o estimulo fisiologico para induzir
secrecdo em uma variedade de sistemas neuronais. Parece que duas populagdes de

locais de fusdo para secrecao de ACh sdo ativadas por altas concentragdes de KCl em
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diferentes cursos de tempo. Além do mais, locais de fusdo nas zonas ativas,
tradicionalmente implicadas na exocitose fisiologica, parecem sofrer inativa¢do parcial
com o tempo. Assim, altas concentracdes de KCI mimetizam apenas inicialmente o
padrdo de secre¢do de transmissor induzido por potenciais de acdo isolados, embora
seus efeitos sejam também dependentes de Ca™ e presumivelmente mediados pela
despolarizacdo da membrana pré-sindptica. Assim, a exocitose ¢ inicialmente ativada e
posteriormente inativada por altas concentragdes de KCl nas zonas ativas, enquanto
locais de fusdo em toda membrana pré-sindptica sdo ativados lentamente (Cecarelli et
al., 1988).

Na JNM, a liberacdo de ACh contida dentro de uma unica VS causa um
potencial em miniatura no terminal (MEPP). Cada MEPP tem pequena amplitude (0.5-
ImV), sendo normalmente insuficiente para causar potencial de placa (Katz, 1969). Um
impulso nervoso causa a liberagdo de aproximadamente 20-200 quanta, dependendo das
espécies, em fragcdes de milisegundos. O potencial de placa do terminal ¢ gerado pelo
somatorio elétrico de varios potenciais em miniatura, sincronizadamente descarregados
a partir da zona ativa. O pico de amplitude de um potencial do terminal ¢ 15-20mV
(Naguib et al., 2002).

1.4 — Monitoramento do Ciclo de Vesiculas Sinapticas Utilizando o Marcador
Fluorescente FM1-43

A introducdo de sondas fluorescentes como marcadores endociticos tornou
possivel monitorar a reciclagem de VS em preparagdes vivas (Lichtman et al., 1985;
Betz et al., 1992). Sondas do tipo FM, particularmente o FM1-43, tém sido utilizadas
extensivamente para o estudo da reciclagem de VS em terminais motores de ra (Rizzoli
et al., 2003). As preparagdes sao usualmente banhadas em solu¢des contendo a sonda de
interesse que marca membranas extracelulares. Sob estimulagdo nervosa, as vesiculas se
fundem com a membrana plasmatica e durante a endocitose compensatdria a membrana
marcada com a sonda ¢ internalizada. O excesso da sonda na solucdo extracelular ¢
lavado e a membrana internalizada pode ser visualizada mensurando, portanto, a
endocitose. Estimulagdo adicional na auséncia da sonda no meio extracelular pode
monitorar a liberacdo da sonda internalizada, a qual prové a mensuragdo da exocitose
(Rizzoli et al., 2003).

As sondas do tipo FM sdo moléculas anfipaticas, contendo caudas lipofilicas e
grupos carregados positivamente (valéncia +2), ligados via pontes de ligacao duplas. A

extensdo da cauda lipofilica determina a afinidade da sonda pelas membranas; sondas
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com caudas maiores marcam a membrana mais intensamente e t€m cinética de lavagem
mais demorada (Betz et al., 1996; Ryan et al., 1996; Richards et al., 2000). O grupo
carregado positivamente garante que a sonda ndo permeie as membranas, assim as
sondas ficam seqliestradas em compartimentos ligados & membrana apds endocitose. O
numero de pontes de dupla ligacdo determina as caracteristicas espectrais da sonda.
Sondas que possuem uma liga¢do dupla como FM1-43 e FM2-10 podem ser excitadas
no espectro da fluoresceina, j& o FM4-64, que apresenta trés ligagdes duplas entre
cabega e cauda, ¢ excitado no espectro da rodamina (Betz, et al., 1996; Rizzoli et al.,
2003, Brumback et al., 2004) (Figura 5).

As caracteristicas descritas acima garantem as sondas da familia FM algumas
vantagens. Elas marcam as membranas de forma reversivel e, pelo fato de ndo
atravessa-las, garantem que as moléculas de sonda ndo escapem das vesiculas
internalizadas durante a endocitose (Rizzoli et al., 2003). Essas sondas sdao 350 vezes
mais fluorescentes em meio hidrofobico (membrana celular) comparado com solugdes
aquosas (Henkel ef al., 1996; Betz et al.,1996; Brumback et al., 2004). Assim, durante
exocitose, a sonda liberada das VS torna-se significativamente menos fluorescente. Uma
outra vantagem das sondas do tipo FM ¢ que elas podem ser fotoconvertidas e usadas
como marcadores para estudos ultraestruturais (Henkel et al., 1996). Henkel et al.,
1996, através de estudos de fotoconversdo, comprovaram que o FM1-43 captado pela
endocitose encontra-se realmente no interior de vesiculas sindpticas e, através de um
fluorimetro, a mensuragdo da quantidade da sonda no meio extracelular foi realizada,
demonstrando que o FM1-43 ¢ realmente liberado apos estimulagdo, uma vez que a
concentracdo da sonda no meio extracelular aumentou consideravelmente durante
desmarcacao do terminal nervoso (Henkel et al., 1996).

Aplicando estas sondas durante uma janela definida de tempo, em combinacao
com protocolos de estimulagdo precisos, populacdes especificas de vesiculas
endocitadas podem ser marcadas e sua cinética de liberacdo pode ser mensurada sob

subseqiiente estimulacao (Holt & Jahn, 2004).
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Figura 5: O marcador fluorescente FM1-43 ¢ utilizado para monitoramento dos passos de endocitose e exocitose
de vesiculas sinapticas. (A) Estrutura do FM1-43. (B) A sonda dissolve-se na camada externa da membrana, mas
ndo a penetra devido a sua divaléncia. (C e D) Tipico experimento com a sonda FM1-43. (C) A sonda ¢
adicionada a preparacdo. Quando a preparacdo ¢ estimulada, as VS se fundem com a membrana plasmatica
permitindo a entrada da sonda (marcagdo). Apds lavagem da sonda no meio, ¢ coletada uma imagem através de
microscopio de fluorescéncia. (D) Preparagdes sdo estimuladas na auséncia da sonda (desmarcacdo); VS se
fundem com a membrana, liberando a sonda. (Betz et al., 1992). (E e F) Duas imagens representativas de um
terminal nervoso motor de rd carregado com FM1-43 antes (E) e apds 30 min de desmarca¢do com 60mM KCl

(F). Escala=10pm

1.5 - Utilizacéo de Drogas que Reduzem o Conteudo Vesicular de ACh

A transmissao neuromuscular ocorre quando a ACh, que ¢ liberada de terminais
nervosos motores através da exocitose de VS, atravessa a fenda sindptica e ativa
receptores nicotinicos pos-sinapticos. Cada VS normalmente contém e libera discreta
quantidade de ACh, chamada quantum. O potencial pods-sinaptico causado por um
quantum de ACh ¢ o potencial pés-sinaptico em miniatura (MEPP). Dois mecanismos
mantém o suprimento de VS para a populagdo de liberagao rapida. Primeiro, as VS sdo
mobilizadas do estoque principal durante estimulacdo continua. Em seguida, apos a
exocitose, a membrana sindptica é recuperada rapidamente através da endocitose. A

membrana vesicular recuperada deve se transformar em vesicula, ser repreenchida com
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ACh e entdao retornar ao RRP préximo as zonas ativas. Espera-se que haja algum
mecanismo para garantir que as VS sejam preenchidas, ao menos parcialmente, com
transmissor, antes de fazer parte do RRP (Parsons et al, 1999). Estudos
eletrofisiologicos prévios indicam que VS, apesar de se encontrarem parcialmente
preenchidas, sofrem exocitose normalmente (Elmqvist & Quastel, 1965; Searl et al.,
1990, 1991). Todavia, ainda nao estava estabelecido se a exocitose continuaria ou seria
interrompida, uma vez que as VS recicladas ndo continham transmissor. Assim, ndo se
sabia se o preenchimento de VS era um pré-requisito para a exocitose de VS (revisado
por Van der Kloot & Molgo6, 1994).

Neste estudo, foram utilizadas drogas que depletam o conteudo vesicular de
ACh como vesamicol, NH4Cl e metilamina, em preparacdes de JNM de ra, a fim de
estudar a reciclagem de vesiculas sindpticas vazias. O NH," inibe a captagio de ACh
para o interior das VS diminuindo o gradiente de proton através da membrana vesicular,
que ¢ necessario para acimulo do transmissor (revisado por Parsons et al., 1993; Van
der Kloot & Molgd, 1994). Adicionando NH, a solugdes hipertdnicas ocorre inibi¢do
significativa do aumento do conteudo vesicular, com reducdo dos MEPPs, sendo que,
em um estudo de Van der Kloot, 1987, a maior diminui¢do encontrada foi de 25% do
valor controle. Sabe-se que o tratamento com gluconato hipertonico aumenta o contetdo
vesicular em aproximadamente 4 vezes, entio parece que o NH; pode quase
completamente bloquear a adi¢do de ACh ao quanta (Van der Kloot, 1987).

Redugdes similares na amplitude dos MEPPs foram relatadas quando terminais
nervosos motores de ra foram estimulados na presenca de vesamicol, um inibidor da
captacdo ativa de ACh para dentro de vesiculas colinérgicas através da inibi¢do do
VACHKT (Van der Kloot, 1986; Whitton et al., 1986; Lupa, 1988; Searl et al, 1991;
revisado por Van der Kloot & Molgo, 1994).

O aumento do conteudo vesicular foi também inibido por metilamina e
trimetilamina. Ambas agem reduzindo o gradiente de préoton, formando espécies nao
carregadas que permeiam as membranas celulares (Van der Kloot, 1987). Metilamina,
como uma base fraca permedvel a membrana, ¢ acumulada em compartimentos acidicos
e em altas concentragdes descarrega o gradiente de pH transvesicular (ApH),
colapsando-o, sem afetar o potencial de membrana transvesicular, (A¥) (Cousin &
Nicholls, 1997). A metilamina inibe a acidificacdo de organelas intracelulares

(Williamson & Neale, 1994; Gekle et al., 1995; Lencer et al., 1995) e a retengdo de
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neurotransmissores excitatorios de VS de células granulares ¢ dependente da
manuten¢do continua de AY e ndo do ApH (Cousin & Nicholls, 1997).

Como mencionado anteriormente, o FM1-43 se liga a camada externa da
membrana plasmatica, ganhando acesso ao limen da VS durante a endocitose, podendo
ser liberado durante exocitose evocada (Betz et al., 1992). O FM monitora o trafego da
membrana vesicular mesmo quando os conteudos soluveis da vesicula estdo alterados
(Cousin & Nicholls, 1997), sendo, portanto, uma boa ferramenta para se estudar a
reciclagem de vesiculas sindpticas vazias, monitorando a exocitose/endocitose na
auséncia de transmissor.

Tendo em vista as alteragdes eletrofisioldgicas induzidas pelo vesamicol,
NH4CI e metilamina 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 estas
drogas. Essa nova abordagem permite estudar os efeitos destas sobre exocitose e
endocitose em material ndo fixado, através de preparagdes extra-vivo, com obtencao de

imagens que registram as alteragdes induzidas ou ndo pelas drogas.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo Geral
Investigar os efeitos de drogas que reduzem o contetdo vesicular de acetilcolina
como vesamicol, Cloreto de amdnio e metilamina sobre o ciclo de vesiculas sinapticas

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

2.2 - Objetivos Especificos

- Investigar as implicacdes da administragdo de vesamicol, Cloreto de amonio e
metilamina sobre a exocitose de vesiculas sindpticas evocada por estimulo
despolarizante em jun¢do neuromuscular de ra.

- Investigar as implicagdes da administracdo de vesamicol, Cloreto de amoénio e
metilamina sobre a endocitose compensatdria em juncdo neuromuscular de rd em
comparagdo com a endocitose de vesiculas sindpticas com contetido vesicular
preservado.

- Testar a eficacia das drogas utilizadas em jun¢dao neuromuscular de ra em outro

modelo experimental.
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3 - Materiais e Métodos
3.1 - Isolamento da Preparacgédo de Juncdo Neuromuscular de Ra

Durante o desenvolvimento embriondrio, axonios motores estdo geralmente
presentes no musculo quando os mioblastos se fundem para formar fibras musculares. A
jungao neuromuscular (JNM) se forma imediatamente e em abundéncia, uma vez que as
fibras musculares tornam-se inervadas por axonio de um motoneurdnio, formando uma
unidade motora. Células de Schwann e a expressdo de canais idnicos no sarcolema
desempenham papéis importantes no desenvolvimento de JNM. Ras apresentam
vantagens particulares como preparagdes experimentais elegantes para o estudo do
desenvolvimento da plasticidade em JNM. Primeiramente porque ha muitas
informagdes disponiveis. Segundo, porque todo estagio do desenvolvimento ¢
rapidamente avalidvel e acessivel. Terceiro, pelo largo tamanho da JNM da ra (em
adultos, sdo de 5-50 vezes maior do que em camundongos), facilitando observacgdes
anatomicas e certas micromanipulacdes. E também pela grande remodelagem sinéptica,
existéncia de multiplas JNM ao longo das fibras musculares e finalmente, por terem
algumas caracteristicas diferentes das JNM dos mamiferos, as JNM de ras provéem
oportunidades para testar a universalidade de hipoteses derivadas do trabalho em JNM
de mamiferos (Herrera & Zeng, 2003).

O musculo cutaneo peitoral de rd (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 entomologicos. Mantinha-se a prepara¢do em
solugdo Ringer contendo 115mM de NacCl, 2,5mM de KCl, 1,8mM de CaCl, e 5SmM de
Hepes. Acertava-se o pH do meio em 7.2 utilizando-se solu¢cdo de NaOH IN.

3.2 — Marcacao de Vesiculas Sindpticas com FM1-43

Para marcacdo das vesiculas sindpticas, utilizou-se o marcador fluorescente
FM1-43 (Molecular Probes TM) na concentragdo de 5SuM em adigdo a solucdo
despolarizante (60mM KCI), durante 10 minutos. Apos a estimulagdo, a preparagdo era
mantida em repouso por 15 minutos em meio Ringer normal contendo FM1-43 em
adicdo a solugdo salina para garantir captacdo do marcador durante endocitose
compensatoria. Em seguida, a preparagdo era lavada em solucdo salina desprovida de

FM no minimo por uma hora para que o excesso de marcador associado a membrana
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das fibras musculares fosse removido, permitindo melhor visualizagdo dos
agrupamentos vesiculares contendo FM1-43 ao longo das termina¢des axonais.
3.3 - Analise dos Efeitos do Vesamicol, Cloreto de aménio e Metilamina sobre
Endocitose

Preparacdes de juncdo neuromuscular de ra foram incubadas em meio normal
contendo 2uM vesamicol ou 30mM Cloreto de amonio ou 10M metilamina durante 20,
60 ou 30 minutos, respectivamente. Apds este periodo, as preparacdes eram incubadas
em solugcdo despolarizante contendo FM1-43 por 10 minutos. Em seguida, as
preparagdes eram mantidas em repouso por 15 minutos em meio Ringer normal na
presenca da droga e de FM1-43 para permitir endocitose compensatoria. Apds este
tempo era feita a lavagem em meio normal, na presenca da droga por uma hora e em
seguida as imagens eram coletadas.
3.4 - Analise dos Efeitos do Vesamicol, Cloreto de aménio e Metilamina sobre
Exocitose Evocada

Terminag¢des motoras marcadas com FM1-43 na presenca de 2uM vesamicol ou
30mM Cloreto de amonio ou 10M metilamina eram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia. Apds obtencdo de imagens, foi realizado aplicacdo de solugdo
despolarizante (60mM KCIl) na presenca da droga. Imagens das terminacdes eram
novamente obtidas em intervalos de 5 minutos até que se completassem 30 minutos de
tratamento com a droga em questao.
3.5 — Obtencéo e Analise de Imagens

As imagens dos terminais nervosos marcados com FM1-43 eram obtidas com
um microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axioskop ®) acoplado a uma cdmera de CCD
(charged-coupled device) Micromax refrigerada (-20°C) utilizando-se objetivas de
imersdo em agua (40x com abertura numérica de 0,75). As imagens coletadas pela
camera eram processadas e visualizadas em microcomputador utilizando-se o programa
Axon Image Workbench. A luz utilizada para iluminar a preparacdo provinha de uma
lampada de merctrio 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 exposicdo 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 eram normalizados percentualmente e convertidos em representacdes graficas
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através do programa Sigma Plot 9.0. A analise estatistica era realizada pela aplicagdo do
teste t-student pareado.

3.6 - Determinacéo da Liberac&o de [*H]-ACh em Fatias de Cértex Cerebral de
Ratos

3.6.1 Obtencao das Fatias do Cortex Cerebral

Foram utilizados ratos albinos da raca Wistar, de ambos os sexos, pesando
entre 180 a 220 gramas fornecidos pelo CEBIO (centro de bioterismo) do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG. Apds decaptacdo, cérebro foi removido e o cortex
dissecado em gelo, sobre placa Petri coberta por papel de filtro umedecido com solugao
(meio de incubacao). Em seguida, o cortex foi fatiado em fatias de 0,4mm no fatiador de
tecido Mc ILWAIN da BRINKMANN INSTRUMENTS, USA.

O tecido foi pesado em balanga de tor¢cdo na quantidade de 40 mg e colocado
em frascos de incubacdo que se encontravam em gelo. Esses frascos continham 1,0ml
de meio de incubagao.

O meio de incubacdo consiste em 136mM NaCl; 2,7mM KCI; 1,8mM CaCl,;
5,5mM Glicose; 10mM TRIS; 20uM Paraoxan. O pH final ¢ ajustado em 7,4 com HCI
0,IN.

3.6.2 Marcacao das Fatias com [*H]ACh

As fatias obtidas eram colocadas em banho com agitagdo (120rpm), pré-
incubadas a 37°C durante 5 min e posteriormente estimuladas por 15 min com 50mM de
KCI (1,0ml de 100mM de KCI por frasco de incubacido) com o objetivo de se depletar
os estoques intracelulares de ACh. As fatias eram retiradas do banho e transferidas para
tubos de centrifuga que ja se encontravam em gelo e logo apods centrifugadas (6000g
durante 5 min, a 4°C.). Em seguida, os sobrenadantes eram desprezados e os tecidos
ressuspendidos com 1ml de meio de incubagdo na auséncia ou presenca de 4uM
vesamicol, 60mM NH4CI ou 20M metilamina. Nessa etapa, a concentragdo das drogas
utilizadas correspondia ao dobro da concentracdo final. As aliquotas eram transferidas
para frascos de incubag@o que se encontravam no gelo. Em seguida, as amostras foram
colocadas em banho com agitacdo (120rpm), pré-incubadas a 37°C, durante 5 min e
posteriormente incubadas por 30 min para que as drogas testadas ocupassem seus
respectivos alvos de acdo. Apos esse periodo, foi acrescentado aos frascos 1ml de meio
de incubagdo contendo colina radioativa (*H-colina), concentragdo final de 0,11pCi/ml,
seguindo um periodo de incubagdo de 30 min. Apdés a marcagdo, as fatias foram

transferidas para tubos de centrifuga que ja se encontravam em gelo e logo ap6s foram
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centrifugadas (6000g durante 5 min, a 4°C).
3.6.3 Lavagem das Fatias com Colina Fria

Os tubos eram retirados da centrifuga, o sobrenadante era desprezado as fatias
ressuspendidas com 2,0ml de meio de incubagdo contendo colina (1pM a 4°C) na
presenca ou auséncia das drogas testadas (2uM vesamicol, 30mM NH4CIl ou 10M
metilamina). As amostras eram novamente centrifugadas. Essa etapa de lavagem das
fatias era realizada por duas vezes. O procedimento ¢ realizado com o objetivo de se
remover a “H-colina que se encontrava inespecificamente ligada ao tecido ¢ que néo foi
captada pelo terminal nervoso.
3.6.4 Estimulacgéo das Fatias

Apbs a lavagem das fatias com colina fria, estas foram centrifugadas e o

sobrenadante desprezado. As fatias eram transferidas para frascos de vidro contendo
1,0ml de solugdo (meio de incubagdo) na presenga ou auséncia das respectivas drogas
(com o dobro da concentracao final), colocadas em banho com agitacdo (120rpm) a
temperatura de 37°C e pré-incubada por 5 min. Em seguida, as fatias eram estimuladas
por 15 min com 50mM de KCl (1,0ml de 100mM de KCl por frasco de incubagdo). Nas
amostras que correspondiam ao controle, foram adicionados 1ml de meio de incubagao
(com 2,7mM de KCIl) e as fatias foram entdo incubadas por 15 min, para se obter a
liberagdo de acetilcolina ndo evocada por KCI.
3.6.5 Contagem da Radioatividade do Sobrenadante

Ao terminar o tempo de incubagdo, os frascos eram retirados do banho e o
material transferido em seguida para um tubo de centrifuga. Apds a centrifugacao
(6000g por 5 min, a 4°C) o sobrenadante era colocado em tubo de ensaio e 100uL desta
solugdo era transferido para um microtubo (eppendorf) contendo 1000uL de solugdo de
Bray. A radioatividade foi contada no espectrofotometro de cintilagdo liquida durante
10 min.
3.6.6 Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados foram obtidos e analisados em DPM de [°H]-ACh / mg de tecido.
Representam as médias das amostras, feitas em triplicata, repetidas no minimo trés
vezes (em dias diferentes), + o erro padrdo da média (EPM).

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA),

considerando p<0,05 estatisticamente significativo. A quantificacdo e a andlise
estatistica dos resultados foram realizadas utilizando o programa Sigma-plot (Scintific

Graphing Solfware), versdo 8.0 e GIPIS versao 2001. Para o céalculo do ECsy também
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foi usado o Sigma-plot versao 8.0.
4 - Resultados

4.1 - Marcacédo dos Aglomerados Vesiculares com FM1-43

Terminagdes motoras foram marcadas por meio da aplicagdo de estimulo
despolarizante (60mM KCl, 10min), sobre o musculo peitoral cutaneo de rd em meio
contendo FM1-43 (5uM). As terminagdes axonais marcadas, visualizadas em
microscopio de fluorescéncia acoplado a uma camera de CCD, apresentavam um padrao
caracteristico com presenga de pontos fluorescentes enfileirados ao longo da
terminagdo, assemelhando-se a um colar de pérolas (Figura 6A, 7A, 8A). Cada ponto
fluorescente representava aglomerados de vesiculas sinapticas contendo FM1-43 em seu
interior, sendo que o marcador foi captado durante a endocitose compensatdria apos
liberacao vesicular induzida pelo estimulo despolarizante. Portanto, cada ponto
fluorescente indicava local de contato sinaptico ao longo da terminagao axonal.

Diante disso, foram realizados experimentos com intuito de se investigar quais
as implicagdes do vesamicol (Figura 6), Cloreto de amonio (Figura 7) e metilamina
(Figura 8) sobre a endocitose e captagao de FM1-43.

4.1.1- Marcagéo dos Aglomerados Vesiculares na Presenca de Vesamicol:

Dados na literatura sugerem que VS de terminais nervosos tratados com
vesamicol, inibidor reversivel, ndo-competitivo do transportador vesicular de ACh,
sofrem ciclos normais de endocitose e exocitose (Parsons et al., 1999). As preparacdes
foram entdo incubadas durante 20 min em meio contendo 2uM de vesamicol e SuM de
FM1-43. Apos este periodo, as preparagdes foram marcadas por meio da aplicagdo de
estimulo despolarizante (60mM KCI, 10 min) na presenca de FM1-43 e vesamicol e
examinadas posteriormente ao microscopio de fluorescéncia. As imagens obtidas
mostraram terminacdes axonais marcadas, com padrao de pontuagao tipico, semelhante
ao controle, indicando que o vesamicol ndo bloqueia a endocitose e a conseqiiente
captagdo de FM1-43 (Figura 6B). A Figura 6C mostra a quantificacdo de varios
experimentos independentes e observou-se que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa na intensidade da fluorescéncia dos terminais marcados na auséncia ou na

presenga de vesamicol.
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Figura 6: Vesamicol ndo interfere com a internalizagdo do FM1-43. (A) Imagem de uma terminagdo
motora representativa marcada com FM1-43 em solugdo Ringer contendo 60mM KCI. (B) Terminagio
axonal incubada com vesamicol a 2uM na presenga de FM1-43 a SuM durante 20min ¢ marcada
posteriormente com estimulo despolarizante na presenga de vesamicol. Pode-se observar o aspecto de
“colar de pérolas™, tipico de jun¢do neuromuscular de anfibio. (C) Quantificagdo dos experimentos
realizados nas condi¢des controle e na presenca de vesamicol. Analisados em A 126 terminagdes axonais,
210 spots; em B 61 terminagdes, 102 spots. Valor P= 0.3944657641 (Barra de escala para todas as

imagens: 10um).

4.1.2- Marcacgéo dos Aglomerados Vesiculares na Presenca de Cloreto de aménio:
Na literatura existem dados demonstrando que a redu¢do do pH no interior dos
terminais pré-sindpticos em juncdo neuromuscular de lagarto determina inibicdo da
endocitose e, por conseguinte, impede captagdo de FM1-43 (Lindgren, et al., 1997).
Para investigar acdo do NH4Cl na endocitose e captacdo de FM1-43, os musculos foram
pré-incubados durante 60min em meio contendo 30mM de NH4Cl, composto que
tampona ions H™ e neutraliza a acidez no interior do terminal pré-sindptico, e entdo
submetidos a estimulacdo por estimulo despolarizante (60mM KCIl por 10min) na
presenca de SuM FM1-43 e 30mM NH4CI. As imagens obtidas mostraram terminagdes
axonais marcadas, com pontos fluorescentes tipicos (Figura 7B), e que a intensidade da
marcacdo com a sonda foi semelhante tanto na presenca quanto na auséncia de NH4Cl
(Figura 7C). Esses resultados sugerem que o aumento no pH intravesicular ndo interfere

na internalizacdo do FM1-43.
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Figura 7: NH4CI ndo interfere com a internalizacdo do FM1-43. (A) Imagem de terminagdo motora
marcada com FM1-43 em solugdo Ringer contendo 60mM KCIl. (B) Terminag¢des axonais incubadas com
NH,CI a 30mM na presenga de FM1-43 a 5uM durante 60min e marcadas posteriormente com estimulo
despolarizante na presenga de NH4Cl. Pode-se observar o aspecto de “colar de pérolas”, tipico de jungéo
neuromuscular de anfibio. (C) Quantificacdo dos experimentos realizados nas condi¢des controle e na
presenca de NH,CI. Analisados em A 56 terminac¢des axonais, 128 spots; em B 48 terminacdes, 87 spots.

Valor P=0.1701974802 (Barra de escala para todas as imagens: 10um).

4.1.3- Marcagéo dos Aglomerados Vesiculares na Presenca de Metilamina:

Dados na literatura sugerem que o aumento do contetudo vesicular ¢ inibido por
metilamina e trimetilamina. Ambas agem reduzindo o gradiente de proton, formando
espécies ndo carregadas que permeiam as membranas celulares (Van der Kloot, 1987).
Preparacdes foram entdo incubadas durante 30min em meio contendo 10M de
metilamina e SpuM de FM1-43. Apds este periodo, as preparagdes foram marcadas por
meio da aplicagdo de estimulo despolarizante (60mM KCl, 10min), também na presenga
de FM1-43 e metilamina e examinadas posteriormente ao microscopio de fluorescéncia.
As imagens obtidas mostraram terminagdes axonais marcadas, com padrao de
pontuagdo tipico, semelhante ao controle, indicando que a metilamina nao bloqueia a

endocitose e a conseqiiente captagdo de FM1-43 (Figuras 8B e 8C).
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Figura 8: Metilamina ndo interfere com a internalizagdo do FM1-43. (A) Imagem de terminagdo motora
marcada com FM1-43 em solugdo Ringer contendo 60mM KCIl. (B) Terminag¢des axonais incubadas com
metilamina a 10M na presenga de FM1-43 a 5uM durante 30min e marcadas posteriormente com
estimulo despolarizante na presenca de metilamina. Pode-se observar o aspecto de “colar de pérolas”,
tipico de jung@o neuromuscular de anfibio. (C) Quantifica¢@o dos experimentos realizados nas condi¢des
controle e na presenga de metilamina. Analisados em A 39 terminacdes axonais, 264 spots; em B 23

terminagdes, 250 spots. Valor P=0.7135323185 (Barra de escala para todas as imagens: 10um).

4.2- Desmarcacdo dos Aglomerados Vesiculares

Considerando os resultados obtidos mostrando que vesamicol, NH4Cl e
metilamina ndo interferiram com a endocitose de vesiculas sinapticas marcadas com
FM1-43, investigou-se se essas drogas interferiram com a exocitose.

4.2.1- Fotodesmarcacao:

O FM1-43, se exposto prolongadamente a luz polarizada, apresenta reducao na
intensidade do sinal fluorescente, fendomeno conhecido como fotodesmarcag¢do
(photobleaching). Para mensura¢do dos niveis de fotodesmarcagdo, terminagdes
marcadas com FM1-43 foram submetidas a luz polarizada em intervalos de tempo de
Smin ao longo de 30min de experimento, sendo o tempo de exposi¢do equivalente ao
tempo de obtengdo das imagens. Ao final de 30min, as terminagdes marcadas sofriam
uma redu¢do de aproximadamente 20% na intensidade do sinal fluorescente (Figura 9A

e 10A) e 8% (Figura 11A).
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4.2.2- Vesamicol ndo Interfere na Liberacdo Vesicular Evocada por Solugdo
Despolarizante

Para andlise dos efeitos do vesamicol na exocitose em jun¢do neuromuscular de
ra, terminagdes marcadas com FM1-43 na presenca da droga foram incubadas em
solucao Ringer com 60mM KCI contendo vesamicol a 2uM. Apods 30min de tratamento,
houve desmarcacdo dos pontos fluorescentes, indicando ocorréncia de liberagdo
vesicular com conseqiiente extrusdo do FM1-43 para o meio (Figura 9C). Foi realizado
experimento controle, na auséncia da droga, no musculo contralateral seguindo os
mesmos parametros de 9C a fim de comparar resultados obtidos (Figura 9B).

Anadlise estatistica demonstrou que a queda de fluorescéncia apos tratamento
com 2uM de vesamicol ¢ significativa em relagdo a fotodesmarcagdo, confirmando a
ocorréncia de exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na presenga de vesamicol
(Figura 9C). Como podemos observar na Figura 9D, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a desmarcacdao da preparacdo banhada em solugao

Ringer com 60mM KCl na auséncia ou presenga de 2uM vesamicol.
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Figura 9: Vesamicol ndo interfere na liberagdo vesicular evocada por KCl, havendo conseqiiente
desmarcagdo de termina¢des axonais contendo FMI1-43. (A) Terminal axonal durante 30min de
experimento com exposigdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de imagens. Redugdo do
sinal fluorescente representa desmarcagdo sem estimulo (fofodesmarcagdo) por iluminagdo repetida da
preparagdo. (B) Terminagdo marcada com FM1-43 na auséncia da droga durante 30min de experimento
em meio contendo 60mM KCl, com exposi¢des a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcagdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante. (C) Terminagdo axonal
marcada com FM1-43 na presenca de 2uM vesamicol durante 30min de experimento em meio contendo
60mM KCI, além da droga, com exposi¢cdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcacdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na presenca da droga. (D)
Grafico demonstrando que a exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na auséncia de vesamicol é
semelhante a desmarcag@o realizada na presenga da droga. Ao final de 30min, a desmarcagéo induzida na
presencga ¢ auséncia da droga ¢ significativa em relagdo a fotodesmarcagdo (P<0,05). Todavia, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre desmarcagdo com KCI sozinho ou associado ao vesamicol.
(P=0.4869610707). Fotodesmarcagao: representacdo de 4 experimentos, 22 spots; Controle: representagao
de 8 experimentos, 62 spots; Vesamicol: representacdo de 5 experimentos, 33 spots. (Barra de escala de

10um representando o erro padrao).

4.2.2- NH,CI néo Interfere na Liberacao Vesicular Evocada por Solugao
Despolarizante

Para analise dos efeitos do NH4CI na exocitose em juncdo neuromuscular de ra,
terminagdes marcadas com FM1-43 na presenca da droga foram incubadas em solugdo

Ringer com 60mM KCI contendo NH4CI a 30mM. Apo6s 30min de tratamento, houve
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desmarcacao dos pontos fluorescentes, indicando ocorréncia de liberacao vesicular com
conseqiiente extrusdo do FM1-43 para o meio (Figuras 10C). Foi realizado experimento
controle, na auséncia da droga, no musculo contralateral seguindo os mesmos
parametros de 10C a fim de comparar resultados obtidos (Figura 10B).

Anadlise estatistica demonstrou que a queda de fluorescéncia apos tratamento
com 30mM de NH4Cl ¢ significativa em relagdo a fotodesmarcagdo, confirmando a
ocorréncia de exocitose evocada por KCI na presengca de NH4Cl (Figura 10C). Como
podemos observar na Figura 10D, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a desmarcac¢do da preparagdo banhada em solugdo Ringer com 60mM KCI na

auséncia ou presenga de 30mM NH4CI.
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Figura 10: NH,Cl ndo interfere na liberagcdo vesicular evocada por KCIl, havendo conseqiiente
desmarcagdo de terminagdes axonais contendo FM1-43. (A) Terminal axonal durante 30min de
experimento com exposigdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de imagens. Redugao do
sinal fluorescente representa desmarcagdo sem estimulo (fofodesmarcagdo) por iluminagdo repetida da
preparacdo. (B) Terminagdo marcada com FM1-43 na auséncia da droga durante 30min de experimento
em meio contendo 60mM KCl, com exposi¢cdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcacdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante. (C) Terminagdo axonal
marcada com FM1-43 na presen¢a de 30mM NH,Cl durante 30min de experimento em meio contendo
60mM KCI, além da droga, com exposi¢gdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcacdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na presenga da droga. (D)
Grafico demonstrando que a exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na auséncia de NH4Cl é
semelhante a desmarcagdo realizada na presenga da droga. Ao final de 30min, a desmarcacdo induzida na
presenca e auséncia da droga ¢ significativa em relacdo a fotodesmarcagdo (P<0,05). Todavia, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre desmarcagdo com KCl sozinho ou associado ao NH,CI.
(P=0.3411487117). Fotodesmarcagao: representagdo de 4 experimentos, 22 spots; Controle: representagdo
de 3 experimentos, 39 spots; NH,Cl: representagdo de 7 experimentos, 51 spots. (Barra de escala de 10um
representando o erro padrdo).
4.2.3- Metilamina néo Interfere na Liberacéo Vesicular Evocada por Solugao
Despolarizante

Para analise dos efeitos da metilamina na exocitose em jun¢ao neuromuscular de
ra, terminagdes marcadas com FM1-43 na presenga da droga foram incubadas em
solucdo Ringer com 60mM KCI contendo metilamina a 10M. Apo6s 30min de
tratamento, houve desmarcag¢do dos pontos fluorescentes, indicando ocorréncia de

liberagdo vesicular com conseqiiente extrusao do FM1-43 para o meio (Figura 11C). Foi

realizado experimento controle, na auséncia da droga, no musculo contralateral
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seguindo os mesmos parametros de 11C a fim de comparar resultados obtidos (Figura
11B). Analise estatistica demonstrou que a queda de fluorescéncia apos tratamento com
10M de metilamina ¢ significativa em relagdo a fotodesmarcagdo, confirmando a
ocorréncia de exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na presenga de
metilamina (Figura 11C). Como podemos observar na Figura 11D, nao houve diferenga

estatisticamente significativa entre a desmarcacdo da preparacdo banhada em solugdo

Ringer com 60mM KCl na auséncia ou presenga de 10M metilamina.
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Figura 11: Metilamina ndo interfere na liberagdo vesicular evocada por KCIl, havendo conseqiiente
desmarcagdo de terminagdes axonais contendo FM1-43. (A) Terminal axonal durante 30min de
experimento com exposigdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de imagens. Reducdo do
sinal fluorescente representa desmarcagdo sem estimulo (fotodesmarcagdo) por iluminagdo repetida da
preparagdo. (B) Terminagdo marcada com FM1-43 na auséncia da droga durante 30min de experimento
em meio contendo 60mM KCI, com exposi¢des a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcagdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante. (C) Terminagdo axonal
marcada com FM1-43 na presenca de 10M metilamina durante 30min de experimento em meio contendo
60mM KCI, além da droga, com exposi¢cdes a luz polarizada em intervalos de Smin para coleta de
imagens. Desmarcacdo indica exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na presenga da droga. (D)
Grafico demonstrando que a exocitose evocada pelo estimulo despolarizante na auséncia de metilamina é
semelhante a desmarcagio realizada na presenga da droga. Ao final de 30min, a desmarcacdo induzida na
presenca e auséncia da droga ¢ significativa em relacdo a fotodesmarcagdo (P<0,05). Todavia, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre desmarcagdo com KCl sozinho ou associado & metilamina.
(P=0.4643709742). Fotodesmarcagao: representagdo de 3 experimentos, 30 spots; Controle: representagdo
de 3 experimentos, 16 spots; Metilamina: representacdo de 3 experimentos, 26 spots. (Barra de escala de

10um representando o erro padrao).

4.3- Liberacéao de Acetilcolina em Fatias de Cortex Cerebral de Rato
Com o intuito de testar se as drogas utilizadas interferiam com o contetdo
quantal de ACh, realizou-se experimentos nos quais mediu-se a liberacdo de ACh na

presenga ou na auséncia de vesamicol, NH4CI e metilamina.
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Como podemos observar na Figura 12, as drogas utilizadas realmente
interferiram com a liberag@o de acetilcolina evocada por KCl , sendo que a inibic¢ao foi

mais significativa na presenca de NH4Cl e vesamicol.
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Figura 12: Efeito das drogas vesamicol, NH,4Cl e metilamina, que promovem deplecdo de neurotransmissores da
vesicula sindptica, na libera¢io de [’H]-ACh em fatias de cortex cerebral de rato. Fatias de cortex cerebral de rato
(40mg), foram incubadas por 30min em solucdo salina na auséncia (controle) ou na presenca de 2 uM vesamicol,
30mM NH,CI, 10M metilamina e entdo marcadas com [*H]-colina. Apés duas etapas de lavagem, as fatias, apds
pré-incubagdo de Smin, foram incubadas por 15min em solugdo salina na auséncia (controle) ou na presenca de
60mM KCI. Os resultados foram obtidos pelo A da liberagdo de [*’H]Ach, que corresponde & seguinte relagdo:

= KCI - controle

= KCI (Vesamicol) - Vesamicol

= KCI (NH4CI) - NH,Cl

=  KCI (Metilamina) - Metilamina
Os resultados expressam a média = EPM de pelo menos trés experimentos individuais realizados em duplicatas.
* P<0.05 vesamicol + KCl versus KCI, NH4Cl + KCl versus KCI, metilamina + KCI versus KCI (P=0,0020251993;
P=0,0025303235; P=0,0071614791, respectivamente).
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5 - Discussao

Em estudos utilizando técnicas de eletrofisiologia, redu¢des na resposta a
liberagdo de neurotransmissores sdo interpretadas como evidéncias de alteragdes na
modulagdo pos-sindptica. Todavia, alteragcdes no conteudo vesicular podem também
resultar de alteragdes pré-sindpticas no empacotamento de neurotransmissor e
conseqiientemente, nas respostas fisiologicas ao neurotransmissor (Reimer et al., 1998).
A fim de se estudar a reciclagem de vesiculas sinapticas com conteudo vesicular
reduzido, utilizamos drogas que depletam o conteudo vesicular de ACh como
vesamicol, NH4Cl e metilamina. Utilizou-se a sonda fluorescente FM1-43 para
marcagdo de vesiculas e monitoramento do ciclo sindptico em jun¢do neuromuscular de
rd. A molécula de FM1-43 ¢ anfipatica ¢ 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 a
liberagdo e difusdo da sonda para o meio, resultando em reducdo do sinal fluorescente
dos estoques vesiculares.

Com intuito de se promover exocitose, utilizou-se estimulagdo com solugdo
despolarizante (60mM KCl, 10min) por ser uma técnica que se assemelha ao disparo
fisiologico desencadeado pela passagem de um potencial de ag¢do pelo terminal axonal
com subseqiiente ativagao de canais para calcio sensiveis a voltagem. Apds liberagao
vesicular, durante a endocitose compensatoria, os aglomerados vesiculares foram
reconstituidos com vesiculas contendo moléculas de FM1-43 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 marcacao de terminagdes axonais motoras em musculo estriado esquelético de
anfibio, sendo possivel estabelecer uma relacdo de semelhanca com um colar de pérolas
(Guatimosim et al., 1998). Cada ponto fluorescente representa aglomerados vesiculares
associados as zonas ativas e em aposi¢ao aos agrupamentos de receptores nicotinicos de
acetilcolina presentes na membrana pds-sinaptica. Portanto, esses circulos fluorescentes
indicam regides de contato sindptico (Betz ef al., 1992).

A qualidade das imagens obtidas, com o padrdo puntiforme cléssico, indica
que o protocolo de marcagdo com solugdo despolarizante ¢ viavel e adequado ao estudo

do ciclo sinaptico em jun¢ao neuromuscular de ra, além de confirmar a exceléncia do

51



FM1-43 como ferramenta de monitoramento dos passos de exocitose e endocitose de
vesiculas sinapticas em preparagdes ndo submetidas a processo de fixagao.

Preparagdes incubadas com vesamicol, NH4Cl e metilamina na presenca de
FM1-43 por tempo suficiente para que o ciclo de exocitose/endocitose permitisse a
incorporagdo do marcador no interior de vesiculas sindpticas apresentaram-se com
terminagdes com pontos fluorescentes, indicando ocorréncia da endocitose
compensatoria. Nao foi observada diferenca nas imagens obtidas tanto na auséncia
quanto na presenga das drogas (Figura 6, 7 e 8). Quando os terminais axonais marcados
com FM1-43 eram submetidos ao tratamento com estas drogas na presenga de solugdo
despolarizante, ocorria redu¢ao ao longo do tempo da intensidade do sinal fluorescente
emitido pelos aglomerados vesiculares marcados com a sonda. As curvas de
desmarcacdo das terminagdes tratadas com essas drogas encontram-se abaixo da curva
de fotodesmarcagdo. Esse grau de desmarcagao ¢ similar a desmarcagio observada apos
estimulo com solugdo despolarizante em preparagdes controle. Vesamicol, NH4Cl e seus
respectivos controles promoveram uma reducdo de aproximadamente 50% na
intensidade do sinal fluorescente de agrupamentos vesiculares marcados com FM1-43
ao final de 30min de estimulacdo. Interessante notar que metilamina e seu controle
promoveram uma reducdo de aproximadamente 40% na intensidade do sinal
fluorescente. Contudo, as curvas de desmarcacdo dessas preparagdes indicam
claramente liberagdo vesicular de maneira dependente do tempo. No entanto, restava a
duvida se as drogas utilizadas realmente reduziam o contetdo vesicular de ACh. Dessa
forma, foram realizados experimentos nos quais mediu-se a liberacdo de ACh na
presenca ou na auséncia de vesamicol, NH4Cl e metilamina em fatias de cortex cerebral
de rato. As trés drogas utilizadas reduziram a liberagdo vesicular de ACh de forma
significativa, confirmando, portanto, sua eficécia.

A exocitose constitui o principal mecanismo celular para a secrecao de
neurotransmissores. Este achado sustenta a teoria classica da neurotransmissao, segundo
a qual os neurotransmissores sao liberados em quantias discretas a partir do terminal
nervoso para a célula pds-sinaptica (Del Castillo & Katz, 1954). A liberacao de ACh a
partir de terminais nervosos colinérgicos ocorre através da exocitose dos conteudos das
VS. As vesiculas colinérgicas estocam ACh em uma concentragdo 100 vezes maior do
que a concentragdo presente no citoplasma (Parsons et al, 1993). Estudos prévios
demonstraram que certas drogas alteram o conteudo vesicular e outras a cinética da

exocitose (Borges et al., 2002; Burgoyne & Barclay, 2002; Camacho et al., 2006).
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Parece que a cinética da exocitose ¢ mais sensivel ao pH do que variagdes no conteudo
de transmissores, embora o pH tenha um papel importante no conteudo vesicular na
exocitose (Camacho et al., 2006). No entanto, nossos resultados demonstram que ndo
houve diferenga na cinética de desmarcagdo com o FM1-43 na presenca de vesamicol,
NH4Cl ou metilamina. Como essa técnica nao mede a exocitose em tempo real, pode ser
que essas diferengas existam, contudo ndo podem ser visualizadas através da
desmarcacao do FM1-43.

O pH intravesicular representa um passo necessario para ocorréncia de muitos
sinais intracelulares nos eventos secretérios (Camacho et al., 2006). Um aumento no pH
de vesiculas secretorias pode influenciar muitos aspectos da fungao vesicular, incluindo
a organizacdo da matriz dessas vesiculas, a capacidade para o transporte de outras
pequenas moléculas e atividade e maturagdo de pro-hormoénios (Blackmore ef al., 2001).
Durante os ciclos de exocitose/endocitose, as VS perdem seus contetdos acidicos e
devem ser reacidificadas para se prepararem para um novo ciclo. A reacidificagdo pode
ser um fator limitante para todo o ciclo sinaptico (Melnik et al., 2001). A acidificagdo
vesicular parece acelerar a exocitose, assim, atingindo altas concentracdes de
neurotransmissor no alvo poés-sinaptico (Camacho et al., 2006). Cousin & Nicholls,
1997, demonstraram que a via de reciclagem de VS em culturas de neurénios granulares
de cerebelo de ratos ndo pode distinguir entre uma VS cheia ou vazia, que a acidificagdo
vesicular ndo ¢ necessaria para a reciclagem de VS e que o preenchimento da VS ¢
extremamente rapido. Nao ha uma necessidade de as VS estarem polarizadas, acidicas
ou cheias de transmissor durante algum passo da ancoragem vesicular, exocitose ou
endocitose. VS com auséncia de gradiente de proton e vazias de neurotransmissor sao
endocitadas, recicladas e exocitadas de maneira indistinguivel daquelas VS com V-
ATPase funcional (Cousin & Nicholls, 1997), todavia, vesiculas vazias ndo produzem
nenhuma resposta pos-sinaptica (Melnik et al., 2001). Nossos resultados em JNM
corroboram os obtidos em neurdnios granulares. Vale salientar que ambos os estudos
foram realizados utilizando sonda fluorescente da familia FM.

Estudo cléssico da natureza da transmissao sindptica sugere que uma quantidade
relativamente fixa de neurotransmissores ¢ empacotada dentro das VS (Del Castillo &
Katz, 1954; Zimmermann & Whittaker, 1974). Acreditava-se que a extensdo do
preenchimento vesicular e a taxa na qual as VS eram preenchidas poderiam ter efeitos
significativos na transmissdo sinaptica (Zhou et al., 2000). Na JNM de vertebrados, a

captacdo de ACh para dentro de VS ¢ bloqueada pelo vesamicol (Marshall & Parsons,
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1987; Parsons et al., 1993), o qual produz depressdao dependente de estimulo nervoso do
conteudo vesicular (Searl et al., 1990, 1991; Van der Kloot ef al., 2000).

O vesamicol inibe a captacdo de ACh de forma aparentemente ndo competitiva
(Bahr & Parsons, 1986; Kornreich & Parsons, 1988), ligando-se a um receptor protéico
orientado citoplasmaticamente e que ndo ¢ a ATPase (Kornreich & Parsons, 1988),
sendo um potente inibidor do estoque de ACh em VS do o6rgao elétrico de peixes do
género Torpedo (Anderson et al., 1983; Bahr & Parsons, 1986). Como resultado de seu
bloqueio, ha uma inibi¢do da liberagdo evocada de ACh em vérias preparagdes (Brittain
et al., 1969; Marshall, 1970; Melega & Howard, 1984). O vesamicol inibe a liberagao
de ACh estimulada por KCl em fatias de cortex cerebral de ratos (Jope & Johnson,
1985; Ledo et al, 1995). Este efeito parece ser conseqiiéncia direta da inibicdo do
carregamento vesicular de ACh embora possua também propriedades inibitérias na
sintese de ACh (Jope & Johnson, 1985). Além disso, sabe-se que o vesamicol também
inibe liberacdo espontanea de ACh em fatias de cortex cerebral de rato (Prado et al,
1990). Parsons et al., 1999, inibiram o transportador vesicular de ACh com vesamicol
em jun¢do neuromuscular de cobra e estimularam a preparacdo com solug¢do de alta
concentragdo de KCI. Uma vez que os estoques pré-formados de transmissor foram
depletados e as correntes pds-sinapticas eliminadas, os autores testaram se a endocitose
e exocitose continuavam a ocorrer no terminal, utilizando como ferramenta o FM1-43.
VS colinérgicas recicladas continuaram a sofrer endocitose e exocitose apesar de ndo
terem sido preenchidas com ACh (Parsons ef al., 1999). Assim, como nos terminais
glutamatérgicos em células granulares de cerebelo (Cousin & Nicholls, 1997), o
transporte de transmissor, neste caso, ACh, para dentro de VS colinérgicas recicladas
ndo ¢ necessario para ciclos repetitivos de exocitose e endocitose durante estimulacdo
prolongada de terminais nervosos motores (Parsons et al., 1999). Esta liberacdo de
vesiculas marcadas com FM1-43 evocada por KCI na presenga de vesamicol estd em
consonancia com os achados neste trabalho (Figura 9).

Diferentemente do vesamicol, o Cloreto de aménio (NH4Cl) inibe a captagdo de
ACh para o interior das VS através da redug¢do do gradiente de prdoton através da
membrana vesicular, o qual ¢ necessario para acumulo do transmissor (revisado por
Parsons et al., 1993; Van der Kloot et al., 1994). Granulos contendo catecolaminas tém
um interior acidico, gerado por uma bomba de prétons direcionada por ATP. O
gradiente de prétons ¢é responsavel por parte da captagdo de catecolaminas. Este

gradiente de protons de granulos isolados ¢ reduzido pela adi¢io de NH;" na solugdo,
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uma vez que NH;  produz pequenas quantidades de NH3, o qual difunde através da
membrana do granulo. Uma vez dentro, NH; combina com prétons para formar NH,",
diminuindo a acidez do interior. O acimulo de catecolaminas ¢ entdo reduzido (Winkler
& Carmichael, 1982). Na década de 80, foi sugerido que o carregamento de ACh para
dentro de VS também requeria um gradiente de préton (Toll & Howard, 1980). A fim
de testar esta hipdtese, Van der Kloot, 1987, realizou um estudo testando os efeitos do
NH," e outras aminas no aumento do conteudo vesicular observado em JNM de ris
através da mensuracdo de MEPPs (potenciais pos-sinapticos em miniatura) e MEPCs
(correntes pos-sinapticas excitatorias). Preparagdes colocadas em solugdo contendo
NH4Cl adicionadas a solugdo Ringer normal apresentaram MEPPs de amplitude
semelhante aos controles ndo expostos ao NH,". Isto mostra que o NH, n3o reduz a
sensibilidade de receptores de ACh ou o imput de resisténcia da fibra muscular e que
isto ndo causa a perda de ACh do quanta ja carregado. Em repouso, ha pouca entrada de
transmissor recentemente sintetizado no quanta e a inibi¢ao de sua capta¢ao ndo produz
uma redugdo detectavel na amplitude dos MEPPs. Todavia, adicionando-se NH, a
solugdes hipertonicas, hd uma inibi¢cdo do aumento do conteudo vesicular, com reducgdo
significativa dos MEPPs. Estes resultados sustentam a idéia de que um gradiente de
protons € necessario para o preenchimento de ACh no quanta e sdo consistentes com a
hipotese de que a liberagdo do quanta de ACh ocorre a partir de VS através da
exocitose. No entanto, os dados obtidos nesse trabalho mostram que apesar do gradiente
de préton ser crucial para o armazenamento de ACh nas VS, esse gradiente ndo interfere
com a exocitose das mesmas (Figura 10).

No pH de 5.5, os conteudos de granulos secretdrios t€ém uma 6tima associagdo
entre si, o que facilita o estoque de transmissor, mas quando exposto ao pH do fluido
extracelular durante a fusdo da membrana da VS, a associacdo enfraquece e a matriz
intravesicular desemaranha (Jankowski et al., 1993; Wightman et al., 1995; Yoo, 1996).
Além de promover a associacdo intravesicular em células cromafinas isoladas da
medula da Adrenal, um interior vesicular acidico € necessario para o empacotamento de
catecolaminas pelo transportador vesicular de monoamina, VMAT (Njus et al., 1986;
Henry et al., 1998). Consistente com ambos mecanismos de estoque e transporte, a
liberagdo evocada de catecolamina ¢ reduzida apds incubacdo com metilamina (Kuijpers
et al., 1989), uma base fraca permedvel a membrana que aumenta o pH intravesicular de
5.5 para 6.3 (Holz et al., 1983), colapsando o ApH sem contudo comprometer o

potencial de membrana transvesicular, (A¥) (Cousin & Nicholls, 1997). Metilamina
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acessa o interior vesicular pela difusdo passiva de sua forma nao protonada através das
membranas celular e vesicular (Scherman & Henry, 1980). Metilamina causou libera¢ao
exocitotica sem a adicdo de secretagogos em cultura de células cromafinas, causando
quantidade significativa de dissocia¢do vesicular antes da exocitose, como evidenciado
pelos niveis aumentados de Ca™ intracelular e catecolamina (Mundorf ef al., 1999).
Metilamina dispersa catecolaminas em células cromafinas adrenais, reduzindo a cinética
da exocitose (Camacho et al., 2006). Por outro lado, em culturas de células cerebelares
marcadas com FM2-10, VS vazias ou sem gradiente de préton devido a inibi¢ao da V-
ATPase pela bafilomicina e neutralizagdo do ApH pela metilamina foram endocitadas,
recicladas e exocitadas normalmente (Cousin & Nicholls, 1997). O mesmo resultado foi
obtido neste trabalho (Figura 11). Possivelmente, a discrepancia dos dados obtidos neste
trabalho e nos de Cousin & Nicholls, 1997 e Camacho et al., 2006 se deve ao fato de o
FM ndo mesnsurar a exocitose em tempo real.

Como vimos, o conteudo de transmissor das vesiculas sinapticas pode ser
dramaticamente reduzido por drogas especificas, todavia a maquinaria exocitica
continua liberando VS vazias ou parcialmente preenchidas com probabilidade normal.
Isto nos leva ao seguinte questionamento: sera que a quantidade de transmissor das VS
pode ser alterada também por mecanismos fisiologicos? Tem-se estimado que o tempo
entre a endocitose de uma vesicula e seu amadurecimento para um novo ciclo € rapido e
em culturas de neurdnios chega a ser de 15 segundos, sendo que o preenchimento da VS
¢ extremamente rapido. Este processo requer transportadores vesiculares bastante
rapidos, garantindo a preservagdo da transmissdo sinaptica. As VS recentemente
endocitadas se misturam rapidamente a populagdo de liberacdo rapida (Ryan & Smith,
1995). Considerando a extensdo da populagdo vesicular (aproximadamente 500000
vesiculas em JNM de rd) (Rizzoli & Betz, 2005), a velocidade do preenchimento e da
liberacao sindptica ¢ provavel que, fisiologicamente, poucas VS se encontrem vazias.
Vale salientar que, possivelmente, a velocidade do preenchimento deve ser modulada de
acordo com a atividade neuronal, a qual serve como mecanismo para se evitar que
vesiculas vazias sejam liberadas, levando a paralisia da neurotransmissao.

Uma variedade de estudos utilizou a JNM de vertebrados como modelo
experimental para alterar a quantidade de neurotransmissor dentro das VS e determinar
suas conseqiiéncias na transmissdo sindptica. O preenchimento das VS com ACh foi
alterado pelo bloqueio da captacdo de colina (Elmqvist & Quastel, 1965; Jones &
Kwanbunbumpen, 1970; Ceccarelli & Hulburt, 1975), bloqueio do transportador
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vesicular de ACh (VAChHT) (Van der Kloot, 1986; Searl et al., 1991; Prior et al., 1992;
Parsons et al, 1999), alteragdo do nuimero de moléculas de VAChT funcionais
expressas na membrana vesicular (Song et al., 1997) e mais recentemente, através do
desenvolvimento de animais knockdown para VAChT (Prado et al., 2006).

No entanto, ainda resta a pergunta: quais mecanismos regulam a quantidade de
neurotransmissor por vesicula? O transporte para o interior de vesiculas secretorias ¢
catalizado por proteinas que acoplam a captacdo de neurotransmissor ao movimento de
H' em diregdo oposta. A H' V-ATPase localizada na membrana da VS ¢ responséavel
pela manutengdo de um gradiente de potencial proton-eletroquimico transmembrana.
Assim, alteracdes na atividade da V-ATPase influenciam na quantidade de transmissor
estocado nas VS (Hnasko & Edwards, 2006). Em terminais glutamatérgicos, o potencial
de membrana ¢ responsavel pelo acumulo e retencdo de aminodcidos acidicos (Maycox
et al., 1990).

Um outro mecanismo que controla o contetido de transmissor das VS ¢ o
nimero de transportadores vesiculares de neurotransmissores, sendo que, em terminais
nervosos colinérgicos, 0 VAChT ¢ o responsavel pela quantidade de neurotransmissor
estocada e liberada (Reimer et al., 1998; Prado et al., 2002). Em muitos sistemas, o
aumento do nivel de transportadores pode aumentar a quantidade de neurotransmissor
acumulada no interior das vesiculas (Song et al., 1997; Colliver et al., 2000; Pothos et
al., 2000; Daniels et al., 2004; Wilson et al., 2005). Dados da literatura sugerem que a
superexpressdo do VAChT, do transportador vesicular de monoamina neuronal
(VMAT?2) ou do transportador vesicular de glutamato (VGLUT) aumentam o contetido
vesicular em cultura (Song et al., 1997; Colliver et al., 2000; Pothos et al., 2000;
Wojcik et al., 2004; Daniels et al., 2006). Assim, alteracdes na expressdo do
transportador tém o potencial de influenciar na resposta ao neurotransmissor (Partilla et
al., 2006). Da mesma forma, a diminui¢do da expressao dos transportadores vesiculares
também interfere na resposta pds-sinaptica. Em sinapses glutamatérgicas, o VGLUT
preenche a vesicula com glutamato (Daniels et al., 2006) e, na auséncia deste
transportador, as vesiculas se encontram vazias (Fremeau et al., 2004; Wojcik et al.,
2004). Interessante notar que nos knockouts para o VGLUT, as vesiculas sem o
transportador reciclam normalmente (Daniels et al., 2006), consistente com medidas
opticas da reciclagem de VS em culturas de neurdnios hipocampais de camundongos
knockouts para o mesmo transportador que demonstraram que ndo ha diferenga na

atividade exocitica e endocitica de sinapses do tipo selvagem e knockout para VGLUT1
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(Wojcik et al., 2004). O mesmo tipo de observacao foi obtido em sinapses colinérgicas.
Prado et al., 2006, desenvolveram um modelo in vivo de camundongo com expressao
genética reduzida de VAChT. Como os knockouts morrem ao nascimento devido a
faléncia respiratdria, os autores deram origem a um animal knockdown que produz uma
menor quantidade da proteina VAChT (50% menos do que o tipo selvagem para
heterozigoto e 70% menos para homozigoto). Em JNM, os mutantes exibiram moderada
reducdo na amplitude dos MEPPs, sugerindo uma redu¢do no contetido vesicular em
repouso. Além disto, camundongos knockdown homozigotos apresentaram elevada
depressdo sinaptica sob estimulacdo de alta freqliéncia, sugerindo defeito severo no
preenchimento de VS recicladas. Por outro lado, a exocitose e endocitose de VS
parecem estar normal mesmo se as vesiculas ndo estdo cheias, consistente com os dados
obtidos neste trabalho através de tratamento farmacoldgico. Juntos, estes resultados
demonstram que a biogénese das VS e reciclagem sdo independentes do preenchimento

vesicular com o transmissor.
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6 — Concluséao e Perspectivas

Vesamicol, NH4Cl e metilamina ndo interferem com a reciclagem de vesiculas
sindpticas em jun¢ao neuromuscular de ra independentemente da reducao do contetido
de ACh. Além de nao interferirem com a liberagdo vesicular evocada, estas drogas ndo
inibem a endocitose independente de variagdes no pH intravesicular. Utilizando FM1-
43 para mensurar diretamente a probabilidade da exocitose/endocitose de vesiculas
sindpticas observou-se que, apesar da severa redugdo no contetido vesicular de ACh,
essas vesiculas foram liberadas com a mesma probabilidade que aquelas cujo conteudo
de neurotransmissor encontrava-se normal. Portanto, a probabilidade de reciclagem de
VS parece ser inteiramente independente do estado de preenchimento da vesicula. Isto
nos leva a um importante questionamento: serd que a quantidade de neurotransmissor
nas vesiculas pode ser alterada também por processos fisioldgicos? Diante dos achados
apresentados neste trabalho, estas drogas se apresentam como uma importante
ferramenta farmacologica para estudo do ciclo sinaptico, ajudando no entendimento do
papel do preenchimento no ciclo de VS e seu potencial para regulagdao na plasticidade
neuronal. Os dados apresentados neste trabalho podem futuramente nortear abordagens
celulares e moleculares que esclarecam como as alteragdes no gradiente quimico do
componente eletroquimico e outras, desencadeadas por vesamicol, NH4Cl e metilamina,
interferem com a maquinaria protéica que regula o trafego de vesiculas sinapticas e,
ainda, subsidiar meios para intervencdo farmacologica em disfuncdes da transmissdo
sinaptica central e periférica. Desta forma, os achados apresentados neste trabalho
contribuem para melhor compreensdo do sistema colinérgico e neurotransmissdo em

geral.
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