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RESUMO

O transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) participa ivefetente da
neurotransmissdo colinérgica. Estudos realizados em células PCttaramsque a serina
480 é o sitio de fosforilacdo do VAChT. Experimentos demonstraram jppgedna quinase
C (PKC) é a quinase envolvida na fosforilagdo do VAChT e que atsig#ii da serina 480
por glutamato — que imita o evento da fosforilacdo - aumenta ass@r do VAChT em
LCDVs (vesiculas maiores onde normalmente se encontram o0s tradspest de
monoaminas ou VMATS). Para verificar se a fosforilacdo do VA@Idra seu trafego em
células PC12, foram feitos dois mutantes do VAChT. No primeiro,uloétguida a serina
480 (sitio de fosforilacdo para PKC), por alanina (um aminoacidocaega, portanto, ndo
pode ser fosforilado), este mutante foi denominado GFP-VAChT S480Aeflndo, a
serina foi substituida por glutamato (um aminoacido que imita adedbsforilado do
VACHT), este mutante foi denominado GFP-VAChT S480E. O VAChAT foi @agoecom
GFP; uma proteina fluorescente, que permite a visualizacdo dtvVA@ ceélulas PC12,
através de microscopia confocal. O objetivo deste trabalho foi eerfec existem diferencas
no trafego e localizacdo do VAChT no estado fosforilado e néo fesforém células PC12.
O VACHT no estado fosforilado localiza-se em maior concentracavaramsidades das
células (36% mais fluorescéncia que no corpo celular); local ondéhaéAliberada. Ja o
VAChAT no estado néo fosforilado localiza-se em maior concentracdorpo celular (20%
mais fluorescéncia no corpo em relacdo as varicosidades). restdgados indicam que a
fosforilagdo do VAChT afeta seu trafego e, consequentementepslezdcdo em células
PC12.

Palavras-chave VAChT. Fosforilagcdo. Células PC12. Acetilcolina.
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EFFECTS OF PHOSPHORYLATION OF VESICULAR ACETYLCHOLINE
TRANSPORTER IN ITS TRAFFIC AND LOCATION IN PC12 CELLS

ABSTRACT

The vesicular acetylcholine transporter (VAChT) participagéfectively the cholinergic
transmission. Studies in PC12 cells have shown that serine 480 ietbéghosphorylation
of VAChT. Experiments have shown that protein kinase C (PKC) is vadolin the
phosphorylation of VAChT, and that substitution of serine 480 to glutanmatmicking the
phosphorylation event - increases the expression of VAChT in LCRXge( vesicles which
are usually the monoamine transporters or VMATS). To verify graisphorylation of
VACHT alters their traffic in PC12 cells, we made two mutarit¥ AChT. At first, it was
replaced the serine 480 (phosphorylation site for PKC), by alanmanio acid no load,
and therefore cannot be phosphorylated), this mutant was designate8486& VAChHT.
Then, the serine has been replaced by glutamate (an amino hatidmimics the
phosphorylated state of VAChT), this mutant was designated GFP-S48QHBTV The
VAChT was tagged with GFP, a fluorescent protein that allowsaliimation of VAChT in
PC12 cells by confocal microscopy. The aim of this studytoaetermine whether there are
differences in traffic and location the GFP-S480E VAChT and GHBOA VACHT in PC12
cells. The VAChT phosphorylated (GFP-S480E VAChHT) located in the $tigloacentration
in cells of varicosities (36% more fluorescence in the cell hodiere ACh is released.
Already VACHhT in non-phosphorylated state (GFP-S480A VACHT) locatedhighest
concentration in the cell body (20% more fluorescence in the bodiatioreto varicosities).
These results indicate that phosphorylation of VAChT affectsatic and, consequently, its
location in PC12 cells.

Keywords: VAChT. Phosphorylation. PC12 cells. Acetylcholine.

1 INTRODUCAO

A neurotransmisséo colinérgica é realizada por meio da arnggrenda ACh em
vesiculas sinapticas. Esta armazenagem € realizada pel@ottader vesicular de
acetilcolina, ou VAChT; um transporte que ocorre pela troca de pragsiilares por ACh
citoplasmatica (KHARE; MULAKALURI; PARSONS, 2010). O VAChd& uma proteina

composta por 12 dominios transmembranicos; 530 aminocidos e uma graade alg

intravesicular entre o primeiro e o segundo dominios transmembr@RICG3HANI, 1994).

A regido C-terminal do VAChT possui um sitio de fosforilacdo papeoteina quinase C, ou
PKC (ERICKSON et al., 1994; ROGHANI et al., 1994). Segundo Barbosh €1997), o
VAChT sofre fosforilagdo e a incorporacdo de fosfo¥®) aumenta apos estimulacdo da
PKC.
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Por meio de estudos utilizando células PC12, foi demonstrado que o aminoacido
serina 480 é sitio de fosforilagdo no VAChT (CHO et al., 2000; KRANT al., 2000), e
outro estudo mostrou que a PKC € a quinase envolvida na fosforilacddQlorn\é que a
troca da serina 480 por glutamato (um aminoacido negativo que iestado fosforilado do
VAChT) aumenta a manifestacdo dessa proteina em LDCM e (Bense core vesicles)
(KRANTZ et al., 2000). J& Cho et al. (2000) mostraram que a trosarifea 480 por alanina
(um aminoacido sem carga que imita o estado nao fosforilado do VA€it@minhava a
proteina para um compartimento distinto daquele onde se localiz&bMés (pequenas
vesiculas sinapticas).

Para constatar se a fosforilagdo do VAChT altera sewgtra&m células PC12, foram
elaborados dois mutantes do VAChT. No primeiro, a serina 480 (sitiostitacdo da
PKC) foi substituida por alanina e esse mutante foi denominado GEP-VS480A. No
segundo, a serina foi substituida por glutamato e foi denominado GFP-VSZ8JE.
Ambos foram etiquetados com GFP; uma proteina fluorescente quiéepeenisualizacdo do
VAChT em microscopia confocal.

A compreensédo exata sobre o trafego de proteinas neurarmgsréante, pois falhas
no direcionamento dessas proteinas podem gerar disturbios neurolégicop@oex@mplo,
a doenca de Alzheimer. Pacientes que apresentam essa doengestdemam déficit
expressivo do VAChT no sistema nervoso (CHEN et al., 2011). Portantqukag&o
farmacoldgica do VAChT, possivelmente, podera beneficiar os paziente doenca de
Alzheimer, assim como os de outras doencas neurodegenerativderiza@das pelo déficit

dessa proteina.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Investigar o trafego do VAChT em células PC12 e como a fosfaéoildessa proteina

pode modificar o seu direcionamento.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar se a fosforilagdo do GFP-VAChT influencia em suailagio em células
PC12.
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3 METODOLOGIA

3.1 Clonagem do VAChT

Os clones do VAChHT foram feitos através de PCR, utilizandogpsimom mutacdes
gue permitem a troca da base nitrogenada que codifica a serigfaonato ou alanina e
foram inseridos em um vetor de expressao para serem utilizathsransfectar as células
PC12 (FIG. 1).

Todas as amplificacdes foram feitas em um volume final de 28mlreacéo,
utilizando-se 1,5mM MgGJ] 200mM de dNTP, 0,6 pmoles de cada iniciador, 0,5U de Taq
polimerase PROMEGA, e 400ng de DNA de camundongo. Foram realizadie$o35sendo
que cada ciclo consistia de desnaturamento a 94°C por 45 segundos,eaiteldos
iniciadores a 55°C por 1 minuto, seguido de extensdo do DNA a 72°C por 80 sedynidos.
35 ciclos, fez-se extensédo final por 10 minutos a 72°C e os produtosicaups foram
colocados a 4°C.

Os fragmentos foram clonados no vetor de expressdo pEGFP-C2 (Clantes$gs
construcdes foram utilizadas para transformar a linhagem TOP10dd¢an) ou DH& deE.
coli. A varredura para encontrar clones positivos foi feita atrave® @R de colbnia
utilizando iniciadores que se ligam ao vetor. Todos os clones podibiraoa submetidos a
sequenciamento em sequenciador automatico ALF (Pharmacia) ou st PApplied
Biosystems) para verificacdo das mutacdes de interesselesd@x daqueles clones que
apresentassem mutacGes adicionais, introduzidas pela Tag DNA pskm@ados nao
mostrados).

Para a construcao do clone VAChT S480E foram utilizados os seguintes primers:
Seq (5'-3"): CGCGTGAGGAGCGCGATGTGCTGC
Seq (5'-3"): CGCGCTCCTCACGCGAGCGTGTAAG

Para a construcao do clone VAChT S480A foram utilizados os seguintes primers:
Seq (5'-3"): CGCGTGCCGAGCGCGATGTGC
Seq (5'-3"): GCTCGGCACGCGAGCGTGTAA
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Figura 1 - Esquema das constru¢cdes dos mutantes do VAChT

N 12 TM

VAChT W.T. RNVGLLTRSRSERDVLLDEPPQGL. . . RS
VAChT S480A RNVG.LTRSRAERDVLLDEPPQGL. . . RS
VAChT S480E RNVGA.LTRSREERDVLLDEPPQG.. . . RS

Nota: Box “N” corresponde ao dominio N-terminal2“IM” indica os 12 dominios transmebranicos e o box
“C” representa 0 dominio C-terminal do @Y. Parte da sequéncia C-terminal é indicadapasdrar
a mutacao de serina para alanina (VACA308), serina para glutamato (VAChT S480E). Essasttu-
¢Oes foram usadas para transfectar 8R{IA2 e visualizadas em microscopia confocal.

3.2 Cultura das células PC12

As células PC12 foram provenientes do Instituto Ludwig. As céfafasn mantidas
em meio DMEM (Sigma), mais 10% de soro equino (Cultilab), 5% de fetal bovino
(Cultilab) e 1% de penicilina-estreptomicina (GIBCO Lifecfielogies) em garrafas de
cultura de 50mL na estufa de €@ 5% e 37 C. As células foram diferenciadas em meio
DMEM suplementado com 1% de soro fetal bovino (Cultilab), e 50 ng/mIGFe (Sigma);
por 7 dias. O meio foi trocado a cada 2 dias, exceto durante andié&@o, quando foi

trocado a cada 24 horas.
3.3 Transfeccéo celular

Aproximadamente 1 x f@élulas PC12 foram plaqueadas e estas diferenciadas por 7
dias com 50ng/ml de NGF (Sigma) antes das transfeccdes. Wasctdram transfectadas
usando lug de DNA e LipofectAMINE (Life Technologies) de acordo commasrugcdes do
kit. As células foram mantidas em meio sem soro e antibiétiapds 4 horas, diferenciadas

(NGF). A expresséo de GFP foi examinada 48 horas apos a transfeccao.
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3.4 Microscopia confocal

As imagens foram obtidas em um microscopio confocal Bio-Rad (mdtie® 1024,
acoplado a um microscopio Zeiss — Axiovert 100), utilizando o softixagersharp (verséo
3.1; Bio-Rad) com objetiva de 40X de imersdo em agua. Para exxifaeparacdes, foram
utilizados laser UV de argbnio (488nm) ou laser de argbnio/kriptoniavéstrdas linhas
488nm ou 568nm), e a luz emitida foi selecionada com os filtros 522/35 ou 598/40. As
imagens foram analisadas e processadas utilizando os seguwiittesres: Lasersharp (Bio-

Rad), Confocal Assistent, Adobe Photoshop and Metamorph (Universal Imaging).

3.5 Quantificacao de fluorescéncia

Para a quantificacdo do numero da fluorescéncia encontrada no corpo e€elak
varicosidades das células PC12, obtivemos imagens no plano Z (vet@cad)da célula e
fizemos a reconstrucéo digital das fatias Opticas, obtendo,, assinorescéncia de todos os
planos de foco. As células foram analisadas individualmente utilizaretfmurso pseudocolor
do programa Metamorph. A média de fluorescéncia encontrada do corpar aeldas
varicosidades das células dos trés tipos de mutantes do VAChTSERT S480A, GFP
VACHhT S480E e VACHT selvagem) foram analisados, e um valor de p<d,08risiderado

como estatisticamente significativo.

4 RESULTADOS

As células PC12 foram transfectadas com o mutante GFP VA@BUASe sua
localizacéo foi analisada por meio de microscopia confocal. A #8uéreia do GFP foi
obtida utilizando laser no comprimento de onda de 488nm. Os resultadosaftgamdos
com base na quantificacdo da fluorescéncia das células PC12. Omadgetamorph foi
utilizado para medir a fluorescéncia dos mutantes.

Nas células transfectadas com o mutante GFP VAChT S480A, que Sinagdtado
nao fosforilado do VAChT, foram analisadas um total de quinze célaldsis experimentos
isolados. Os resultados obtidos mostraram que o corpo celular da ndasriaélulas
transfectadas com o mutante no estado néo fosforilado apresentowamaais elevada de

fluorescéncia, comparada com as varicosidades das células (GRAF. 1).
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Gréfico 1 — Fluorescéncia encontrada no corpo celular e nas varicosidadesldadP¢&l 2
transfectadas com GFP VAChT S480A
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Observe que a fluorescéncia se mostrou marcante no corpo ckufaaioria das

células analisadas com o GFP VAChT S480A.
Pela imagem de uma das células analisadas, pode-se observar a presengaadoarca

GFP no corpo celular (FIG. 2).
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Figura 2 - Imagem tipica de células expressando GFP-VAChT S480A

Nota:Imagem do plano Z vertical, obtida por meio de ngcopia confocal com objetiva de 40x de imersdo em
agua, utilizando laser no comprimentmdéda de 488nm. Barras = 10um. A fluorescénciareaté
presente no corpo celular (indicado psédas cheias) comparando-o as varicosidadesdohaligelas
setas vazias).

As células PC12 também foram transfectadas com o mutante SERTVS480E e a
localizagéo do VAChT foi analisada por miscroscopia confocal. iBsoa foi utilizado laser
de comprimento de onda de 488 nm para medir a fluorescéncia do GKFEsulados
também foram adquiridos com base na quantificacéo da fluorescéncia dasRE[L2a

Nas células transfectadas com o mutante GFP VAChT S480E, quka sinestado
fosforilado do VAChT, foram analisadas um total de dezenove célala®is experimentos
independentes. Os resultados obtidos mostraram que as varicosidadser@adas células
transfectadas com o mutante no estado fosforigmesentaram uma taxa mais elevada de

fluorescéncia, comparada com o corpo celular das células (GRAF. 2).
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Graéfico 2 — Fluorescéncia encontrada no corpo celular e nas varicosidadesldas cél
PC12 contendo o0 GFP VAChT S480E
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Observe que a fluorescéncia se mostrou marcante nas varicosidades @adasiori
células analisadas com o GFP VAChT S40E.

A imagem de uma das células analisadas mostra a presenca marcantends GFP
varicosidades (FIG. 3).
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Figura 3 - Reconstrucdo digital de célula PC12 expressando GFP-VAChT S480E

Nota: Imagem do plano Z vertical, obtida por megonticroscopia confocal com objetiva de 40x de id@esm
agua, utilizando laser no compriment@dea de 488nm. Barras = 10um. Observe que a fegmem se
acumula nas varicosidades (indicadassgtas).

As células PC12 também foram transfectadas com o VAChT selvigado ao GFP.
Este experimento foi analisado por microscopia confocal e sua ftéarea obtida com um
comprimento de onda de 488 nm. E, mais uma vez, os resultados foram obtidzsseama
quantificacao da fluorescéncia das células PC12.

Nas células transfectadas com o VAChT Selvagem, foi analisadtalode quinze
células de dois experimentos independentes. Os resultados obtidosranostrma
variabilidade grande entre a fluorescéncia do corpo celular e dasiddade (dados néo
mostrados). Este resultado é esperado ja que as células possué&@hd ¥elvagem,
podendo, assim, ele ser ou nao fosforilado.

Para confirmar que o GFP VAChT S480E se direciona com muitssidtele para as
varicosidades em relacdo ao GFP VAChT S480A, foi calculadadardé fluorescéncia do
corpo e das varicosidades de todas as células desses dois neuthnie&ChT selvagem. As
diferencas entre as médias foram calculadas pelo teste yiKi&mer. Os resultados
estatisticos mostraram que os mutantes GFP VAChT S480A e G¥FhTV S480E
apresentaram uma diferenca estatistica significativa entoepo celular e as varicosidades
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O VACHhT no estado fosforilado (GFP VAChT S480E) se direciona comonmudis
intensidade para as varicosidades das células PC12 em retad8®CaT no estado nao
fosforilado (GFP VAChT S480A). Este resultado indica que a fosféolago VACHT,
provavelmente, € um importante mecanismo usado pelas células nepayaat®ntrolar a
quantidade do VAChT que serd enviada para as terminacfes nervosas. cééulas

transfectadas com o VAChT Selvagem n&o apresentaram diferencsiestati

Grafico 4 — Resultado de todas as médias obtidas dos mutantes VAChT S480A e
VAChT S480E e VAChT Selvagem
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Observe que a média encontrada nas células com o GFP VAChT S4B30#A
mostra uma diferenca estatistica significante entre o ceflptace as varicosidades. O GFP
VAChT S480E é mais presente nas varicosidades das células PC12.

Os resultados mostraram que os mutantes GFP VAChT S480A e GERTVA480E
apresentaram uma diferenca estatistica significativa entogpo celular e as varicosidades
O VACHhT no estado fosforilado (GFP VAChT S480E) se direciona comonmais
intensidade para as varicosidades das células PC12 em retad8CaT no estado néo
fosforilado (GFP VAChT S480A). As células transfectadas com & GAChT S480E
apresentaram um valor de fluorescéncia na varicosidade de apraxiemeldl70 (unidade
arbitraria). Ja as células transfectadas com o GFP VA@BUASapresentaram um valor de

fluorescéncia de aproximadamente 100 (unidade arbitraria). Aléno, d&s células

Conexao ci.: r. cient. UNIFOR-MG, Formiga, v. 82np. 23-36, jul./dez. 2013



FERNANDES, P.; BARBOSA, D. R. F.; BARBOSA JUNIOR Efeitos da fosforilagéo do transportador vesicd&acetilcolina em seu
trafego e localizagdo em células PC12

34

transfectadas com o GFP VAChT S480E apresentaram suas vadessmam 36% mais
fluorescéncia que os corpos celulares. Nas células transtectmuiao GFP VAChT S480A,
0s corpos celulares é que apresentaram uma maior fluoresc2@®td ém relacdo as
varicosidades. Estes resultados indicam que a fosforilagdo dtiVALovavelmente, € um
importante mecanismo usado pelas células neuronais para contjakmtalade do VAChT
que seré enviada para as terminacdes nervosas.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a f@siodta
VACHT altera a sua localizacdo nas células PC12 no estado lafiorse concentrando de
forma marcante nas varicosidades das células, onde a AChagldibgara a realizacdo da
sinapse. J4 em células apresentando o mutante nao fosforilado (GRP\B¥80A), a sua

localizagao foi marcante no corpo celular.

5 DISCUSSAO

Outros estudos foram realizados sugerindo uma mudanca no trafego do ¥p&ha
sua fosforilagdo (BARBOSA JUNIOR, 2002; BARBOSA JUNIOR let ]997; CHO et al.,
2000; KRANTZ et al., 2000). E os resultados desses estudos condizem desteosabalho,
pois, de acordo com os resultados obtidos, nas células PC12 transfectadabP VAChT
S480E (estado fosforilado), o VAChT se acumulou preferencialmenteariassidades das
células. Ja nas células transfectadas com GFP VAChT S48@G&lqeséo fosforilado), o
VACHhT se acumulou de forma marcante no corpo celular. Portantopaléasio do VAChT
alterou o seu trafego nas células PC12.

Experimentos realizados por Cho et al. (2000) sugerem que aaai@maskerina 480
(sitio de fosforilacdo do VACHT) indica que a fosforilacdo exanm importante papel no
trafego dessa proteina. Para esta pesquisa, foi utilizado o m8#8Q@4, que mimetiza o
estado nado fosforilado do VAChT, para mostrar que a serina 480 élusiexcsitio de
fosforilacdo da proteina. Este estudo mostrou que o transporte it ktate a ligacdo com
a droga vesamicol ndo sao induzidos pela fosforilagdo do VAChT. Eomoainda, que o
mutante no estado nao fosforilado (S480A) ndo foi direcionado para SLpMgsienas
vesiculas sinapticas onde o VAChT normalmente se localiza lelasc®C12 (KRANTZ et
al., 2000).

Ja um estudo realizado por Krantz et al. (2000) mostrou que o VASHdrifado em
células PC12 é direcionado para LDCVs (vesiculas maiores gelceatram em todas as

partes da célula e liberam transmissores de forma mais-lémtal onde normalmente se
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encontram os VMATs que estdo fortemente ligados ao VACHhT), e queCthVno estado
ndo fosforilado diminui a concentragdo da proteina em LDCVm Ba chegar a este
resultado, além do mutante S480A, também foi utilizado o mutante S480mimetiza o
estado fosforilado do VAChT, e o VAChT selvagem. Foi demonstrado que esitegjt
assim como o VAChT selvagem, nao tiveram suas funcdes camlditeradas e que o
VAChHhT no estado fosforilado (S480E) se concentrou de forma marcant@nmassidades
das células PC12.

Mas néo so a fosforilagdo do VAChHT foi investigada, como tambénfaifagio de
outras proteinas neuronais ja foi alvo de investigacdo. Experimealasados por Vaughan
et al. (1997) mostraram que o transportador de dopamina, o DAT, sdtreldgdo rapida
apos ativacdo da PKC e que isso fez com que a atividade do tramspodpamina fosse
reduzida. Isso foi comprovado por Daniels e Amara (1999), que mostraraaregiecdo do
transporte de dopamina apoés a fosforilagdo do DAT é provocadaieetelizacdo rapida do
transportador na membrana plasmatica, ou seja, 0 transportador s@renawcitose
mediada por clatrina diminuindo, assim, a atividade do transportador de dopamina.

Ainda nédo se sabe quais sdo as consequéncias fisiologicas didafg@ialo VAChT
(BARBOSA JUNIOR et al., 1997). Mas, o fato de o mutante fosforiEgl@cumular nas
varicosidades das células PC12 supde que, possivelmente, a liberdg@b des terminais
nervosos aumente. Estudos realizados por Barbosa Junior et al. (199@ranmosiue a
ativacao farmacologica de mecanismos de fosforilagéo, corK€agdde induzir a liberacao
de [3H]JACh em termina¢cBes nervosas de hipocampo na presenca décgkgarbidor do
VAChT). Portanto, esses dados indicam que a neurotransmissdo @odinpogsa ser
modificada com a fosforilagdo do VAChT e que, possivelmente, o trafagproteina
também possa ser modulado.

Segundo Barbosa Junior (2002), o VAChT passa pela membrana plasmascdeant
chegar as varicosidades. Porém, foi demonstrado que o VAChT amp dsisforilado é
direcionado diretamente as varicosidades, reduzindo a sua passagemerpblana celular
(BARBOSA JUNIOR, 2002). Segundo o mesmo autor, o tr@fego do VAChT pade s
influenciado por vérios outros sinais, além da fosforilacéo.

As consequéncias da fosforilacdo do VAChT devem ser melhodatlas, pois esse
evento pode influenciar na transmissao colinérgica, podendo, assinbuwordom novos
conhecimentos para o tratamento de doengas caracterizadas pélae&fetilcolina como,
por exemplo, o mal de Alzheimer e Miastenia grave.
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