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Resumo

A sinapse neuromuscular é abordada
relativamente a sua diferenciagio, matu-
ragdo, manutengdo e reparacdo. Os
mioblastos diferenciam-se em miotiibulos
depois de receberem do meio sinais apro-
priados. Os axdnios dos neurdnios moto-
res sdo guiados para as suas fibras mus-
culares alvo por pistas de orientacdo, que
podem ser atractivas ou repulsivas e li-
vres ou membranares. Apds o contacto
entre o terminal axonal e a fibra muscu-
lar ocorrem iniimeras modificagdes, no-
meadamente o aumento da produgdo de
receptores de acetilcolina e o seu agrupa-
mento ao nivel do local da sinapse, indu-
zidas por vdrias moléculas como € o caso
da agrina. Apds um periodo de prolifera-
¢do dos neuronios motores segue-se um
periodo de apoptose neuronal que depen-
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de de vdrios factores (de salientar a com-
peticdo por substdncias trdficas). No pe-
riodo pds-natal ocorre a eliminagdo
sindptica durante a qual sdo removidos
0s terminais axonais em excesso, perma-
necendo apenas um. Esta parece realizar-
-se segundo os principios Hebbianos ape-
sar de evidéncias recentes apontarem para
a participagdo de proteases e seus inibi-
dores neste processo. Mesmio apds atingi-
rem a maturidade, as sinapses neuromus-
culares continuam em remodelacdo con-
tinua. Quando hd axotomia ou
desnervagdo parcial de um muisculo ma-
duro, as células de Schwann terminais
desempenham um papel crucial na
reinervagdo e regeneragio neuronal.

Palavras-chave: Sinaptogénese;
Sinapse neuro-muscular; Regeneragdo
axonal.

1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos tém sido inime-
ros os progressos no conhecimento da
formacgédo do sistema nervoso. A tec-
nologia do DNA recombinante, as téc-
nicas de imunofluorescéncia e de
imunocitoquimica tém possibilitado
a identificagdo de novos genes e mo-
léculas. A constatagdo de que os me-
canismos do desenvolvimento do sis-
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tema nervoso foram conservados du-
rante a evolugdo, permitiu o seu es-
tudo em organismos inferiores.

Para descrever o rapido progres-
so nesta &rea, o neurologista Martin
Raff escreveu "It is tempting to think
that the main principles of neural
development will have been discovered by
the end of this century and that the
cellular and molecular basis of the mind
will be the main challenge for the next.
An alternative view is that this feeling
that understanding is just a few steps
away is a recurring and necessary
delusion that keeps scientists from
dwelling on the extent of the complexity
they face and how much more remains to
be discovered”.

Descreve-se, de seguida, a forma-
¢do, a maturacao, a manutencao e a
regeneracdo das sinapses neuromus-
culares, uma vez que grande parte dos
estudos nesta drea sdo realizados com
neurénios motores periféricos, princi-
palmente por facilidades técnicas.

Ap6s a formacdo do neurdnio, este
migra para novo local e estende o seu
axonio em direccdo a sua fibra mus-
cular alvo. O cone de crescimento é
guiado por varias moléculas que ac-
tuam como atractivas e repulsivas.
Uma vez atingida a célula, o axénio
ramifica-se e estabelece sinapses com
a célula muscular. A apoptose (morte
celular programada) de neurénios
motores e a eliminagdo sindptica (re-
mogao de terminais pré-sinapticos em
excesso) contribuem para o refina-
mento dos contactos neuronais inici-
ais e parecem ocorrer por um fendme-
no de competicdo. Mesmo nas sinap-
ses maduras ocorrem modificacbes
pelo uso e muitas destas alteragdes
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sindpticas parecem depender de subs-
tancias tréficas libertadas quer pelas
fibras musculares quer pelas células
de Schwann terminais.

2. FORMACAO DAS FIBRAS
MUSCULARES

A formacao da sinapse neuromus-
cular implica, por um lado, o cresci-
mento do axénio do neurénio motor
desde a medula espinal até ao seu
musculo-alvo e, por outro, a forma-
¢do da fibra muscular, fenémenos es-
tes que tém uma concordancia tem-
poral.

Os mioblastos esqueléticos tém
origem a partir de sémitas especifi-
cos numa fase precoce da embriogé-
nese. Sao estes mioblastos que dao
origem as fibras musculares. Assim,
os mioblastos condensam-se em
miottibulos num processo que envol-
ve duas fases:

1. Produgdo de miottibulos prima-
rios que sdo inervados poste-
riormente por axénios de neuré-
nios motores;

2. Producéo de miottbulos secun-
darios, que parece estar depen-
dente da actividade neuronal e
da actividade eléctrica dos
miottbulos primarios.

No entanto, os mioblastos s6 se
diferenciam depois de receberem si-
nais apropriados do meio. Encon-
tram-se descritos para os mamiferos
quatro factores — MyF5, MyoD,
miogenina e MRF4 — codificados pela
familia de genes dos factores regula-
dores do musculo (MRF). Alguns dos
estadios da miogénese sdo determi-
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nados por um tinico factor miogénico
mas existe muitas vezes uma certa
sobreposicdo de acgdes. Assim, o
MyF5 é o primeiro a ser expresso,
mesmo antes da diferenciagdo mus-
cular. O MyoD surge apds a forma de
mioblasto. A miogenina aparece na
altura da fusdo dos mioblastos e pa-
rece ser mais importante nas fases
mais tardias da miogénese V, ndo
exercendo auto-regulacio sobre o seu
gene, ao contrario do que se pensa-
va®. Na determinagdo miogénica, a
miogenina e o MyF5 tém funcdes
sobreponiveis®. O MRF4 s6 é expres-
so mais tarde, j4 a nivel dos
miottbulos, e o seu promotor é acti-
vado pela miogenina e pelo factor de
transcri¢gdo MEF2®. O MRF4 pode
activar a sua prépria expressdo du-
rante os estadios mais precoces da
embriogénese®. Por outro lado, sabe-
-se também que a proteina muscular
LIM funciona como um co-factor para
0 MyoD, para a miogenina e para o
MRF4, incrementando a interacgido
destes com elementos reguladores
especificos do DNA®.

Actualmente, coloca-se também a
hipétese da influéncia hormonal sobre
as miofibrilas. Assim, pensa-se que as
hormonas tireoideias regulam directa-
mente as familias de genes para as pro-
teinas contracteis e para os factores
reguladores do musculo e in-duzem
interacgdes do factor de transcrigdo
dos receptores da hormona tireoideia
sobre a expressado genética?.

Quanto ao tipo de fibras que se
formam, podemos considerar, de for-
ma genérica, que os miotibulos pri-
marios tendem a expressar as isofor-
mas lentas da miosina e, por isso,
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constituem a maioria das fibras de
contracgdo lenta, enquanto que os
miottibulos secundarios tendem a di-
ferenciar-se em fibras de contraccdo
rapida ®.

Quanto a estrutura, as técnicas de
imunofluorescéncia permitiram iden-
tificar que as fibras dos tipos I e Ila
(fibras de contracgdo lenta e rapida
respectivamente, resistentes a fadiga)
possuiam sinapses neuromusculares
(SNMs) menos complexas que as fi-
bras do tipo IIb e IIx6 (fibras de con-
traccdo rapida de resisténcia a fadiga
nula ou intermédia, respectivamente)
e que existia uma grande sobrepo-
si¢do dos elementos pré- e pds-sindp-
ticos nas placas motoras das fibras de
tipolella®.

A constatacdo de que o modo de
distribuicdo das fibras lentas e rapi-
das se apresenta igual no feto antes
do rearranjo sindptico, ou mesmo em
musculos fetais sem inervagiao?, su-
gere que a uniformidade das fibras
numa unidade motora reflecte a
inervacdo selectiva de um tipo de fi-
bras pelo neurénio motor (em vez de
uma determinagdo do tipo de fibras
pelo nervo). Em mamiferos pés-na-
tais, antes do rearranjo/eliminacao
sindptica ha um forte enviezamento
para um dos tipos de fibras e, ap6s
seccdo do nervo em ratos pés-natais,
a reinervagdo por qualquer axénio
apresenta uma certa selectividade
para apenas um dos tipos de fibras
musculares™. Mesmo em adultos,
existe um marcado enviezamento na
reinervagdo de um tipo de fibras pre-
sente na unidade motora, o que po-
derd indicar uma combinacdo de
inervacao selectiva e conversao de fi-
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bras musculares para um tipo predo-  livre de axénios mas a maioria dos
minante!?. axdnios encontra um meio de expan-
sdo ja definido pelos primeiros — este
crescimento de axénios guiado por

3. CRESCIMENTO AXONAL pistas de outros axénios denomina-
-se formacao selectiva de fasciculos.
Durante o desenvolvimento em- Os cones de crescimento (extremi-
brionario do sistema nervoso, os dades distais dos axénios em cresci-
axonios, por intermédio dos seus co-  mento) parecem ser guiados por qua-
nes de crescimento, percorrem distdn-  tro mecanismos“?:
cias variaveis para encontrarem os 1. atracgdo por contacto,
seus alvos. O crescimento axonal 2. atracgdo quimica,
pode ser caracterizado por dois tipos 3. repulsdo por contacto,
de comportamento celular: cresci- 4. repulsdo quimica.
mento linear simples ao longo de seg- Deste modo, os axénios respon-
mentos, os quais estdo interpostos  dem a quatro tipos de pistas de ori-
pelos chamados "locais de decisdo"  entacdo: pistas atractivas e repulsivas

onde os ax6énios podem mudar de  que podem ser de longo ou de curto
direccdo. Os primeiros axénios quese  alcance (Figura 1). Nas pistas de lon-
desenvolvem, viajam por um meio  go alcance, podemos distinguir a

Quimio-repulsio Quimio-atracgiio
* Semaforinas (segregadas) * Netrinas
* Netrinas

o F ¥+ 5 T e
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+ + 4+ + +\

Repulsio por contacto Atracciio por contacta
* Semaforinas (fransmembranares) * Caderinas
* ECM (ex: tenascinas) * ECM (ex: lamininas)

Figura 1 - Quatro tipos de mecanismos que contribuem para a orientagdo dos cones
de crescimento: atraccao por contacto, atraccao quimica, repulsao por contacto e
repulsdo quimica. O termo atracgdo (+) refere-se aos efeitos atractivos e permissivos e
o termo repulsdo (-) aos efeitos inibitérios e repulsivos. Sdo dados alguns exemplos de
moléculas implicadas na mediagdo de cada um dos mecanismos. Algumas sdo
bifuncionais (simultaneamente atractivas e repulsivas). Todas as forcas representadas
actuam conjuntamente para assegurarem uma orientagao adequada do cone de cresci-
mento. ECM - Moléculas da matriz extracelular. [A partir de Tessier-Lavigne e
Goodman®].
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atraccdo quimica — processo media-
do por substancias quimioatractivas
segregadas pelas células-alvo (finais
ou intermédias) — e a repulsdo quimi-
ca—processo mediado por factores se-
gregados pelos tecidos dos quais o
axonio se afasta. Os axénios podem
também ser guiados a curto alcance
por mecanismos de contacto que en-
volvem moléculas ndo difusiveis da
matriz extracelular e da superficie das
células. O axénio em crescimento ne-
cessita de um substrato simultanea-
mente adesivo e permissivo ao seu
crescimento. O processo de atracgao
por contacto estd também envolvido
na formacdao de fasciculos e a repulsdo
por contacto pode bloquear a migra-
¢do do axénio®. Recentemente de-
monstrou-se que, na presenga de fac-
tores que modulam a actividade
neuronal pela via do AMPc, a mesma
pista de orientagdo pode desencade-
ar comportamentos diferentes do
cone de crescimento™®.

Asmoléculas envolvidas na orien-
tagdo axonal, sumariadas no Quadro
I, ndo parecem estar agrupados nas
quatro classes de processos conside-
rados anteriormente.

As netrinas sdo moléculas bifun-
cionais, isto é, sdo atractivas para al-
guns axonios e repulsivas para ou-
tros". Estdo ja identificados dois ge-
nes, 0 DCC (deleted in colon carcinoma)
e o Neogenin, candidatos a recepto-
res das netrinas“®.

As semaforinas sdo uma familia
de moléculas com mais de 30 mem-
bros que estdo implicadas na orienta-
¢do do cone de crescimento e podem
ser agrupadas estruturalmente em
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cinco tipos que incluem formas
segregadas (livres) e formas mem-
branares®. A semaforina I é uma
molécula transmembranar que actua
como factor repulsivo ou atractivo, de
acordo com o subtipo de neurénios®®.
A semaforina II actua como inibidor
selectivo das arborizacées sindpti-
cas". A semaforina III (colapsina-1
nos galindceos e semaforina D nos ro-
edores) actua como repulsor quimico
para populagdes especificas de
neurénios" e parece actuar por in-
termédio de pequenas proteinas da
familia rho ligadas ao GTP presentes
no cone de crescimento”. As neurofi-
linas (receptores das semaforinas) sdao
expressas nos axonios que respondem
as semaforinas e participam nas inte-
racgOes axonio-axénio e axonio-célu-
la alvo.

A familia Eph dos receptores com
actividade cinase da tirosina (RTKs)
incluem 14 membros classificados em
dois grupos (A e B). Os seus ligandos,
as Efrinas, sdo também proteinas
membranares e subdividem-se em
classes A (ligada a membrana pelo
glicosilfosfatidilinositol-GPI) e B
(transmembranar). Deste modo, as
interacgdes ligando-receptor ocorrem
por contacto célula-célula *®. Os re-
ceptores Eph e as efrinas participam
nas interacgdes celulares por contac-
to e estdo implicadas na orientacao
dos axénios entre os pontos de deci-
sdo, na fasciculacdo axonal, na selec-
¢do do alvo e na restri¢do da comuni-
cagdo intercelular permitindo a ma-
nutencgdo da identidade de popula-
goes celulares adjacentes “*?”. As vias
de sinalizagdo activadas pelos recep-
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Quadro I. Moléculas envolvidas nos processos de crescimento e orientacao axonal
[elaborado a partir de Tessier-Lavigne e Goodman"? e actualizado ¢'®]

Ligandos elou receptores
implicados na orientagio
do axdnio

Exemplos

Fungées desempenhadas

Netrinas e seus receptores

Substancias bifuncionais
segregadas (capazes de atrair
alguns axénios e de repelir outros)

Semaforinas e seus receptores

Semaforina I

Funcdes de atracgdo e repulsao

(neurofilinas)
Semaforina III Forte quimiorrepulsor segregado
RPTKs Receptores Eph Repulsao por contacto
e Efrinas
RPTPs RPTP e contactina  Adesdo celular e crescimento
neuronal
CAMs N-caderinas, Sinalizagao e formagao de

N-CAMe

fasciculos

glicoproteinas L1

ECMs e seus receptores ECMs:

Laminina, Tenascina,

ECMs participam na orientacdo
do axénio

Colagénio, Laminina funciona como um
Tombospondina, substrato permissivo para alguns
Fibronectina, axénios

Vitronectina

Receptores de ECMs: Proteoglicanos tém fungdes de
Integrinas, ligandos inibidores a extensdo
Imunoglobulinas, axonal

Proteoglicanos

CAM:s, Cell Adhesion Molecules; bFGF, basic Fibroblast Growth Factor; RPTKs, Receptor Protein
Tyrosine Kinases;, RPTPs; Receptor Protein Tyrosine Phosphatases; ECMs, Extracellular Matrix

Molecules.

tores Eph culminam provavelmente
na regulacdo da arquitectura do
citosqueleto e das propriedades ade-
sivas das células. Aligacdo das efrinas
da classe B aos seus receptores causa
agrupamento mutuo de proteinas,
conduzindo a fosforilagdo da tirosina

em ambas as células, desencadeando
uma sinalizagdo bidireccional 12V,
Relativamente as efrinas da classe A
pensa-se que actuam através de cina-
ses da familia Src®.

O RPTPb é um membro da fami-
lia de receptores com actividade
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fosfatase da tirosina (RPTPs) e as suas
formas membranares e segregadas
sdo expressas pelas células gliais. Li-
gam-se a um complexo de membra-
na no neurénio constituido por trés
componentes: a contactina, a molécu-
la relacionada coma NCAM (NrCAM)
e a proteina Caspr ®. A contactina é
uma proteina ligada ao GPI e parte
das alteracdes induzidas pela sua li-
gacdo ao RPTPb (adesdo celular e
crescimento neuronal) sdo mediadas
pela Caspr. Por outro lado, esta liga-
¢do também pode desencadear um
sinal nas células gliais — sinalizagao
bidireccional.

As moléculas cito-adesivas (CAMs)
soltiveis parecem ter a capacidade de
estimular o crescimento neuronal,
pelo que estdo a ser testadas como
agentes terapéuticos na estimulagao
da regeneragdo nervosa®”.

A fasciculagdo selectiva é media-
da, em parte, por interacgdes adesi-
vas entre os axénios. As moléculas de
adesdo celular da superfamilia das
imunoglobulinas (ex: L1, NCAM), as
caderinas e as moléculas de adesdo ao
substrato (SAMs) promovem o cres-
cimento e a associagdo axonal pela
activacdo de cascatas de segundos
mensageiros a nivel dos neurénios.
Asacgbes daNCAM, L1 e N-caderina
dependem do receptor do factor de
crescimento fibrobléastico (FGFR),
pela activacao directa da actividade
de cinase da tirosina ?®. Por outro
lado, os RTKs e os RPTPs controlam
simultanemente a orientagdo e a
fasciculagdo, o que sugere a existén-
cia de vias intracelulares comuns. A
diferenca podera dever-se a actuacdo
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ao nivel do cone de crescimento (ac-
¢do orientadora) ou ao longo do
axénio em crescimento (acgao estabili-
zadora, promotora da fasciculagao)®.

Evidéncias genéticas sugerem que
as cinases das tirosinas (TKs) e as
fosfatases da tirosina (PTPs) partici-
pam na orientacgdo dos cones de cres-
cimento, modificando o seu grau de
fosforilagao™.

Os cones de crescimento reorgani-
zam selectivamente o citoesqueleto de
actina permitindo um crescimento
direccionado. Actualmente, existe
grande evidéncia de que as proteinas
da familia rho, ligadas ao GTP, estdo
envolvidas na transdugdo do sinal
dos receptores de membrana para as
pistas de orientacao e na regulacdo do
citoesqueleto de actina. Os mecanis-
mos de conexdo entre as proteinas li-
gadas ao GTP, os receptores e o
citoesqueleto permanecem desconhe-
cidos®.

Ao nivel dos locais de decisdo e
plexos, os axdnios tém de desfasci-
cular. Sabe-se que ao nivel de um
plexo, a separagdo dos varios axénios
¢ muito influenciada pelo grau de
poli-sializacdo dos diferentes axénios.
O 4cido poli-02,8 N-acetil-neura-
minico ou acido poli-sidlico (PSA) é
um hidrato de carbono de cadeia lon-
ga que se liga a moléculas de adesdo
(como a NCAM). O principal papel
do 4cido poli-sidlico na orientagdo ao
nivel dos plexos é permitir que os
axénios, por ramificacdo dos fascicu-
los, respondam melhor a outras mo-
léculas de orientacdo e aumentem a
sua capacidade de estabelecer novos
arranjos axonais. Deste modo, niveis
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elevados de NCAM nos axénios de
neurénios motores sem PSA promo-
vem a formacgao de fasciculos axonais
e inibem a ramificagdo. Por outro
lado, niveis elevados de NCAM liga-
da ao PSA (PSA-NCAM) promovem
a ramificagdo dos fasciculos axonal e
conduzem a um aumento da ramifi-
cagdo ao nivel da fibra-alvo®. O mo-
delo proposto para o papel da PSA-
-NCAM no crescimento axonal con-
sidera que esta atenua as interacgdes
entre as células. Este mecanismo pa-
rece estar relacionado com as propri-
edades fisicas do PSA, nomeadamen-
te a sua carga e o seu grau de
hidratagdo. Assim, pensa-se que uma
"nuvem" de hidratagdo diminui as
interacgdes entre as células por inter-
ferir com a aposi¢do de membranas
de células adjacentes e/ou por preve-
nir associa¢des moleculares no plano
da membrana que sdo necessarias na
adesdo eficiente das células .

O cone de crescimento neuronal é
uma estrutura altamente mével. E um
local de sofisticada transdugédo do si-
nal, sendo capaz de reconhecer os si-
nais extra-celulares de orientagdo e de
os transformar directamente em cres-
cimento. A integragdo de pistas atrac-
tivas ou repulsivas de longo ou de
curto alcance resulta em formas clds-
sicas de crescimento do cone como
avango, mudanca de direcgdo, afasta-
mento e reconhecimento do alvo®.
Os dois componentes principais do
citosque-leto sdo a actina filamentosa
(F-actina), com localizagdo predomi-
nante no dominio citoplasmatico pe-
riférico, e os microtibulos, que se dis-
tribuem pelo dominio citoplasmatico

102

central. A motilidade do dominio pe-
riférico baseia-se no complexo actina-
-miosina e envolve trés processos dis-
tintos: (a) construcdo de filamentos no
filopodium principal, (b) fluxo retré-
grado de F-actina e (c) reciclagem
proximal de F-actina na zona de tran-
si¢do entre os dominios central e pe-
riférico (onde ha sobreposicdo de
microtibulos e filamentos de actina).
Quando um cone de crescimento se
dirige para um substrato atractivo, os
seus receptores ligam-se a este, esta-
belecendo uma ligagao funcional com
o citosqueleto de actina subjacente,
estabilizando-o e atenuando o fluxo
retrégrado. A estabilizacdo da actina
localizada distalmente gera tensdo
entre os dominios central e periféri-
co, 0 que promove o alongamento dos
microtibulos e do filopodium princi-
pal®. Deste modo, os cones de cres-
cimento podem utilizar CAMs e pro-
teinas de ligagdo ao citosqueleto para
mediar a unido substrato-citosqueleto
e, assim, regular a direccdo e o grau
de crescimento. Novas evidéncias
sugerem que as proteinas da familia
Rho ligadas ao GTP funcionam como
agentes de sinalizagdo ligados a pis-
tas extracelulares e de regulacao do
citosqueleto de actina do cone de cres-
cimento®. As moléculas Cdc 42 e
Racl parecem estar envolvidas na for-
magao dos filopodia e dos lamellipodia,
respectivamente, enquanto que a
RhoA pode estar envolvida na
contractilidade da miosina® .

Os cones de crescimento expres-
sam também moléculas exploratérias
ao nivel da membrana para identifi-
carem as pistas de orientagdo. Deste
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modo, o aparelho sensor do cone de
crescimento é continuamente renova-
do por novas moléculas produzidas
pelo neurénio e alteracdes na expres-
sdo destas moléculas podem ter um
impacto directo sobre a fungdo explo-
ratéria do cone de crescimento®.

4. CONTACTO NEUROMUS-
CULAR

O estabelecimento do contacto
neuromuscular parece depender de
uma sequéncia orquestrada de alte-
ragdes na concentragdo de moléculas
de adesdo do nervo e do miisculo, que
encaminha os axdnios as regides cer-
tas das fibras musculares. Este proces-
so pode ser resumido da seguinte for-
ma 80

a) Desfasciculagdo axonal no local

correcto:

— moléculas adesivas e anti-
-adesivas (ex: NCAM; PSA,
fasciculina II)

b) Invasao e fixagdo ao musculo:

— factores de crescimento e de
stop (ex: neurotrofina 3, fac-
tor de crescimento neuronal,
colapsina 1, efrina A5)

¢) Estabelecimento da localizagido

topografica correcta dos axo-

nios:

—efrinas e carbohidratos (ex: e-
frina A2, efrina A5, galac-
tinal)

d) Ramificagdo dos axénios no mus-

culo correcto:

— pistas atractivas e repulsivas
(ex: efrinas, caderinas, gluco-
-conjugados).
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e) Identificagdo das células mus-

culares correctas pelos axénios:

— netrinas, conectinas, semafo-
rina II, fasciculina II).

O reconhecimento correcto das
células-alvo envolve, provavelmente,
um reconhecimento molecular alta-
mente especifico enquanto a forma-
¢do e a localizagdo de possiveis
sinapses adicionais sdo reguladas por
feedback da fibra muscular. Quando os
axénios atingem a célula alvo, param
de crescer até que ocorram alteragdes
a nivel da expressao de moléculas de
adesdo celular: ha uma expressao au-
mentada de NCAM e L1 e, mais im-
portante ainda, um aumento da poli-
-sializacdo das NCAMs, o que faz di-
minuir a adesdo entre axénios. Em
consequéncia deste fenémeno, ha ra-
mificagdo dos fasciculos do axénio
que aumenta ao longo do misculo.
O crescimento axonal para as regides
musculares de contracgdo rapida ou
para as regides de contracgdo lenta
pode ser diferente, reflectindo-se nos
diferentes niveis de PSA do nervo®.

A diferenciacdo estrutural e fun-
cional da SNM ¢ induzida por sinais
reciprocos entre o axénio e a fibra
muscular: o aumento da libertagido
pré-sindptica de ACh e de Ca* livre
no axoénio é desencadeado por molé-
culas de membrana ainda nado identi-
ficadas®’ e a diminuigdo da liberta-
¢do pré-sinaptica do neurotrans-
missor pode ser induzida pela fibra
muscular®; a expressdo da proteina
cinase C na fibra muscular é regula-
da trans-sinapticamente pelo terminal
nervoso®?.
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Mesmo antes dos cones de cresci-
mento contactarem com o musculo
alvo sdo capazes de libertar, esponta-
neamente ou de forma evocada, os
seus neurotransmissores. Uma vez
que as células musculares ja possu-
em receptores de ACh (AChRs) por
toda a membrana, as respostas pos-
-sindpticas ocorrem logo apds o con-
tacto nervo-musculo, apesar de ndo
haver ainda especializagdes pos-
-sindpticas nos locais de libertagao®?.
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A distribuigdo, estrutura e propri-
edades biofisicas dos AChRs modifi-
cam-se marcadamente durante o de-
senvolvimento (Figura 2). Os AChRs
embriondrios tém uma condutancia
menor mas um tempo de abertura
maior, relativamente aos AChRs ma-
duros. Alonga duragdo do periodo de
abertura dos receptores embrionéa-
rios amplifica muito as correntes
sindpticas. No inicio do desenvolvi-
mento, esta potenciacdo da eficacia

Terminal
nervoso
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Figura 2 — Passos sequenciais da sinaptogénese. A - A medida que os axénios motores
crescem para o musculo, os mioblastos fundem-se em miottibulos os quais comegam a
expressar AChRs a sua superficie; o cone de crescimento é capaz de libertar
neurotransmissor. B - No contacto inicial, as membranas do botdo terminal e da célula
muscular ficam em contacto estreito; devido aos AChRs pré-existentes, a libertagao de
neurotransmissor pelo cone de crescimento desperta potenciais pds-sinapticos cuja
amplitude é aumentada pelas propriedades dos AChRs embrionarios. C - Os AChRs
comegam a concentrar-se na sinapse e a lamina basal comega a formar-se na fenda
sindptica com um importante nimero de moléculas especificas das sinapses (como a
agrina). D - Axénios adicionais formam termina¢des no mesmo local e a lamina basal
diferencia-se; os AChRs tornam-se mais concentrados e mais estaveis na membrana e
comegam a expressar a forma madura dos receptores; as SCs revestem os terminais. E -
A sinapse atinge a maturidade, varias semanas depois do nascimento; apenas um ter-
minal foi mantido; as pregas da sinapse desenvolveram-se pds-sinapticamente e os
AChRs estdo na forma madura. [A partir de Grinnell (8)].
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sindptica, combinada com o acopla-
mento eléctrico entre as células mus-
culares, é importante para a diferen-
ciagao e estabilizacdo da sinapse (pro-
vavelmente devida a entrada facilita-
da de célcio). Os AChRs tém 5 subuni-
dades: a forma embriondria é forma-
da pelas subunidades a (duas), 3, de
Yy enquanto que a forma madura é
constituida pelas subunidades a
(duas), B, de €. A alteragdo da expres-
sdo genética da forma y para a forma
€ dos AChRs requer a inervacéo e pa-
rece ser devida a actividade eléctrica
da fibra muscular bem como aos fac-
tores tréficos neuronais. Antes da
inervacdo, todos os nucleos dos
miottibulos expressam RNAm para
as subunidades a, B, de y. Depois da
inervacdo funcional, os ntcleos da
zona da sinapse aumentam a sua ex-
pressdao de RNAm das subunidades
a, B e de deixam de produzir a
subunidade y para comegarem a ex-
pressar a subunidade €; os restantes
ntcleos cessam a producdo de RNAm
para todas as subunidades dos
AChRs. Se ocorrer a desnervagado, os
nucleos fora da sinapse comegam no-
vamente a sintetizar RNAm para as
subunidades a, (3, d e y dos AChRs.
Os ntcleos da sinapse continuam a
produzir RNAm para a subunidade
€ (e restantes, excepto para a y) e um
conjunto de AChRs da forma € e da
forma Yy sdo inseridos na zona da
sinapse, a qual mantém uma concen-
tragdo elevada de AChRs. Depois da
reinervacao, os receptores extra-
-sinapse sdo novamente perdidos, a
producao da subunidade y é suprimi-
da e os AChRs maduros restringem-
-se a placa motora.
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Na SNM madura, os AChRs estdao
agrupados com alta densidade nas
cristas das pregas pés-sindpticas em
concordancia com os locais pré-
-sindpticos de libertacdo de ACh. Nas
invaginagdes das pregas localizam-se
os canais de sédio (com uma densi-
dade dez vezes superior a da mem-
brana ndo sinaptica).

O nervo motor é o principal res-
ponsavel pela acumulagdo de AChRs
na zona da sinapse (Figura 3). A re-
pressao dos genes dos AChRs nas are-
as ndo sindpticas é claramente medi-
ada por uma transmissdo colinérgica
convencional®. A estimulagdo neu-
ronal da expressdo dos genes dos
AChRs é realizada pela proteina
ARIA (AChRs-Inducing Activity), pelo
peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP) e pelo 4cido
ascorbico®.

A ARIA é uma proteina da familia
das neuregulinas (que engloba tam-
bém o factor de crescimento glial, a
heregulina e o factor de diferenciacdo
neu) que se acumula na lamina basal
da fenda sindptica®® e que parece ac-
tuar sobre a fibra muscular por inter-
médio do receptor erbB (um RTK)
8537, Induz selectivamente o aumen-
to da expressdo dos genes das
subunidades dos AChRs maduros
nos nucleos da sinapse ®® através da
activacgao das vias Ras/Proteina acti-
vada pelo mitogénio (MAP) e cinase
do 3-fosfatidilinositol.

O CGRP estimula a sintese de
AChRs através da proteina G ao ni-
vel da fibra muscular e induz a ex-
pressdo de acetilcolinesterase (AChE)
na sua forma inactiva ©5*.
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Figura 3 — Diagrama resumo de alguns dos factores que regulam a expressao genética dos AChRs
e outras interacgdes troficas a nivel das sinapses neuromusculares de vertebrados. (1) Os termi-
nais nervosos libertam acetilcolina (ACh) a qual, através dos AChRs, despolariza a fibra muscular
e permite a entrada de algum célcio. (2) O ido célcio actua através da proteina cinase A (PKA) e da
proteina cinase C (PKC) para diminuir a expressao dos genes reguladores da miosina nos nticleos
extra-sinapse. (3) Supressdo da produgdo dos AChRs fora da sinapse (a inactividade devido a
desnervacio ou bloqueio farmacolégico reverte esta supressao e leva a producao das subunidades
a, B, 8,e ydos AChRs). (4) Os terminais libertam intimeras outras moléculas. A destacar, o peptideo
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e a proteina ARIA (AChRs-Inducing Activity) que
actuam através de receptores especificos (o erbB no caso da ARIA), controlando a producio das
subunidades dos AChRs maduros pelos nticleos da zona sindptica. (5) A agrina activa o receptor
MusSK (receptor cinase da tirosina) que tem como co-receptor o MASC (Myotube-Associated Specificity
Component) que estd conectado a rapsina pela RATL (Rapsyn Associated Transmembrane Link), con-
duzindo a fosforilagdo da tirosina dos AChRs da sinapse (AChRs-p). Um passo dependente do
célcio parece ser importante para o agrupamento dos AChRs. (6) A agrina é também o estimulo
que inicia o agrupamento de canais de s6dio, provavelmente através da interaccdo com o receptor
da agrina (agrinaR). A sintrofina e a anquirina participam na ancoragem dos canais ao citoesqueleto.
NCAM - molécula cito-adesiva neuronal; AChE - acetilcolinesterase [modificado de Grinnell (8)]

Vérios estudos demonstram que o
nervo induz a redistribuicdo de

¢do e manutengdo das SNMs. Apesar
de ambas as isoformas da agrina

AChRs das areas ndo sindpticas para
os locais de sinapse, conduzindo a sua
concentragdo subsindptica. A agrina
é o principal candidato para esta fun-
gao(40/4l,42,43,44/45,46)_ A agrina é um pro_
teoglicano de sulfato de heparano,
produzido quer pelos neurénios mo-
tores quer pelas células musculares,
necessdario para a formacao, organiza-

(neuronal e muscular) poderem con-
tribuir para a diferenciagdo da
SNM®, provou-se recentemente que
aagrina neuronal z+ (contém os exdes
z) é o indutor critico da diferenciacdo
pos-sindptica. A isoforma neuronal y+
(contém o local de ligacao a heparina)
e as isoformas musculares sdo dispen-
sdveis nas principais fases da sinapto-
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génese™?. Apéds libertagdao pelo
neurénio motor, a agrina liga-se a 1a-
mina basal pelo seu terminal amina“?;
o terminal carboxilo parece ser impor-
tante na inibi¢do do crescimento do
axonio para permitir o seu ancora-
mento a placa motora e na indugao
do agrupamento dos AChRs“Y. A
agrina activa um receptor complexo
que se pensa ser constituido por um
receptor cinase da tirosina (MuSK) e
por um componente acessério ainda
nao identificado mas designado por
MASC (Myotube-Associated Specificity
Component) “464749 A agrina tem
multiplos locais de ligacdo na célula
muscular, incluindo o a-distrogli-
cano, a NCAM, a molécula associada
ao crescimento ligada a heparina e
certas integrinas. Permanece por es-
tabelecer se algum destes correspon-
de ao MASC. O a-distroglicano liga-
-se a laminina extracelularmente e a
distrofina intracelularmente, forman-
do uma ligacdo transmembranar en-
tre a lamina basal e o citoesqueleto e
participa também na ancoragem e
acumulagdo dos AChRs*). As inte-
grinas constituem uma classe de re-
ceptores transdutores de sinais de
proteinas da matriz extracelular. Es-
tudos recentes apontam a integrina
07031 como um modulador da trans-
dugao do sinal da agrina®. O MuSK
estd ligado a rapsina por uma protei-
na transmembranar, a RATL (Rapsyn
Associated Transmembrane Link). A
rapsina é uma proteina intracelular
periférica que se distribui pelos mes-
mos locais dos AChRs. Para fosforilar
0s AChRs necessita, por um lado, da
actividade catalitica do MuSK e, por
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outro, da rapsina®’. A cinase respon-
savel por esta fosfori-lagdo ainda nado
foi identificada mas a Src é um candi-
dato potencial. Apés a fosforilagao
dos AChRs, a cinase Fyn e a proteina
Grb2 podem iniciar outras vias de si-
nalizagdo intracelu-lares. A rapsina,
para além da funcao ja referida, é ca-
paz de agrupar AChRs por uma via
independente da agrina®. A
laminina-1 actua por um mecanismo
que é independente do utilizado pela
agrina mas requer o 0O--
distroglicano®.

A agrina é também o estimulo que
inicia o agrupamento dos canais de
sodio nas pregas sindpticas, provavel-
mente através de um receptor especi-
fico. A sintrofina e a anquirina esta-
belecem a ligagdo dos canais de cal-
cio com a distrofina e com o citos-
queleto de actina®?’. Outras fungdes
da agrina passam pela activagdo da
transcricdo dos AChRs pelos nticleos
subsinapticos e pela indugdo da pro-
ducdo de um sinal trans-sindptico
pela fibra muscular que informa o
ax0nio para parar o seu crescimento
e se diferenciar num terminal pré-
-sindptico“e”.

Os complexos proteicos associa-
dos a distrofina (ex: utrofina) estao
altamente concentrados nas SNM. No
entanto, a sua importancia no agru-
pamento pds-sindptico dos AChRs foi
posta em causa com os resultados de
experiéncias recentes que demons-
tram que ratos mutantes sem distro-
fina nem utrofina apresentam SNM
praticamente normais em termos
morfolégicos™.

Membros da familia das cinases
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membranares associadas ao guanilato
(MAGUP), como a proteina DLG
(dyscs-large), desempenham um pa-
pel chave na localizagdo de diversas
moléculas na SNV, incluindo recep-
tores, canais i6nicos e moléculas de
adesao®.

As moléculas envolvidas em todo
o processo de sinaptogénese encon-
tram-se referenciadas no Quadro II.

Durante o desenvolvimento das
SNMs, para além da acumulagdo dos
AChRs, ocorrem outras especializa-
¢Oes pos-sindpticas. A acumulacdo de
acetilcolinesterase (AChE) na lamina
basal da fenda sindptica tem como
pré-requisito a acumulagdo de
AChRs®”. A sua sintese estd aumen-
tada apds a desnervagao®*”. A nivel
ultra-estrutural e usando técnicas de
imunocitoquimica, verificou-se que
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na zona subsinaptica da fibra muscu-
lar existe um tipo de aparelho de
Golgi altamente diferenciado que as-
segura a maturagdo das proteinas
sindpticas®. Também nas vesiculas
sindpticas variam as moléculas ex-
pressas ao longo da sinaptogénese.
Assim, enquanto que a sintaxina é
importante na formagdo da SNM, a
dinamina é importante na maturacado
da sinapse®”.

5. APOPTOSE NEURONAL

Apds um periodo de proliferagdo
dos neurdénios motores segue-se um
periodo de apoptose, durante o qual
um elevado nimero de neurénios
motores morre. Este fenémeno de
apoptose parece estar dependente de

Quadro II. Moléculas concentradas na SNM [adaptado de Grinnell (8) e actualizado

(55, 56, 61)]

Localizag¢do e Molécula

Fungio

Membrana pré-sinaptica
Canais de Ca®* (tipo P nos mamiferos)

Transportador de colina

Canais de K* sensiveis ao Ca2*
Receptores de toxinas

Receptores para moduladores peptidicos

Entrada de célcio para desencadear
resposta

Recaptacdo de colina

Resposta abreviada

Dispara a libertacdo de Ca*
(neurexina) ou protedlise do VAM
SNAP-25 (toxina do tétano)
Modulacgédo da libertagido

Membrana das vesiculas
Transportador vesicular de ACh
Dinamina

Sintaxinas

Sinaptofisina

Sinaptobrevina (VAMPs)
Sinaptotagmina (p65)

Captagdo de ACh pelas vesiculas
Reciclagem de vesiculas ©V
Revestimento de vesiculas €V
Fungdo indeterminada (ancoragem e
exocitose de vesiculas?) ©®
Exocitose de vesiculas ©®

Inibidor da exocitose dependente do
Ca2+
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Quadro II. continuagiao

Sinaptogénese neuromuscular

Localizagdo e Molécula

Fungio

SV2

Rab3A

Proteina com cadeia de cisteina
Sinapsina I

ATPase de protdes

Transportador de neurotransmissor
Facilita a ancoragem

Proteina de fusdo membranar
Ancoragem das vesiculas ©®®;
maturacdo dos mecanismos de liberta-
cdo quantica de neurotransmissor
Condugao do transporte do neuro-
transmissor

Citoplasma do terminal pré-sinaptico
Acetiltransférase da colina

CGRP

Complexo de ancoragem das vesiculas
(incluindo o NSF e as SNAPs)

Clatrina

Regido de sinapse da célula muscular
AChRs

Proteinas de ancoragem dos AChRs
(43, 58 e 87 KDa e B-espectrina)
Proteina 41 KDa

Sintese da ACh

Fungdes troficas e indutoras
Ancoragem e fusdo
Endocitose das vesiculas
Resposta pds-sindptica

Ancoragem dos AChRs ao citoesqueleto

Estabilizagdo dos AChRs

NCAM

Canais de Na* dependentes da voltagem
Ancirina

Integrinas

Proteinas do citosqueleto ligadas as
Integrinas (vinculina, talina,

paxilina e a-actinina)

Distrofina, Utrofina, 3-Distroglicano e
complexo de proteinas relacionadas
Camcinase II

Orientacéo e adesao

Potencial de ac¢do do musculo
Ancoragem dos canais de Na*
Adesdo e alinhamento com as ECMs
Ancoragem das Integrinas

Citosqueleto muscular-Lamina basal

Fosforilagdes
e recrutamento de vesiculas

Lamina basal da sinapse
AChE

Agrina

Sulfato de heparina
Colagénio tipo IV

Laminina A

S-laminina

Sulfato de condroitina (TAP-I)
Entactina sindptica

Proteina ligada a aglutinina

Nexina protease 1
a-Distroglicano

Hidrolise do transmissor
Agregacdo dos AChRs
Ancoragem da AChE e da agrina
Principal ECM das jungdes
Estimula o crescimento axonal
Liga-se ao axénio e inibe o crescimento
Molécula da matriz extracelular
Desconhecida

Desconhecida (provavelmente
conducao axonal)

Protecgao das proteinases
Ancoragem dos AChRs

ACHh, acetilcolina; CGRP,peptideo relacionado com o gene da calcitonina; AChRs, receptores de
ACh; NCAM molécula cito-adesiva neuronal, AChE, acetilcolinesterase; ECM, molécula da

matriz extracelular.
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véarios factores, como a actividade
sinaptica, a actividade da fibra mus-
cular e a presenca de factores tréficos,
produzidos nédo s6 pela célula mus-
cular mas também por outras células
ndo neuronais (nomeadamente pelas
células gliais). Deste modo, poten-
ciando a libertacdo de neurotransmis-
sor pelos terminais axonais em ani-
mais neonatais, os neuroénios motores
ficam com maior resisténcia a lesao®?.
As neurotrofinas constituem uma fa-
milia de factores tréficos que influen-
ciam marcadamente a sobrevivéncia
e a diferenciagdo do sistema nervoso:
o factor derivado do cérebro (BDNF)
e a neurotrofina-3 (NT-3) aumentam
a sobrevivéncia dos neurénios embri-
onarios de Xenopus a nivel da espinal
medula (63,64).

Quando os neurdnios ficam des-
providos de factores tréficos, € inici-
ada uma cascata de fenémenos que
inclui a diminuicdo da sintese de ma-
cromoléculas, a elevagdo do c-juneda
ciclina D1 e a activagdo da BAX. O
passo final desta sequéncia é a acti-
vagdo de caspases, a qual marca o
ponto de nédo retorno a partir do qual
0s neurdnios ndo podem ser poupa-
dos pela elevagao de factores tréficos.
Estudos recentes sugerem que com-
ponentes da apoptose celular possam
desempenhar um papel critico nas
doengas neurodegenerativas .

6. ELIMINACAO SINAPTICA

Apo6s o periodo de apoptose
neuronal, continuam a formar-se fi-
bras musculares secundarias e as ar-
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borizagdes axonais aumentam até as
fibras musculares estarem inervadas
por trés a cinco axénios diferentes na
mesma sinapse. Nos mamiferos, du-
rante as primeiras semanas apos o
nascimento ocorre uma diminuigdo
do nimero de células musculares
inervadas por um dado axénio®®.

O processo que ocorre a nivel das
sinapses neuromusculares no sentido
de transformar fibras poli-inervadas
em mono-inervadas, denomina-se eli-
minagdo sindptica e funciona como um
refinamento da uniformidade das
unidades motoras (Figura 4). Nos ma-
miferos, antes de ocorrer a elimina-
cdo sindptica, as unidades motoras
contém fibras de contracgdo rapida e
lenta (apesar de haver normalmente,
um forte enviezamento para um tipo
de fibras, como ja foi referido). Este
processo conduz a homogenizacao
das unidades moto-ras.

Parecem estar envolvidos dois
processos: por um lado, a tendéncia
intrinseca para o axonio retirar algu-
mas das suas terminagdes em exces-
S0 e, por outro, a interaccdo competi-
tiva entre terminais diferentes.

A partir de estudos sobre a remo-
¢do de terminais (realizados em ani-
mais vivos), verificou-se que, antes
dos botdes terminais serem retirados,
a densidade dos AChRs comegava a
diminuir pés-sinapticamente. O
desmantelamento coordenado das
zonas pré- e pos-sindpticas é repeti-
do intimeras vezes até que permane-
¢a apenas uma sinapse, sendo as res-
tantes removidas. Estas observagoes
implicam trés conclusdes “°:

Revista Portuguesa de Psicossomatica



111

Sinaptogénese neuromuscular

Figura 4 — Fenomeno de eliminac¢do sinaptica nas fibras musculares esqueléticas de
um mamifero. (A) Ao nascimento, cada placa motora apresenta multiplos terminais
axonais. Apds o nascimento, o niimero de terminais axonais vai diminuindo (B) até que
todas as fibras musculares fiquem com apenas um terminal axonal (C) [A partir de

Nguyen e Lichtman (58)]

1. Na eliminagdo sindptica ocor-
rem alteragdes pré e pos-sinap-
ticamente de forma coordena-
da;

2. As modificagdes pds-sindpticas
precoces sugerem que o muscu-
lo é um intermediério neste pro-
cesso;

3. A remogdo dos terminais nédo é
causa mas sim consequéncia da
eliminagdo sindptica.

Um modelo para explicar o pro-
cesso competitivo na perda da
inervacao polineuronal é o mecanis-
mo Hebbiano em que o terminal axonal
que despolariza de forma sincrona
com a fibra muscular é estabilizado,
enquanto que aquele que nao despo-
lariza simultaneamente com a célula
muscular é removido ¢”. Cada
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neurdnio tenta manter-se estavel e, si-
multaneamente, destabilizar os seus
competidores. Quando dois neuroé-
nios inervam uma célula muscular, a
estimulagdo repetida de um dos
neurénios conduz a diminuicdo da
forga da sinapse do outro neurénio;
quando ambos os neurénios sdo esti-
mulados ou inactivados sincrona-
mente sdo mantidos os dois ¢ .

Se as diferencas na actividade dos
inputs que convergem para uma cé-
lula-alvo regulam a competicdo
sindptica, entdo os agentes que mo-
dificam a intensidade dos inputs que
competem terdo um papel muito im-
portante. Alguns estudos apontam
para a hipétese de que as células mus-
culares e/ou células de suporte da
sinapse possam condicionar a activi-
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dade sindptica pela libertagao de fac-
tores difusiveis por retroacgdo. Foram
propostos varios mensageiros (Qua-
dro III). O 6xido nitrico (NO), radical
livre implicado em vérias formas de
plasticidade, parece também afectar
o desenvolvimento das sinapses neu-
romusculares (SNMs) “®. Outros fac-
tores, incluindo o 4cido araquidénico,
a neurotrofina 3 (NT3), o factor
neurotréfico derivado do cérebro
(BDNEF), o factor neurotrofico ciliar
(CNTF) e o CGRP participam na mo-
dulagao da actividade sinaptica®.

Por outro lado, parece também
ocorrer um fenémeno de competicao
entre os varios terminais nervosos
pelos factores tréficos produzidos
pelas fibras musculares. Assim, a
medida que o nivel de producdo ou
de libertacdo dos factores de cresci-
mento pelo musculo diminui, estes
comecam a ser insuficientes para
manter todos os terminais e, aqueles
que ndo podem obter o factor em
quantidades adequadas, retraem-
5060,

A evidéncia de que as proteases e
seus inibidores possam estar envol-
vidos na modificacdo da forcga
sindptica, implica algumas modifica-
¢des dos principios Hebbianos. O
modelo protease/inibidor sugere que
a célula pés-sinaptica activada liber-
ta proteases indiscriminadamente, o
que resulta numa perda global da for-
ca dos inputs. Por seu lado, o termi-
nal pré-sindptico liberta localmente
inibidores de proteases (como a
nexina I). Os axénios "vencedores" se-
rdo aqueles que estdo activos mais
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vezes e que se conseguem proteger 7.
Recentemente demonstrou-se que a
expressdo de trombina (produzida
pela fibra muscular na forma de
protrombina) atinge o seu pico no
maximo da remodelacdo sindptica, e
que o seu inibidor hirudina retarda a
eliminagdo sindptica .

A eliminagdo sindptica indepen-
dente da actividade ocorre na secgao
do axénio (axotomia). Deste modo, a
reinervacdo de um musculo maduro
recapitula o processo de desenvolvi-
mento de inervacdo multipla das fi-
bras musculares por diferentes ax6-
nios, seguindo-se a eliminagao sinép-
tica da maioria destes inputs. Esta
reinervacdo é imprecisa e pode ser
explicada pela inervacdo polineuro-
nal das fibras musculares e pela de-
pendéncia da estabilidade sindptica
na actividade. Assim, quando os
axonios reinervam a segunda ou ter-
ceira jungdes numa fibra, fazem-no
com menos precisdo porque a activi-
dade de reconstrugdo pela reinerva-
¢do da primeira sinapse torna as res-
tantes juncdes menos estaveis ou me-
nos atractivas 7.

Para além das alteragdes no grau
de poli-inervacdo, as placas motoras
sofrem a maturagdo das suas propri-
edades contrécteis: as fibras de con-
traccdo lenta e rapida sdo poli-iner-
vadas de uma forma similar durante
as fases inicial e intermédia da elimi-
nagdo sindptica, o que sugere que é a
tensdo especifica e ndo a poli-iner-
vagado que ¢ diferente entre as fibras
de contraccao rapida e lenta durante
este processo ™.
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Quadro III. Factores que influenciam a eliminacio sindptica [adaptado de Nguyen e

Lichtman (66)]

Factor Nivel do Eliminagdo Eficdcia Libertacdo Modelo
factor  sindptica espontinea  experimental

Actividade
Actividade total 1 1 Roedor

! ! Roedor
Actividade do axénio 1 ! Roedor

! 1 Roedor

! ! Roedor
Actividade da célula 1 1 Cultura de Xenopus
pos-sindptica ! l Roedor
Actividade de uma T+ 1 Roedor

Gnica placa motora

Reguladores da eficacia
NO

ATP
AA/5-HPETE

NT-3

BDNF
CNFT
CGRP

Substancias tréficas
LIF

CTNF

OSM

bFGF
Androgénios

B e T T e

— o o o o >

Proteases e seus inibidores

CANP

Trombina

PNI
PA

- o e o — >

D = e = > —

R e R

R e T

Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus
Cultura de Xenopus

Roedor
Roedor
Roedor
Roedor
Roedor
Roedor
Roedor

Roedor
Roedor
Roedor
Roedor
Roedor
Cultura de Roedor

AA, dcido araquiddnico; BDNF, factor neurotrdfico derivado do cérebro; bFGF, factor de
crescimento fibrobldstico bdsico; CANP, protease neutral activada pelo cdlcio; CGRP, peptideo
relacionado com o gene da calcitonina; CNTF, factor neurotrdfico ciliar; 5-HPETE, 5-hidroxi-
-6,8,11,14-dcido eicosatetraendico; LIF, factor inibidor da leucemia; NT-3 neurotrofina-3: OSM,

oncostatina M; PA, activador do plasminogénio; PNI, protease nexina I.
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7. PLASTICIDADE NEURO-
MUSCULAR

Mesmo depois da eliminagédo
sindptica, as sinapses neuromuscula-
res mostram uma remodelagdo conti-
nua com botdes axonais que desapa-
recem e outros que se formam. De fac-
to, as SNMs continuam a mostrar
crescimento, retraccdo e outras for-
mas de remodelacado ao longo da vida.
Asunidades motoras mais fortes con-
tém muito mais fibras e de dimensées
superiores as unidades motoras mais
fracas. Além disso, as fibras muscu-
lares maiores tendem a ser inervadas
por terminais maiores. Deste modo,
alguns neurénios motores formam
arborizagdes terminais muito maiores
e tendem a ter as jungdes mais for-
tes”™. A forga sinaptica é, primeira-
mente, uma fung¢do do contetudo
quantico, isto é, do nimero de quan-
ta de neurotransmissor libertado na
excitagdo pré-sindaptica. Em principio,
o tamanho quantico pode ser modifi-
cado, para se adaptar as necessidades
sindpticas (varios estudos mostram a
tendéncia das fibras grandes terem
também tamanhos quénticos unitari-
os grandes) . Por exemplo, o au-
mento marcado do exercicio de um
miusculo e, consequentemente, da ac-
tividade neuromuscular modula a
expressao de AChE, conduzindo a um
aumento adaptativo desta enzima “°.
Durante o periodo pés-embrionario,
as fibras musculares aumentam de ta-
manho, necessitando de correntes
sindpticas maiores. O aumento da
corrente sindptica é assegurado pelo
aumento do botdo pré-sinaptico, bem
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como pelo aumento do nimero total
dos locais pré-sindpticos activos 7.

A regeneragdo nervosa apos lesdo
do neurdénio motor depende de mul-
tiplos factores intrinsecos e extrinse-
cos. Os neurénios axotomizados tém
de transitar de um estado de trans-
missdo para uma situagdo de cresci-
mento e, portanto, exprimem protei—
nas associadas com o crescimento
como a GAP-43, a tubulina e a actina,
bem como novos neuropeptideos e
citocinas, todas com o potencial de
promover a regeneragao axonal”. As
fibras musculares em regeneracdo
também emitem um sinal que induz
o crescimento direccionado de termi-
nais vizinhos intactos 7. A prépria
matriz extra-celular parece contribuir
para a regeneragdo axonal de animais
adultos — demonstrou-se que a
laminina, o colagénio tipo IV e o
proteoglicano sulfato de heparano
suportam o crescimento neuronal e
que o factor de crescimento insulinico
tipo 1 (IGF-1) estimula a regeneracao
in vivo ®°.

Papel indiscutivel neste processo
tém as células de Schwann (SCs) ter-
minais ndo mielinicas ®V. Estas célu-
las sdo sensiveis a transmissdo
sindptica que ocorre na SNM e, quan-
do ha desnervacdo do misculo por
axotomia, as SCs terminais emitem
filamentos para as placas motoras
adjacentes, formando uma rede de
interligacdo das placas motoras
desnervadas. Os axénios que degene-
ram crescem em direc¢do ao muscu-
lo, seguindo o endoneuro, reocupam
a placa motora mas continuam o cres-
cimento para outras placas motoras
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através dos filamentos das SCs®#2.
Nos miusculos parcialmente desner-
vados (nos quais apenas uma parte
das SNMs estdao desnervadas, en-
quanto que a restante permanece
inervada), os filamentos das SCs ter-
minais crescem desde as placas
motoras desnervadas até as jungdes
que permanecem inervadas (Figura
5). Quando um filamento de uma SC

Sinaptogénese neuromuscular

contacta um terminal inervado induz,
normalmente a ramifica¢do do axénio
e um ramo deste cresce ao longo do
processo até a placa motora onde for-
ma uma nova sinapse ©42.

Ao contrario do que acontece nos
adultos, a reinervagdo dos musculos
neonatais desnervados é deficiente,
ndo ha ramificacdo axonal e as SCs
terminais sofrem um rapido proces-

v i

Q /g// J Q5
Q =

\

///5’

O%//

Figura 5 - Papel das células de Schwann terminais (SCs) na estimulagao e orientacao
do crescimento do axénio. A - Fibra muscular normal com duas fibras musculares
inervadas por dois axénios diferentes; cada axénio esta envolvido por uma bainha de
mielina até ao terminal onde as ramificagdes se encontram cobertas por SCs terminais.
B - A degeneragao de um axénio inicia alter¢des na expressao genética e na estrutura
das células de Schwann terminais, as quais comecam a desenvolver processos ao longo
do eixo da fibra desnervada e em direccéo as juncdes vizinhas. C e D - Os processos da
SCs "activadas" estabelecem contactos com o terminal intacto e induzem o seu cresci-
mento ao longo dos seus processos e em direcgdo a placa motora desnervada; E- Esta
fica inervada pelo axénio da fibra vizinha; F - Reconversao das células de Schwann
"activadas" em células de Schwann terminais. [(72)].
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so de apoptose, processo este depen-
dente das interacgdes entre os axénios
e as SCs ®%. O mediador candidato
para esta interacgao parece ser o fac-
tor de crescimento glial-2 (GGF-2)
produzido pelos neurénios motores
que actua sobre o seu receptor expres-
so pelas SCs ®18489_ Estes resultados
sugerem que as interacgdes troficas
ax6nio-SC desempenham um papel
no desenvolvimento normal do siste-
ma neuromuscular ®®. Estudos com
anticorpos monoclonais mostraram
que as SCs sintetizam uma molécula
implicada na alteragdo da expressdo
das colinesterases sindpticas que pa-
rece também implicar as SCs na ma-
turacdo da SNM @9,

8. CONCLUSAO

A sinapse neuromuscular ndo esta
ainda totalmente compreendida mas
o seu estudo continua a fornecer im-
portantes conhecimentos acerca dos
mecanismos envolvidos na comuni-
cacdo entre nervo e célula muscular-
-alvo, que resulta na especificidade de
conexdes e no ajustamento da estru-
tura e fungdo da sinapse as alteragdes
do meio.

A intensa investigagdo nesta area
do conhecimento conduziu a algumas
implicacdes clinicas e terapéuticas.
Deste modo, algumas das moléculas
de sinalizagio identificadas estdo a ser
testadas na potenciacdo da regenera-
¢do axonal. Vérios resultados apon-
tam no sentido do desenvolvimento
de estratégias anti-apoptoticas, tendo
como alvo a caspase-1, para o trata-
mento da doenga de Alzheimer.
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Apesar de se ter avancado consi-
deravelmente no conhecimento dos
mecanismos bdsicos, o futuro passa-
ré pela identificacio das moléculas
envolvidas em todos estes processos,
bem como pela clarificagdo das inte-
racgOes entre elas. Muito esta ainda
por esclarecer e, provavelmente, por
descobrir.

Abstract

We describe the formation, matura-
tion, elimination, maintenance and
regeneration of the neuromuscular junc-
tion. After receiving appropriate signals
from the environment, myoblasts diferen-
ciate into myotubes. The growth cones are
guided by, at least, four different
mechanisms: contact attraction, chemoat-
traction, contact repulsion, and chemore-
pulsion. After the contact between the
nerve and the muscle, many changes
occur, specially an increase in the number
of acetylcholine receptors and their
clustering on the synaptic area. Different
molecules (like agrin) seem to induce these
changes. The neural apoptosis occurs after
the state of cellular proliferation and
depends on many factors, mainly the
competition for trophic molecules. After
birth, there is synaptic elimination that
consists in the removal of the terminals
in excess. This seems to occur by an
Hebbian mechanism but, recent evidence
suggests that proteases and their inhibi-
tors may be involved. The mature sy-
napses are permanently being remodelled.
The terminal Schwann cells have an im-
portant role in neuronal regeneration of
adult neuromuscular junctions of dama-
ged nerves or partially denervated muscles.
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Key-words: Synaptogenesis; Neuro-
muscular junction; Axonal regeneration.
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