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RESUMO

As jungdes neuromusculares (JNM) dos vertebrados, inicialmente polinervadas, tormam-se
monoinervadas em um processo denominado eliminagio sinaptica. Os mecanismos
envolvidos neste processo ainda sdo pouco conhecidos, sendo uma das possibilidades a de
que mudancas no nivel das moléculas da membrana pos-siniptica poderiam levar a
remogio dos terminais nervosos em excesso. Neste sentido, a TNM distrofica se torna um
modelo interessante para o estudo dos mecanismos envolvidos na elimina¢do sinaptica,
uma vez que as fibras distroficas nfio expressam distrofina e apresentam redugio de
moléculas do complexo distrofina-glicoproteina, complexo este que faz parte do
citoesqueleto pos-siniptico € que possivelmente estd envolvido na estabilizagio dos
receptores de acetilcolina {AChRs). Desta forma, no presente trabalho verificamos se a
eliminag@o sinaptica ¢ a distribuicio dos receptores de acetilcolina, observados durante o
desenvolvimento pos-natal, estdo alterados na fibra deficiente de distrofina. Os AChRSs ¢ os
terminais nervosos do musculo esternomastéide de camundongos mdx e controle
(C57BL/10) foram marcados, respectivamente, com rodamina-o-bungarotoxina e anticorpo
anti-neurofilamento. Através da microscopia confocal, observamos que 7 dias apés o
nascimento a maioria das JNMs do camundongo mdx se encontravam monoinervadas
(86,7% - n=200), enquanto a mesma observagio foi feita em 41,4% no controle (n=200).
Consistente com este fato, no mesmo periodo, a presenca de placas perfuradas ¢ mais
frequente no mdx (18,6%) do que no controle (7,3%). No final da segunda semana pds-
natal, todas as JNMs se encontravam monoinervadas (100% mdx e 94,7% controle, n=200
para cada grupo) ¢ os AChRs apresentavam o padrio de distribuig¢io adulto. No
camundongo mdx, a presenca de AChRs distribuidos em pequenas ilhas foi observada no
periodo de 21 dias pos-natal em 13,3% das JNM, indicando a presencga de fibras musculares
regeneradas. Nossos resultados demonstram que a eliminagiio sindptica ocorre mais cedo
nas fibras musculares distroficas quando comparada ao de um animal controle, sugerindo
assim que a estabilizagdo da fibra muscular pela distrofina ou pelo complexo distrofina-

glicoproteinas normal € necessario para o curso da eliminagdo sinaptica em tempo normal.



ABSTRACT

The vertebrate neuromuscular junction goes from multiple to monoinervated during early
postnatal life in a process called synapse elimination. The mechanisms underlying this
process are unknown but one possibility would be that changes at in the molecular level in
the postsynaptic cell lead to the removal of the overlying nerve terminal. The mdx mice
show a deficiency of dystrophin and associated proteins, which are part of the postsynaptic
cytoskeleton and possibly involved in acetylcholine receptors (AChRs) stabilization. In the
study, we used rhodamine-c-bungarotoxin and anti-neurofilament-IgG-FITC to stain
AChRs and nerve terminals of the sternomastoid muscle, during early postnatal
development of mdx and control C57BL/10 mice. Using fluorescence confocal microscopy,
we observed that 7 days after birth, 86,7% of the mdx endplates were monoinervated
(n=200) while the same observation was made in 41,4% of the controls (n=200). Consistent
with this is the fact that, at this time, perforated plaques were seen more frequently in mdx
(18,6%) than controls (7,3%). By the end of the second postnatal week, all the endplates
were monoinervated (100% mdx and 94,7% controls, n=200 for each group) and AChRs
had attained the branched-pattern distribution of adults. In mdx mice, breaking down of
receptors into islands, as observed in adult mdx, were seen 21 days after birth in 13,3% of
the junctions, indicating the presence of regenerated muscle fibers. These results show that
synapse elimination takes place earlier in dystrophin-deficient muscle fibers of the mdx
mice, suggesting that stabilization of muscle fiber by dystrophin or a normal cytoskeleton

complex is required for the normal time course of synapse elimination.
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A jun¢io neuromuscular ¢ formada, basicamente, por trés células — o neurdnio
motor, a célula de Schwann terminal e a fibra muscular (HALL & SANES, 1993; ENGEL,
1994). A caracteristica fundamental desta jungiio € a de que as porgdes sinapticas destas
trés células sdo altamente especializadas, contendo elevadas concentragdes de organelas e
moléculas, que se encontram em baixas concentracles nas regides extra-sinapticas. A
jungdo adulta é caracterizada pela presenga de dobras no sarcolema juncional e por alta
densidade de receptores de acetilcolina no apice das dobras. Adicionalmente, o terminal
nervoso situa-se em uma depressdo, a fenda sinaptica primaria, sendo recoberto por
processos das células de Schwann terminais (HALL & SANES, 1993).

O padrio morfologico adulto da juncio neuromuscular de camundongos se
estabelece durante as duas primeiras semanas de vida pos-natal. A transmissdo sinaptica se
estabelece a0 primeiro contato do cone de crescimento nervoso com a fibra muscular
indiferenciada, sendo a atividade elétrica fator essencial para que se dé o desenvolvimento
apropriado da jun¢io (THOMPSON, 1985). Este contato induz os receptores de
acetilcolina, antes dispersos ao longo de toda a fibra muscular, a se agruparem sob o
terminal nervoso (ANDERSON & COHEN, 1977, FRANK & FISCHBACH, 1979).

Sabe-se que, nas duas primeiras semanas de vida pos-natal, os musculos estriados
esqueléticos s3o polinervados, ou seja, possuem mais de um terminal por jun¢iio ou varias
jungbes em uma tnica fibra (BROWN ef al, 1976). Durante este periodo, os terminais
motores sdo gradativamente eliminados, no processo de eliminagio sindptica e a fibra
muscular atinge o padrio adulto de monoinervacio ao redor do 14°-15° dia de vida
(GRINNELL, 1995).

A eliminagfio sindptica na fibra normal ¢ um fendmeno complexo e pouco

entendido. Atualmente, aceita-se que a fibra muscular tenha papel fundamental na génese
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da eliminagiio sinaptica, através de sinais retrogrados que mediam as interagdes
competitivas entre os terminais (para revisdo ver SANES & LICHTMAN, 1999). Estes
sinais sdo desconhecidos, mas sugere-se, por exemplo, que concentragBes elevadas de
célcio intracelular, ao ativar proteases, poderiam desestabilizar os terminais nervosos e
promover sua retragio (SWANSON & VRBOVA, 1987). Sabe-se também que a densidade
ou estabilidade de moléculas pos-sinapticas, tais como os receptores de acetilcolina, rapsina
e utrofina, sfo importantes para a eliminagfo, visto que os niveis destas moléculas
diminuem nos locais de eliminag3o siniptica, antes que os terminais retraiam (CULICAN
et al., 1998).

Neste sentido, a juncio neuromuscular distrofica se torna um modelo interessante
para o estudo dos mecanismos envolvidos na eliminagfo sinaptica. As fibras distroficas
apresentam alteragdes no turnover dos receptores de acetilcolina, que sdo degradados mais
rapidamente do que os das fibras normais (XU & SALPETER, 1997). Adicionalmente,
estas fibras ndo expressam distrofina, sendo que outras moléculas do complexo distrofina-
glicoproteinas estio diminuidas ou mesmo ausentes, na regifo juncional (OHLENDIECK
& CAMPBELL, 1991; PEREIRA et al., 2001), o que parece comprometer a estabilidade da
sarcolema muscular, levando ao excesso de calcio observado nas fibras distroficas

(TURNER et al., 1993).
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1.1 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o padrio de distribui¢io dos receptores
de acetilcolina e a eliminagdo sinaptica, durante o desenvolvimento das jungdes
neuromusculares distroficas de camundongos da linhagem mdx. Estes animais, tal como
humanos portadores da distrofia muscular de Duchenne, nfo expressam distrofina, sendo

utilizados como modelo experimental desta patologia.
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1.2 JUNCAO NEUROMUSCULAR

1.2.1 Morfologia e Organizagdo Ultraestrutural da Juncdio Neuromuscular

A estrutura, fungio e organizacdo da jungdo neuromuscular (JNM) dos vertebrados
tém sido extensamente discutidas na literatura (SALPETER, 1987). Entretanto, os estudos
modernos da organizacdo ultraestrutural e molecular tiveram inicio ha aproximadamente 40
anos (para revisio ver PALADE & PALAY, 1954; ANDERSON-CEDERGREEN, 1959,
COUTEAUX, 1973; SHOTTON et al., 1979, CARTAUD ez al., 1981).

A jun¢do neuromuscular ¢ uma sinapse quimica, formada pela jungio do terminal
nervoso motor com a fibra muscular, aproximadamente no seu ponto médio. Descreve-se
na jungio neuromuscular dos vertebrados um compartimento pré-sinaptico, um
compartimento pos-sindptico ¢ entre o0s compartimentos pré e pos-sinapticos, o

compartimento extracelular (HALL & SANES, 1993 — Figura 1).
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Célula de Schwan F

Fenda Sindptica
Secundaria
Figura 1. Esquema da jungdio neuromuscular mostrando os planos focais em que cortes
opticos podem ser realizados. Este esquema ilustra apenas 3 cortes para simplificar o
desenho. No corte nimero 1, esperamos observar somente as estruturas que fazem parte do
compartimento pré-sinaptico, no corte 2 € esperado observar AChRs e parte das estruturas
do compartimento pré-siniptico e no corte 3 um predominio da marcagdo dos AChRs.

Adaptado de PEREIRA et al., J. Anat., 198, p.663-671, 2001.

1.2.2 Compartimento Pré-Sindptico

Os muisculos esqueléticos sdo inervados pelos motoneur6nios. Seus axoOnios
penetram no musculo através de um feixe neurovascular. A seguir, dividem-se em
numerosos feixes intramusculares que caminham entre as fibras musculares. Apos

abandonarem o feixe nervoso intramuscular, os ax6nios motores passam a ser denominados
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de ax6nios pré-terminais. O axdnio pré-terminal perde seu revestimento mielinico proximo
ao contacto com a fibra muscular. Esta por¢do do axdnio € chamada de ax6nio terminal. O
ax6nio terminal sofre delicadas arborizacdes com suas terminagdes levemente dilatadas,
denominadas de botGes terminais, os quais se alojam na goteira sinaptica ou fenda sinaptica
primaria, uma depressdo da fibra muscular (para revisio ver BOWDEN & DUCHEN,
1976; PETERS ef al., 1976).

A estrutura do terminal reflete sua fungio de estocagem e liberagio de
neurotransmissor, pois € preenchido por 300.000 ou mais vesiculas sinipticas. Estas
vesiculas medem em torno de 50 nm e cada vesicula contém cerca de 1.000 a 50.000
moléculas do neurotransmissor acetilcolina (WEINER er al, 1985). Muitas dessas
vesiculas estdo localizadas proximas de placas densas na superficie interna da membrana
pos-sinaptica. Essas placas, chamadas de zonas ativas, sio os locais onde as vesiculas se
fundem com a membrana pré-sinaptica para liberar o neurotransmissor. As membranas das
vesiculas sdo reincorporadas pela superficie pré-sinaptica para formagio de novas vesiculas
(HEUSER & REESE, 1981). No terminal também s#o encontrados corpos multivesiculares
e vesiculas elétron-densas que contém neuropeptideos (MATTEOLI et al, 1990). O
terminal nervoso também possui numerosas mitocOndrias para suprir a energia necessaria
para sintese, estocagem e liberagfio de transmissores (HALL & SANES, 1993).

Recobrindo os botdes sinapticos identificam-se processos citoplasmaticos das
células de Schwann. Estas so denominadas de células de Schwann terminais. Elas
recobrem os terminais nervesos protegendo-os de possiveis lesdes quimicas e motoras. As
células de Schwann pré-terminais formam a bainha de mielina nos axdnios (para revisio

ver HALL & SANES, 1993).
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1.2.3 Compartimento Pos-Sindptico

O compartimento pos-sinaptico € composto pelo sarcolema imediatamente abaixo
do terminal nervoso. A membrana sarcolemal poOs-sinaptica € uma regido altamente
especializada da fibra muscular, apresentando dobras juncionais. As dobras juncionais tém
cerca de 1um de profundidade e ¢ espago contido dentro das dobras € chamado de fenda
sinaptica secundaria (para revisdo ver HALL & SANES, 1993).

Sugere-se que as dobras juncionais aumentem a superficie da membrana pos-
singptica em cerca de 3 a 7 vezes quando comparada & superficie da membrana axolemal
pré-sinaptica (SALPETER, 1969; MATTHEWS-BELLINGER & SALPETER, 1978).
Recentemente, foi sugerido que as dobras juncionais resultam da interagio mecénica do
terminal sobre o sarcolema juncional, durante o desenvolvimento normal (MARQUES ef
al., 2000).

Cada dobra juncional apresenta duas regifes: o apice e o fundo. No apice
encontram-se agrupados os receptores de acetilcolina em uma densidade de
aproximadamente 10%um® e no fundo das dobras estio dispostos canais de sodio
responsaveis pela geracdo do potencial de agdo (HALL & SANES, 1993).

Durante o desenvolvimento da JNM, na fase embrioniria, os AChRs inicialmente
aparecem distribuidos em placas compactas e permanecem com esta forma por diversos
dias, até aproximadamente 2-3 dias pds-natal. A seguir, ocorrem fathas no interior dessas
placas até que os AChRs atinjam seu padrio de distribuigio normal da fase adulta, ou seja,

apresentam-se distribuidos no interior de bragos continuos (STEINBACH, 1981).
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Os AChRs s3o pentdmeros dispostos em torno de canais i6nicos que se abrem
quando a acetilcolina liga-se a eles. S30 responsaveis pela recep¢io e transdugio de sinais
quimicos (para revisio ver UNWIN, 1993). Os AChRs e canais de sédio sdo ancorados por
proteinas do citoesqueleto que podem ter fungdes regulatérias e de suporte, como a F-actina
que esta ligada a distrofina (HALL & SANES, 1993).

No apice das dobras juncionais também ha outras proteinas que servem de ligagio
entre © sarcolema e o citoesqueleto da fibra, mantendo a estrutura das dobras juncionais.
Entre elas esta a distrofina e proteinas relacionadas, que ligam-se ao complexo de proteinas
transmembrénicas e ligam o citoesqueleto abaixo do sarcolema a l1imina basal

(OHLENDIECK et al., 1991),

1.2.4 Compartimento Extracelular

O espago compreendido entre o terminal nervoso e o sarcolema pos-sinaptico €
chamado fenda sinaptica primaria. A lamina basal esta contida nesta fenda, estendendo-se
para dentro das dobras juncionais nas fendas sinapticas secundarias. Ela € continua com a
membrana basal da fibra muscular e se funde com a membrana basal da célula de Schwann
terminal (HALL & SANES, 1993).

A lamina basal sinaptica € bioquimicamente especializada, pois contém proteinas
distintas daquelas encontradas na regific extra-sinaptica (CARBONETTO &
LINDENBAUM, 1995; SANES, 1995) tais como a acetilcolinesterase, enzima envolvida
na neurotransmissdo ao hidrolisar a acetilcolina liberada pelo terminal nervoso motor

(WEINBERG & HALL, 1979); a S-laminina; a agrina, proteina necessaria para a



Introdugdo 10

diferenciagiio pos-sinaptica (SANES & LICHTMAN, 1999) e o indutor de atividade do

receptor de acetilcolina (ARIA) (GOODEARL et al., 1995, JO et al, 1995).

1.2.5 Elimina¢do Sindptica

A eliminagdio siniptica ocorre na maioria das fibras musculares dos vertebrados
sendo um fendémeno complexo e pouco entendido. Sabe-se que, ao nascimento, a
transmiss&o sindptica nos varios terminais nervosos de uma jun¢do € aproximadamente
igual, sendo que gradualmente um dos terminais passa a ‘ganhar’ territério, enquanto outros
terminais perdem (COLMAN et al., 1997). Morfologicamente, o processo se da através da
perda gradual de ramos dos terminais nervosos. Cada ramo passa por um processo de
atrofia e retracdo, com separagdo progressiva dos territérios que cada terminal ocupa.
Finalmente o terminal ‘perdedor’ forma um bulbo de retracdo e abandona o seu sitio
sinaptico. Esta perda de territério é concomitante, ¢ pode estar relacionada, as alteragdes na
distribui¢io dos receptores de acetilcolina, que de uma placa oval, passam a constituir uma
estrutura com a forma de um °‘pretzel’, ou em ramos continuos (BALICE-GORDON &
LICHTMAN, 1993; MARQUES et al., 2000).

Duas caracteristicas fundamentais parecem estar envolvidas no fendmeno da
eliminag3o sinaptica: primeiro, o musculo media a interagdo competitiva entre os axonios e
segundo, a atividade elétrica afeta a intensidade da competicdo. A questio central € a
natureza dos sinais envolvidos e trés possibilidades foram levantadas, todas envolvendo
influéncia retrograda do mdsculo para o terminal. Essas incluem a liberagio de fatores de

manutengdo (sinaptotropinas; SNYDER & LICHTMAN, 1996), fatores de puni¢io
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(sinaptotoxinas) e fatores de protegdo ou puni¢io (sinaptomedinas; para revisio ver SANES

& LICHTMAN, 1999).

1.2.6 Jungdo Neuromuscular do Camundongo mdx

A junggo neuromuscular de animais mdx apresenta alteragbes na sua estrutura
quando comparada com jungGes de animais normais. Essas alteragdes sdo similares ao dos
pacientes com distrofia muscular de Duchenne (ENGEL ef al, 1994). As principais
anormalidades da JNM dos mdx referem-se a uma diminuicio da complexidade da
membrana pds-sinaptica da fibra muscular, tornando-se mais evidente com a idade
(TORRES & DUCHEN, 1987).

Quando o animal tem cerca de 4-6 semanas de vida, percebe-se redu¢io no nimero
e profundidade das fendas sindpticas secundarias (TORRES & DUCHEN, 1987). Os
AChRs tendem a se apresentar em pequenos aglomerados com poucos pm de didmetro,
diferentemente da distribuicio em bragos continuos observadas em jungdes normais
(LYONS & SLATER, 1991). Essa redistribui¢io das moléculas pds-sinapticas é observada
somente em fibras musculares com nicleo central. Possivelmente as mudancgas no padrio
de distribuicdo dos AChRs, observadas nas fibras musculares dos camundongos mdx, sio
uma consequéncia do processo de regeneragio das fibras musculares, uma vez que, esses

animais apresentam ciclos de degeneragdo/regeneragio da fibra muscular (LYONS &

SLATER, 1991; MINATEL et al., 2001).
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1.3 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD)

1.3.1 Aspectos Clinicos

A distrofia muscular de Duchenne foi primeiramente descrita por MERYON (1852)
e DUCHENNE (1868) e ¢ considerada a mais devastadora das distrofias musculares,
afetando aproximadamente uma em cada 3500 criangas do sexo masculino nascidas vivas.
Em média, 1 em 3 casos € resultado de uma mutagio no dvulo da mie ou da avo da crianga
(ENGEL ef al., 1994).

QO diagnoéstico, na maioria dos casos, € feito somente no quarto ou quinto ano de
vida, quando os pais percebem que a crianga apresenta um atraso no desenvolvimento
motor. Os sinais clinicos, como fraqueza muscular manifestam-se inicialmente nos
membros inferiores, onde posteriormente desenvolve-se pseudohipertrofia muscular
caracterizada por fibrose intersticial e proliferagdo de tecido adiposo. Este fato cria
dificuldades para a deambulagio, manutengio da posi¢io ortostatica, e em levantar-se a
partir da posigdo agachada. A degeneragio muscular progride, resultando em intensa
fraqueza de outros grupos musculares (ENGEL ef al,, 1994).

No periodo correspondente a segunda década de vida, apds a perda da capacidade de
locomogdo, hé uma reducdo da massa muscular dos membros acompanhada de uma cifo-
escoliose pronunciada. Em seguida, ocorre comprometimento dos misculos respiratorios e
cardiaco. Assim sendo, o Obito ocorre frequentemente por insuficiéncia respiratoria ou

cardiaca, 0 que ocorre geralmente ao redor dos 20 anos de idade (ENGEL ef al., 1994).
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1.3.2 Patogénese

Acredita-se que a patogénese da DMD esta relacionada com uma anormalidade da
membrana da fibra muscular, a qual permite a saida de enzimas intracelulares e o ingresso
de calcio (OBERC & ENGEL, 1977, BODENSTEINER & ENGEL, 1978, MAUNDER ef
al, 1980). O acumulo de céalcio é um fator importante na evolugio da degeneragio
muscular (WROGEMANN & PENA, 1976; EBASHI & SUGITA, 1979). Um aumento
elevado na concentracdo de célcio em biopsias de musculos de pacientes com DMD tem
sido extensamente reportado (BODENSTEINER & ENGEL, 1978, MAUNDER et al,
1980, JACKSON ef al, 1985). Outras alteragdes histopatoldgicas importantes sdo
miltiplos focos de necrose associados a intenso infiltrado inflamatério, fagocitose e
regeneracic parcial das fibras musculares (SEIXAS et al., 1997).

Hoje sabe-se que a DMD € uma doenga recessiva ligada ao cromossomo X, sendo
que as translocagOes e delegOes detectadas neste foram observadas na banda I da regifio 2
do brago curto do cromossomo, denominada de banda Xp21. Essa banda apresenta uma
sequéncia de nucleotideos responsdveis pela expressio de uma proteina denominada
distrofina. Devido ao tamanho e complexidade do gene, é bastante elevada a taxa de
mutagio, delecGes ou duplicagbes (HOFFMAN, 1996). Isto resulta na leitura errada e/ou
parada prematura da transcrigdo génica e codificagio anormal da proteina, tornando-a

instavel e facilmente degradada por proteases endogenas (SEIXAS er al., 1997).
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1.4 DISTROFINA

A distrofina ¢ uma proteina de massa molecular relativa de 427 kDa, presente em
musculos normais, mas deficiente em musculos distroficos (ENGEL et al,, 1994). O cédigo
de sequéncia para a expressfio de distrofina € realizado por 79 exons, e comandada pela
atuagio de diversos promotores presentes em alguns tipos celulares, como as células
musculares, as células gliais, as células de Purkinje ¢ as células de Schwann. O promotor
muscular para a distrofina € bastante ativo nos musculos esqueléticos e cardiacos. A
expressdo da distrofina muscular € regulada de acordo com as etapas do desenvolvimento.
Nos musculos fetais, a distrofina é detectada no sarcolema depois da nona semana de
gestagdo, aumentando progressivamente sua expressio nas jungdes neuromusculares e
miotendinosas, na superficie das membranas dos tubulos T e junto & diversas jungdes
celulares (ENGEL et al., 1994).

Quanto 4 organizagdo molecular, a distrofina é um dimero antiparalelo associado a
outras proteinas estruturais do sarcolema. O dimero de distrofina apresenta-se dividido em
quatro dominios; o primeiro relacionado com a o-actina, o segundo ligado 3 espectrina, o
terceiro & ancarina e o Gltimo 3 um complexo de proteinas unidas a laminina (ENGEL et
al., 1994).

A distrofina é encontrada principalmente na face citoplasmitica do sarcolema,
fazendo parte do citoesqueleto subsarcolemal, ligada aos miofilamentos da fibra muscular e
a um complexo de glicoproteinas da membrana (SUNADA & CAMPBELL, 1995).

O complexo distrofina-glicoproteinas € constituido por proteinas sarcolemais e

expresso em alta concentragio no musculo estriado (CAMPBELL & KAHL, 1989
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ERVASTI & CAMPBELL, 1991). Os componentes integrais deste complexo incluem: a
distrofina, que liga-se & actina F (HOFFMAN et al, 1987, RYBAKOVA et al., 1996,
RYBAKOVA & ERVASTI, 1997); a a-distroglicana e a B-distroglicana, que encontram-se
ligadas ao dominio G da laminina 2 e a uma parte da distrofina mais rica em cisteina
(JUNG et al,, 1995), respectivamente; as sintrofinas, proteinas intracelulares que ligam-se
ao terminal C da distrofina (YANG et al, 1995), uma proteina que apresenta quatro
dominios transmembranicas, denominada de sarcospan (CROSBIE et al, 1997); e as
sarcoglicanas (NIGRO et al., 1996, JUNG et al, 1996). O complexo de sarcoglicanas
consiste de quatro proteinas transmembrinicas denominadas de o-sarcoglicana, pB-
sarcoglicana, vy-sarcoglicana, &-sarcoglicana, as quais estdo ligadas a B-distroglicana
(SUNADA & CAMPBELL, 1995; NIGRO ef af., 1996; JUNG e al., 1996). Em adigdo a
laminina 2 e actina F ha evidéncias de que a éxido nitrico sintase neuronal (BRENMAN et
al, 1995) e uma proteina chamada distrobrevina (BLAKE ef al, 1996, SADOQULET-
PUCCIO et al, 1997) também interagem com os componentes do complexo distrofina-
glicoproteinas (Figura 2A). Este modelo sugere que a distrofina, unida as proteinas
integrantes, confere a estabilidade da superficie da membrana da fibra muscular durante sua
contracio e relaxamento (ENGEL et al., 1994).

Ha interag@io entre os elementos do sarcolema e do citoesqueleto e a distrofina, de
modo que uma deficiéncia na expressio desta compromete a expressdo e organizacio das
demais proteinas, promovendo a deterioragio da fibra, diante de uma lesio (BONILLA ef
al, 1988). A deficiéncia na sintese de distrofina promove fragilidade da fibra muscular

tornando-a suscetivel 4 lesfo e a necrose. Comumente, a lesdo esta relacionada ao acumulo
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intracelular de calcio, geralmente localizado na regifo subsarcolemal da fibra, que
promoveria lesio direta da membrana da célula muscular (BERTORINI ef al., 1982).

Em estudos subsequentes revelou-se que a distrofina também estd particularmente
concentrada na jungio neuromuscular (Figura 2B) de mamiferos ¢ na membrana poés-
sinaptica da eletroplaca do Torpedo marmorata (JASMIM et al., 1990; YEADON et al.,

1991; para revisao ver BERTHIER & BLAINEALU, 1997).
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(A) Complexo distrofina-glicoproteinas no sarcolema extrajuncional. Os componentes
integrais do complexo estdo indicados por elipses vazias e as proteinas que estdo associadas
a este complexo estdo sombreadas. Adaptado de Lim e Campbell, Curr. Op. Neurology, 11,

p. 443-452, 1998.

(B) Complexo distrofina-glicoproteinas na jungfio neuromuscular. CT: dominio carboxi
terminal, CR: dominio rico em cisteina ¢ N. dominio amino terminal. Adaptado de Sunada

e Campbell, Curr. Op. Neurology, 8, p. 379-384, 1995.
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1.5 ANIMAIS DISTROFICOS

Até o final da década de 80, o estudo da DMD estava restrito as analises de bidpsias
ou ao cultivo de cé€lulas, sendo impossivel uma observagio experimental controlada da
degeneracdo muscular. Entretanto, surge nesse periodo uma linhagem de camundongos
mutantes originados da linhagem C57BL/10, denominados mdx, X chromossome-linked
muscular dystrophy (BULFIELD ef al., 1984).

Estudos genéticos demonstraram que nos camundongos mdx o gene afetado €
homélogo ao dos pacientes com DMD (LEFAUCHEUR ef al., 1995). Esses camundongos
apresentam deficiéncia na produg@io da distrofina nas suas fibras musculares, reproduzindo
assim, as caracteristicas das fibras musculares dos pacientes portadores de DMD
(BULFIELD et al., 1984; SICINSKI et al., 1989). Face a isto, os camundongos distroficos
sdo extensivamente utilizados como modelo experimental para investigagio de diversos
aspectos da DMD. Assim sendo, muito o que se sabe hoje sobre a fisiopatologia da doenga
deve-se aos estudos realizados com esses animais (LEFAUCHEUR er al, 1995
HAGIWARA et al,, 1995; PASTERNACK ef al., 1995; PASTORET & SEBILLE, 1995,
IRINTCHEYV et al., 1997, ANDERSON et al,, 1998; BOCKHOLD et al., 1998; VILQUIN
et al., 1998).

Apesar da auséncia da distrofina ser um achado comum tanto nos pacientes
portadores de DMD quanto nos camundongos mady, ultraestruturalmente ha algumas
diferencas evidentes entre a patologia de cada um deles. Os camundongos mdx nio
apresentam fibrose intensa e depdsito de tecido adiposo na maioria dos tecidos musculares

esqueléticos; machos e fémeas sdo afetados e os misculos regeneram sucessivamente apos

necrose (CULLEN & JAROS, 1988).
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Os primeiros sinais de degeneragio e regeneraciio das fibras musculares nos animais
distroficos inicia-se por volta dos 20 dias de idade. Entre 35 e 90 dias a necrose atinge seu
apice, comprometendo um grande numero de fibras. Neste periodo encontram-se mais de
50% das fibras do musculo em regeneragéo, com didmetro variavel e centronucleagio. Com
cerca de 120 dias de idade, praticamente todas as fibras do musculo encontram-se
regeneradas (TANABE ef al, 1986). Apesar da progressiva degeneracio das fibras
acompanhada de regeneracdo, a diferenca fenotipica fundamental entre 2 DMD humana e a
dos camundongos, esta no fato de que, nestes Gltimos, as fibras musculares regeneram, nio
havendo manifestagio de sinais clinicos que demonstrem o comprometimento da
locomogao, da respiragio, ou obito decorrente desse fator (TORRES & DUCHEN, 1987).

Apesar de apresentar algumas caracteristicas diferentes em relacio a miopatia
humana, em termos de severidade e persisténcia da miopatia o camundongo mdx ¢ valioso

como um modelo para DMD (BULFIELD ez al., 1984).
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2.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos filhotes, de ambos os sexos da linhagem mdx. Os
camundongos controle pertenceram a linhagem C57BL/10, os quais sfo heterozigotos para
o gene que desencadeia a distrofia muscular e que deram origem & linhagem mdx
(BULFIELD, et al., 1984). Os animais foram adquiridos do Biotério Central da UNICAMP
e mantidos no biotério do Departamento de Anatomia, IB, em caixas plasticas padrdo, com
condi¢bes ambientais adequadas (12 horas de ciclo claro/escuro), com ragdo e agua ad

libitum.

2.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

2.2.1. Grupo C57BL/I10

» Marcacio dos AChRs e dos terminais nervosos

Constituido de 20 animais, distribuidos em diferentes tempos de vida pos-natal: 1, 7,
14 ¢ 21 dias (P1, P7, P14 ¢ P21 respectivamente, n= 5 animais para cada idade). Este grupo
teve por objetivo estudar o padrdo de distribui¢do dos AChRs e também o padrdo dos
terminais nervoses no muasculo esternomastéidec (STN) nos referidos tempos de vida pos-
natal, servindo de controle para os animais mdx. Os musculos STNs foram marcados
segundo o protocolo para imunomarcagio dos AChRs e dos terminais nervosos descrito no

item 2.3.1.
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2.2.2. Grupo mdbx

e Marcacgio dos AChRs e dos terminais nervosos

Constituido de 20 animais, distribuidos em diferentes tempos de vida pés-natal: 1, 7,
14 e 21 dias (P1, P7, P14 e P21 respectivamente, n= 5 animais para cada idade). Este grupo
teve por objetivo estudar o padrio de distribuigio dos AChRs e também o padrio dos
terminais nervosos no musculo STN nos referidos tempos de vida pos-natal. Os musculos
STNs foram marcados segundo o protocolo para imunomarcagio dos AChRs e dos

terminais nervosos descrito no item 2.3.1.

e Anilise histologica

Constituido de 12 animais, distribuidos em diferentes tempos de vida pos-natal: 1, 7,
14 ¢ 21 dias (P1, P7, P14 e P21 respectivamente, n= 3 animais para cada idade).Este grupo
teve por objetivo verificar o aparecimento do processo degenerativo das fibras do musculo
STN nos diferentes tempos de vida. Os musculos STNs foram incluidos em historesina

segundo o protocolo descrito no item 2.4

2.3. IMUNOMARCACAOQO

2.3.1. Marcacdo dos AChRs e dos terminais nervosos

Apos pesagem e anestesia com hidrato de cloral 10% intra-peritoneal na dosagem de

0.2ml/20g de peso corporal, os animais foram perfundidos via cardiaca com 20 ml de
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tampdo fosfato (PBS; 14g de fosfato de sédio monobasico, 4,3g de fosfato de potassio
bibasico anidro e 72g de cloreto de sédio em 1 litro de agua destilada, ph 7.5), seguida por
20 ml de paraformaldeido a 2%. A seguir, foi realizada uma incisfio longitudinal mediana
na pele da regido ventral do pescogo, desde o 4pice da mandibula até a incisura esternal. As
glandulas submandibulares foram entdo visualizadas e rebatidas lateralmente e os musculos
STNs, direito esquerdo foram expostos. (Fig. 3).

Figura 3. Vista da face ventral do pescogo do camundongo. Observa-se a glindula

submandibular esquerda ndo rebatida (*) e o musculo STN direito (seta) exposto.

Apds fixagdio in situ com paraformaldeido a 2%. por 15 min, os muisculos STNs
foram lavados com PBS, retirados cuidadosamente e presos pelas extremidades em uma
cuba, com o auxilio de alfinetes. Foram entio lavados varias vezes com PBS e, com o
objetivo de se inativar o fixador, foram incubados com glicina 0,1 M por 20 min em
agitador orbital (FANEM 255-B). Apés lavadas com PBS, foram incubados com

colagenase 1% (Tipo I-Sigma) por 20 min no agitador, para que o tecido conjuntivo que
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resta preso aos musculos desprenda-se. A seguir foram lavados com PBS e os AChRs
marcados com a-bungarotoxina conjungada a rodamina (Rh-BTX 1:100 em PBS; Sigma)
durante 30 min no agitador. Apds esse periodo, os musculos foram lavados (PBS) e
incubados com triton 1% durante 1 hora, para permeabilizagio das fibras musculares. Em
seguida, foram lavados com PBS e com a finalidade de bloquear ou diminuir a marcacio
inespecifica do anticorpo primario (Ab priméirio) foram incubados com uma solugio
bloqueadora composta de 125 pl de triton X-100, 1 ml de soro albumina bovina, diluidos
em 23,8 ml de PBS, durante 24 horas. Apds esse periodo foram incubados com anticorpo
(Ab) primario (anti-neurofilamento; 1:100 em solugio bloqueadora), a 4°C por 12 horas.
No dia seguinte, foram lavados com PBS e incubados com Ab secundério (anti-mouse;
1:100, em solugdo bloqueadora) por 3 horas. A seguir, foram lavados e montados em

lamina sob laminula em meio de montagem para fluorescéncia DABCO (Sigma), para

posterior observagio ao microscopio confocal.

2.4. HISTORESINA

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% intra-peritoneal (0,2
ml:20 g de peso corporal) e perfundidos com 20 ml de formol calcio.

Os musculos STNs direito e esquerdo, foram retirados e fixados com formol calcio
e submetidos a técnicas histologicas de rotina (inclusdo em historesina) e corados com

hematoxilina e eosina (HE), para posterior observagdo ao microscopio de luz.



Materiais e Mérodos 25

2.5 ANALISE DOS DADOS

2.5.1 AChRs e Terminais Nervosos

Os musculos submetidos a imunomarca¢io foram observados utilizando-se um
sistema confocal da Bio-Rad (MRC 1024UV) equipado com laser Argdnio-Kriptonio (Ar-
Kr) e Ultra-Violeta (UV), acoplado a um microscopio invertido de fluorescéncia (Axiovert
100 Zeiss). Foram utilizadas as objetivas de 63X (1.4NA) e 100X (1.4NA) de imersio em
Sleo. A linha 488 nm do laser Ar-Kr foi utilizada para excitar a fluoresceina (terminal
nervoso) ¢ a linha 568 nm para a rodamina (AChRs). A observagdo concomitante da
FITC+Rodamina foi possivel com a utilizagio dos filtros de emissio HQ 598/40,
HQ522/35 e filtros barreira T1/E2 supridos pelo fabricante. Imagens de um dnico plano
focal, ou um grupo de imagens em varios planos focais, foram adquiridas com auxilio do
software Laser Sharp OS/2 (Bio-Rad) e salvas em disco Optico. A documentagio foi feita
em impressora Codonics acoplada ao sistema confocal, em papel fotografico Kodak.

Para analisar o padrdo de distribui¢io dos AChRs e dos terminais nervosos durante
o desenvolvimento pos-natal foram utilizados 10 misculos STNs (n=5 animais) para cada
periodo de vida (P1, P7, P14 e P21). Foram observadas de 20 a 40 junc¢des
neuromusculares por musculo, perfazendo um total de 200 jun¢des analisadas para cada
periodo de vida pos-natal. Os AChRs foram classificados de acordo com sua forma (placas,
placas perfuradas, adulto e ilhas) e as jun¢Bes neuromusculares foram classificadas em
polinervadas ou monoinervadas.

O indice da area juncional foi obtido multiplicando-se 0 comprimento maximo e a
largura méaxima da jun¢io neuromuscular, através do sofware Processing do sistema

confocal da Bio-Rad. Os dados obtidos foram entfo processados no programa Excel
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(formula: comprimento x largura) resultando na medida da area juncional. A anélise

estatistica foi feita através do teste t de Student.

2.5.2 Historesina

Cortes transversais com 5 pum de espessura corados com HE foram examinados em
microscopio de luz. O mimero de fibras normais e de fibras regeneradas (indicada pela
presenca de nucleo central) foi obtido através de um reticulo de cem pontos acoplado a
ocular do microscopio em objetiva de 40x, com auxilic de um contador manual. Desta

forma foi possivel obter a porcentagem de fibras regeneradas nos diferentes tempos de vida

pos-natal.
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Acetylcholine receptors distribution and synapse elimination at the developing

neuromuscular junction of mdx mice.

ABSTRACT

The vertebrate neuromuscular junction goes from muitiple to monoinervated during early
postnatal life in a process called synapse elimination. The mechanisms underlying this
process are unknown but one possibility would be that changes at the molecular level in the
postsynaptic cell lead to the removal of the overlying nerve terminal. The mdx mice show a
deficiency of dystrophin and associated proteins, which are part of the postsynaptic
cytoskeleton and possibly involved in acetylcholine receptors (AChRs) stabilization. In the
study, we used rhodamine-o-bungarotoxin and anti-neurofilament-IgG-FITC to stain
AChRs and nerve terminals of the sternomastoid muscle, during early postnatal
development of mdx and control C57BL/10 mice. Using fluorescence confocal microscopy,
we observed that 7 days after birth, 86,7% of the mdx endplates were monoinervated
(n=200) while the same observation was made in 41,4% of the controls (n=200). Consistent
with this is the fact that, at this time, perforated plaques were seen more frequently in mdx
(18,6%) than controls (7,3%). By the end of the second postnatal week, all the endplates
were monoinervated (100% mdx and 94,7% controls, n=200 for each group) and AChRs
had attained the branched-pattern distribution of adults. In mdx mice, breaking down of
receptors into islands, as observed in adult mdx, were seen 21 days after birth in 13,3% of
the junctions, indicating the presence of regenerated muscle fibers. These results show that
synapse elimination takes place earlier in dystrophin-deficient muscle fibers of the mdyx
mice, suggesting that stabilization of muscle fiber by dystrophin or a normal cytoskeleton

complex is required for the normal time course of synapse elimination.
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INTRODUCTION

During the first two weeks after birth, several changes in structure and function take
place at the neuromuscular junction of skeletal muscles. Acetylcholine receptors (AChRs)
distribution goes from a oval plaque to a branched form (Steinbach, 1981, Slater, 1982;
Balice-Gordon & Lichtman 1993), their turnover rate and subunits change (Salpeter &
Loring, 1985; Culican et al., 1998), while the topography of the postsynaptic membrane is
gradually complicated, by the presence of folds and synaptic clefts, due to its relations to
the overlying nerve terminal (Marques et al., 2000).

One of the most intriguing events that occur during this period is the process of
synapse elimination, where all inputs but one are withdrawn, leaving the synapses
monoinnervated by the end of the second postnatal week (Balice-Gordon & Lichtman,
1993). It is known that during transition from multiple to single innervation, the strength of
one input gradually gains territory as the others loose (Balice-Gordon & Lichtman, 1993;
Colman et al., 1997) and quantal content and size decrease prior to axon withdrawal
(Colman et al, 1997). Anatomically, nerve terminals show atrophy and progressively
separate from each others territory, forming a retraction bulb and leaving the synapse
(Bixby, 1981). The loss of nerve territory is concomitant with the transformation from an
oval, AChR plaque to the branched-shaped structure (Balice-Gordon & Lichtman, 1993).
Two fundamental characteristics seem to underlie the process of synapse elimination. First,
is that the muscle mediates the competitive interaction among axons and second, electrical
activity affects the intensity of competition (for a review see Sanes & Lichtman, 1999).

The mdx mice show a deficiency of dystrophin, a 400 kDa protein that is part of the
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cytoskeletal network of the postsynaptic sarcolemma. The C termini of dystrophin binds to
a complex of glycoproteins, such as a-Dystrobrevin-2, syntrophin and neuronal nitric oxide
synthase and this complex links subsarcolemmal cytoskeleton to the basal lamina (Ervasti
& Campbell, 1991). Interesting, not only dystrophin is diminished in the mdx mice, but also
all the other proteins that are part of the complex are somehow affected by the lack of
dystrophin (Ervasti ef al, 1990; Ohlendieck & Campbell, 1991). In dystrophin-deficient
fibers of mdx mice and in Duchenne dystrophy, the lack of dystrophin is associated with
increased levels of calcium in the muscle fiber, leading to muscle degeneration (Bertorini,
1982), showing that this complex is important to sarcolemmal stabilization (Hoffinan et al.,
1987; Bonilla et al., 1988). The lack of dystrophin and/or of the proteins of its complex is
also associated to accelerated rates of AChRs degradation in the mdx mice, suggesting that
this postsynaptic cytoskeleton complex may also be required for neuronal stabilization of
receptors (Xu & Salpeter, 1997).

The adult mdx mice also present changes in acetylcholine receptors distribution
(Torres & Duchen, 1987; Lyons & Slater, 1991). It was suggested that these alterations
were not related to the absence of dystrophin, but rather were typical of regenerated muscle
fibers. In fact, regenerated fibers that normally express dystrophin exhibited changes in
AChRs distribution similar to that seen in the mdx (Minatel et al, 2001), but an ideal
situation would be to verify receptors distribution in dystrophic fibers before the onset of
degeneration-regeneration cycles.

In this study we investigated wheter AChRs distribution and synapse elimination are
altered in dystrophin-deficient fibers of the mdx mice, in vivo, during the normal course of

their postnatal development, before the cycles of degeneration and regeneration increased.
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We observed a marked effect on the rate of synapse elimination, but no changes in AChRs
distribution. This suggests that an intact dystrophin-glycoprotein complex may be required

for the normal time course of synapse elimination, but not for the developmental changes of

ACHRs distribution.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Neonatal mdx and C57BL/10 mice were obtained from breeding colonies
established in our animal care facility. Pregnant females were isolated and checked daily.
The date of birth was designated postnatal day 0 (P0). Forty animals (20 mdx and 20
controls, 5 animals for each age studied) were used for confocal microscopy and twelve

mdx mice (3 animals for each age studied) were used for light microscopy.

Light microscopy

One, 7, 14 and 21 days after birth, the sternomastoid muscles (STNs) were removed
and stained with hematoxylin and eosin (HE) for evaluation of muscle fiber regeneration.
Briefly, the mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of chloral hydrate (0.6
mg/kg) and perfused intracardially with phosphate-buffered saline (PBS). The STNs were
removed, fixed overnight in calcium-formalin, dehydrated in an ethanol series and
embedded in historesin. Five um thick transverse sections were stained with HE and
examined with a light microscope. The number of normal and regenerated muscle fibers

(indicated by the presence of central cell nuclei) was counted using a hand counter.

Confocal microscopy

One, 7, 14 and 21 days after birth, the animals were anesthetized with an
intraperitoneal injection of chloral hydrate and perfused intracardiacally with PBS followed
by freshly prepared cold fixative (2% formaldehyde in PBS). Right and left sternomastoid

(STN) muscles were removed, placed in a sylgard dish and washed with PBS. The muscles
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were incubated with rhodamine-alpha-bungarotoxin (Rh-BTX; Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA; 1 ug/ml) for receptors and anti-neurofilament (Sigma; Saint Louis, Missouri,
USA,; 1:500 in blocking solution) followed by anti-mouse IgG-fluorescein (Sigma; Saint
Louis, Missouri, USA; 1:500), for nerve terminals staining. After washing with PBS, the
muscles were mounted in 1,4-Diazabicyclo[2.2 2]octane (DABCO, mounting media for
fluorescence microscopy, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) and then observed with a
confocal microscope.

A dual-channel BioRad laser confocal system (MRC 1024UV) mounted on an
Axiovert 100 Zeiss inverted microscope and equipped with Ar-Kr lasers were used. A
wavelength of 568 nm was used to excite the rhodamine-labeled receptors and 488 nm was
used to excite fluorescein. The settings for contrast, brightness, and iris diameter were
adjusted and kept constant during all observations of control and mdx muscles. A 63X and
100X 1.4 NA oil immersion Zeiss objective were used for confocal imaging. An index of
junctional area was measured by taking the product of the maximum length of the junction
in the long axis of the muscle fiber and the maximum width of the junction in the

orthogonal axis.
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RESULTS

Shape of junctional AChRs aggregates

It is known that, during the first two weeks after birth, AChRs distribution changes
from a plaque to a pretzel-like shape, typical of adult (Steinbach, 1981; Balice Gordon &
Lichtman, 1993, Marques ef al, 2000). In the plaque, AChRs are homogeneously
distributed (plaque endplates) and as synapse elimination progresses, the loss of AChRs
leave fainter areas within the plaque, which became perforated by holes (perforated
endplates). The holes seem to coalesce and break the endplate area into branches that
ultimately give raise to the adult pattern distribution of AChRs.

Junctions stained with a-BTX-Rh were qualitatively assigned to three groups (see
Fig.1): plaque (Fig.1A), perforated (Fig.1B) and adult (Fig.1C). As shown in Table 1, the
plaque was the predominant shape in neonatal (POl and P07) mdx and control animals.
Perforated plaques were mainly seen on P14, in controls. The mdx mice showed more
perforated forms during earlier neonatal period (P01, P07). The adult junctional shape
appeared about 14 days postnatal in the mdx (Table 1) and was the only morphological type
seen at P21 in controls.

In adult mdx muscles, AChRs are distributed into islands of receptors, instead of the
pretzel-shape form (see Fig. 1D; Lyons & Slater, 1991; Minatel ez af., 2001) and this pattern
of distribution had been associated with muscle fiber degeneration-regeneration, a
phenomenon that typically occurs in the mdx mice after 3 weeks of birth (Cullen & Jaros,
1988; Mokhtanan et al., 1995; Mokhtarian ef /., 1999), which is in agreement with our

results in that an increase in the number of fibers with central cell nuclei was seen
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beginning 21 days after birth (Table 2). Thus, we also seek the presence of such receptors
islands during the early steps of junction formation. Few endplates with AChRs islands
were seen beginning on P14, in the mdx mice, but most of the junctions displayed a normal
pattern of receptor distribution (Table 1; Fig.2C,D). Acetylcholine receptor area increased

over time, as expected and no differences were seen between controls and mdx (Table 3).

Junctional innervation

As already reported for the sternomastoid muscle (Balice-Gordon & Lichtman,
1993) most of the neonatal control muscle fibers were innervated by more than one axon on
P01 and PO7 (86% and 58.6% respectively; see Table 4). The elimination of multiple
innervation was essentially completed by 14 days postnatal (5.3% of multiple innervation).
In the mdx mice, half of the fibers were already monoinnervated on P01 (58% of
monoinnervation; see Table 4)_. The process of synapse elimination was almost completed
on P07 (87% of monoinnervation; see Table 4) and no multiple innervated fibers were seen
14 days after birth (Table 4).

The pattern of junctional innervation in early neonatal (PO1) mdx and control mice
was rather complicated by the presence of several nerve bundles, which seem form bright
agglomerations of axons near the AChRs rich areas and appeared to be highly intermingled
(Fig.3). Generally, pre-terminal profiles varied from very thin to thicker structures (Fig.3B) |
directed towards the AChRs plaques. At most of the endplates studied (200 mdx and 200
controls) nerve terminals typically displayed bulbous enlargements or dilatations connected

by thin process (Fig.3C,D). These bulbs varied from 3.64 + 2.07 um® (control and mdx
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PO1) to 6.17 + 2.85 pum? (control P07) and 7.72 + 2.72 um® (control P14). No breaks in the
outlines of the AChRs plaque were seen in mdx and control mice.

On P07, pre-terminal axons were easier to be individualized, showing a more
uniform width, not so large as on P01, but still showing thicker filaments together with very
thin profiles, usually towards the same endplate area (Fig.4A,B). Bulbous enlargements
were seen most frequently in controls (Fig.4C,D) than in mdx mice (Fig.2A,B). In the late
postnatal life (P14) nerve terminals covered AChRs branches in a similar pattern of adults

(P21, Fig.5) with a uniform diameter along its length. A break in the outline of the AChR

area was seen (see asterisk in Fig.5).
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DISCUSSION

The mdx mice show a deficiency of dystrophin, a protein that is part of a
multimolecular complex that links the extracelular matrix to the cytoskeleton (the
dystrophin-glycoprotein complex or DGC) that includes dystroglycan, dystrobrevin and
syntrophins (Ervasti & Campbell, 1991). The absence of dystrophin greatly reduces the
concentration of dystrophin-associated proteins in skeletal muscle (Ohlendieck &
Campbell, 1991). At the neuromuscular junction, the DGC is present, dystrophin is
particularly concentrated in synaptic troughs (Bewick et al., 1992) and a dystrophin-related
protein named utrophin also binds to the DGC (Blake ef al., 1996). The absence of
dystrophin is related to morphological abnormalities of the neuromuscular junction (Torres
& Duchen, 1987, Lyons & Slater, 1991) and changes in the rate of degradation of adult
ACHhRs (Xu & Salpeter, 1997).

At the present we show that the shape of AChRs aggregates changes during normal
development in dystrophin-deficient fibers, in a similar way as that observed in normal
fibers of the sternomastoid muscle (Steinbach, 1981; Balice-Gordon & Lichtman, 1993,
Marques ef al., 2000). We observed that the receptor-dense plaque is followed by a
transitional period in which different degrees of perforations appear in the plaques
(perforated) leading to the normal pretzel-like shape of adults. This suggests that dystrophin
is not required for the developmental changes of receptor distribution seen in the early life.
In vitro studies also showed that dystrophin is not required for the initial formation of

AChRs aggregates (Sealock ef al., 1991; Kong & Anderson, 1999).
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In mdx adults, almost all the neuromuscular junctions are characterized by a
breakdown in the branched-pattern receptor distribution, leading to formation of islands of
receptors, a phenomenon suggested to be associated to muscle fiber regeneration, rather
than absence of dystrophin (Lyons & Slater, 1991, Minatel ef al., 2001). Interesting, young
adults, such as we observed here (P14, P21) did show the pretzel-shape form typically seen
in normal adults, at most of the endplates viewed at this time. A few endplates displaying
receptors distributed into islands were first seen on P14, as well as normal endplates at the
neighboring fibers (see Fig. 2A), the same happening on P21. This suggests that, even in
the absence of dystrophin, the pattern of AChR distribution did not change in adult
muscles, supporting the fact that dystrophin may not be required for AChR normal
distribution even in the adult. At the age of P14, we observed the first signs of muscle
degeneration-regeneration, which is in agreement to reports in the literature (Anderson et
al., 1987) and this may explain the islands of receptors present at this time. In conclusion,
the changes in AChR distribution that takes place during normal development of the
neuromuscular junction are not affected by the absence of dystrophin or a2 normal DGC.

During the first two weeks after birth, while AChRs distribution changes, the
synapses change from multiple to monoinnervated. In normal muscles, most of the
neuromuscular junctions were multiply innervated 1 and 7 days after birth and by the end
of the second week, all the synapses were monoinnervated. This is in agreement with
previous in vivo observations of the sternomastoid neuromuscular junctions over time
(Balice-Gordon & Lichtman, 1993).

The most striking finding of the present investigation was that most of the mdx
junctions were already monoinnervated 1 and 7 days postnatal. Thus, the time course of

synapse elimination changed in the dystrophin-deficient fiber, in a way that neuromuscular
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junctions became monoinnervated earlier than normal fibers. In agreement to that is the fact
that AChRs changes in distribution were faster in mdx than normal mice, the mdx attaining
the pretzel form earlier. Therefore, this suggests that dystrophin, or an intact dystrophin-
glycoprotein complex, 1s required for the normal time course of synapse elimination.

In the phenomenon of synapse elimination, motor axons that initially co-innervate
the same muscle fibre lose some of their connections during early postnatal life, leaving
fibres singly innervated. Two fundamental characteristics of the synapse elimination
process are the fact that muscle mediates competitive interaction among axons and
electrical activity affects the intensity of competition. The fundamental question in this
process is the nature of the signals that mediate the competition and the possibilities that
have been raised involve retrograde influences from the muscle to the nerve terminal (for a
review see Sanes & Lichtman, 1999).

One possibility suggests that muscle releases a toxic factor and axons are able (or
not) to escape to it, depending on their activity. One suggestion is that the toxic factor is a
protease, whose activity is held in check by endogenous inhibitors. It had been proposed
that calcium-activated neutral proteases destabilize nerve terminals, leading to their
elimination (Tyc & Vrbova, 1995; Swanson & Vrbova, 1987). The lack of dystrophin and
the reduction of dystrophin-related proteins (Ohlendieck ef al., 1991) may also weaken the
mechanical stability of the postsynaptic membrane. This may explain the fact that the
membrane of mdx mice is leakier to calcium, resulting in an elevation of intracellular free
calcium (Turner ef. al,, 1993) and muscle fiber degeneration (Leonard & Salpeter, 1979).
Therefore, one possibility to explain the earlier synapse elimination process could be the
increased calcium influx in mdx fibers leading to increased protease activity. However,

muscle fiber degeneration triggered by increased calcium influx is not observed on P01 and
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P07, which would suggests that calcium influx is not increased in these earlier days.
Possibility, at these ages the animals are not yet under great motor activity which is
believed to activate the process of muscle degeneration, only seen at the time of weaning
(Cullen & Jaros, 1988; Mokhtarian ef al., 1995; Mokhtarian ef al., 1999).

Recently, accelerated synapse loss has also been observed in the neonatal rat levator
auris longus muscle, and in vivo (Lanuza ef al., 2001), when exogenous thrombin or protein
kinase C system (PKC) activators were used, being suggested that synapse elimination in
neonatal muscle may be modulated at least in part, by G-protein and PKC activity. PKC is
activated by calcium and phospholipids, so it might be activated directly by calcium influx
or indirectly by calcium-activated production of diacylglycerol. Therefore, PKC activity
would be increased in the mdkx, accelerating the synapse loss during normal development.

It had been suggested that agrin may function as a protease inhibitor (Biroc ef al.,
1993). Agrin is a nerve derived factor major organizer of post-synaptic differentiation
(Bowe & Fallon, 1995). It binds to dystroglycan, which in turn associates with the
cytoskeletal complex that includes dystrophin, utrophin and dystrobrevin. One possibility
would be that in mdx mice, given the alteration in their cytoskeleton, agrin is not able to
bind correctly and perform its function as a protease inhibitor. For instance, it had been
demonstrated that both spontaneous and agrin-induced AChR clustering activities on
cultured mdx myotubes were very markedly reduced as compared to that on wildtype
myotubes (Kong & Anderson, 1999).

Another possibility to explain the retrograde influences from muscle to axon would
be local alterations that occur at the postsynaptic membrane, leading to heterogenous
regions within the plaque (Sanes & Lichtman, 1999). For instance, the levels of AChRs,

rapsyn and utrophin begin to decline at sites of synapse removal before the overlying nerve
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terminal withdraws (Balice-Gordon & Lichtman, 1993; Culican ef al, 1998). AChRs
become stabilized perinatally and their half life in the postsynaptic membrane increases
from approximately 1 day to 10 days. It had been suggested that this stabilization reflects a
change in the association of AChRs with basal lamina or cytoskeletal components (Salpeter
& Loring, 1985). Thus, it would be possible that the lack of dystrophin and the reduction of
dystrophin-related proteins seen in the mdx, may lead to changes in AChRs density or
stabilization in neonatal fibers. However, no changes in the turnover rate of embryonic mdx
AChRs were observed (Xu & Salpeter, 1997), and receptor density is maintained at
relatively normal levels in adult mdx muscles (Lyons & Slater, 1991). In addition, no
changes in AChRs were reported to occur in knockout mice in which different components
of dystrophin-complex missing (Grady ef al., 1997, Akaaboune ef al., 2001). Thus, changes
in the levels of AChRs may not be directly involved in the alterations in the time course of
synapse elimination observed here.

One retrograde signal for activity-dependent suppression of polineuronal
innervation in the neuromuscular junction is nitric oxide (NQ). This action of NO, which is
probably mediated by ¢cGMP, may contribute to the elimination of polyneuronal innervation
of muscle fibers during development (Wang er al., 1995), since enhanced NO generation
provides feedback information about the functional state of the neuromuscular junction to
presynaptic nerve terminals (Urazaev ef al., 1997). In the mdx mice, the levels of nNOS
(neuronal nitric oxide synthase) are greatly reduced; so are the levels of nINOS mRNA in
mdx muscles (Chang et al., 1996), which could impair this type of retrograde influence of
the muscle to the terminal. Recently, it had been demonstrated that NO serves as a
downstream mediator of agrin induced AChR aggregation and that NOS inhibitors

prevented agrin induced AChR aggregation and phosphorilation of its beta subunit (Jones
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& Werle, 2000). In addition to its function on AChRs clustering, it has been shown that
agrin is also produced by the muscle fiber and may have functions in organizing the
cytoskeletal protein components of the dystrophin-complex (Moll ef al., 2001). Thus, the
lack of NO in mdx fibers might possibly interfere with other actions of agrin on the
neuromuscular junction. For instance, it had been shown that nerve terminals of agrin-
mutant deficient mice fail to arborize (Sanes et al.,1998). Thus, it would be possible that, in
the mdx mice, the lower number of multiply-innervated junctions could be due to a poor
terminal sprouting, rather than to a faster synapse elimination process. Future studies on
embryonic mdx muscles should help resolve this issue.

In conclusion, we show that postnatal changes in AChRs pattern of distribution,
investigated in dystrophin-deficient muscles before the onset of muscle fiber degeneration-
regeneration, proceeds normally. This suggests that dystrophin or an intact DGC is not
essential for ACBR distribution. On the other hand, the elimination of polyneuronal
innervation was faster in dystrophic animals, possibly related to the increased calcium
influx normally seen in dystrophic muscle and/or a mechanical instability between nerve
terminals and postsynaptic membrane, due to alterations in the DGC. Another possibility
raised is that developing nerve terminals in dystrophic animals present less sprouts,

resulting in a lower number of multiple innervated fibers.
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LEGENDS

Figure 1. Acetyicholine receptors distribution is normal at the neuromuscular junctions of
mdx mice, during development. Receptors were labeled with rhodamine-a-bungarotoxin.
Plaques of receptors are seen 1 day after birth (A). Perforations, represented by dark areas
in the plaque (B-P07) were followed by the formation of branches of receptors (C-P21),

typical of adults. In a few endplates on P21, receptors were breaking apart into islands (D).

Scale bar equals to 10 pm.

Figure 2. Late neonatal innervation in the sternomastoid muscle of mdx mice: postnatal
days 07 (A,B) and 14 (CD). Sternomastoid muscles were stained for neurofilaments at
nerve terminals (green) coupled with rhodamine-a-bungarotoxin staining of the
postsynaptic clusters (red). Neuromuscular junctions innervated by two axons are seen
{AB-arrow). In C, a neuromuscular junction with islands of receptors (arrow) is seen
together with normal endplates. The pattern of monoinervation predominates on postnatal

day 14 (D). Scale bar in D equals to 10 pm. Bars in um.

Figure 3. Early neonatal innervation in the sternomastoid muscle of mdx mice (A.B e C)
and control mice (D). postnatal day 01. Neurofilament staining of nerve terminals (green)
and rhodamine-o-bungarotoxin for receptors (red). Nerve terminal profiles are highly
intermingled at the endplate region (A, B, C). Very thin terminal profiles (arrow-B) and

thicker are seen at the same time. Bulbs (arrow-C D) are frequently present. Bars in um.
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Figure 4. Neonatal innervation in the sternomastoid muscle of control mice, 07 days after
birth. A, B show endplates innervated by more than one axon (arrow). C,D show the

presence of bulbs (arrows). Scale bar in pum (the scale in C apply to A, B e D).

Figure 5. AChRs (red) and nerve terminal (green) distribution in adult neuromuscular
junctions (P21) of control (upper panels) and mdx (lower panels) mice. Note the perfect
colocalization of nerve terminals and receptors. Asterisk indicates the side of the endplate

in which a break in the outline of the AChR patch is seen. Bar equals to 10 pm.
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Figure 5.
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Table 1. Pattern of acetylcholine receptor distribution during postnatal (P) development

(days), in control (C57BL/10) and mdx mice.

C57BL/10 PLAQUE PERFURATED ADULT ISLANDS
P1 98% £+ 13.30 2% +0.71
P7 92% + 11.71 7,3% £ 3.05
P14 0,66% £ 0 26% £ 4.00 73% £9.11
P21 100% £ 9.05
Values reported are mean * SD (n= 200 endplates/age).

MDX PLAQUE PERFURATED ADULT ISLANDS

Pl 83,3%+951 |16,6%+2.16
P7 80,6% + 8.01 18,6% +1.41 0,66% L 0
P14 4% +1.73 87,3% +9.00 8,6%+1.14
P21 86,7% + 7.90 13,3%+1.19

Values reported are mean + SD (o= 200 endplates/age).

Table 2. The percentage of fibers with central cell nuclei during postnatal (P) development

(days) in mdx mice.
MDX FIBERS WITH CENTRAL
NUCLE1
P7 0,62%
P14 2,20%
P21 5,23%
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Table 3. Changes in AChR area (um®) of the neuromuscular junction during postnatal

development.

MICE r1 P7 P14 P21
MDX 132,1 £ 48,1 201,14+702 370,5 £ 1359 5454 £ 1610
CS57BL/10 163,5 £ 48,6 196,6 + 74,1 278,9+79,5 410,1 £ 128.6

Values reported are mean + SD (n= 100 endplates/age). There was no difference in AChRs

area between normal and mdx mice (p< 0.05; Student’s t test).

Table 4. Comparison of monoinnervation at developing nmjs in control and mdx mice.

MICE P1 P7 P14 P21
MDX 58% (5.92;200) | 86,7% (0.71; 200) | 100% (0; 200) | 100% (0; 200)
CS7BL/10 | 14% (11.28;200) |41,4% (9.42; 200) | 94,7% (1.75:200) | 100% (0, 200)

The percentage of end-plates with single input is presented. Numbers in parentheses: (SD,

number of end-plates studied).
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4. CONSIDERACOES FINAIS
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Padrio de distribuicio dos AChRs

No presente trabalho demonstramos que as mudangas que ocorrem na distribuigiio
dos AChRs durante o desenvolvimento dos animais distroficos sdo similares as observadas
em animais normais (STEINBACH, 1981; BALICE-GORDON & LICHTMAN, 1993;
MARQUES et al., 2000). Nos observamos que os AChRs inicialmente aparecem como
placas compactas, seguido por um periodo de transigdo, no qual surgem falhas no interior
dessas placas (placas perfuradas) e a seguir estabelece-se o padrio de distribuicdo normal
da fase adulta. Isto sugere que a distrofina pode nfo ser necessiria durante o
desenvolvimento inicial da distribui¢io dos AChRs. Dados da literatura parecem sustentar
essa sugestdo. Assim, sabe-se que estudos in vifro também demonstraram que a distrofina
ndo ¢é requesitada para a formacgdo inicial dos agregados de AChRs (SEALOCK et al.,
1991; KONG & ANDERSON, 1999).

No mdx adulto a maioria dos AChRs encontram-se fragmentados, distribuidos em
pequenas ilhas. Foi sugerido que tais alteragdes sf#o tipicas de fibras musculares
regeneradas (LYONS & SLATER, 1991, MINATEL er al., 2001). Interessante, é que no
mdx jovem (P14 e P21) nds observamos que a maioria dos AChRs apresentavam o padrdo
normal de distribui¢do (bragos continuos). Observamos um niémero pequeno de jungdes que
apresentavam os AChRs distribuidos em ilhas. No periodo de 14 dias, nos observamos os
primeiros sinats da degeneragdo/regeneragdo muscular no animal distrofico, concordando
com a literatura (ANDERSON ef al., 1987) ¢ este fato pode explicar a presenca de ilhas de
receptores neste periodo. Isto sugere que a distrofina pode também ni3o ser requisitada na

distribui¢do normal dos AChRs no adulto. Desta forma, concluimos que a distribuigdo dos
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AChRs durante o desenvolvimento da jun¢8o neuromuscular ndo é afetada pela deficiéncia

de distrofina nos animais mdx.

Eliminacao Sindptica

A descoberta mais importante do presente trabalho foi que no periodo de 1 e 7 dias
de vida pos-natal, a maioria das jungBes neuromusculares do camundongo mdx ja se
encontra monoinervada. Desta forma, a eliminagfo sinaptica no mdx ocorre mais cedo
quando comparada a de um animal normal. Isto sugere que a deficiéncia da distrofina ou a
redugdo de proteinas do complexo distrofina-glicoproteinas no animal distréfico pode
interferir no tempo da eliminagZo sinaptica.

Duas caracteristicas fundamentais parecem estar envolvidas no fenémeno da
eliminagdo sinaptica: primeiro o musculo media a interagdo competitiva entre os axdnios e
segundo, a atividade elétrica afeta a intensidade da competicio. A questio central é a
natureza dos sinais envolvidos e as possibilidades que foram levantadas envolvem
influéncia retrograda do musculo para o terminal (para revisio ver SANES & LICHTMAN,
1999).

Uma primeira possibilidade poderia ser de que o musculo libera fatores téxicos e os
ax0nios s30 capazes {(ou ndo) de escapar destes fatores, dependendo de sua atividade. Uma
sugestio € que o fator téxico seja uma protease. Tem sido proposto que o célcio ao ativar
proteases neutras, poderia desestabilizar os terminais nervosos e¢ promover sua retragio
(TYC & VRBOVA, 1995, SWANSON & VRBOVA, 1987). Desta forma, a eliminagdo
sinaptica precoce observada no animal distrofico poderia ser devida ao aumento no influxo

de calcio, o que € observado nas fibras distroficas (TURNER et al., 1991).
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Recentemente, foi sugerido que a atividade da proteina kinase (PKC) pode ser
responsével pela modulagdo da eliminagio sinaptica em musculos neonatais (LANUZA et
al., 2001) A PKC ¢ ativada diretamente pelo influxo de célcio ou indiretamente pelo
diacilglicerol, cuja produgdo ¢ estimulada pelo calcio. Desta forma, a atividade PKC pode
estar acentuada no mdkx, acelerando a eliminag3o sinaptica.

Foi sugerido que a agrina atua como inibidora de protease (BIROC er al., 1993). A
agrina na jungdo neuromuscular encontra-se unida a distroglicana, a qual esta associada
com o complexo do citoesqueleto, que inclui a distrofina, utrofina, distrobrevina. Assim,
uma possibilidade € que no animal distrofico, devido as alteragBes no complexo distrofina-
glicoproteinas, a agrina ndo seja totalmente capaz de exercer sua fungdo como inibidora de
protease.

Sabe-se que a densidade ou estabilidade de moléculas pos-sinapticas, tais como os
AChRs, rapsina e utrofina, sfo importantes para a eliminagdo, visto que os niveis desta
moléculas diminuem nos locais de eliminacfio sinaptica, antes que os terminais retraiam
(CULICAN e al., 1998). Pode ser possivel que a deficiéncia de distrofina e a redugéo de
proteinas do complexo distrofina-glicoproteinas observada no mdx, poderia levar a
mudangas na densidade dos AChRs ou na estabilizagio das fibras neo-natais. Entretanto,
ndo foram observadas mudangas no turnover dos AChRs na vida embrionaria do animal
distrofico (XU & SALPETER, 1997), e a densidade do receptor € mantida relativamente
normal nos musculos adultos distroficos (LYONS & SLATER, 1991). Adicionalmente, ndo
foram reportadas mudancas nos AChRs em camundongos com deficiéncia de diferentes
componentes do complexo-distrofina (GRADY ez al., 1999, AKAABOUNE et al., 2001).
Desta forma, mudangas no nivel dos AChRs pode ndo ter um envolvimento direto nas

alteragdes no tempo do curso da eliminagdo sinaptica que observamos no camundongo mcdx.
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Um sinal retrégrado para supressdo da inervagio polineuronal na JNM é o oxido
nitrico (NO). O NO atua informando o terminal nervoso sobre o estado funcional da JINM
(URAZAEV et al, 1997). Desta forma, sua ag¢fio pode contribuir para eliminacio da
inervagdo polineuronal das fibras musculares durante o desenvolvimento (WANG et al.,
1995). No camundongo mdyx, o nivel de oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), enzima
responsavel pela produgdo do NO, estd altamente reduzido (CHANG et al, 1996).
Consequentemente, a agio do NO pode estar comprometida no animal distréfico.

Em conclusio, nés demonstramos que a eliminagio siniptica ocorreu mais cedo no
animal mdx. Sugerimos que este fato pode ser explicado pelo aumento no influxo de calcio
normalmente observado no musculo distrofico e/ou devido a uma instabilidade mecénica
entre o terminal nervoso e a membrana pds-sindptica, ocasionada por alterages no

complexo distrofina-glicoproteinas.
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