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RESUMO: A presente revisdao aborda um ponto especifico dentro da sinapse, provavelmente
0 mais crucial: as interacdes moleculares entre proteinas da membrana das vesiculas sinapticas
e da membrana plasmatica pré-sinaptica. Uma linguagem molecular muito precisa permite a
fusdo entre as membranas da vesicula sinaptica e a plasmatica, fusdo que libera o neurotrans-
missor contido na vesicula para a fenda sinaptica. A vesicula sinaptica foi alvo, nos udltimos anos,
de uma verdadeira disseccdo molecular. E a organela celular com a mais completa descricéo
estrutural e cinética de seus componentes protéicos. A descoberta de familias de proteinas
homélogas, presentes em todos os tipos celulares eucariotos, como a Rab e a SNARE (SNAP
receptors), demonstrou que o ciclo da vesicula sindptica € uma interagéo entre sistemas protéicos,
universais e especificos, de regulacdo do trafego vesicular e de fusdo de membranas lipidicas.
O enderecamento e o controle do fluxo das estruturas precursoras das vesiculas sinépticas até
o terminal sinaptico sdo realizados pela familia Rab de pequenas GTPases. As proteinas da
superfamilia das kinesinas séo as responsaveis pela acdo mecanica no transporte anterégrado
das estruturas precursoras, ao longo dos microtibulos do citoesqueleto axonal. As proteinas
SNARE realizam a fusdo das vesiculas com a membrana do terminal pré-sinaptico. A proteina
sinaptotagmina controla a formag¢édo do complexo SNARE em um modo dependente de calcio.
Embora ja se tenha conhecimento da maior parte das proteinas envolvidas no ciclo da vesicula
sinéptica, tem-se ainda que elucidar muitas das fung@es e interrelagdes entre elas.

UNITERMOS: Vesiculas Sinapticas. Proteinas Sinapticas. Sinapse. Neurotransmissores.

1. INTRODUCAO Até o século XVII, os nervos eram considerados es-
treitos tubos que terminavam em musculos ou glandu-
Considerando o aperfeicoamento intelectual déas, conduzindo os humores ou fluxos dos espiritos
homem ao longo de milhares de anos, é surpreendemimais?. Neurdnios foram individualizados somen-
te que o estudo do sistema nervoso, que seria 0 maferl60 anos atr&embora as células de Purkinje do
legado da espécie, seja a mais nova das biociénciasrebelo sejam tdo grandes que poderiam ser obser-

* Resultados de discussdes e seminarios relizados durante o curso RMF 5751, “Aspectos Moleculares da Transmissao Sinaptica”, entre
31 de agosto e 30 de setembro de 2000. Uma atualizagéo da literatura foi realizada antes da submisséo do manuscrito.
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vadas e dissecadas com uma lupa dé¥naateoria  a posterior reciclagem das vesiculas por endocitose

neuronal, que forma atualmente o verdadeiro cerrde regides da membrana plasmatica.

da neurociéncia, foi proposta ha pouco mais de 100  Apesar das caracteristicas exclusivas da exo-

anos por Ramén y Caféll Mais chocante ainda é citose dos neurotransmissores, como sua velocidade,
considerar que a primeira hipotese sobre a sinapdependéncia de calcio e plasticidade, a descoberta de
quimica foi apresentada ha menos de 50@moson-  familias de proteinas homoélogas em todos os tipos ce-
firmada ha apenas trinta affas lulares eucariotos, como a Rab,composta por GTPases

Entretanto, a década passada foi, historicamenigye direcionam o trafego vesicuf@&f'%) e a familia
a de maior interesse na biologia dos processos me®NARE, que forma um complexo de ancoramento e
tais. Por isso foi chamada “a década do cérebro” pefasad'**¥, demonstrou que o ciclo da vesicula sinaptica
maior agéncia financiadora de pesquisa do mundoéouma interacao entre sistemas protéicos, universais e
NIH (National Institutes of Heal)hdos Estados especificos, de regulacdo do trafego vesicular e de
Unidos. Tudo faz supor que esse interesse tenddwsdo de membranas lipidi€&s
aumentar e que o estudo do cérebro seja, para o sécu- Vesiculas sinapticas podem ser classificadas, de
lo XXI, o que o estudo dos genes foi para o séculacordo com sua morfologia, em trés tiffis/esiculas
passado. sinapticas pequenas (VSP), que contém aminoécidos,

O trabalho dos neurobidlogos, nas ultimas dévesiculas grandes de centro denso (VGCD), que con-
cadas, explicou inUmeras questdes sobre a estruttémn neuropeptideos, e vesiculas pequenas de centro
molecular e as fun¢cbes do sistema nervoso que, pdenso (VPCD), que contém catecolaminas. Glutamato,
sua vez, responderam problemas conhecidos de lorgeidoy-aminobutirico (GABA), acetilcolina e glicina
data, nas &reas clinicas, neuroldgica, psiquiatricaséio exemplos de aminoacidos neurotransmissores, 0s
neuropsiquiatrica. Entretanto, o aspecto mais provehamados neurotransmissores “classicos”. Vasopres-
cante desses avancos cientificos aponta para a cosina, substancia P, galanina e R-endorfina sdo exem-
preensdo das mais altas funcGes cognitivas, entendeies de neuropeptideé&s dopamina, norepinefrina e
do-se as bases fisicas da consciéncia, dos processpmefrina séo exemplos de catecolanfifas
mentais pelos quais percebemos, atuamos, aprende- Quando visualizadas ao microscépio eletrdnico
mos e lembramos. E relevante destacar que o préngieigura 1), as VSP apresentam-se esféricas, transli-
Nobel de Medicina e Fisiologia, 2000, acaba de seidas e possuem diametro de ~50 nm. As vesiculas de
concedido a Paul Greengard, Eric Kandel e Arvigdentro denso (VCD), assim chamadas por sua alta
Carlsson, pelo resultado de seus trabalhos nesta ademsidade eletrbnica ao microscoépio eletrbnico, tém
do conhecimento. Muitos destes trabalhos sdo motididmetros maiores (80-200 nm). Entre estas, as
de nossa revisdo anteffde da presente revisédo. vesiculas que contém neuropeptideos (VGCD) séo

Em nossa reviséo antefi@discutimos ampla- maiores que as que contém catecolaminas (VPCD).
mente aspectos moleculares das relacdes interneuro-
nais e da sinapse, o contato especializado entre neu-~|cL.0 DA VESICULA SINAPTICA
rénios, como elemento autbnomo e unidade de funcio-
namento do sistema nervoso. O ciclo da vesicula sinaptica pode ser dividido,

A presente revisao, aborda um ponto especifde acordo com aspectos funcionais, em biogénese,
co dentro da sinapse, provavelmente o mais crucidtansporte, transloca¢cdo do neurotransmissor, exoci-
as interacdes moleculares entre proteinas da metnse e endocitose (Figura 2).
brana das vesiculas sinapticas (VS) e da membrana
plasmatica pré-sinaptica. Uma linguagem moleculaf-1
muito precisa permite a fusdo entre as membranas da A biogénese tem inicio com a sintese das pro-
vesicula sinaptica (MV) e plasmatica (MP). Essa fusdeinas membranares (da MV e da MP) no Reticulo
libera o neurotransmissor (NT) contido na vesiculdndoplasmatico Rugoso (RER), no corpo celular do
na fenda sinaptica. Tais fendbmenos constituem agurdnio. A translocacdo das proteinas através da
primérdios das atividades motoras e sensitivas do sistembrana reticular € direcionada, por peptideos
tema nervoso e do fendmeno consciente. A fusdo seializadores, que se ligam as proteinas receptoras de
mente ocorre em regides especializadas de contaimal (PRSs) e por maquinario translocacional. Entre-
da membrana que constituem as sinapses, ocorrertdato, algumas proteinas da MV, como sinaptobrevina,

. Biogénese
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Figura 1- Sinapses sobre dendritos apicais de células piramidais de CA1 do hipocampo humano (A e B). Os terminais pré-sinapticos (pr)
contatam botdes dendriticos pos-sinapticos (po). A maior parte das vesiculas sinapticas sdo pequenas (vsp), do tipo transportador de
neurotransmissores classicos (amino&cidos). Poucas vesiculas pequenas de centro denso, transportadoras de neuropeptideos (vpcd)
e uma grande de centro denso (vgcd) transportadora de catecolaminas sdo assinaladas. Em C, uma sinapse motora, provavelmente
inibitéria por suas vesiculas pequenas, pleomorficas, na sinapse gigante da lula Loligo pealii. Barra em A=625 nm em B e C=250 nm.
Eletromicrografias inéditas dos autores.
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Figura 2 - Ciclo da vesicula sinaptica: 1. Biogénese a partir do complexo de Golgi. 2. Transporte das ETVs (estruturas tabulo-
vesiculares) ao longo dos microttbulos axonais. E importante salientar que foi representada uma ETV com todas as proteinas sinapticas,
embora isso ndo ocorra in vivo. 3. Translocagdo do neurotransmissor do citoplasma para o limen da vesicula. 4. Exocitose do
neurotransmissor através do poro formado pela fusdo das membranas vesicular e plasmatica (veja estrutura do complexo central
SNARE, na fig. 4). 5. Endocitose para a reciclagem de proteinas e fosfolipidios (para maior clareza ndo foram representadas as
estruturas de clatrina e dinamina, ver fig. 5). No topo da figura, esquema de uma célula neuronal, mostrando as regides onde ocorre cada
um dos passos do ciclo.
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e proteinas da MP, como sintaxina, sdo inseridas apgsm como estruturas tubulo-vesiculares (ETVs) em
sua traducdo, independentemente de PRSs e protieirma de cilindros que possuem entre 50 e 80 nm de
nas translocacionais, pois seus dominios transmememprimenté9. As ETVs sdo precursoras das VSP
branares sdo C-terminais. Portanto, a sintese da peoserao transportadas por proteinas transportadoras
teina estd completa antes de seu reconhecimento pgdmesinas) sobre microtibulos ao longo do axénio até
maquinaria translocacior. o terminal®® (Figura 3). Apos a chegada das ETVs

Membranas contendo as proteinas da MV e MBo terminal pré-sinaptico (ver Transporte, adiante) es-
sdo, entdo, direcionadas para o Complexo de Golggs fundem-se & MP em um modo néo controlado por
onde, apos varios ciclos de fuséo e brotamento, emeglcio.

Figura 3- Cortes finos de axoplasma extruido do axénio gigante da lula Loligo pealii, preservado mediante congelamento rapido e
substituicdo a baixas temperaturas e incubado com anticorpo contra a proteina motora kinesina mediante o método da proteina A
conjugada a ouro coloidal (particulas de 15 nm). A kinesina é um transportador anterégrado (corpo neuronal b terminal axonal), ao longo
de microtubulos que Ihe servem de trilhos. Em A, vesiculas em transporte axonal, mostram particulas de ouro que apontam moléculas de
kinesina. A quantidade de kinesina ligada as vesiculas € alta pois em uma se¢éo de 80 nm, podemos ver até cinco moléculas em volta
de uma vesicula, como se observa na vesicula acima, & esquerda. B e C mostram estruturas tubulovesiculares (ETV) transportadoras
de proteinas de membrana, também carregadas por kinesina. A relacé@o entre a kinesina, as cisternas em transporte e os microttbulos
€ quase 6bvia em B onde as particulas de ouro parecem rodas na estrutura que € transportada ao longo do microttbulo. Barra: 200 nm.
Eletromicrografias inéditas de Jorge E. Moreira.
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2.2. Transporte anterogrado através da proteina p14% A Rab3A interage tam-
bém com a proteina Rabfilina-8A. Com a hidrélise
2.2.1 Rabs do GTP, a Rabfilina-3A estimulaxaactinina, uma pro-

O enderecamento e o controle do fluxo dateina que forma feixes de actina através da ligacéo
estruturas precursoras das VS até o terminal sinapticauzada de filament&9. A atividade da Rabfilina-3A
€ realizado pela familia de pequenas guanosina te-inibida pela Rab3A-GTP. Assim sendo, a Rabfilina-
fosfatase$GTPases) denominadas proteinas Rab. B pode ser uma importante conexao entre a Rab3A
foram identificados, aproximadamente quarenta tipos proteinas do citoesqueleto, realizando o papel de “fa-
de Rabs, incluindo as isoformas Rab3A e Rab3®@r de enlacament&®. Esses fatores foram descri-
presentes nas V9. As proteinas Rabs ciclam entretos emSaccharomyces cerevisigeie possui protei-
os estados ativo (ligado a GTP) e inativo (ligado aas como, por exemplo, o Exocigtb Portanto, as
GDP) através da acéo de vérias proteinas efetor&abs agiriam também no recrutamento de fatores de
Utilizaremos o ciclo da Rab3A como modelo (Figuraenlagamento, coordenando-0s com eventos posterio-
2), pois esta proteina é expressa em todas as células como a formacgdo do complexo SNARE
neuronaig?,

As proteinas Rabs sdo mantidas inativas no 2.2.2 Kinesinas
citosol, ligadas a GDP pelo Rab GDGDP- As proteinas da superfamilia das kinesinas
dissociating inhibitoy Inibidor da Dissociagcdo do (KIF) sdo as responséaveis pela acdo mecanica no
GDP) e ligadas também a RERap Escort Protein transporte anterdgrado (corpo celul@inapse) das
Proteina Acompanhante de Rab), que se liga as Rab¥Vs percursoras ao longo dos microtubulos do
nado preniladas, prevenindo assim, sua ligacédo ndo estoesqueleto axor@ (Figura 3). As mecanoenzimas
pecifica. KIF1A, KIF3A e KIF3B séo neuroespecificas e trans-

O transporte tem seu inicio com o ancoramentportam diferentes tipos de ETVs. A KIF1A, por exem-
da proteina Rab3A-GDP na face citoplasmatica dgdo, transporta ETVs com as proteinas sinaptofisina e
ETVs. Ele se da através da adi¢cdo covalente de damaptotagmina em conjunto com a Rab3A, mas essas
grupos geranilgeranil via ligacdes tioéster a cisteindsTVs ndo contém sintaxinalA, SV2 ou SNAP-25.
C-terminais, ou seja, através da isoprenilagdo dortanto, as proteinas de membrana séo distribuidas
Rab3A, o que a libera da REP. Os grupos hidrofébicasm diferentes classes de ETVs de transporte no cor-
funcionam como ancoras, ligando a Rab & membrama celular e séo transportadas por sua kinesina motora
da ETV. A enzimologia da prenilacdo das Rabs, umaspecifica ao longo do axofih Até dez moléculas
reacao catalizada pela Rab geranilgeranil transferade KIF1A podem estar presentes em uma ETV e a
(RabGGT), foi caracterizalf&, bem como a estrutu- velocidade de deslocamento ao longo de um microti-
ra da RabGG#?. bulo, é de 1,5m/s, sendo esta a mais rapida das KIFs.

Ap6s o ancoramento da Rab3A-GDP, o GDI é&mbora essa velocidade pare¢a minima, seria equiva-
retirado por GDFGDI Displacement FactorFator lente a de um carro ao viajar em uma auto-estrada a
de Deslocamento de GDI). A troca de GDP por GTRproximadamente 500 km/h, de acordo com a relagéo
€ catalizada por GEFG{uanine Exchange Factor tamanho/deslocamento! As proteinas KIF3A e KIF3B
Fator de Troca de Guanina) ativando a Rab3A e tofermam um heterodimero que, por sua vez, associa-
nando-a resistente a sua remocao da MV pelo Rale a KAP3 (Proteina Associada a KIF3), responsa-
GDI. O GTP ¢ hidrolisado pela atividade de GTPase/el pela ligacdo do heterodimero KIF3A/3B a estru-
intrinseca da proteina Rab3A. A barreira para a tramdra tubulovesicular transportadGta
sicdo de estado é baixada por GAB3 Pase-acti- Ainda ndo foi estabelecido como se d4 a inte-
vating proteinProteinas Ativadoras de GTPases)racdo entre a Rab3A e a KIF1A. No entanto, foi
Uma vez que a fusdo vesicula-MP tenha ocorrido, identificada uma nova proteina da superfamilia das
GDl libera a forma Rab3A-GDP para o citoplasma &inesinas que interage com a Rab6-GTP, denominada
o ciclo pode reinicia?. Rabkinesina-6. Esta é responséavel pelo transporte

As proteinas Rab atuam no recrutamento daSolgi- Reticulo Endoplasmati€d). Estabelece-se,
proteinas SNARE para a membrana a ser destacaassim, uma conexao entre o controle exercido pelas
e isto foi comprovado na interacdo existente entre &abs e a acdo motora realizada pelas kinesinas no
SNARE e a proteina Rab1, no reticulo endoplasmatictbansporte vesicular.
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2.3. Translocacdo do neurotransmissor a mais estudada no contexto molecular. A exocitose
envolve a aproximacéo e fusdo das vesiculas sinapti-
Os neurotransmissores classicos séo sintetizeas com a membrana pré-sinaptica. A hipétese da exis-
dos no citoplasma do terminal pré-sinaptico, sendi&ncia de receptores nas membranas, vesicular e plas-
necessarias, portanto, proteinas que os transportendtica, foi proposta por Palade em seu classico artigo
para dentro da vesicula, atravessando a membraszbre “sintese protéic@®. Estudos recenteé§4°
vesiculaf®®. Foram identificados distintos transporta-confirmaram a hipdtese de receptores nas membra-
dores vesiculares para monoaminas (VMAT), acetilnas, porém a descricdo completa do mecanismo de
colina (VAChT), GABA (VGAT) e glutamato interacdo ainda esta incompleta.
(VGLUT). Todos dependem de um gradiente eletro-
quimico protonicay, ,,, gerado pela bomba de prdtons 2.4.1 SNARE
H*-ATPase vesicular, para cruzar a MV. O gradiente As proteinas SNARESNAP receptorsRe-
eletroquimica\y,,, € a soma de um componente quiceptores para SNAP) foram descobertas independen-
micoApH e um componente elétridgp. O transpor- temente em neurdnid® e fungo&?, mas, posterior-
te de monoaminas e acetilcolina (ACh) envolve a tranente, foram descritas também em pldffaSinap-
ca de prétons do limen da vesicula por neurotranbreving, sintaxin&¥ e SNAP-§")(synaptossome-
missores do citoplasma, dependendo primariamente desociated protein of 25 kD#&roteina Associada a
componente quimicdpH) do gradiente protdnico. A Sinaptossoma de 25 kDa) sdo “membros fundadores”
clonagem desses transportadores (monoaminas e A@a) superfamilia SNARE, caracterizada por um moti-
demonstrou sua estreita relagéo estrutural, ambos pes-de 60 aminoacidos (aa) errhélice*®).
suindo doze dominios transmenbranares (DTMs). Em As proteinas SNARE da MP (sintaxina e
contraste, o transportador vesicular para glutama®NAP-25) e MV (sinaptobrevina) realizam a apro-
depende quase inteiramente do componente elétrigimacdo e dusdo entre as membranas do terminal
(AY) do Ay,,,, e o transportador de GABA parecesinaptico atraves da formacéo do complexo central
depender igualmente em amitysH eAy, possuindo  entre sinaptobrevina 2, sintaxina-1A e SNAP-25, com
dez DTM$. uma estequiometria de 1:1:1 (Figuras 4A e 4B). A
Foi proposto que a glicoproteina SV2, presenttormacgédo desseomplexo ternario estavel ocorre
na MV, fosse um transportador de neurotransmisatravés ddnteracdo dos residuos hidrofébicos das
sore$®™ devido a sua estrutura, com doze DTMsqa-hélices dos motivos SNARE) e da interacéo
homéloga a transportadores. No entanto, nenhunedetrostatica entre residuos centrais de arginina e
atividade transportadora foi detectada. Mais recentgiutamina, formando um feixe ewoiled-coil
mente, foi sugerido um papel no processo de fusg&igura 4C). Ainteracao eletrostéatica esta protegida
para SV2, em uma interacdo regulada pa* Cam da agua citoplasmatica pelas camadas de aminoaci-
sinaptotagmin@®). A descricdo de uma proteina dis-dos hidrofébicos, conferindo grande estabilidade ao
tantemente relacionada a SV2, chamada SYDP complexo.
também com doze DTMs e de funcdo desconhecida, As proteinas SNARE sé&o classificadas pela
sugere um papel estrutural para SV2 na manutencpoesenca de um residuo central de arginina
da grande curvatura da membrana vesicular. Ainda(®-SNARE) ou de glutamina (R-SNARE) no motivo
um mistério o papel da proteina SV2 na vesicul8NARE*®), Sintaxina e SNAP-25 sdo Q-SNAREsS;
sinaptica. sinaptobrevina ¢ R-SNARE. O complexo central é
Os transportadores atuam também na plasticcomposto por quatro motivos SNARE, um da si-
dade sinaptica, modulando o quantum do neurotransaptobrevina, um dsintaxina e dois da SNAP-25,
missor. Trabalhos com camundongosck-outpara trés Q-SNARE e um R-SNARE, portanto; o que pa-
0 geneVMAT2demonstraram que o nivel de expresfece ser um principio universal dos complexos
sdo do transportador regula o carregamento de nesSNARE*?). A proteina SNAP-25 possui dois moti-
rotransmissor e a quantidade de VSP disponiveis paras Q-SNARE interligados por uma alga rica em
eXocCitos&?), cisteinas palmitoiladas, responséaveis por seu anco-
ramento a MP?, Sinaptobrevina e sintaxina estéo
embebidas nas membranas através de DTMs
E a etapa mais importante do ciclo e, portantaC-terminais.

2.4. Exocitose

160



O ciclo da vesicula sinaptica: panorama molecular

Figura4 - Complexo central SNARE, posi¢éo entre a membrana vesicular (MV) e a membrana plasméatica (MP) e dominios transmembranares
(A). Identificacdo dos motivos SNARE (B): Sb, sinaptobrevina, Sx, sintaxina, Snl, SNAP-25 (motivo 1) e Sn2, SNAP-25 (motivo 2), C,
extremidade carboxil, N, extremidade amino. Vista frontal do complexo, mostrando a interacéo entre as cadeias laterais dos residuos
centrais de arginina (Arg) e glutamina (GIn) dos motivos SNARE. Modificado de Sutton et al. (11).
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H& controvérsias sobre a seletividdlleou canais de C4 do tipo P/Q e N estdo presentes no
ndo-seletividadé® da interacdo entre as proteinagerminal pré-sinapticé). A exocitose requer alta con-
SNARESs. Se a interacao for seletiva, explicara comeentracdo de calcio, a qual sobe de seu nivel basal de
ocorre o reconhecimento e especificidade tanto e00 nM para até >2QeM b, possuindo um limiar de
fusdes membranares homotipicas (compartiment@9-50uM©®2), Esse aumento na concentacéo de cal-
iguais) ou heterotipicas (compartimentos diferentesgjo ocorre apenas nas proximidades dos canais, ge-
caso seja o contrario, os SNAREs néo séo responsando microdominios de €#%. Os microdominios
veis pelo reconhecimento entre as membranas.  seriam aumentos transientes da concentracao’tle Ca

A hipétese que explica a nanomecanica deom geometria “hemisféri¢.
como a formacdo do complexo central aproxima e Os canais sdo um complexo de quatro subuni-
funde as membranas provem de estudos com as pdades: a formadora do poro aquosoassociada ao
teinas de fuséo virais, especialmenteefaaglutinina  dimeroa,d, e, uma subunidade intracelufdt. Fo-
influenzae(HA)®Y, A formacédo do complexo cen- ram clonadas e caracterizadas cinco classes da sub-
tral aproximaria as membranas plasmatica e vesiculanidadena,, denominadas A, B, C, D e E. As subuni-

e a formacéo de um agregado de complexos SNARfadesa,, e a,, constituem os canais de calcio do
limitaria a difus&o horizontal de fosfolipidios em ambasipo P/Q e N, respectivameffé A subunidadex1

as membranas. Un-hélice anfipatica da sinapto- possui quatro DTMs (I-1V), a al¢a intracelular que
brevina (residuos 38-55) agiria analogamente aos pegnecta os DTMs |l e Il possui uma seqliiéncia de
tideos de fuséo virais, inserindo-se na camada ext@minoacidos (residuos 718-963) denomirsatgorint

na da MV, desestabilizand&&?. A desestabiliza- (synaptic protein interactignsitio de interacdo de
¢ao geraria uma falha hidrofébica que seria corrigidaroteinas sinapticas) que interage com as proteinas
pelo fluxo de fosfolipidios da camada interna da MPSNARE, sintaxina e SNAP-£9),

formando um pedunculstalk), unindo as membra- Foi demonstrado que a sequérgyaprintdo

nas. O pedunculo evoluiria para um poro, de geomeanal de tipo P/Q interage com SNAP-25, causando
tria toroidal, através do qual se daria a exocitose dama inibicdo na dependéncia de voltagem do canal da
neurotransmissor contido na V&P Essa fusdo de ordem de 10 m¥®). Foi demonstrado, também, que o
bicamadas fosfolipidicas em meio aguoso envolve esanal de tipo N interage com sintaxfia A afinida-
tados de transicao em que os fosfolipidios ndo est@le da interagdo deynprintcom ambos os SNAREs
organizados em bicamadas e nos quais as monog¢aintaxina e SNAP-25) é regulada pela concentracéo
madas estdo altamente curvdttas local de célcio. Essa afinidade € minima na concen-

A dissolugéo do complexo SNARE é realizadaragéo basal, € maxima no intervalo entre 1Qd80
pela chaperona NSH({ethyl maleimide sensitive (préxima do limiar para a liberacdo do NT) e é reduzi-
factor, fator sensivel a N-etil maleimide) em conjuntada em concentracdes >10M de célcio. O canal de
com a proteina adaptadama ou B-SNAP @oluble célcio interage fracamente com os SNARES na con-
NSF attatchment protejrproteina sollvel anexa a centracdo basal de calcio, interage fortemente no li-
NSF, néo relacionada a SNAP-£8)A proteina NSF  miar e desacopla-se com o aumento da concentragdo
pertence a superfamilia AAA (ATPases associadasde célcio.
varias atividades celulares), caracterizada por um si-  Alinibicdo da atividade do canal de calcio, pela
tio de ligacdo com ATP, altamente conserfatddpos ligagdo com SNAP-25 ou sintaxina, assegura que so-
ligar-se ao complexo central, a proteina SNAP sofrmente canais proximos as vesiculas sinpticas, anco-
uma mudanca conformacional. A mudanca permitet@das pela formacao de pré-complexos SNARE, es-
ligacdo da molécula hexamérica do NSF ao segmertigjam ativo$9). A conexao entre a excitacéo (influxo
N-terminal do complexo central SNARE. Através dale calcio) e a exocitose do neurotransmissor € reali-
hidrélise de ATP, o NSF catalisa a dissolucdo do conzada pela proteina sinaptotagmina.
plexo central SNARES: 57)

2.4.3 Sinaptotagmina

2.4.2 Canais de Calcio A familia das sinaptotagminas é constituida por

A liberacdo do NT é controlada pelo influxo demais de uma ddzia de proteinas. As sinaptotagminas
fons de calcio (C4d), através de canais dependenteséo proteinas integrais, de membrana com ampla distri-
de voltagem, embebidos na MP pré-sinaptica, despbuicdo em tecidos nervosos e ndo nervosos, em dife-
larizada pela chegada do potencial de @48 Os rentes isoformd®). Essas proteinas caracterizam-se
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por possuirem um DTM embebido na MV e uma granehamado perissorff® (contiguo a membrana plas-

de porcéo citoplasmética, contendo duas regiGesatica, mas que ndo possui transferrina, um marca-
homélogas ao dominio C2 da proteina kinase @or para MP), sem a ocorréncia de endossfhos
(PKC)®8)., Sabe-se que tal dominio, um motivo conOutra possibilidade é que a reciclagem ocorra parale-
servado de ~130 aa, regula a penetracdo dependelai@ente, tanto diretamente da MP quanto de compar-
de célcio da PKC em membranas e esta presente émentos intermediarios, semelhantes a endossomos
mais de sessenta proteinas com diferentes fufi¥desgerados pela invaginacéo e destacamento de grandes
Nas sinaptotagminas, os dois dominios C2 desempéreas da M), Além da topologia do compartimento
nham func¢des diferentes. de origem das vesiculas, discute-se qual seria o prin-

O dominio C2 proximal em relacdo a MV dacipal meio molecular de reciclagem das vesiculas.
sinaptotagmina é denominado C2A. Sua estrutura foi _
definida recentemerft®. Quando ligado a célcio, esse?-°- Endocitose
dominio liga-se eletrostaticamefitea fosfolipidios No processo de endocitose consideraremos
anionicos (fosfatidilserina, em particular) em um comeluas etapas: brotamento e fissao (Figura 5). Ainda
plexo terciari¢’?. Tal interacdo deve contribuir parando esta estabelecido em qual dominio celular (MP,
a desestabilizacdo das membranas, em analogia @mglossomo primario ou perissomo) se da a endocitose
peptideos de fuséo virais, causando a fé38 Si- das VS (ver Reciclagem vesicular), porém as protei-
multaneamente a penetracdo na membrana, a sinaas envolvidas na endocitose, sdo razoavelmente co-
totagmina interage com a base do complexo SNARBhecidas. A endocitose é realizada por uma superes-
préximo ao dominio transmembrana da sintéd%ha trutura molecular, envolvendo vinte diferentes protei-
A cinética da resposta da sinaptotagmina ao aumentas. As principais proteinas sdo a clatrina e a dinami-
da concentracgéo de célcio coincide com a da exocitoa, que agem em duas fases distintas da endocitose:
s€7%). Agindo como sensora de célcio, peptideo dbrotamento e fisséo, respectivamente.
fuséo e reguladora da formacao do complexo SNARE,

a sinaptotagmina é a proteina chave para a liberagdo 2.5.1 Brotamento
do NT. Na zona ativa do terminal pré-sindptico séo

O dominio C2 distal, denominado C2B, medeiavisualizados “brotos” ou invaginacdes da membrana
a heteroligomerizacdo, dependente de calcio, dgsasmética, recobertas por complexos moleculares,
sinaptotagminas | e Il, presentes na mesma®’SP compostos por clatrina e adaptadores protéicos
Essa oligomerizacdo potencialmente organiza a mgAPs)®0),
quinaria de fusdo em um anel em torno do poro de Os Adaptadores Protéicos (APs) sao comple-
fusdd’”). Tal dominio medeia também a associacd®ros protéicos, responsaveis pelo ancoramento da
independente de calcio com o domisimprintdos clatrina na membrana e pela interacdo com as protei-
canais de célcio, com a proteina adaptadora de clatrinas de membrana que contém sequiéncias peptidicas
AP2® e comB-SNAP?), Foi comprovado que a in- sinalizadoras, segregando-as nos brotos que, apo6s a
teracdo do dominio C2B com o domisimprintdos fissdo da membrana de origem, formardo vesiculas
canais de célcio inibe a oligomerizagdo da sinaptotagebertas por clatrina (VCEY.
mind’®. A interacéo sequencial das proteinas com o Cada adaptador protéico (AP) é constituido por
dominio C2B seria um elo entre a exocitose e a endquatro subunidades denominadas adagtohzas ca-
citose®?), deias grandes com ~100 kDee(31 em AP1a e 32

. ) em AP2,0 e 33 em AP3 e e 34 em AP4), uma
Reciclagem vesicular cadeia média com ~50 kia 1-4 em AP1-4, respec-

Os processos de biogénese e transporte séeamente) e uma cadeia pequena com ~20 ka (
lentos em comparagdo com a velocidade e a intendi-em AP1-4, respectivamente). As subunidades for-
dade da fusdo das vesiculas, no terminal. Portantopream heterotetrameros que, visualizados através da
maior parte das VSPs, presentes na zona ativa do te¥enica de sombreamento rotatorio para microscopia
minal sindptico, provém da reciclagem local das preceletrénica, apresentam-se como blocos com apéndi-
teinas e membranas da %5 A reciclagem ocorre ces ou “cabecas com orelhd3’ As orelhas corres-
por brotamento, apds a segregacao das proteinasmindem as extremidades C-terminais das cadeias gran-
napticas, a partir de projecdes tubulares de endossonttes e a cabega contém os dois tergos N-terminais das
primarios®? ou de um novo compartimento celularcadeias grandes e as cadeias média e pequena.
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nominada LAP I(ike AP180). Tal
proteina apresenta a capacidade de
se agregar a clatriria vitro, sen-
do crucial na manutencao da uni-
formidade do tamanho das VSPs
in vivo. Estudos experimentais com
neurénios d®. melanogaster lap
mutantes para a LAP, demonstra-
ram que a endocitose das VSP esta
severamente prejudicada nos mu-
tantes, levando a deplecao das
VSPs nos terminais sinapticos, de-
=t Al de dinaming <7 cebertura de clatring monstrando, assim, a importancia
do mecanismo de endocitose me-
Figura 5 - Modos de reciclagem da vesicula sinaptica: brotamento (1) e fisséo (2) a partir diado pela clatrina, na manutengao
da MP (A), perissoma (B), endossoma primario (C) ou um compartimento intermediario (D). do pool de VSF®"). Foi demons-

Modo kiss-and-run, onde ocorre apenas a fissdo (E). Linhas grossas: membrana da trado que o AP180fédsforilado e

vesicula sinaptica; linhas finas: membrana plasmatica e membrana do endossomo primario.
Modificado de Hannah et al. (22). forma um complexo com AP2. O

complexo AP180/AP2 possui
maior afinidade por clatrina que os
As sequiéncias polipeptidicas, sinalizadoras, ideradaptadores isolados, aumentando sua eficiéncia.
tificadas podem ser constituidas por: tirosind*Qu A clatrina € uma proteina trimérica com uma
uma dileucina (LL§?. A tirosina é reconhecida so- estrutura em forma de trés pernas (tris€€leCada
mente em um motivo com a seqiiéncia NPXY (sendeerna da clatrina é formada por um pequeno dominio
N asparagina, P, prolina e X representa qualquer outé€ trimerizagcdo C-terminal, conectado a um dominio
aa) ou Yp (onde p representa um residuo polgr e de 42a-hélices em ziguezague com ~1600 aa e um
um grande residuo hidrofébico). Os APs reconhecepminio globular de ~330 aa em sua extremidade N-
seqiiéncias sinalizadoras de tirosina e dileucina atrggrminal. O dominio de-ziguezagues forma o longo
vés de um sitio na cadegiap, respectivament®92,  filamento de 450 A da perna de clatrina e o dominio
Na sequéncia Ypp tal interacdo é mediada globular forma uma estrutura chamgdaropulsof®).
pela extremidade N-terminal da cadgiada AP2, a O B-propulsor € constituido por sete “laminas’He
qual apresenta unfa-estrutura, em que, dois bolsosestruturas cada qual com quatro fitas dispostas em
interagem com a tirosina e o grande residuo hidrofébiderno de um eixo de simetria. Entre as laminas 1 e 2
de maneira semelhante ao reconhecimento de pepkiste uma cavidade que reconhece um motivo LLpL(-)
deos contendo tirosina, realizado pelos dominio$8H2 [onde (-) representa um aa carregado negativamente,
Sinaptotagmina e sinaptofisina possuem motivos cofrodendo ser um acido aspartico ou um acido glutami-
tendo tirosina e interagem com AB2 enquanto si- €0]. Tal motivo € denominaddathrin-box e esta
naptobrevina-2 interage com AP3, provavelmentgresente em todas as proteinas que interagem com
através de uma dileucit§4. clatrina, como os APs, as anfifisinas e a ep%irié&)
Distintos APs estdo associados com tipos es- A associagdo dos trisceles de clatrina atraves
pecificos de vesiculas cobertas por clatrina (VCCJle suas pernas em poliedros gera uma gaiola esférica
conferindo diferentes propriedades a elas. Assim, corfiue seria responsavel pela deformagdo da membra-
plexos AP1 estdo associados com a VCC derivad®, formando um brotg®.
do complexo de Golgi, enquanto AP2 e AP3 estdo  As anfifisinas (isoformas 1 e 2) s&o proteinas
associados & VCC relacionada a endossomos$®MP que formam homo ou heterodimeros através de um
Outro adaptador protéico, encontrado em sinaglominio coiled-coil altamente conservado, em sua
ses é o AP180, uma proteina monomérica com pegstremidade N-terminal. Também na regido N-termi-
molecular de ~94 kDa, especifica do tecido nef¥®so nal, esta presente um sitio de ligacdo com lipidios, que
Foram identificadas proteinas homologas & AP180 efn0 responsavel pela propriedade demonstrada pelas
leveduras e enDrosophila melanogasteresta de- anfifisinas de se ligar a lipossomos e formar invagina-
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cOes tubularé¥?. A regido central do dimero de rapida de reciclagem vesicular, independente de
anfifisina possui dominios que interagem com clatrinalatrina. O aumento da concentracdo de calcio muda-
e B -adaptina (AP23%3), ria 0 modo de reciclagem das VS para a reciclagem
A regido C-terminal das anfifisinas contém unmrapida, acoplando a atividade sinaptica a reciclagem
dominio SH3 (homdlogo a Src do tipo 3). Os dominioslas vesiculas, no terminal pré-sinaptiéd A
SH3 ligam-se a regides ricas em prolina (PRD) deeciclagem controlada por sinaptofisina e dinamina,
outras proteinas. Dinamina e sinaptojanina possueimdependente de clatrina, confirmaria 0 modéés-
PRDs e interagem com anfifisitf4: 19%) A anfifisina  and-run proposto por Ceccarelli et al., em 1973
agiria como uma ligacéo entre o brotamento e a fissadiferenciando a reciclagem das vesiculas sinapticas
atraveés de sua interacdo com clatrina e o recrutamente outros sistemas secretores cuja reciclagem depen-
da dinamina para os brotos recobertos por clatrina.de unicamente da clatrid&112113 A endocitose
mediada somente por dinamina ocorre com grande
2.5.2 Fisséo velocidade pois ndo ha fusdo completa da vesicula com
A fisséo do broto é realizada pela GTPase dia MP pré-sinaptica.
namina, que forma um colar espiralado em torno do Os resultados obtidos até agora indicam dois
poro. Dinamina é uma proteina homotetramérica comnodos de reciclagem vesicular, ativos no terminal pré-
subunidades de 100 kDa. Ao contrario das Rabs, pagndptico. Um modo universal, dependente de clatrina
sui uma alta taxa de hidrélise de GTP e tal atividade outro especifico, de células nervosas, apenas com a
pode ser regulada por diversas moléculas como natuacdo da dinamina, seguindo o modés-and-
crotubulos, fosfolipidios acidos, fosfatidil inositol 4,5run. Confirmando tais dados, experimentos em anda-
bisfosfato e dominios SH3 de outras proteinas que imento na sinapse gigante da lula sugerem que a inje-
teragem com a regido PRD ou o dominio PH (hom@&o do dominio SH3 da anfifisina, inibindo os sitios
logo a plecstrina) da dinamid®). Essas moléculas PRDs da dinamina, no terminal pré-sinaptico, inter-
estimulam a atividade de GTPase da dinamina atravésnpeu a endocitose de vesiculas cobertas por clatrina,
da estabilizagdo dos agregados em forma de espicaimo demonstrado por Shupliaket/al*'4, mas a
em torno do poro MV-M®97), A hidrélise coordena- transmiss&o sinaptica manteve-se estavel ao longo do
da do GTP, nas diversas unidades de dinamina na esperimento (Llin4s, Sugimori & Moreira; em anda-
piral, induziria uma mudanca conformacional que esnento).
trangularia o poro de liberacdo de NT, fechand®o Esperamos que a presente revisdo seja Uutil
A dinamina age em conjunto com a endofilinacomo auxilio ao estudo da sinapse, despertando o in-
1, que possui um dominio SH3 que interage com a rteresse dos leitores para as pesquisas que aprofundardo
gido PRD da dinamina. A atividade da endofilina-1 é aosso conhecimento acerca desse tdpico, ao longo do
de uma aciltransferase do acido lisofosfatidiceéculo XXI. Como foi destacado, ao longo do texto,
(LPAAT). A acdo da endofilina-1 influenciaria a cur- ainda existem muitos pontos obscuros a serem com-
vatura da membrana fosfolipidica através da troca geeendidos. A compreensdao do ciclo sinaptico € a base
fosfolipidios, em forma de cone invertido (lisofosfati-da Neurociéncia e o caminho para o entendimento do
dicos) por fosfolipidios em forma de cone (fosfatidifuncionamento do sistema nervoso e do fenbmeno
€0s), o que facilitaria o rompimento do poro e a liberaconsciente.
cdo da vesicul&®).
O recrutamento da dinamina para 0s poros daSGRADECIMENTOS
vesiculas ndo recobertas por clatrina seria realizado
pelos dominios SH3 da proteina intersectina que A Maria Dolores Ferreira, Maria Teresa P. Maglia e
interage também com SNAP-25 através de seu dondiesé Augusto Maulin pelo excelente auxilio técnico e a Ro-
nio central altamente carreg&d®. gério C. Ribeiro pela ilustracdo da figura 2, ao suporte técni-
Sinaptofisina, uma proteina vesicular, liga se a@o parcial da FAPESP, projetos 95/6206-0, 97/3026-6 e 99/
dinamina em um modo dependente dé+C@® blo- 3951-7, e a OEA, projeto AE/36-00 (JEM) e CAPES (GMA).
queio dessa ligacao produz inibicdo na reciclagem das
vesiculas sinapticas em uma alta freqiéncia de exci-  Para maior detalhamento de cada tépico, reco-
tacdo, mas causa, também, um aumento no nimer@ndamos a leitura das seguintes revisdes (8, 10, 15,
de VCGMY, o que demonstra a existéncia de uma vid2, 34, 38, 59, 69, 87, 97 e 115).
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ABSTRACT: The present review approaches a specific point in the synapse, probably the
main one: the molecular interactions between the synaptic vesicle proteins and the presynaptic
membrane proteins. A very precise language is talked between the vesicular and presynaptic
membranes that allow the neurotransmitter release to the synaptic cleft. In recent years, the
synaptic vesicle has been molecularly dissected, and it is probably the cell organelle with the
most complete structural and kinetical description of its protein components. The discovery of
families of homologue proteins in all eucariotic cells such as Rabs and SNAREs (SNAP receptors),
demonstrated that the synaptic vesicle cycle depends on a refined interaction between a specific
and universally distributed system of proteins that regulates the vesicle motion and fusion. The
kinesin family is in charge of the mechanics for the anterograde transport of the raw material from
the neuronal soma along microtubules in the axonal cytoskeleton. Sorting and flux control of the
synaptic vesicle structural precursors is done by the Rab family of small GTPases. SNARE proteins
make the fusion of the vesicles with the presynaptic terminal. Synaptotagmin regulates the formation
of the SNARE complex in a calcium dependent mode. Although many of these proteins and their
functions are well known, there is a large segment of knowledge on structure and interactions yet

to be known.

UNITERMS: Synaptic Vesicle. Synaptic Proteins. Synapse. Neurotransmitters.
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