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RESUMO

A Juncao Neuromuscular (JNM) € a regido entre o terminal axonal e a fibra muscular,
gerando respostas mecéanicas, como a contragdo muscular. Constituida pela regido
pré-sinaptica, fenda sinaptica e a regido poés-sinaptica - regides onde ocorrem a
transducédo do sinal elétrico em quimico. A JNM pode sofrer alteracdes decorrentes
de diferentes influéncias, como a obesidade (comorbidade causada pelo excesso de
tecido adiposo), patologias - entre elas a distrofia muscular -, exercicio fisico e o
envelhecimento, sendo de extrema relevancia a avaliacdo destas adaptacdes da JNM
perante estes estimulos internos e externos. Desse modo, o objetivo do estudo foi
avaliar as formas de mensurac¢des morfoquantitativas da JNM e de suas regides pré-
sinptica e poés-sinapticas. Desta forma o presente estudo investiga qual a técnica
microscopica e metodologias de mensuracdo apresentam maior eficiéncia para
elucidacao das adaptacGes da JNM e quais suas limitacdes. Este estudo realizou uma
andlise pratica de mensuracdes da regido pos-sinaptica da JNM juntamente com uma
andlise de relato/discursiva das mensuragdes. Com base para a avaliacdo foram
utilizados artigos cientificos e estudos em plataformas de base de dados como:
PubMed, Scopus e Google Scholar, por meio das técnicas de mensuracdo. Foi
utilizado o acervo de imagens das fendas pés-sinapticas de ratos Wistar, fornecidas
pelo Laboratério de Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF), com aprovacao pela
Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA). As técnicas de mensuracdo foram
realizadas por meio das metodologias semi-automatizadas e manuais, medindo
variaveis como perimetro total e corado, area total e corada, dispersdo, nimero de
clusters, diametro, quantidade cluster/area, index de fragmentacéo, quantidade JNM
e densidade integrada. Apesar de ambos os métodos serem de suma importancia, a
metodologia semi-automatizada se apresentou como mais coerente, pelo fato de
padronizar as mensuracfes até a geracdo das medidas. Além disso, o método
acompanha um material de apoio, que instrui a forma de mensurar, e uma tabela que

auxilia na compreenséo dos resultados.

Palavras-chave: Juncdo neuromuscular, terminal axonal, componente pré-sinaptico,

componente pos-sinaptico.



ABSTRACT

The Neuromuscular Junction (NMJ) is the region between the axon terminal and the
muscle fiber, generating mechanical responses, such as muscle contraction.
Consisting of the presynaptic region, synaptic cleft and the postsynaptic region -
regions where an electrical signal is transduced into chemical. The disease can
undergo changes after changes in stimuli, such as NMJ muscle disease - due to the
exercise of excess tissue to pregnancy after obesity, - among the problems resulting
from the evaluation of different stimuli, being from NMJ aging, excess exercises of
weight, calculated to them, being the evolution of the dystrophy of the NMJ. internal
and external. Thus, the objective of the study was to evaluate the forms of
morphoquantitative measurements of the NMJ and postsynaptic region. From these
techniques and larger measurement investigations were obtained to elucidate the form
of which the NMJ and its major techniques. This study of a practical analysis of post-
analysis measurements from NMJ experiments in analysis of a reporting analysis of
measurements. As a basis for evaluation, articles and studies were used in scientific
database platforms such as: PubMed, Scopus and Google Scholar, through
measurement techniques. It was the image collection of the postsynaptic clefts used
by Wistar, provided by the Morphology and Physical Activity Laboratory (LAMAF), with
approval by the Animal Use Ethics Committee (CEUA). As measurement techniques
were performed through semi-automated and manual methodologies, measuring as
parameters such as total and stained perimeters, total area, dispersion, number of
clusters, quantity, cluster/area, fragmentation index, NMJ quantity and integrated
density. Although both methods are of paramount importance, the semi-automated
methodology is presented as more coherent, as it standardizes the measurements until
the measurements are generated. In addition, the method comes with support material,
which instructs the measurement method, and a table that helps in understanding the

results.

Keywords: Neuromuscular junction, axon terminal, presynaptic component,

postsynaptic component.
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1. INTRODUCAO

A Juncdo neuromuscular (JNM) é a regido de contato entre os terminais de
axbnios motores (sistema nervoso periférico) e as placas motoras das fibras
musculares, responsavel pela transducdo da contracdo muscular. Sua acdo motora
efetua-se desde o sistema nervoso central (SNC), nas areas relacionadas a
motricidade, mais especificamente no giro pés-central, em que cada neurdnio motor
possui um axénio que se estende até um grupo de fibras musculares esqueléticas. Ao
se acoplar ao sarcolema das fibras musculares produz a transducdo da sinapse
elétrica em sinapse quimica, através dos neurotransmissores de acetilcolina (ACh)
(MONTENEGRO; JERONIMO, 2018).

A JNM é composta por trés locais especificos: a regido pré-sinaptica, a fenda
sinptica e a regido pos-sinptica. A regido pré-singptica é o local que antecede a
transducédo do sinal quimico, é formada pelo botdo sinaptico (dilatacdo terminal do
axbnio), e possui a funcéo de liberacdo das vesiculas de ACh na fenda sinaptica. A
regido terminal do axénio é revestida por uma célula de Schwann perissinapticas - ou
célula perissinaptica - a fim de aumentar a velocidade em que o potencial de acéo
atinge a regido, além de neutralizar os efeitos negativos da atividade muscular na
manutencao do nervo periférico (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2020).

As células de Schwann perissinapticas desempenham um papel ativo no
desenvolvimento da JNM, e em sua manutencdo e remodelacdo na vida adulta,
através do aumento de sua densidade previamente ao periodo de amadurecimento
sinaptico, e desta forma desempenha um papel de orientacdo durante a inervacdo do
axobnio. A falta das células de Schwann pode induzir uma perda completa de sinapses
durante o desenvolvimento ou determinar limitacdes pré-sinapticas e pds-sinapticos
no desenvolvimento da JNM (KOIRALA et al., 2003).

A fenda singptica, desta forma, é o espaco entre as membranas das células -
especificamente o terminal do axénio motor e o sarcolema da fibra muscular - onde
estdo localizados os receptores de ACh (AChR), que d&o inicio ao processo de
sinapse quimica (KRAUSE NETO et al., 2015). Nesta regido é determinada a zona
ativa, local formado por canais de calcio que quando ativos servem de estimulo para
a neurotransmissado (NISHIMUNE; SHIGEMOTO, 2018). Funcionalmente, a zona

ativa também garante o alinhamento preciso dos sitios de liberacdo das vesiculas
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sinapticas com os receptores AMPA poés-sinapticos agrupados, potencialmente
através de moléculas de adeséao sinaptica, para transferéncia de informacdes entre
duas células (BIEDERER et al., 2017).

As fibras musculares em humanos sdo caracterizadas por sua velocidade de
contracdo ou velocidade metabdlica, dividida em trés tipos: Tipo | (contracao lenta e
oxidativa), tipo IIA (contracao rapida e oxidativa-glicolitica) e tipo 1B (contracdo rapida
e glicolitica) (PIMENTEL NETO et al., 2021).

O tecido musculoesquelético demanda de inervacdo para que ocorra a
contracdo de suas fibras musculares, e desta forma realizar a producdo de
movimentos, quais previnem diferentes efeitos de reducdo de sua massa, como a
atrofia muscular por desuso ou envelhecimento. As caracteristicas morfologicas da
JNM séo determinadas pela frequéncia de descarga do neurénio motor, e pelo tipo
miofibrilar inervado. As JNM das fibras musculares do Tipo | possuem um terminal
axonal curto e um formato oval. As fibras do Tipo IIA possuem um terminal axonal 2,5
vezes mais abundante que as fibras do tipo | e tém formato eliptico. As fibras do tipo
[IB possuem um axoénio terminal maior que as fibras do tipo IlIA, formato oval e maior
extensdo de sua area (ROCHA et al., 2020).

As fibras do Tipo | possuem a capacidade de contracéo lenta, sdo inervadas
por neurdbnios motores frequentemente ativos em baixas frequéncias, possuem
velocidades de conducéao lentas, producdo de energia aerébica e podem sustentar a
tensdo por periodos mais longos. As fibras do Tipo Il possuem a capacidade de
contracao rapida disparam em alta frequéncia, tém velocidades de conducéo rapidas,
mas podem manter a tensdo apenas por curtos periodos e seus subtipos de fibras
diferem no metabolismo energético (SEENE et al., 2017).

Por fim, a regido pos-sinaptica é formada pela membrana sarcoplasmatica que
recebe os estimulos através dos AChR. Formada pelo sarcolema pos-juncional da
fibra muscular, esta regido é fundamental para o suporte estrutural e metabdlico da
JNM. Além disso, é neste local que ocorre a despolarizacédo dos tubulos T da fibra
muscular, ativando a liberacdo de calcio no reticulo sarcoplasmatico, dando inicio ao
processo de contracdo muscular (LI et al., 2018).

Responséavel pela mobilidade, a JNM é suscetivel a adaptacdes, assim como o
corpo humano por completo. Associadas ao volume do estimulo, as adaptacdes

repercutem no aumento de sua area promovendo maior capacidade de contracao
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muscular. Assim como estas podem ser positivas, a auséncia de estimulos pode
promover maleficios a JNM, tanto internos quanto externos (YAN et al., 2011).

Internamente, individuos que levam uma vida sedentaria, podem desencadear
uma seérie de comorbidades, dentre elas a obesidade. A obesidade decorre do
acumulo de tecido adiposo e inflamacédo, promovendo a reducdo da area de seccao
transversa, do numero de ndcleos e capilares por fibra muscular, além de induzir
aumento do tecido conjuntivo, que repercute em adaptacdes na JNM (SINGH et al.,
2017). Qualquer alteracdo morfolégica na JNM e/ou comunicacao na placa terminal
motora pode resultar em comunicacao prejudicada entre o sistema nervoso periférico
e 0 sistema musculoesquelético, impedindo a acao correta de excitacdo-contracao,
causando declinio na contratilidade muscular e falha na transmissdo neuromuscular
(BOARETTO et al., 2020).

Externamente, em casos de lesdes, como a distrofia muscular (DM), estas
podem comprometer a JNM. A DM engloba um grupo de disturbios que apresentam
fraqueza muscular esquelética, alteragcbes musculares histolégicas peculiares e
consistem em arquitetura muscular anormal com perda de tecido muscular
(FALSAPERLA et al., 2016).

Assim como as sinapses no sistema nervoso central (SNC), a JNM representa
um local de patologia primaria em muitas condi¢cdes neuroldgicas, incluindo miastenia
gravis - doenca autoimune caracterizada por afetar a comunicacao entre 0s nervos e
0s musculos, produzindo episédios de fraqueza muscular- e disturbios relacionados,
sindromes miasténicas congénitas e doencas do neurbnio motor, como amiotréfica
lateral esclerose e atrofia muscular espinhal (JONES et al., 2016).

Além da doencas apresentadas, ha também a recorréncia da sarcopenia, um
processo multifatorial caracterizado por alteracdes morfologicas, fisioldgicas e
funcionais em todo o sistema neuromuscular relacionadas a idade (GILLON et al.,
2018), aumentando o risco de incapacidade, fragilidade e mortalidade dos seres
humanos e diminuindo a mobilidade. De acordo com a literatura, a fragmentacao da
JNM precede o inicio da sarcopenia no envelhecimento (DESCHENES et al., 2011).

O envelhecimento representa uma deterioracao fisiolégica e progressiva dos
processos homeostéaticos de todo o organismo e é amplamente definido como o

declinio funcional dependente do tempo que afeta a maioria dos organismos Vvivos.



Os denominadores comuns do envelhecimento em diferentes organismos
incluem instabilidade gendmica, desgaste dos teldmeros, alteracbes epigenéticas,
perda de proteases, deteccao de nutrientes desregulada, disfuncdo mitocondrial,
senescéncia celular, exaustao de células-tronco e comunicacao intercelular alterada
(LEPORE et al., 2019).

Em suma, a sinalizacado na JNM do neurdnio motor para o musculo, bem como
do musculo para o terminal nervoso pré-sindptico, é importante para o
desenvolvimento, reparo e manutencéo da integridade neuromuscular (CHITRA et al.,
2021), principalmente por meio da atividade fisica.

A fim de promover alteracdes positivas na JNM, a atividade fisica influencia a
plasticidade motora da placa terminal, evitando a denervacéo de fibras musculares,
para assim atuar na longevidade do individuo, gerando uma melhor qualidade de vida
(NISHIMMUNE et al., 2014). Exercicios fisicos como o alongamento estatico,
previnem lesdes musculares e aumentam a amplitude de movimento articular na
pratica (BEHM et al., 2015).



1.1Justificativa

A JNM é de suma importancia para o aparelho locomotor devido sua fungéo na
transducdo da sinapse entre o SNP ao tecido muscular. Com a auséncia desta
importante estrutura, a regido terminal de comunicacéo, nao seria possivel realizar a
contracdo muscular, essencial para a mobilidade. O movimento é fundamental para o
ser humano, desde atividades do cotidiano até exercicios fisicos, esportes e melhora
da qualidade de vida.

Estudos dessa regido possibilitam a sua compreensao, podendo influenciar
funcionalmente o aparelho locomotor a partir de adaptacdes de estimulos internos e
externos. A partir do exercicio fisico, as adaptacfes estimulam o aumento da
contracdo muscular, assim como o sedentarismo pode acarretar consequéncias
proporcionalmente inversas, como reducao dos sinais elétricos e quimicos.

E necessario compreender a morfologia da JNM e suas repercussbes ao
aparelho locomotor, para proporcionar melhorias no desenvolvimento dos
movimentos, bem como na producéo de forca, de grande importancia para idosos e
atletas.

Diante das novas metodologias e ferramentas para identificacdo estrutural e
molecular dos componentes da JNM foram destacados os principais softwares e
métodos para a aplicacdo nas analises morfoquantitativas dessa regido relacionadas

a diferentes protocolos.



2. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as formas de mensuracoes
morfoquantitativas da JNM e de suas regides pos-sinapticas. Desta forma investigou
quais técnicas microscopicas e metodologias de mensuragdo apresentam maior
eficiéncia para elucidacéo das adaptacdes da JNM e quais suas limitagbes. Portanto,

elaborou uma analise discursiva para aprimoramento das técnicas.



3. METODOLOGIA
Este estudo realizou uma analise pratica de mensuracfes da regidao poés-

singptica da JNM juntamente com uma analise de relato/discursiva das mensuracoes.

3.1 Acervo de imagens

Foram utilizadas imagens da fenda poOs-sindptica da JNM, provenientes do
acervo de imagens do Laboratoério de Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF - Unesp
Rio Claro - SP, coordenado pelo Prof. Dr. Adriano Polican Ciena). As imagens foram
oriundas de pesquisas realizadas com animais de experimentacdo (Ratos Wistar,
Rattus norvegicus), com aprovacdo da Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA
n°1096/2021) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — Campus
Rio Claro-SP.

As imagens (n=10) foram obtidas através da técnica de imunomarcacédo com o
anticorpo primario a-bungarotoxina (fenda pos-sinéptica) disponibilizadas pelo grupo,
fotografadas através do Microscoépio de fluorescéncia Olympus BX61 do Laboratério
de Genética de Bactérias (LGB), UNESP, Rio Claro/ SP, Brasil.

Figura 1. Imagem de imunomarcacao dos clusters de AchR.

Fonte: Acervo de imagens LAMAF (2022). Barra: 5 pm.



3.2 Analises morfoquantitativas

Foram aplicadas metodologias de mensuracao (morfometrias) da regido pos-
singptica da JNM em metodologias manuais e semiautomatizadas (Tabela 1) de
quantificacdo das variaveis apresentadas na Tabela 2, através do software ImageJ
(National Institutes of Health - NIH).

Tabela 1. Diferencas entre as metodologias aplicadas através do software ImageJ.

Referéncia Metodologia
Deschenes et al. (2016) | Manual

Jones et al. (2016) Semiautomatizado
Pimentel Neto et al. (2021) Semiautomatizado

Elaborado pela autora.

As metodologias foram selecionadas sendo as mais citadas nos artigos
cientificos das bases de dados como: PubMed, Scopus e Google Scholar, ap6s a
busca se utilizando de termos como: neuromuscular junction, endplate, presynaptic,
postsynaptic, stained area, morphometry, publicados entre os anos de 2010 a 2021.

Foram utilizados como critério artigos cientificos que abordaram como assunto
e protocolo somente modelo experimental de ratos e/ou camundongos; aplicacéo de
protocolos de atividade fisica; e/ou assuntos relacionados ao desenvolvimento,
envelhecimento, lesbes, patologias e outras associacdes a pratica de exercicio fisico
e a JNM; e que utilizem imagens de imunomarcacao da regido pos-sinaptica.

As variaveis de regides equivalentes foram analisadas estatisticamente no
software Graph Pad Prism 8.0 ® através do teste de Welch’s T test, o nivel de

significAncia adotado foi de p <0,05.



Tabela 2. Variaveis de morfometria da regido pos-sinaptica, e referéncias de mensuracdo

utilizadas.
Referéncia
Deschenes et al. | Jones et al. Pimentel Neto.
Variaveis (2016) (2016) (2021)
Area total (um?2) X X X
Area corada (um?) X X X
Perimetro total (um) X X X
Perimetro corado X X X
(Hm)
Diametro (um) X
Disperséao (%) X Compactividade
Numero de cluster X
Quantidade X
cluster/area
Index de X
fragmentagao
Quantidade JNM X
Densidade integrada X

Elaborado pela autora. A demarcacéo (X) representa variaveis equivalentes mensuradas por

ambos os métodos.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1 Revisdo bibliografica

Com base para a avaliagdo foram utilizados artigos cientificos e estudos em
plataformas de base de dados como: PubMed, Scopus e Google Scholar. De acordo
com esta literatura, € amplo o campo de mensuragdes para avaliar a JNM.

Primeiramente, Deschenes et al., (2016), utiliza o método manual no software
ImageJ, mensurando variaveis como perimetro e area total e corada. Gillon et al.
(2018) e Rocha et al. (2020) também utilizam do mesmo método com a insercao de
novas variaveis, entre elas a dispersao.

Segundo, na metodologia de Jones et al., (2016), o autor utiliza a técnica
automatica padronizada para facilitar a analise morfométrica comparativa de sinapses,
delimitando em ‘variaveis principais’, como a area e perimetro do terminal nervoso, e
‘variaveis derivadas’ como ramos de comprimento médios (varidveis de pouca
relevancia para este estudo). A dispersao também é uma variavel analisada, porém é
renomeada com compactividade.

Barbosa et al. (2021) e Jacob et al. (2022) também utilizam o método de Jones,
nas seguintes variaveis em comum: diametro da placa terminal, area e perimetro dos
AchR, &rea e perimetro da placa terminal e nimero de clusters de AchR. Pimentel et
al. (2021), por sua vez, também utiliza 0 método de Jones (2016) adaptado, porém
analisando novas variaveis, entre elas a quantidade de JNM e a densidade integrada,

qgual é a soma de todas as intensidades de pixels da imagem.

4.2 Mensuragodes

Através das imagens de imunomarcagbes do acervo, foram obtidos os
resultados apresentados na Tabela 3, seguindo as metodologias referenciadas.

Na regiao pés-sinaptica, a area total apresentou maior valor quando mensurado
de forma manual seguindo a metodologia de Deschenes et al. (2016), quando
comparado ao método usado por Jones et al. (2016) que apresentou menor valor (sem

significancia estatistica). Também apresentaram maior valor na metodologia de
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Deschenes (2016) a area corada, dispersao e numero de clusters, sendo que esta
Gltima variavel apresentou significancia estatistica (p<0,0005).

Nesta mesma regido, o perimetro total apresentou maior valor quando
mensurado de forma automatica do método de Jones et al. (2016) quando comparado
a forma manual de Deschenes et al. (2016), com significancia estatistica (p<0,05).
Também apresentaram maior valor nesta metodologia o perimetro corado, porém sem
valor estatisticamente significativo.

Algumas variaveis ndo podem ser comparadas pelo fato de apenas algum autor
ter utilizado em seu estudo, como por exemplo a quantidade cluster/area (um?) e o
index de fragmentacdo no método de Jones et al., (2016).

Além do mais, em relacdo a quantidade de imagens utilizadas, foi possivel
identificar marcacao inespecifica no método de Jones et al. (2016), ou seja, a borda
da JNM ultrapassava a delimitacdo da imagem, por isso este método utilizou apenas

9 imagens na mensuracao das variaveis.
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Tabela 3. Médias e desvio-padrédo (DP) da comparacao entre as variaveis correspondentes da regido pés-sinaptica da JNM entre

diferentes metodologias nas mesmas imagens.

Deschenes et al. (2016) Jones et al. (2016) Pimentel Neto et al.
. . (2021)
Variavel Ampliagdo p
Média DP N Média DP N Média DP N
Area total (um?) 521,61 | 283,33 10 450,9 | 176,34 9 0,51
Perimetro total (um) 118,89 | 38,28 10 231,4 | 133,56 9 <0,05
Area corada (um?) 242,22 | 126,90 10 214,2 | 92,95 9 242,22 | 126,90 10 0,58
Pe”m‘?"ﬁ])corado 221,21 | 96,72 | 10 | 2689 [231,33| 9 22121 | 96,72 | 10 | 0,57
H 1.000X
Dispersao (%) 49,93 15,48 10 48,38 | 11,55 9 49,93 15,48 10 0,8
Numero de clusters 17,4 7,80 10 3,888 4,04 9 <0,0005
Quantidade 2415 | 2.43 9
cluster/area (um?)
Index de 0525 | 033 | 9
fragmentacao
Densidade de JNM 4,4 0,84 10
Densidade integrada 200X 11153282 |6575357| 10
Area total (Lm?) 67,36 21,09 10

Elaborada pela autora.
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5. DISCUSSAO

A JNM é importante para a transmisséo do impulso nervoso, em que o0 axonio
e todas as fibras musculares que ele inerva formam uma unidade motora, permitindo
assim a realizacdo da contracdo muscular, gerando o0 movimento. A partir do
movimento, o ser humano se desenvolve bioldgica, social e psicologicamente, sendo
fundamental para a sua aprendizagem. Composta pela regido pré-sinaptica, a fenda
sindptica e a regido pos-sinaptica, a JNM identifica os fatores neuromusculares que
influenciam a forca, poténcia e flexibilidade, descrevendo as suas adaptacdes
cronicas e agudas ao treino.

Apesar do envelhecimento potencializar a instabilidade da JNM - permitindo o
avanco de doencas como a sarcopenia, gerando o declinio funcional dependente do
tempo, o exercicio fisico evita a denervacao de fibras musculares, estimulando a
plasticidade motora e assim atua indiretamente na longevidade do individuo, gerando
uma melhor qualidade de vida. (LI et al., 2018).

As mensuragbes apresentadas neste estudo foram baseadas em trés
metodologias: primeiramente, 0 método de Deschenes et al., (2016), em que as
medidas sédo realizadas de forma manual, desde a delimitacdo. O método de Jones et
al., (2016), em que o autor automatiza as medidas para padroniza-las e facilitar o
processo de demarcacdo. Por ultimo, o método de Pimentel Neto et al., (2021),
metodologia baseada na de Jones, porém com a insercado de novas variaveis.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as formas de mensuracoes
morfoquantitativas da regido poés-sinaptica da JNM. Desta forma, demonstramos as
diferengas, e algumas significantes estatisticamente sobre os diferentes métodos de
mensuracdo de uma mesma estrutura, 0 que implica em limitacbes de
reprodutibilidade de estudos.

As formas aplicadas nas mensuragbes seguiram as metodologias de
Deschenes et al., (2016) - manual - e de Jones et al., (2016) — semi-automatizada. A
primeira consistiu em mensurar as variaveis da fenda pos-sinaptica da JNM de forma
detalhada, se utilizando das ferramentas do software ImageJ, porém, de forma manual
ao delimitar os limites e bordas da estrutura.

A segunda, por sua vez, busca padronizar as mensuracbes das imagens,

reajustando suas cores e medindo as variaveis por meio da coloracdo avermelhada
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presente devido a fluorescéncia do anticorpo. Por se tratar de uma metodologia semi-
automatizada, esta se apresentou mais rapida, menos complicada em questado de
delimitagdo de bordas e limites da estrutura, além de facilitar a analise morfométrica
comparativa, desta forma garante maior exploragéo (JONES et al., 2016).

Algumas dificuldades foram encontradas para as morfometrias, tanto manual
guanto semi-automatizada. De forma manual, as dificuldades encontradas foram
diante de estrutura ambiental, como a necessidade de um bom equipamento para
manuseio do software e iluminacdo adequada para melhor visualizagdo da imagem.
Além disso, é necessario compreender as delimitacfes da fenda pds-sinaptica, para
realizar as devidas demarcacdes. Uma limitacdo dessa metodologia € a demarcacéao
das variaveis, pois em algumas imagens, as mesmas nao ficam sédo de fécil
visualizacao e delimitacdo continua na mensuracgao.

O método semi-automatizado, de Jones et al. (2016), por sua vez, tende a ser
mais facil na delimitacdo das variaveis, principalmente na area corada, devido ao
degradé de cores das imagens, entretanto, o que dificulta é compreender os
processos para a padronizacdo da mensuracéo, visto que ha material de apoio ao
software produzido pelos autores. Uma limitacdo encontrada deste método foi que,
por ser automatizado, reconhece manchas da imagem que ndo sao estruturas
pertencentes & AchR, podendo alterar o resultado da mensuracéo. Para que isSso nao
ocorra, é necessario, de maneira manual, ocultar as manchas desnecessarias.

Em aspectos de reprodutibilidade e confiabilidade, o método semi-
automatizado de Jones et al., (2016), se apresenta como 0 mais adequado, pois
padroniza de acordo com uma série de estudos (SINGH et al., 1990; PRAKASH et
al.,1996; HOPKINS et al., 1985 e LANDINI, 2008). Um exemplo desta afirmacéo foi a
marcacao inespecifica em uma das imagens. O método automatizado apontou a
marcagao assim que foram delimitadas as JNM em coloragao avermelhada, algo que
ndo ocorreu na forma manual. Entretanto, no método manual houve a identificagédo
precisa da morfologia da JNM.

Em relacdo as variaveis, todas representaram as imagens mensuradas,
entretanto teve-se dificuldade de visualiza-las na imagem, como por exemplo o
namero de clusters, que sdo aglomerados de AChR presentes na JNM. Manualmente,
nao foi possivel visualiza-las com tanta precisdo em comparagdo a forma semi-

automatizada.
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6. CONCLUSAO

A partir das andlises morfoldgicas da JNM, conclui-se que ambas metodologias
apresentadas sdo de suma importancia para a compreensao das variaveis, auxiliando
na delimitacdo das variaveis, seja ela feita manualmente, delimitando todos os
clusters, ou de forma semi-automatizada, a partir de padronizacbes do software e
degradé de cores em pixels da imagem.

O método de Jones et al. (2016) se apresentou como mais coerente, pelo fato
de padronizar as mensuracdes, desde a delimitacao das variaveis, como por exemplo
a area corada, com o degradé de cores, facilitando a visualizacdo das mesmas, até a
geracdo das medidas. Além disso, o0 método acompanha um material de apoio, que
instrui a forma de mensurar, e uma tabela que auxilia na compreenséo dos resultados.

E interessante, para estudos futuros, a mensuracdo de novas variaveis, como
0 numero de pontos de ramificacdo - variavel analisada apenas no método de Jones

et al., (2016) - para maior comparacao das metodologias.
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